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OZET

Giris: Periferik sinir hasari, olduk¢a karmasik mekanizmalar1 igeren,
dejenerasyon ve rejenerasyon siireglerinin isledigi bir patofizyolojiye sahiptir.
Rejenerasyonu artirmaya yonelik pek cok calisma yapilmaktadir. Bu ¢alismada,
santral sinir sisteminde noroprotektif ve restoratif etkinlikleri bilinen duloksetin’in
periferik sinir hasar1 stirecindeki etkisi incelenmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Toplam 36 rattan olusan denekler yalanci operasyon, kontrol
ve deney gruplarma ayrilarak siyatik sinirlerinde periferik sinir ezilme
yaralanmasi modeli olusturulmustur. Bu modelde 3 giin ardisik olarak
intraperitoneal yolla verilen duloksetin’in etkileri arastirilmistir. Incelemeler 1 ve
6. haftalarda histomorfometrik olarak akson sayimi ve myelin kalinlig1 6l¢iimiinii,
elektrofizyolojik olarak yiizeyel ve igne CMAP amplitiit dl¢iimlerini ve yas kas
agirlhik 6lgtimlerini igerecek sekilde yapilmistir.

Sonu¢: Duloksetin, periferik sinir rejenerasyonuna olumlu katki saglamamustir.
Hatta ge¢ donemde akson sayisini artirmasina ragmen myelin kalinliginda azalma
ve kas kiitle kaybinda artisa yol agmustir. Elektrofizyolojik testlere anlamli bir
etkide bulunmamustir.



ABSTRACT

Introduction: The pathophysiology of peripheral nerve injury includes extremely
complicated processes of degeneration and regeneration. Several studies were
conducted to augment the regeneration. The effects of duloxetine for peripheral
nerve damage, whose neuroprotective and restorative effects are well established
for central nervous system were observed within this study.

Materials and Method: Subjects consisting of 36 rats were divided into sham
operation, control and experiment groups and peripheral nerve injury model was
performed on sciatic nerves. Effects of three-day consecutive duloxetine delivered
intraperitoneally were investigated in this model. Assessments were done at 1%
and 6™ weeks via axon count and measurement of myelin thickness
histomorphologically, surface and needle electrode CMAP amplitude records
electrophysiologically and measurement of wet muscle weights.

Results: Duloxetine has not posed a positive contribution on peripheral nerve
regeneration. Furthermore, it led to a decrease in myelin thickness and increase of
muscle mass shrinkage, despite an increase in axon count in long term follow-up.
It didn’t show up a remarkable effect on electrophysiological assessments.



ICINDEKILER

L GERIES .o 1
2. GENEL BILGILER.........ccoooiiiitiiininicerieees s 4
2.1. PERIFERIK SINIR ANATOMISI.........ocoviiiiiiiiiiii, 4
2.1.1. Gros ANatOmMi. ... ..couviniiiniii i 4
2.1.2. Mikrostriiktiirel anatomi...............cooevviiiiiiiniiinnn... 8
2.2. PERIFERIK SINIR HASARINDA KLINIK
SINIFLAMALAR. ... 9
2.3. PERIFERIK SINIR HASARININ
PATOFIZYOLOJISI. .. ..o, 11
2.3.1. Aksonal dejenerasyon ve rejenerasyon..................... 12
2.3.2. Periferik sinir onarimmin mediatorleri..................... 17

2.3.2.1. Sitokin ve kemokinler..............ccccovveeee 17

2.3.2.2. Norotropik faktorler........................c...... 18
2.3.2.3. Kompleman Sistemi...................c..ccooeue. 19
2.3.2.4. Proinflamatuvar transkripsiyon
JAKLOTIeri. ..o 20
2.3.2.5. Arasidonik asit metabolitleri. .................... 20
2.4. DULOKSETIN. ...ttt 21
2.5. SEROTONIN VE NORADRENALIN...........cccooiiiiiniiiinn. 23
2.5.1. SerotONIN. ...ttt 23
2.5.2. Noradrenalin.............oooiiiiiiiiiiiiiiii e, 25
2.6. PERIFERIK SINIR REJENERASYONUNUN
DENEYSEL YOLLA DEGERLENDIRILMESI.............ccoeennnene. 27
2.6.1. Deney modelleri...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiii i, 27
2.6.1.1. Rat siyatik sinir anatomisi........................ 28

2.6.2. Histopatolojik ve biyokimyasal

degerlendirme............c.oooiuiiiiiiii e, 28



2.6.3. Fonksiyonel degerlendirme..................c...ooviiniinnnn. 29

2.6.4. Elektrofizyolojik degerlendirme........................ce.e 30
2.6.5. Kas atrofisinin degerlendirilmesi............................ 30
3. GEREC VE YONTEM.......oooimiiiteeeeeeeeeeeeeeee et e e 33
3.1.DENEY DIZAYNI. ... ..ot 33
3.2. KULLANILAN ILACLAR ...ttt 34
3.3. CERRAHI PROSEDUR..........cooiiiiiiiiiiiiieiiee e, 35
3.4. ELEKTROFIZYOLOJIK DEGERLENDIRME..................... 37
3.5. HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIRME..................... 40
3.6. YAS KAS KUTLE INDEKSI OLCUMU.............ccooeveinnn... 42
3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ..........cooiiiiiiiiiiieie e, 42
4. BULGULAR. ... e 44
4.1. ELEKTROFiZYOLOJIK INCELEME
BULGULARI. ..., 44
4.2. HISTOMORFOMETRIK INCELEME
BULGULARI. ..., 51
4.3. YAS KAS AGIRLIK INDEKSI
OLCUMLERI. ... 62
S, TARTISMA ..., 68
6. SONUC . ... e 75

T.KAYNAKLAR . ..o 76



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Sunderland PSY smiflamast.............cooooiiiiiiiiiiiiiiin... 16
Tablo 2. Rat siyatik sinirinin farkli anatomik diizeylerdeki akson icerigi....28
Tablo 3. Ratlarda siyatik sinir rejenerasyonunu degerlendirmeye yonelik
uygulanmis calisma yontemlerinin 6zeti...........cocevvviiiiiiiiiiniinnnnnnnn. 31
Tablo 4. Erken donem yiizeyel ve igne CMAP 6l¢iim degerleri (mV)....... 44
Tablo 5. Ge¢ donem yiizeyel ve igne CMAP 6l¢iim degerleri (mV)......... 45
Tablo 6. Sham grubunun yiizeyel CMAP amplitiidii erken donem-gec

dOnem OlGUMICTIL. ...t e, 46
Tablo 7. Kontrol grubunun yiizeyel CMAP amplitiidii erken donem-ge¢
dOnem OlGUMICTI. .. ...t e, 46
Tablo 8. Deney grubunun yiizeyel CMAP amplitiidii erken donem-geg
dOnem OlGUMICTI. .. ...t 47
Tablo 9. Gruplarin yiizeyel CMAP amplitiidii ortalamalar1 ve ortancalar1.. 47
Tablo 10. Sham grubunun igne CMAP amplitiidii erken donem-geg

donem GIGUMICTI. .....ooviiiii e 49
Tablo 11. Kontrol grubunun igne CMAP amplitiidii erken donem-geg

donem GIGUMICTI. .......vii e e 49
Tablo 12. Deney grubunun igne CMAP amplitiidii erken donem-geg

dOnem OlGUMICTI. .. ..ot e 50
Tablo 13. Gruplarin igne CMAP amplitiidii ortalamalar1 ve ortancalari..... 50
Tablo 14. Erken donem akson sayis1 ve ortalama myelin kalinliklarmin
histomorfometrik dlgiim sonuclari..................ooooi 52
Tablo 15. Ge¢ donem akson sayis1 ve ortalama myelin kalinliklarinin
histomorfometrik dlgiim sonuclari...................oooi 53
Tablo 16. Sham grubunun akson sayist erken donem-ge¢ donem

OlCUMICTI. .. o, 54
Tablo 17. Kontrol grubunun akson sayis1 erken donem-ge¢ donem

OlCUMICTI. .. o, 54

Vi



Tablo 18. Deney grubunun akson sayist erken donem-ge¢ donem

o) (6111111 (<) & TSRS

Tablo 19. Gruplarmn akson sayis1 ortalamalar1 ve ortancalari.................
Tablo 20. Sham grubunun myelin kalinlig1 erken donem-ge¢ donem
OlCTMICTI. ..o
Tablo 21. Kontrol grubunun myelin kalinlig1 erken donem-ge¢ donem
OlCTMICTI. ..o
Tablo 22. Deney grubunun myelin kalinlig1 erken donem-ge¢ donem
OlCTMICTI. ..o
Tablo 23. Gruplarin myelin kalinlig1 ortalamalar1 ve ortancalart............
Tablo 24. Erken donemde deneklerin viicut agirlig1 ve kas agirligi
Olciimleri ile hesaplanan K degerleri................oooviiiiiiiiiiiiinina,
Tablo 25. Ge¢ donemde deneklerin viicut agirlig: ve kas agirligi
Olciimleri ile hesaplanan K; degerleri................coooiiiiiiiiiiiinn.,
Tablo 26. Sham grubunun kas-kiitle indeksi erken donem-ge¢ donem
OlCUMICTI. ..o
Tablo 27. Kontrol grubunun kas-kiitle indeksi erken donem-ge¢ donem
OlCTMICTI. ..o
Tablo 28. Deney grubunun kas-kiitle indeksi erken donem-ge¢ donem
OlCTMICTI. .. o
Tablo 29. Gruplarin K; ortalamalar1 ve ortancalar1............................

Tablo 30. Korelasyon testi sonuglart...............coooiiiiiiiiiiiiii,

VI



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Beyin sap1 ve kraniyal sinir anatomisi (6nden goriiniim).............. 4
Resim 2. Spinal sinirlerin sematik gosterimi................cooevvviiiiiniiiinnn. 5
Resim 3. Spinal sinir koklerinin anatomisi.............ocoieviiiiiiiiiiiiin 6

Resim 4. Otonom sinir sisteminin sematik 6zeti. Sempatik sistem kirmizi,
parasempatik sistem mavi renk ile gosterilmistir...................oo 8
Resim 5. Periferik sinirin yapis1 9

Resim 6. Aksonal hasari asamalari. A, B) Dejenerasyon, C,

D) Rejenerasyon sathalart.............oooiiiiiiii i, 16
Resim 7. Kompleman Sistemi...........ovuviiiiiiiiiiiieiieeiienieeieenaennn 19
Resim 8. Duloksetin’in kimyasal yapist.............ooovviiiiiiiiiiiiii i, 21
Resim 9. Triptofandan serotonin sentezinin sematik gosterimi.................. 24
Resim 10. Serotonerjik reseptorler............cooovviiiiiiiiiiii i, 24
Resim 11. Noradrenalin (norepinefrin) sentez basamaklari...................... 26
Resim 12. Adrenerjik reseptorler.........oovviiiiiiii i, 26

Resim 13. Siyatik sinir klibasyonu. *: [liak krest, x: Yiizeyel gluteal

kas grubu, Siyah ok: Siyatik sinir, Beyaz ok: Siyatik sinir bifurkasyonu....... 36
Resim 14. En-blok siyatik sinir ve gastrokinemius-soleus kas grubu

CKSIZYOMIU. ..ttt e e 37
Resim 185. Rat siyatik sinirinde EMG kayit sistemi.................c.cooeeen.... 40

Resim 16. Hematoksilen & Eozin boyamada 1000x biiyiitmede akson

morfolojisi ve myelin kalinlik 6l¢iimii. SC’ler koyu bazofilik

gOzZUkmektedir. ........ooi 41
Resim 17. Yiizeyel CMAP amplitiidii 61¢iimlerinin gruplar arasindaki

dagilim grafii........ooeiinii i, 48
Resim 18. igne CMAP amplitiidii 6l¢iimlerinin gruplar arasindaki dagilim
ELAfIS. 51
Resim 19. Gruplarin akson sayis1 6l¢timlerinin dagilim grafigi.................. 56
Resim 20. Gruplarin myelin kalinli1 6l¢timlerinin dagilmi..................... 58



Resim 21. Epindral biitiinliigiin korundugu, fasikiiler diizenin bozulmadigi,

epindral bag doku i¢inde yer yer petesiyal kanama alanlarinin (*) oldugu

transvers siyatik sinir kesiti. (H&E,X100)...........cooviiiiiiiiiiiiie, 59

Resim 22. Olasilikla cerrahi miidaheleye bagli sinir ¢cevresi bag dokuda

odaksal mikst inflamasyon gozlenmekte. (H&E, x200)........................l. 60

Resim 23. Erken donem histomorfometrik inceleme preperatlari. A) Sham

B) Kontrol, C) Deney gruplart. (H&E x1000) ..........cooiiiiiiiiiiiin, 60

Resim 24. Ge¢ donem histomorfometrik inceleme preperatlari. A) Sham
B) Kontrol, C) Deney gruplari. Sham grubunda aksonlar fasikiil i¢inde

oldukea diizenli goriintirken, diger gruplarda daha seyreklesmis olarak

izlenmektedir. (H&E, X1000).......coiiiiiiiiiiiiii e 61

Resim 25. Fasikiiller i¢inde akson adaciklari. (TB, x400).........................

Resim 26. Gruplarin K; 6lgiimlerinin grafiksel dagilimi.............................



KISALTMALAR

5-HT: 5-hidroksitriptamin

Arc: Aktivite diizenleyici sitoskeleton bagmtili protein
BDNF: Beyin kaynakli nérotropik faktor

cAMP: Siklik adenozin monofosfat

CIF: Kompleman inhibe edici faktor

CMAP: Bilesik motor aksiyon potansiyeli

COX: Siklooksijenaz

CPG: Santral kalip jeneratorii

CTNF: Siliyer norotropik faktor

CYP: Sitokrom P

EF: Elektrofizyolojik

EMG: Elektromiyografi

ErbB: Epidermal biiylime faktorii reseptorii - B

FDA: Food and drug administration

GABA: Gamma amino butirik asit

GDNEF: Glia kokenli biiyiime faktorii

GM-CSF: Granulosit-monosit koloni stimule edici faktor
GUDAM: Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi
H&E: Hematoksilen - eozin

HGF: Hepatosit biiylime faktorii

Hz: Hertz

IFN: Interferon

IGF: Insulin benzeri bilyiime faktorii

IL: interlokin

IP;: inozitol trifosfat

K;: Kas-kiitle indeksi

LIF: Losemi inhibe edici faktor

LOX: Lipoksijenaz

MAC: Membran atak kompleksi



MAO: Monoaminooksidaz

MR: Manyetik rezonans

mV: milivolt

NA: Noradrenalin

NF-kB: Noral faktor kB

NGF: Noral biiylime faktorii

NRG-1: Norogulin-1

NT: Norotropin

NTF: Norotropik faktor

NTM: Norotransmitter

OSS: Otonom sinir sistemi

PS: Periferik sinir

PSS: Periferik sinir sistemi

PSY: Periferik sinir yaralanmasi

SC: Schwann hiicresi

SEP: Somatosensoryal uyarilmis potansiyel
SNRI: Selektif serotonin-noradrenalin gerialim inhibitorii
SSRI: Selektif serotonin gerialim inhibitdri
SSS: Santral sinir sistemi

SVZ: Sub-ventrikiiler bolge

TB: Toluidin mavisi

TLRs: Toll-like reseptor

TNF: Tiimor nekrotizan faktor

Trk: Tirozin kinaz

USG: Ultrasonografi

WD: Wallerian dejenerasyon

Xl



Xl



GIRIS

Periferik sinir sistemine (PSS) dair ilk bilgiler Hipokratik tip donemine
dek uzanmaktadir. Pergamonlu Galen, milattan sonra ikinci yiizyilda periferik
sinir (PS) kesisinin duyu ve giic kayb1 ile sonuglandigini fark etmis, ancak bu
lezyonlarm iyilestirilemez oldugunu bildirmistir. Ibn-i Sina’nin kayitlarinda
PS’lerin dikilebilir yapilar oldugundan bahsedilmektedir. Galen’den sonra
yaklagik 1500 yi1l boyunca sinir onarimma yonelik c¢aligmalar cogunlukla
basarisizlikla sonuglanmistir. 1776’da Cruikshank, hayvan ¢alismalarinda PS’lerin
kismen rejenere olabildiginden bahsetmistir. Insanda cerrahi sonrasi ilk
fonksiyonel iyilesme ise 1847’de Sir James Paget tarafindan elde edilmistir.
1839°da Schwann kendi adiyla anilan sinir kilifini; 1850°de ise Waller yine kendi
ad1 ile anilan dejenerasyon siirecini tanimlamistir. Son birka¢ dekadda ise
ozellikle elektron mikroskopi ve ndrofizyoloji gibi alanlarda kaydedilen
gelismelere paralel olarak PS hasar1 sonrasindaki rejeneratif mekanizmalar ve
tedavi yaklasimlar1 oldukga popiiler bir arastirma alani haline gelmistir (1, 2).

Coklu travma olgularmin % 2-5’inde PS yaralanmas1 (PSY) meydana
gelmektedir. Giiniimiizde etyolojiden en ¢ok motorlu tasit kazalari1 sorumludur.
Bunu penetran yaralanmalar, iyatrojenik yaralanmalar, diismeler ve atesli silah
yaralanmalar1 izlemektedir. Yine spor yaralanmalarinda da PS hasari
gelisebilmektedir. En sik 4.dekadda izlenen PSY’lerde farkli serilerde 2,4-5 / 1
oraninda erkek predominansit mevcuttur. Pediatrik yas grubunda nadir goriilmekle

birlikte, en sik 8 yas civarinda izlenmektedir (3).



Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde pek ¢ok konservatif, medikal
ve cerrahi yaklasim tarzi tarif edilmistir. PSY fizyopatolojisinin giderek daha iyi
anlagilmasiyla birlikte, iyilesme siirecinin belirli asamalarinda etki gostererek
rejenerasyonu artirabilecegi diisiiniilen pek c¢ok ajan ve modalite denenmis ve
denenmektedir. Halihazirda farkli yaralanma tiplerinde konservatif ve cerrahi
yaklagim disinda altin standart olabilecek bir ajan mevcut olmamakla birlikte, pek
cok ajanin sinir iyilesmesine olumlu ve iimit vaat eden katkilar1 tespit edilmistir.
Periferik sinir iyilesmesine katkilar1 arastirilan modalite ve ajanlar arasinda
elektrik stimulasyonu, magnetik alan indiiksiyonu, sentetik ve dogal polimerler,
antioksidanlar, norotropik faktdrler, immun-mediatorler, kok hiicreler ve daha pek
cogu sayilabilir.

Ozellikle son 30 yilda, depresyon tedavisinde kullanilan ilaglarin santral
sinir sisteminin (SSS) belirli bélgelerinde néroprotektif ve restoratif etkileri tespit
edilmistir. Trisiklik antidepresanlar ve selektif serotonin gerialim inhibitorlerinin
(SSRI) limbik sistem, hipokampal formasyon ve frontal kortekste néron kaybini
azaltt1g1; subventrikiiler bolgede ndral progenitor hiicre proliferasyonunu artirdigi
goriilmiistiir (4). Daha yeni bir nesil olan selektif serotonin — noradrenalin
gerialim inhibitérii (SNRI) grubu antidepresanlarin ise ek olarak beyinde BDNF
(beyin kaynakli norotropik faktdr) ve Arc (aktivite diizenleyici sitoskeleton
bagmtili protein) ekspresyonunu artirdigi, néroproteksiyon sagladigi ve ayrica
periferik noropatik agrilarda etkin oldugu saptanmistir (5, 6). Ayrica, yalnizca
stresor faktorler ve depresyonun dahi PS rejenerasyonunu olumsuz etkiledigi

bilinmektedir (7).



Bu ¢alismada, PS rejenerasyonu lizerine etkileri heniiz arastirilmamis olan
SNRI grubu antidepresanlarin en potent iiyesi duloksetin’in muhtemel etkileri
olabilecegi hipotezinden yola ¢ikilarak, bu etkileri deneysel olarak arastirmak

amaclanmastir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. PERIFERIK SiNiR ANATOMISi

2.1.1. GROS ANATOMI

Periferik sinir sistemi, beyin ve spinal kordu; yani SSS’ni periferik
dokularla iligkilendiren sistemdir. Kraniyal sinirler, spinal sinirler ve otonom sinir

sistemi olmak {izere 3 ana boliime ayrilir.

Kraniyal sinirler 12 ¢ift olup ilk ikisi beynin uzantis1 seklindedir. 3 ve 4.

sinirler mezensefalondan; 5 — 8. sinirler ponstan ve 9 — 12. sinirler ise medulla

oblongatadan orijin alir (Resim 1).
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¥ % -Accessory nerve (XI)
Decussation of pyramids I =

Resim 1. Beyin sap1 ve kraniyal sinir anatomisi (6nden goriiniim) (122).

Spinal sinirler ise C; ile S; aras1 segmentlerden ¢ikar. Son iki koksigeal

sinir segmenti rudimenter oldugu i¢in toplam 33 medulla spinalis segmentinden



31 ¢ift spinal sinir ¢ikmaktadir (8 servikal, 12 torakal, 5 lomber, 5 sakral ve 1

koksigeal) (Resim 2).
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Resim 2. Spinal sinirlerin sematik gdsterimi (8).

Spinal kordun arka boynuzundan radix posterior (arka kok), ©n
boynuzundan ise radix anterior (6n kok) c¢ikar. Bu iki kok, foramen
intervertebrale’ye girmeden Once birleserek spinal siniri olusturur. Yaklagik 1 cm
sonra ise for. intervertebrale ¢ikisinda spinal sinir ramus anterior ve posterior’a

ayrilir (Resim 3).
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Resim 3. Spinal sinir koklerinin anatomisi (9).

Ramus posteriorlar govdenin arka kisminin cildi ile erektor spina kaslarini
innerve ederken ramus anterior gévdenin 6n ve yan kisimlarmin kaslar1 ve cildini
innerve eder, ayrica servikal, brakiyal ve lumbosakral pleksuslari olusturur. Arka
kok noronlarmin govdeleri ¢ogunlukla arka kok iizerinde yerlesik olan spinal
ganglion i¢inde bulunan psddo-unipolar néronlardir. Afferent sensoryal iletimden
sorumludur. Ayrica arka kok i¢inde %3 oraninda vazodilator efferent lifler de
bulunmaktadir. Sensoryal vasfindan dolayr bu koke “radix semsoria” da
denmektedir. On kokiin sinir gdvdeleri ise gogunlukla én boynuzda ve beyindedir.
On kok, somatomotor lifler ile sempatik ve parasempatik (otonom) efferent lifleri
icermektedir. Motor lif igeriginden dolayr “radix motoria” olarak da

bilinmektedir. Bu iki kok birlesip spinal sinir olusturduktan sonra ramus anterior



ve posterior olarak ayrildiginda her iki ramus tiim lif ¢esitlerinden igermektedir (9,
10, 11).

Otonom sinir sistemi (OSS), sempatik ve parasempatik olarak ikiye
ayrilmaktadir. Bunlarin da affarent ve efferent lifleri bulunmaktadir. Otonom sinir
sistemine, yasamsal fonksiyonlarla olan iliskisinden dolayr “vejetatif”; i¢
organlarla olan iliskisinden dolayr da “visseral” sinir sistemi de denmektedir.
Sempatik sinir sisteminin lifleri birinci torakal ile ikinci veya tigiincii spinal
segmentlerdeki kolumna intermediolateralis’ten ¢ikar. Parasempatik sistem ise
kraniyal ve spinal kisimlara ayrilmistir. Kraniyal lifler 1II, VII, IX ve onuncu
kraniyal sinirlerde; spinal lifler ise S, 34 segmentlerinden ¢ikan sinirlerde taginir.
Otonom sinirlerin gdvdeleri beyindeki yiiksek otonomik merkezlerdedir, ancak
somatomotor liflerin aksine perifere dagilmadan Once ganglionlarda ndron
degistirirler. Sempatik sinir sisteminin ganglionlari, omuriligin her iki yaninda
yerlesen ve kafa tabanindan koksikse dek uzanan 22-23 ¢ift gangliondan
miitesekkil “trunkus sempatikus” zincirinde yerlesmistir. Parasempatik sistemin
ganglionlar1 ise hedef organlarin yakininda veya duvarinda bulunmaktadir (Resim
4). Her iki sistemin preganglionik liflerinin esas ndrotransmitteri (NTM)
asetilkolin  iken, sempatik postganglionik liflerde noradrenalin (NA);

parasempatik postganglionik liflerde ise asetilkolin bulunmaktadir (11, 12, 13).



Resim 4. Otonom sinir sisteminin sematik Ozeti. Sempatik sistem kirmizi,

parasempatik sistem mavi renk ile gosterilmistir (12).

2.1.2. MIKROSTRUKTUREL ANATOMI

Bir PS, boyutuna bagl olarak bir veya binlerce sinir lifi icerebilmektedir.
Periferik sinirin lifleri (akson) endondryum denilen, Schwann hiicresi (SC) ve
retikiiler kollajen aglardan olusan yap: ile sarihidir. Sinir liflerinin bir araya
gelmesi ile fasikiil olusur ve perinéryum ile sarilidir. Fasikiillerin bir araya

gelmesi ile ise PS olusur, ve epindéryum tarafindan kusatilir (9) (Resim 5).



Resim 5. Periferik sinirin yapis1 (10).

Periferik sinirlerde myelinli ve myelinsiz aksonlar bulunmaktadir. Myelin,
PSS’de SC’ler tarafindan olusturulmaktadir. Schwann hiicresinin akson etrafinda
sirkiiler tarzda defalarca dolanmasi ile meydana gelir. Myelinli liflerde 1-2 mm
araliklarla Ranvier diiglimleri bulunmaktadir. Bu sayede myelinli lifler ¢iplak
liflere gore yaklasik 8 kat daha hizli saltatuvar (sigrayici) iletim yapabilmektedir
(10, 14). Otonom sinirlerin govdeleri otonomik ganglionlarda, sensoryal sinirlerin
govdeleri dorsal root ganglionlarmda ve somatomotor sinirlerin govdeleri
SSS’dedir. Ganglionlardaki sinir govdeleri ve dendritleri satellit (kapsiiler)

hiicrelerce ¢evrelenmistir. Bu hiicreler, periferdeki SC’lerin analogudur.

2.2. PERIFERIK SiNiR HASARINDA KLINIK SINIFLAMALAR

Periferik sinir hasar1 farkli siddetlerde gerceklesebilmektedir. Seddon
1943°te PS hasarini ii¢ alt baghga ayirmistir (15, 16):
e Noéropraksi: Aksonal biitiinliik bozulmaksizin sinir segmentindeki iletimin

azalmasi veya tam olarak kesilmesidir. Fokal demyelinizasyon goriilebilir.



Direkt mekanik basi, iskemik hasar, metabolik yetmezlik veya demyelinizan
hastaliklar nedeniyle gelisebilir. Etkenin ortadan kaldirilmasini takiben birkag
saat veya hafta i¢inde hemen her zaman iyilesme goriilmektedir. Sekiz saatten
kisa siireli kompresyonlarda noral fonksiyon tamamen geri donisliidiir.
Noroprakside sirastyla motor islev, propriyosepsiyon, temas, sicaklik, agri
duyular1 ve sempatik fonksiyon bozulur. Diizelme ise tam ters sira ile olur.
Diizelme sinir rejenerasyonu ile degil, iletimin yeniden saglanmasiyla
meydana gelmektedir (17).

Aksonotmezis: Sinirin epindral ¢atismin korundugu, ancak i¢indeki liflerin
koptugu hasarlanmadir. Kopan aksonlarin distal giidiigli Wallerian
dejenerasyon (WD) ile uzaklastirilir ve rejenerasyon siireci baglar. Sinirin
anatomik biitiinliigli korunmustur ve hasarm lokalizasyonuna goére haftalar
veya aylar i¢inde fonksiyon tekrar kazanilabilir.

Norotmezis: Periferik sinirin epindral ¢atis1 ile birlikte tamamen kopup,
anatomik bitiinliigiiniin kayboldugu en agir yaralanma bi¢imidir. Genellikle
rejenerasyon hattinda yogun fibrozis bulunur ve cerrahi onarim gerektirir.
1951’de Sunderland bu smiflamay1 genisletmis ve aksonotmezisi 3 alt

kategoriye aymrmistir. (17, 19) (Tablo 1).
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Tablo 1. Sunderland PSY siniflamasi.

Derece Aciklama

1 Noropraksi. Anatomik olarak normal, yalnizca iletim blogu mevcut.

Akson ve myelin hasar1 mevcut, endondryum da dahil olmak {izere

2 tiim destek yapilar korunmus.

3 Endonoéryum hasarli, perinéryum ve epindryum intakt.
4 Epindryum intakt, fasikiiller hasarlanmas.

5 Tam sinir kesisi.

Daha sonralar1 McKinnon ve Dellon bu siniflamaya 6.derece yaralanmay1
eklemistir. Bu yaralanma tipi, Sunderland 1 — 4.dereceler aras1 yaralanmalarin

ayni1 sinirde birka¢min bir arada oldugu mikst tip yaralanmayi ifade eder (1).

2.3. PERIFERIK SiNIR HASARININ PATOFIZYOLOJISI

Periferik sinirin travmatik yaralanmalar1 gerilme, kompresyon veya
laserasyona bagli gelisebilmektedir. Bu yaralanma ve sonrasindaki rejenerasyon
siirecinde oldukg¢a karmasik mekanizmalar ve mediatorler rol almaktadir. Santral
sinir sistemindeki noronlarda aksonal rejenerasyon yetenegi yok denecek kadar az
iken PSS noronlarinda aktif bir rejenerasyon siireci mevcuttur. Bunun nedeni tam
olarak bilinmemekle birlikte, hasarli aksonun i¢inde bulundugu mikro c¢evrenin
onemli bir faktor oldugu goriilmiistir (20). Hasarli bir PSS noronu SSS’ye
yerlestirildiginde rejenerasyon yetenegini yitirdigi; tam tersine hasarli bir SSS
noronunun da PSS’ye entegre edildiginde rejenere olabildigi gozlenmistir.

Periferik sinir aksonu hasarlandiginda, birbirini takip eden bir

dejenerasyon ve rejenerasyon siireci baglamaktadir.
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2.3.1. AKSONAL DEJENERASYON VE REJENERASYON

Hafif siddetli sinir hasarlanmalarmda genellikle birka¢ gilin siiren bir
dejenerasyon siirecinin bitiminde, daha uzun siiren bir rejenerasyon siireci
baslamaktadir. Ancak siddetli hasarlarda dejeneratif siirecin uzamasina bagli
olarak siklikla bu iki siire¢ beraber isler. Viicudun diger bolgelerindeki hiicresel
onarimin aksine PSS’deki rejenerasyon mitoz ve hiicresel proliferasyonla degil,
hiicresel restorasyonla meydana gelmektedir. Periferik sinir rejenerasyonunda
makrofajlar, fibroblastlar, inflamatuvar hiicreler, norotropik faktdrler gibi pek cok
etmen rol oynamakla birlikte, en 6nemli gorevin SC’lerde oldugunu soylemek
yerinde olur.

Aksonotmetik yaralanmalarda saatler iginde WD silireci baglar (21).
Hasarli bolgenin distalinde kalan akson kism1 dejenere olur, myelin parcalanir ve
endondral tiip i¢inde elipsoidler olusturacak sekilde aksonal artiklar goriiliir. Bu
parcalanmadan, SC’lerden Ca™ aktivasyonu ile salinan proteazlar sorumludur (9).
WD genellikle 24 — 48 saat siirer. Bu esnada yogun SC ve endondral mast hiicre
proliferasyonu goriliir. Mast hiicrelerinden histamin ve serotonin desarji
sonrasinda vaskiiler permeabilite artis1 ile bolgeye makrofaj gocii gerceklesir, bu
makrofajlar SC’lerce sensitize edilerek dejenere akson ve myelin debrislerini
fagositoza girigirler. Farkli makrofaj tiplerinin farkli myelin komponentlerini
fagosite ettigi goriilmiistiir (22). Bu fagositoz siireci bir hafta ile birka¢ ay
arasinda stlirebilmektedir (20, 23). Hasar sonrasi ilk 24 saat icinde aktive olan
SC’ler once dediferansiye olarak prolifere olur, ardindan da rediferansiasyona

ugrar (24). Bir yandan onarim siirecinde gerekli olacak molekiillerin gen
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ekspresyonunu yaparken, diger yandan WD hatt1 boyunca proksimal sinir giidiigii
ile son organ arasinda birbiri ardina dizilerek “Biingner bandi” denilen lineer bir
yapt olustururlar. SC’lerin bu dizilimi sayesinde rejenere olan proksimal akson
gidiigiiniin tutunup ilerleyebilecegi bir bazal membran olusturulmus olur.

Distalde tiim bunlar olurken, proksimalde de 6nemli degisiklikler meydana
gelir. Noron govdesinde hiicresel sisme olur ve hasar sonrast 6 saat i¢inde
santraldeki niikleus hiicre gdovdesinin periferine go¢ eder. Niikleustaki Nissl
cisimcikleri ve kaba endoplazmik retikulum pargalanir (kromatolizis). Noron
govdesinin dendritlerinin kurdugu sinaptik baglantilar ayrilir ve dendritlerin etrafi
glial veya satellit hiicrelerce sarilarak cevreden izole edilir. Norotransmitter
iretimi azalir, elektrik iletim faaliyeti durma noktasina gelir ve hiicre bu
asamadan sonra enerjisini sinir iletimi yerine, akson rejenerasyonunda gerekecek
temel yapitaslarmin sentezine odaklar. Hasar bolgesinde proksimal giidiigiin
etrafinda yer alan SC’ler degrade olur, akson cap1 belirgin diiser. Baslangicta
WD’ye benzer retrograd bir dejenerasyon olur, ancak bu genellikle 1 cm kadar
ilerleyip Ranvier bogumlarindan birinde durur. Hiicre govdesine yakin ve siddetli
hasarlanmalarda retrograd dejenerasyon ile hiicre govdesi de dejenere olup
noronal Olim gerceklesebilmektedir. Hasarli sinirlerde %20 — 50 oraninda
apoptotik hiicre 6limii bildirilmektedir. Bu apoptozis kraniyal ve sensoryal
sinirlerde daha sik gozlenmektedir (20, 25).

Agir zedelenmelerde (Sunderland 3, 4 ve 5. derece), sinirde intrafasikiiler
kanama ve 6dem gelismektedir. Endondral tiip ve SC’lerin biitlinliigli bozulur.

Sinirin bu segmentinde fibroblast proliferasyonu ile skar dokusu gelisimi olur ve
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bu skar dokusu siklikla perinoral skar ile devamlilik gdsterir. Bu, ileride gelisecek
rejenerasyon siirecini dnemli oranda sekteye ugratan bir durumdur.

Wallerian dejenerasyon sonrasi hasarin giddetine bagl olarak birka¢ saat
ile birka¢ hafta arasinda proksimal aksonda rejeneratif slire¢ baslar. Rejeneratif
stirecin basladiginin ilk belirtisi kromatolizisin geri donmesidir. Niikleus tekrar
santralize olur ve niikleoproteinler Nissl cisimciklerini olusturacak sekilde
organize olur. Aksonun ucundan tomurcuklanmalar baslar ve “filopod” denilen
anten benzeri uzantilar gelisir. Es zamanli olarak Biingner bandindaki SC’lerde
noral biiylime faktorii (NGF) reseptorleri eksprese edilir. Filopodlar hedef
organlar, SC’ler ve fibroblastlardan salman NGF molekiillerini tutarak Biingner
bandindaki NGF reseptorlerine tutunur. Bu reseptorlere baglanmis NGF
molekiillerini retrograd aksonal transportla devamli olarak niikleusa iletir ve
boylelikle hiicre govdesine, “rejenerasyonun basariyla ilerlemekte oldugu”
mesajini verir. Bu sayede de, akson membraninin sentezi devam ettirilir. Blingner
bandiyla temas saglandikca, rejenere akson filopodlarin yapisindaki “aktin”
molekiilleri sayesinde ameboid bir hareketle distale dogru ilerler. Rejenere olan
aksonun ucundan salgilanan proteazlarin, yol iizerindeki remnant partikiilleri
erittigi varsayillmaktadir. Aksonal rejenerasyon hizi, degismekle birlikte 1
mm/giin olarak kabul edilir (9, 20, 25).

Rejenerasyonun siiresi ve basarist travmanin siddeti ve aksonun hedef
organa uzakhg: ile ters orantilidir. Siddetli hasarda gelisen fibrozis, iyilesmeyi
olumsuz etkiler. Rejenere olan aksonlar bu fibrotik skar dokusuna garparak yon

degistirebilir veya penetre ederek yolunda ilerleyebilir. Fibrozis varliginda
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Biingner kopriileri de saglikli bir sekilde kurulamamaktadir. Bazen bu doku i¢inde
hapsolup yumak seklinde rejenerasyonu siirdiirebilirler, bu da “néroma” gelisimi
ile sonuglanir. Hedef organa olan uzaklik arttik¢a, rejenerasyon icin gereken siire
de artmaktadir. Sinir hiicresinin aksonunun kalibrasyon ve uzunlugunu artirma
kabiliyeti, temel yapitaslarin1 sentezleme ve distale transport hizi ile iligkilidir.
Rejenerasyona baslayan noronlarmn, bunu 12 ay boyunca devam ettirebildigi
gorilmiistiir. Ancak hasardan 3-4 ay sonra endonoral tiiplerde progresif daralma
olmakta ve aksonal tomurcugun ilerlemesi giiclesmektedir.

Rejenere olan aksonu kendi endondral tiipline ydnlendiren bir tropizm
heniiz bulunamamis olmakla birlikte, ilging bir sekilde motor ve duysal aksonlar
genellikle kendi hedef organlarina yonelme egilimindedir. Farkli noron tiplerinin
rejenerasyon kapasitesi de farklidir. Sensoryal ndéronlar motor néronlara gére daha
zayif rejenere olur. Siyatik sinir hasar1 sonrasinda motor ndronlarin ancak
%71’inin tekrar uygun baglanti1 kurabildigi goriilmiistiir (26). Gamma-motor
noronlar ise alfa-motor néronlara gore daha zayif rejenere olmaktadir. Kraniyal ve
spinal sinirlerin iyilesme siirecleri agisindan bir farklilhik gortilmemistir (27).
Denerve kas dokusu ge¢ donemde atofiye ugrar, ancak sinaptik katlantilarin 12 ay
boyunca korundugu goriilmiistiir. Sayet rejenere olan sinir hedef organa
ulastiginda organ fonksiyonunu yitirmis ise rejenerasyon iptal olur ve sinir hiicresi
apoptozise ugrar. Rejenerasyon uygun sekilde tamamlandiginda sinir hiicresinin
fonksiyonu tama yakim geri doner, ancak akson ¢ap1 orijinal boyutuna ulagamaz.

Biingner bandindaki SC’lerce tekrar myelinize edilir. Rejenere sinirler, tekrar
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rejenere olabilme yetenegine sahiptir (20, 28). Dejeneratif ve rejeneratif siirecler

Resim 6’da sematize edilmistir.

Proksimal gidik Distal ug
A Schwann  Miyelin Fragmante
hicresi Ao End»ono'vum abi ﬁn Schwann hiicresi

Miyelin pargaciklan
e =

) Endonéryum
e 2 Y

pargaciklan
Akson fragmanlan

Endondryum

Schwann
hicresi

Makrofa)

Schwann hucresi

Schwann hicresi

Filopod

Endonoral tap ve
Filopodlar Bungner band:

Rejenere akson

Schwann hicresi

Yeni miyelin kifi

Schwann hicresi
Rejenere akson

Resim 6. Aksonal hasarin asamalari. A, B) Dejenerasyon, C, D) Rejenerasyon

safthalari.
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2.3.2. PERIFERIK SINIR ONARIMININ MEDIATORLERI

Pek cok sisteme ait hiicre ve molekiil PS onarmmini etkilemektedir.
Baglicalar1 mediatorler arasinda sitokin ve kemokinler, ndrotropik faktorler,
kompleman sistemi, arasidonik asit metabolitleri ve proinflamatuvar

transkripsiyon faktorleri sayilabilir.

2.3.2.1. SITOKIN VE KEMOKINLER

Sitokin ve kemokinler; kemotaksis, lenfoproliferasyon, pro- ve anti-
inflamatuvar etkinlik gibi immuno-modiilatér etkileri olan mediatorlerdir.
Sitokinler, noroinflamasyonun ana mediatorleridir ve ozellikle ndrodejeneratif
siireclerde rol oynarlar. Interlokin-1 (IL-1) ve tiimdr nekroz faktdrii-o. (TNF-
a)’'nin, diger mediatorlerle birlikte makrofajlar i¢in kemoatraktan rolii
bulunmaktadir. Travma sonrasinda PS’de IL-1 ve TNF-a ekspresyonunun oldukg¢a
arttig1 ve makrofaj adezyonuna katki sagladigi goriilmiistiir. TNF-a’nin WD’na,;
IL-1’in ise NGF ve losemi inhibe edici faktor (LIF) iizerinden rejenerasyona
katkist oldugu goriilmiistiir. TNF-o aym1 zamanda makrofajlar i¢in giiclii bir
kemoartaktan olan matriks metalloproteinaz-IX iiretimini stimule etmektedir.
Baslica SC’lerden, daha az oranda da fibroblast ve makrofajlardan salinan IL-
6’nin NGF ailesinden ndrotrofinleri aktive ederek aksonal biiylimede etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. IL-10, granulosit-monosit koloni stimule edici faktorii
(GM-CSF) inhibe ederek makrofaj aktivasyonunu kisitlamaktadir. Schwann
hiicreleri de dejeneratif siirecin sonlandirilmasinda IL-10 salgilayarak katkida

bulunmaktadir. IL-1 ailesinden olan IL-18 de dejeneratif siirecte Oonemli rol
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oynamaktadir. IL-15 T-hiicre kemoatraktanidir ve siipresdr T-hiicre migrasyonu
yoluyla dejeneratif siireci sinirlar. Periferik sinir hasarinda IL-2, 8, 12 ve
interferon-y (IFN-y)’nin  da arttigi goézlenmis, ancak kesin etkinlikleri

saptanamamustir (23).

2.3.2.2. NOROTROPIK FAKTORLER

“Norotropi” rejenere sinirin tropizmasini ifade ederken, ‘“norotrofi”
aksonal biiyiimeyi ifade etmektedir. Ancak genel pratikte her iki anlam ig¢in
“norotropi” terimi kullanilmaktadir. Periferik sinir hasarinda etkili olan norotropik
faktorler (NTF) arasinda ndrotrofin ailesinden NGF, BDNF (beyin kaynakli
bliylime faktorii), NT-3, NT-4 ve NT-5 bulunur. Bunlar transmembran tirozin
kinaz (Trk) reseptorleri iizerinden etki ederek noronal sag kalim ve aksonal
biliylimeyi indiiklemektedir. GDNF (glia kaynakli norotropik faktor) ise TNF-
varliginda motor noronlar disindaki aksonlarda norotropik etki gosterir. CTNF
(siliyer norotropik faktor) ise IL-6 ailesinin iiyesi olan bir NTF’dir ve hiicre ici
Jak/Tyk tirozin kinazlar iizerinden etki ederek norotropik etkinlik gdsterir (29,
30). Norotropik faktorler, hedef doku ve inflamatuvar hiicrelerden salinarak sinir
rejenerasyonunu uyarir. Periferik sinir hasarinda yine ndrotropik etkinligi olan
insiilin benzeri biliylime faktorii-1 (IGF-1), apolipoprotein-E ve hepatik biiylime
faktorii (HGF)’nin de lokal ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir (31). Periferik
sinir hasarinda NTF ligand1 olan c-SRC ve c-Fyn gibi tirozin kinazlarin da

aksonal ekspresyonunun arttig1 goézlenmistir (32). Ayrica SC’lerin rejenerasyon
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sirasindaki fonksiyonlarini regiile eden ndrogulin-1 (NRG-1) ve epidermal

biliylime faktorii reseptorii-B (ErbB) aktivitesi artmistir (33).

2.3.2.3. KOMPLEMAN SISTEMI

Periferik sinir hasarinda kompleman sistemi klasik, alternatif ve lektin
yollar1 ile aktive olmaktadir (Resim 7). Bu yollar sonugta C3, CS5, opsoninler,
kemoatraktanlar, C5b6789 (membran atak kompleksi; MAC) olusumu ile
sonuclanmaktadir. Hasarli PS etrafinda C4 ve kompleman inhibe edici faktor
(CIF) ekspresyonu belirgin derecede artar. Kompleman sistemi bolgeye makrofa]
gbeiinii artirr, makrofajlarin yiizeyindeki tip-I1I kompleman reseptorleri degrade
myelinlere tutunmus C3’i tanir ve fagositozunu saglar. Kompleman sistemi
ozellikle dejeneratif siliregte aktif rol oynamaktadwr. Ancak, MAC ¢evredeki

saglikli aksonlara da saldirarak akson kaybin1 artirir (23, 34).

Lektin yolu Klasik yol Alternatif yol
MBL c1 C3
-~ Bacterial cell walls
<€ MASP 1,2 <€—— Components
of microbial
Ci-like complex cell surfaces
C3
G4 C1-INH - | <= Ag-Ab @
cz C3b
‘G =
Factor D
Cao
Cda C2a Properdin  Bb Factor B
v Y
G4 —————CibZa C3bBoP

Cab2a3b C3bBb3b
{C5 con) (C5 con)

N

C5

b

C5b
ld— CE-C9
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Resim 7. Kompleman sistemi
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2.3.2.4. PROINFLAMATUVAR TRANSKRIPSIYON FAKTORLERI
Transkripsiyon faktorleri, hiicre niikleusuna girerek gen ekspresyonu ve
cesitli molekiillerin sentezini yaptirabilme yetenegine sahip bir dizi molekiildiir.
Bunlardan 6zellikle NF-xB (niikleer faktor- kB), c-Jun ve Toll-like reseptorlerin
(TLRs) PS hasarinda arttigi gézlenmistir. NF-kB, WD’nin baglatilmasi, rejenere
olan ndronun yasam siiresinin artirilmast ve SC’lerden myelin sentezinin
artirilmasindan sorumludur. C-Jun ise SC’lerden salinmakta ve aksonal biiylimeyi
artirrken myelin sentezini azaltmaktadir. TLRs ise NF-kB ve c-Jun’un ortak
aktivatoriidiir. Inflamasyon, sitokin iiretimi ve antijen taninmasima aracilik eder.
Subtiplerinden TLR4’lin dejeneratif siireci, TLR2 ve 3’iin ise sitokin yapimini

indiikledigi goriilmiistiir (23, 30).

2.3.2.5. ARASIDONIK ASIT METABOLITLERI

Arasidonik asitler, hiicre membran fosfolipidlerinden iiretilmektedir ve
siklooksijenazlar (COX) ile prostaglandinlere; lipoksijenazlar (LOX) ile de
lokotrienlere donlismektedir. Periferik sinir hasar1 sonrasi makrofaj ve SC’lerde
COX1 ve COX2 ekspresyonu; dolayisiyla da prostaglandin sentezi artar.
Prostaglandinler, noronal remodelling’e (sekillendirme) katki  yaparak
rejenerasyonu hizlandirir. COX2 inhibitdrlerinin de olumlu rejeneratif etkilerinin
olmasi, prostaglandinlerle indiiklenen rejenerasyonun daha ¢ok COXI1 iizerinden

oldugunu diistindiirmektedir (35).
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2.4. DULOKSETIN

Duloksetin, SNRI  grubu  bir  antidepresandir. SSRI  grubu
antidepresanlardan farkli olarak, serotoninle birlikte noradrenalin (NA) geri
alimmi da inhibe etmektedir (Resim 8). Bu inhibisyon etkisi 6zellikle frontal
korteks, hipotalamik sinaptofizinler ve hipokampiiste goriilmiistiir. Ayrica belirli
oranlarda dopaminerjik, histaminerjik (H1), adrenerjik, muskarinik, opiat, GABA
(gamma-amino biitirik asit) ve substans-P reseptorlerine de daha zayif olmak

iizere etkinligi bulunmaktadir (36, 37, 38).

0]

NH « HCl

\ |

CH

Resim 8. Duloksetin’in kimyasal yapisi.

Diger SNRI grubu antidepresanlar venlafaksin ve milnasipran’dir.
Duloksetin, SNRI grubu i¢inde en potent olandir ve digerlerinden farkl olarak
serotonin ve NA’ya karsi rolatif olarak daha dengeli afinite gosterir (39, 40, 41,
42). Duloksetin’in SSS’de dikkat c¢ekici néroprotektif etkileri gosterilmistir. Stres
ve depresyon altinda adrenal glukokortikoidlerin etkisiyle Ozellikle frontal
kortikal ve hipokampal noradrenerjik ve serotonerjik néron kaybi gelismektedir.
Duloksetin’in bu kayb1 azalttig1 goriilmiistiir. Erigkin memeli beyninde noral kok
hiicreler olfaktor bulbus ve hipokampiisiin dentat gyrusunda bulunmaktadir.

Olfaktor bulbusa ise bu kok hiicreler subventrikiiler zon’dan (SVZ)
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saglanmaktadir. Serotonini artiran antidepresan ilaglarin bu progenitor kok
hiicrelerin miktarin1 ve yasam siliresini artirdigr gorilmiistiir (4). Ayrica
duloksetin’in  frontal kortekste sinaptozomal BDNF miktarmi artirdigi
saptanmistir (5). Bu etkilerinden otiirii duloksetin, major depresif bozukluk
tedavisi i¢in 2004 yilinda FDA onay1 almistir (37).

SNRI grubu antidepresanlarin bu etkilerinin yaninda kronik ndropatik agri
formlarinda analjezik etkinligi saptanmistir (43, 44, 45). Duloksetin’in ndropatik
agr1 gelisimini Onleyici bir etkisi bilinmemekle birlikte, 6zellikle diabetik periferik
noropatide analjezik etkinligi bulunmustur (40). Bu analjezik etkinlik, agri
inhibitorii olan inen yollarda sinaptik serotonin ve NA miktarint artirmasindan
kaynaklanmaktadir. 2004 yilindan beri diabetik periferik noropatik agri1 icin de
FDA onayi1 bulunan ajan, ilk tercih olarak kullanilabilmektedir (37, 46). 2007°de
yaygin anksiyete bozuklugunda da FDA onay1 alan ajanin diger ¢alismalarda
fibromiyalji sendromu ve stres iiriner inkontinansta da olumlu etkileri
gosterilmistir (37, 47).

Duloksetinin ticari preperat1 duloksetin hidrokloriir seklindedir. 30 ve 60
mg’lik kapsiiller halinde hazirlanmistir.

Duloksetin, biiyikk oranda karacigerde metabolize edilmektedir.
Eliminasyon yar1 omrii ortalama 12 saattir. Kararli serum plazma diizeyine
genellikle i¢ giinliik dozdan sonra ulagilir. Metabolizasyonundan sitokrom P-450
izoenzimleri olan CYP2D6 ve CYP1A2 sorumludur. Albumin ve o-1 asit

glikoprotein basta olmak iizere plazma proteinlerine yiiksek oranda (%90<)
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baglanir. Ekskresyonu biiyiik oranda idrarla, daha az oranda da gaita ile olur (40,
48, 49).

Duloksetin, ilaca kars1t hipersensitivitesi olanlarda, kontrol altina
almamayan dar ac¢ili glokomda, kontrolsiiz hipertansiyonda, ciddi renal fonksiyon
bozuklugunda ve karaciger yetmezliginde kontrendikedir. Mono-amino oksidaz
(MAO) inhibitorleri ile es zamanli kullanilmaz. Pediatrik yas grubunda
miimkiinse kullanilmamali, 24 yasma kadar olan hastalarda suisidal egilime dikkat
edilmelidir. Ayrica mani-hipomani aktivasyonu, epileptik nobetler ve kontrollii
dar acil glokomda dikkatli kullanilmalidir. Ilacin kesilmesi sonrasinda sersemlik,
bulanti, bas agrisi, parestezi, kusma, irritabilite ve kabuslar gibi yan etkiler
goriilebilir. Yaslilarda ek yan etkiler goriilmemistir, bagimlilik potansiyeli yoktur.
Gebelik kategorisi C’dir, ara¢ ve makine kullananlarda dikkatli kullanilmalidir.
Major depresyonda onerilen giinliik dozu 60 mg’dir. Daha yiliksek dozlarin ek

faydas1 goriilmemistir 48, 49).

2.5. SEROTONIN VE NORADRENALIN
2.5.1. SEROTONIN

5-Hidroksi triptamin (5-HT) olarak da bilinen serotonin bir indolamin
NTM’dir ve SSS’deki yollar1 yaklasik olarak NA’ya benzer. Serotonin, beyin
hiicreleri disinda kan trombositleri, barsaktaki enterokromafin hiicreler, mast
hiicreleri ve pineal glandda da bulunmaktadir. Esansiyel bir amino asit olan
triptofandan sentezlenir ve sinir terminallerindeki vezikiiller veya graniiller i¢inde

depolanir (Resim 9).
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Resim 9. Triptofandan serotonin sentezinin sematik gosterimi (50).

Serotonerjik néronlar beyinde esasen raphe niikleusunda bulunmaktadir.
Ancak tiim SSS ve PSS boyunca serotonerjik ndronlara rastlanabilmektedir.
Omurilikte santral kalip jeneratoriinde (CPG) bulunurlar ve motor ndronlarin
membran potansiyelini ritmik olarak diisiirerek eksitabiliteyi modiile ederler (51).

Serotoninin 7 ¢esit reseptorii tanimlanmistir (Resim 10).

N
5-HT, | 5HT, 5-HT, 5-HT, | 5-hty | 5htg | 5-HT, |
subtipleri | 5-HTia, 5-HT g, 5-HT g, | 5-HTyn, 5-HTpg, | 5-HTxs, 5-HTog 5-htgs, 5-hts |
5-htye, 5-hty 5-HTac
Major sinyal cAMPY ‘ IP;T ‘ iyonkanali | cAMPT| cAMP? |cAMPT|cAMP?
\_ Yolu )

Resim 10. Serotonerjik reseptorler (52).
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5-HT reseptorleri SSS, PSS ve bazi i¢ organlarda yaygin olarak
bulunmaktadir. 5-HT3; reseptorii hari¢ diger tiim subtipler G proteini aracili
sekonder mesajc1 sistemler (cCAMP: siklik adenozin monofosfat ve IPs: inozitol
trifosfat) tizerinden islev goriir. 5-HT; reseptorii ise PSS’de bulunan bir
reseptordiir ve ligand kapili iyon kanalidir. Aktive oldugunda ndron
membranindan Na* ve Ca™" alimu ile K* atilimini saglar. Bu da eksitabilitede artis
ve aksiyon potansiyelinin modiilasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Ayrica spinal dorsal

kok ganglionlarinda da 5-HT reseptorleri gézlenmistir (52, 53, 54).

2.5.2. NORADRENALIN

Noradrenalin SSS’de locus coeruleus basta olmak iizere pek cok yerdeki
noradrenerjik ndronlarda bulunmaktadir. Periferik sinir sisteminde ise sempatik
otonomik sistemin ana NTM’sidir ve post-ganglionik liflerden salinmaktadir.
Esansiyel bir amino asit olan fenilalaninin tirozine hidroksilasyonu sonrasindaki
basamaklarda sentezlenen bir katekolamindir. Sentezi, dopamin ve epinefrin
sentezi ile i¢ igedir. Sinir terminalinde sentezlenen NA, ATP, Ca™ , ndropeptid-Y
ve kromogranin ile isbirligi halinde sinaptik vezikiillerde depolanir (51, 55)
(Resim 11).

Noradrenalin, viicutta ¢cok yaygin olan a ve P adrenerjik, G proteini
bagimli reseptorler lizerinden etki eder (55, 56) (Resim 12). Periferik sinir sistemi
rejenerasyonu sirasinda rejenere olan aksonlarin ucundan NA salinmakta ve

makrofajlardan IL, prostaglandin ve TNF salinimi regule edilmektedir (25).
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Resim 11. Noradrenalin (norepinefrin) sentez basamaklar1 (50).
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Resim 12. Adrenerjik reseptorler (55).



2.6. PERIFERIK SINIR REJENERASYONUNUN DENEYSEL YOLLA
DEGERLENDIRILMESI
2.6.1. DENEY MODELLERI

Periferik sinir rejenerasyonunun degerlendirilecegi ¢alismalarda kullanilan
modeller kabaca aksonotmezis ve norotmezis modelleri olarak ayrilabilir.
Genellikle rejenerasyona bir ajanin etkilerinin arastirildigi deneylerde sinir
ezilmesi ve dondurulmasi seklindeki aksonotmezis modelleri; cerrahi onarim
tekniklerinin arastirildigi deneylerde ise transseksiyon (sinir kesisi) ile olusturulan
norotmezis modelleri kullanilir. Denek olarak genellikle fare veya rat gibi
rodentler kullanilmaktadir. Periferik sinirin kalibrasyonu ve uzunlugu, cerrahi
alanin genisligi, fonksiyonel ve elektrofizyolojik degerlendirmelerin daha kolay
yapilabilmesi, ratlar lehine tercih sebepleridir. Pluri-fasikiiler mikst sinirler ile
farkl1 boyutlarda aksonlar icermesi ve rejeneratif yeteneginin yiiksek olusu
nedeniyle siklikla siyatik sinir kullanilmaktadir (57, 58).

Aksonotmetik yaralanma modellerinde 4-6 haftalik izlem degerlendirmeler
icin yeterli olurken, nérotmetik modellerde 8-12 hafta civarinda izlem gerekir.
Literatiirde bir yila varan uzun dénem izlemlerin yapildigi deneyler de mevcuttur
(57, 59, 60, 61, 62). Sinir ezilme modellerinde basta forceps ile sikistirma gibi
teknikler uygulanirken, anevrizma kliplerinin gelismesi ile daha standardize
modeller olusturmak miimkiin olmustur. Lazer koagulasyon, elektroporasyon gibi

yontemler de denenmektedir (62, 63).
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2.6.1.1. RAT SIYATIK SINIR ANATOMISI

Rat omurgas1 7 servikal, 13 torakal, 6 lomber, 4 sakral ve ortalama 27 adet
kaudal  vertebradan  olusur.  Siyatik  sinir, L4-6  segmentlerinden
kaynaklanmaktadir. Uyluk posteriorundan ilerleyerek popliteal fossadaki yag
dokusunun yakiinda tibial ve peroneal dallara ayrilir. N. Tibialis distalde sural
dali verirken, peroneal sinir kutandz dali verir. Bazen de tibial, peroneal ve
kutandz peroneal sinirleri i¢eren bir trifukasyon goriiliir. Rat siyatik siniri yaklasik
27000 akson icermektedir. Bunlarin %6’s1 myelinli motor, %48’1 myelinsiz
sensoryal, %23’li myelinli sensoryal ve %23’ myelinsiz sempatik liflerdir (64,
65, 66, 67) (Tablo 2). Gastrokinemius ve soleus kaslar1 siyatik sinir ile innerve

olmaktadrr.

Tablo 2. Rat siyatik sinirinin farkl anatomik diizeylerdeki akson igerigi (64).

Diizey Myelinli Myelinli Myelinsiz Myelinsiz
motor duysal duysal sempatik
N. Tibialis 1000 3500 5400 3700
N. Peronealis 600 1300 3000 1100
N. Suralis - 1100 2800 1500
Kutan6z dal - 400 1800 -

2.6.2. HISTOPATOLOJIK VE BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME
Histopatolojik incelemede akson sayist ve myelin kalinhigi 6lglimii

(histomorfometri) PS rejenerasyonu i¢in sik kullanilan bir metottur. Hematoksilen

eozin veya toluidin blue ile boyali preperatlar yliksek magnifikasyonda 6zel

bilgisayar yazilimlar1 ile degerlendirilerek Olctimler yapilir. Bazi antijen ve
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molekiillerin degerlendirilmesinde immunohistokimyasal yontemler
kullanilmaktadir (57, 62). Elektron mikroskobik inceleme de daha hassas
incelemelerde kullanilmaktadir. Yine bazi doku metabolitlerinin Ol¢limiinde

molekiiler ve biyokimyasal testlerden faydalanilmaktadir.

2.6.3. FONKSIYONEL DEGERLENDIRME
Siyatik sinir rejenerasyonun fonksiyonel iyilesme ile degerlendirildigi,
gozleme veya elektronik cihazlara dayal testler mevcuttur. Sik kullanilanlar; (57,
68, 69, 70, 71)
e Penge kagirma refleksi latansi
e Otomutilasyon
e Tetanik as kuvveti
e Motor defisit degerlendirmesi
e Sensoryal testler
e Siyatik fonksiyonel indeks ve siyatik statik indeks
e Kinematik testler
o Kars1 ayagin yiik tagima orani
o Lezyonlu taraf ayagin yiik tasima orani
o Topuk kaldirma testi

o Catwalk analizi
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2.6.4. ELEKTROFIZYOLOJIK DEGERLENDIRME

Periferik sinir hasarini takiben 6-8 hafta sonra yapilan elektrofizyolojik
(EF) ol¢iimler, deneklerde uygun sonu¢ vermektedir (59, 60). Daha uzun donem
takiplerde de EF kayitlarindan faydalanilmaktadir. Genellikle bipolar sinir
stimulasyonunu takiben gastrokinemius-soleus kas kompleksinden yiizeyel veya
igne elektrotlarla CMAP (bilesik motor aksiyon potansiyeli) 6l¢iimii kullanilir.
Ortalama iletim hizi, SEP (somatosensoryal uyarilmis potansiyeller) veya elektrik
impedans miyografi de tercih edilebilmektedir (72, 73). Elektrofizyolojik
Olciimler her zaman gercgek rejenerasyonu gostermeyebilmektedir. Bunda teknigin
ve uygulayicinin onemi biiyiiktiir. Rodentlerde 6l¢iim yapilan sinir segmenti ile
kas dokusu arasindaki mesafe kisa oldugu i¢in, stimulasyon sinir dis1 dokularla da
distale yansiyarak yanlis yiiksek sonuclar verebilmektedir. Ayrica yiizeyel
elektrotlarla  kayitta ¢evredeki normal kas dokularnin  potansiyelleri
algilanabilmekte ve yine yanlis Ol¢climle sonuglanabilmektedir (74). Rodentlerde

daha az invaziv EF kayit teknikleri gelistirilmeye ¢alisiimaktadir (75).

2.6.5. KAS ATROFISININ DEGERLENDIRILMES]

Denerve olmus hedef organdaki degisiklikleri tespit etmeye yonelik
degerlendirmelerdir. Histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmelerden
faydalanilabilmektedir. Deneylerde siklikla kasin yas agirlik 6l¢timii veya kas ¢ap1
Olgimii  kullanilir. Ancak deneklerin kilo ve yaslar1 ile kas agirliklar

degisebilecegi icin bu Ol¢iimii standardize etmek gerekmektedir. Bunun i¢in de
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yas kas agirlik dlctimleri genellikle kars1 saglam kas agirlig1 veya denegin viicut
agirligina oranlanarak bir indeks elde edilir (76, 77, 78).
Simdiye dek PS rejenerasyon deneylerinin pek c¢ogunda kullanilmis

degerlendirme yontemlerinin 6zeti Tablo-3’te derlenmistir.

Tablo 3. Ratlarda siyatik sinir rejenerasyonunu degerlendirmeye yonelik

uygulanmis calisma yontemlerinin 6zeti (76).

Metot Degerlendirilen parametre Cahsma
sayisl
Sinir morfolojisi Akson sayimi 31
Akson ¢ap1 Ol¢limii 26
Yogunluk 6l¢timii 16
G-orant 10
N-orani 9
Basar1 orani 10
Elektrofizyoloji CMAP 15
Ortalama iletim hizi 11
EMG 2
SEP 1
Kas atrofisi Kas agirlik 6l¢iimi 11
Kas ¢ap1 6l¢timii 1
Fonksiyonel testler Otomutilasyon 2
Tetanik kas kuvveti 7
Yiiriime analizi 17
Duysal testler 10
Retrograd igaretleme 5

Bunlarin  disinda, c¢esitli isaretleyici molekiiller kullanarak MR
gorlintiileme veya yliksek rezoliisyonlu USG gibi goriintiileme faktorleri de

degerlendirme siirecinde etkili olabilmektedir (79, 80).
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Deneysel sinir rejenerasyonu modellerinde anlamli sonug elde etmek icin
yukarida bahsedilen degerlendirme yontemlerinden en az ikisinin kullanilmasi

gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu calisma, Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurul Baskanhigi onaymi takiben Gazi Universitesi Deneysel Arastirma

Merkezi’nde (GUDAM) gerceklestirilmistir.

3.1. DENEY DiZAYNI

Toplam 36 adet, ortalama agirlig1 200-250 gr arasinda olan, saglikli, disi
Wistar cinsi ratlar kullanilmistir. Denekler, her bir grup 12 hayvan igerecek
sekilde yalanci operasyon (Sham; S), kontrol (C) ve deney (E) gruplarma
ayrilmistir. Her bir grup da kendi i¢inde 6’sar hayvan icerecek sekilde erken ve
gec donem takip gruplarina ayrildi. Denekler, 12 saatlik giindiiz-gece siklusunda,
oda sicakliginda ve sabit nem araliginda su ve yiyecege serbest erisim saglanarak
iicerli hayvanlar seklinde kafeslere yerlestirildi. Mevcut literatiir 15181inda erken
donem takip siiresi 1 hafta ve ge¢ donem takip siiresi 6 hafta olarak belirlendi (81,
82, 83, 84). Sham grubundaki deneklere yalnizca cerrahi siyatik sinir
eksplorasyonu ve iizerine lokal salin soliisyonu (% 0,9 NaCl) uygulandi. Kontol
grubundaki deneklere siyatik sinir ezilme hasarini takiben lokal salin uygulamasi
yapildi. Deney grubunda ise siyatik sinir ezilme hasarmi takiben lokal salin ve ilki
per-operatif olmak {lizere 24’er saatlik intervallerle toplam 3 kez intraperitoneal
duloksetin enjeksiyonu yapildi. Erken donem takip grubundaki deneklere post-
operatif 7.giinde, ge¢c donem takip grubundaki deneklere ise post-operatif

42.giinde genel anestezi altinda elektrofizyolojik degerlendirmeyi takiben
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sakrifikasyon uygulandi. Sakrifikasyon sirasinda histomorfometrik dl¢iim ve yas

kas 6l¢limii i¢in 6rnekler toplandi.

3.2. KULLANILAN iLACLAR

Deney gruplarinin olusturulmas1 asamasinda uygulanan ilk cerrahi
prosediirde anestezi i¢cin 60 mg/kg dozunda ketamin hidrokloriir (Ketalar®,
Eczacibasi, Tiirkiye) ve ksilazin (Rompun®, Bayer, Almanya) 30 mg/kg dozunda
intramuskuler (im) olarak uygulandi. Cerrahi siiresince gerektigi durumlarda 25
mg/kg im ketamin ile ek doz enjeksiyonu yapildi. Tiim im enjeksiyonlar igin
deneklerin sol taraftaki uyluk kaslar1 kullanildi. Anestezi siiresince ve sonraki
reanimasyon asamasinda denekler veteriner hekim nezaretinde vital fonksiyonlar
ve analjezik ihtiyac1 acisindan izlendi. ilk cerrahi prosediiriin bitiminde 1 mg/kg
dozunda duloksetin HCl (Cymbalta®, Lilly, ABD), steril salin soliisyonu ile
homojenize edilerek intraperitoneal (ip) yolla uygulandi. Bu ilk dozu takiben 24
ve 48.saatlerde ayni1 dozda tekrarlayan ip enjeksiyonlar yapildi. Deneklerin erken
ve gec donem takiplerinde uygulanan cerrahi prosediirlerde ise ksilazin
kullanilmadan sadece 60-100 mg/kg im ketamin enjeksiyonu ile anestezi saglandi
ve 25 mg/kg ek dozlarla idame ettirildi. Sakrifikasyon i¢in ise 100 mg/kg dozunda
ip sodyum tiyopental (pentobarbital; Pental Sodyum®, IE Ulagay, Tiirkiye)

uygulandi.
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3.3. CERRAHI PROSEDUR

Denekler genel anestezi altinda prone pozisyonda, ekstremiteleri
abduksiyon postiiriinde olacak sekilde sabitlendi. Sag gluteal bolge ve uyluk
posterioru traslandi, povidon iyot ile boyand, steril olarak ortiildii. Iliak krestin
hemen altindan, orta hattin 1 cm lateralinden baslayip kurvilineer sekilde popliteal
fossaya uzanan, yaklasik 3 cm’lik cilt insizyonu yapildi. Cilt alt1 doku diseke
edilerek cilt flepleri laterallere sabitlendi. Yiizeyel gluteal kas grubu iliak krestten
serbestlestirilerek vertikal olarak insize edildi ve mediale devrildi. Siyatik sinir ve
bifurkasyonu ekspoze edildi. Bu asamadan sonra yalanci operasyon grubundaki
deneklerin siyatik sinirleri iizerine sadece 1 ml. steril salin soliisyonu tatbik edildi
ve cilt primer suture edildi. Kontrol ve deney grubunda ise bifurkasyonun 15 mm
proksimaline 5 dakika siire ile 50 gr kapanma basinci olan anevrizma klibi
(Yasargil FE-693) tatbik edildi. Bu 5 dakika boyunca araliklarla siyatik sinir steril
salin soliisyonu ile irrige edildi. Klip uygulamasmin ardindan cilt 3/0

monofilaman siitiir ile primer suture edildi (Resim 13) (85).
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Resim 13. Siyatik sinir klibasyonu. *: [liak krest, x: Yiizeyel gluteal kas grubu,

Siyah ok: Siyatik sinir, Beyaz ok: Siyatik sinir bifurkasyonu.

Takip siiresince ise erken donem grubu denekler 1.haftada, ge¢ donem
grubu denekler ise 6.haftada tekrar opere edildi. Bu operasyonlarda denekler kas
gevsetici ajan (ksilazin) kullanilmaksizin, yalnizca 60-100 mg ketaminin, sinir
lezyonun aksi tarafindaki gluteal kasa enjeksiyonu suretiyle anestetize edildikten
sonra ayn1 pozisyonda sabitlendi. Eski insizyon hatt1 agilarak ayak bilegine dek
uzatildi. Yiizeyel gluteal kas grubu serbestlestirilerek insize edildi ve mediale

devrildi. Siyatik sinir ve bifurkasyonu, dallar1 ve gastrokinemius-soleus kas grubu
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ekspoze edildi. Elektrofizyolojik incelemelerin ardindan denegin siyatik siniri
proksimalde pleksusa yakin yerden, distalde ise kas grubuna yapisik sekilde ¢evre
dokulardan ve popliteal yag dokusundan serbestlestirildi. Sinirin laterale giden
peroneal kutandz dali distalinden kesilerek serbestlestirildi. Ardindan
gastrokinemius-soleus kas grubu asil tendonundan kesilerek ve tibia’daki

origo’sundan serbestlestirilerek en-blok ¢ikarildi (Resim 14).

Siyatik sinir

bifurkasyonu\

Gastrokinemius-soleus
kas grubu

Asil tendonu

Resim 14. En-blok siyatik sinir ve gastrokinemius-soleus kas grubu eksizyonu.

3.4. ELEKTROFiZYOLOJIiK DEGERLENDIRME
Elektrofizyolojik degerlendirmeler siyatik sinir hasari sonrasi deneklerin
yarisinda birinci (erken donem), diger yarisinda 6. haftalarda (ge¢ donem) yapildi.

Elektrofizyolojik incelemeler Medelec Synergy model -elektrondromiyografi
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cihazi (Viasys Health Care Systems, Old Woking, UK) ile gerceklestirildi.
Hayvan deneyleri i¢in ayrilan ekipman ile incelemeler siirdiiriildii. Deney icin
kayitlama elektrotlar1 ve stimiilatér elektrotlar kullanildi. Kayitlama elektrotu
olarak yiizeyel ve igne elektrotlar ayni anda kullanildi. Elektrofizyolojik
degerlendirme farkli bir hekim tarafindan kor olarak gercgeklestirildi. Sonuglar
yine ayn1 hekim tarafindan islem sirasina gére numaralandirilarak kayitlandi.
Elektrofizyolojik inceleme motor sinir iletim c¢alismas: seklinde
gerceklestirildi.  Siyatik  sinir  proksimalinden (bifurkasyonun 20 mm
proksimalinden) uyar1 elektrotu ile dogrudan sinir uyarimi gergeklestirildi. Uyar1
disiik siddette baslatilarak supramaksimal uyarimdan emin olunacak sekilde
arttirildi. Uyari siiresi 0.1 msn olarak ayarlandi. Uyarim i¢in kullanilacak igne
elektrotlarin (Disposable 12mm 0.4mm diameter, 27 gauge subdermal EEG
Needles, Viasys Health Care Systems, Old Woking, UK) metal olmayan
boliimleri polietilen materyal kullanilarak uglarinda 3 mm aralik olacak sekilde
yan yana sabitlendi. Boylelikle stabil bipolar uyarim uygulanmasi saglandi.
Uyarimda elektrot uclarinin diger dokulara dokunmamasmma ve bdylece kas
uyarimi ya da diger sinir yapilarin uyarilmamasina 6zen gdsterildi (60, 86).
Kayitlamada once ylizeyel elektrotlar yerlestirildi (Reusable “Tangle Free”
6mm gold cup electrodes, 019-772500, Viasys Health Care Systems, Old Woking,
UK). Aktif ylizeyel kayit elektrotu gastroknemius kas1 gdbegine, referans yiizeyel
elektrot ise tendon {izerine yerlestirildi (Resim 15). Ortasinda delik olan
elektrotlar tercih edildiginden es zamanli igne elektrot kullanim olanagi elde

edildi. Ortadaki delikten igne elektrot (Disposable 12mm 0.4mm diameter, 27
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gauge subdermal EEG Needles, Viasys Health Care Systems, Old Woking, UK)
gecirilerek es zamanli igne elektrot kaydinin elde edilmesinin yani sira
elektrotlarin stabil bir bigimde konumlanmasi saglandi. Elektrot yerlestirme icin
gobek-tendon prensibi dikkate alindi. Bu yonteme gore aktif kayit elektrotu kasin
en belirgin bolgesine (gobek) ve referans elektrot sessiz olan bdlgeye
yerlestirilmesi Onerilmektedir (87). Boylece iki nokta arasindaki fark en yiiksek
olacagindan aktif elektrotun kayit edebilece§i sinyal orani artmaktadir. Ayrica
cevresel elektriksel giiriiltiiyli azaltmak i¢in kuyruk bdlgesine cilt alt1 toprak
elektrot (igne elektrot) yerlestirildi. Kayitlama i¢in ekran hassasiyeti 0,2-10 mV
arasinda olacak sekilde, siiplirme hiz1 2ms/div ve filtre araligi 20-3000 Hz olarak
ayarlandi. Supramaksimal uyarmmla birlesik kas aksiyon potansiyelleri (CMAP)
elde edildi. Elde edilen yiizeyel ve igne elektrot kaynakli CMAP’lar iizerinde
amplitiit Slglimii gergeklestirildi. Amplitiit Slgclimiinde tepeden tepeye Olgliim
prensibi kullanildi. Yani en yiiksek ilk negatif ya da pozitif pik ile ters yondeki en
yiikkse pik arasi1 Olciildii ve kaydedildi (87, 88). Veriler bilgisayar hafizasinda
saklandi. Yanit elde edilemeyen durumlarda kayit elektrot yerleri degistirilerek
farkl noktalardan kayitlama gerceklestirildi.

Benzer  kayitlamalar  arastrmanin 6.  haftasinda  tekrarlandi.
Elektrofizyolojik degerlendirme anestezi altinda ve diseksiyon tahtasi {izerinde
gerceklestirildi. Inceleme ortalama her hayvan igin 2-3 dakika siirdii. Bu siire
icerisinde sicakligm 32°C’nin lizerinde olmasini saglamak icin hayvan sicak steril

orti ile izlendi.
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Resim 15. Rat siyatik sinirinde EMG kayit sistemi.

3.5. HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIRME

Sakrifikasyon sirasinda eksize edilen en-blok siyatik sinir — kas kompleksi,
yas agwhk Olglimlerini takiben histomorfometrik inceleme icin ayrildi
Incelemeler, siyatik sinirin bifurkasyonunun 5 mm ile 10 mm proksimali arasinda
kalan kismindan yapildi. Tiim dokular tamponlu %10’luk formaldehit iginde 24-
48 saat siire tespit edildi. Tespit olmus dokular makroskopik olarak 6rneklendi.
Orneklemede kas dokusuna girdigi gozlenen periferik sinir transvers kesilerek 4-6
adet Ornek alinarak kasetlendi ve rutin olarak takip edildi. Dokular parafin
bloklara transvers kesitler halinde gomiildii. Almnan kesitler 3-4 mikrometre
kalinlikta olup bir lam toluidin mavisi, bir lam da hematoksilen & eozin ile
boyand1.
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Mikroskobik inceleme 151k mikroskopisi ile yapildi. Incelemede 6ncelikle
bir biiyiik biiylitme alaninda kesiti tiimiiyle izlenen akson sayisi saptandi. Sinir
kesitleri uygun alanlar1 secilerek immersiyon yagi ile 1000’lik biiyiitme ile
incelendi. Bu asamada akson ¢evrelerindeki myelin kilif kalinligr morfometrik
analiz ile mikroskobik olarak o6lgiildii. Her bir 1000’lik biiyiitmede rastgele
secilen, tiim kalinlig1 kesitte degerlendirilebilen 4-8 arasi aksonda myelin kilif1
kalinlig1 bu yontem ile nanometre cinsinden 6l¢iildii (Resim 16). Rastgele segilen
aksonlarin kesitteki en kalin myelin tabakasini igerenler arasindan segilmesine
calisildi. Morfometrik analiz Olympus BX51 mikroskopu, Olympus DP72 kamera
sistemi ve DP2-BSW yazilimi kullanilarak yapildi (Copyright Olympus
Corporation). Elde edilen degerler her bir denek i¢in ortalamasi alinarak tabloya

kaydedildi (60, 61) .

Resim 16. Hematoksilen & Eozin boyamada 1000x biiyiitmede akson morfolojisi

ve myelin kalinlik 6l¢timii. SC’ler koyu bazofilik goziikmektedir.
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3.6. YAS KAS KUTLE INDEKSi OLCUMU

Deneklerden sakrifikasyon sirasinda alinan en-blok gastrokinemius-soleus
kas kompleksi, histomorfometrik analize ayrilmadan once yas olarak hassas tarti
ile tartildi. Ancak, denekler arasindaki yapisal farkliliklar gbz Oniine alinarak
standart bir kas kiitle indeksi elde etmek amaciyla deneklerin kilo 6l¢timlerini de
iceren bir formiil kullanildi. Denek, kas kiitlesi eksize edilmeden 6nce tartildi ve
eksize edilen kas dokusu da hassas laboratuvar tartisi ile tartilarak olgtildii.

Formiile gore;

Kas kiitle indeksi (K;) = Yas kas agirlig1 / Hayvanin agirlhigi

seklinde hesaplandu.

Literatiirde, buna alternatif olarak karsi taraf kas kiitlesi ile mukayese
yapilan ¢aligmalar da gorildi (76). Ancak calismamizda karsi taraf gluteal kas
icine ve dolaysisiyla siyatik sinir etrafina anestezik madde enjeksiyonu yapildigi

icin bu yontem benimsenmedi.

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tiim istatistiksel analizler SPSS for Windows 15.0 ile gergeklestirildi.
Parametrelerin ortalama ve ortanca degerlerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda
Kruskall-Wallis testi kullanildi. Parametrelerin erken ve ge¢ donem arasindaki
farklhiliklarint kargilastrmak i¢cin ise Mann Whitney-U testi kullanildi. Deneyde

kullanilan inceleme yontemlerinin birbiri ile olan korelasyonunu saptamak i¢in ise
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Pearson korelasyon testinden faydalanildi. P degerinin 0.05’in altinda oldugu

sonuglar istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. ELEKTROFiZYOLOJIK INCELEME BULGULARI

Elektrofizyolojik incelemede elde edilen CMAP degerleri milivolt
cinsinden amplitiidler olarak yiizeyel ve igne elektrot 6lclim sonuclar1 olarak
smiflandirildi. Erken donemde yapilan 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4’te; ge¢ donemde

yapilan 6l¢tim sonuglar1 ise Tablo 5’te goriilmektedir.

Tablo 4. Erken donem yiizeyel ve igne CMAP 6l¢iim degerleri (mV).

Rat Yiizeyel amplitiit igne amplitiidii
Sham grubu s1l 37,5 34,7
slr 23,8 46,6
slo 31,1 37,6
s2l 37,8 47,8
s2r 34 36,7
s20 41,1 58
Kontrol grubu cil 0,54 0,5
clr 2,6 3,3
clo 4,7 6,5
c2l 3,1 3,6
c2r 1,7 2,2
c20 2,5 34
Deney grubu ell 0,7 2,1
elr 2,8 3,2
elo 2,8 4,5
e2l 3,6 4,3
e2r 4,9 6,7
e2o 1,2 1,6
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Tablo 5. Ge¢ donem yiizeyel ve igne CMAP 6l¢iim degerleri (mV).

Rat Yiizeyel amplitiit igne amplitiidii
Sham grubu s3l 25 26,8
s3r 23,6 31
s30 27,9 36,1
sl 30,7 22,4
sar 25,7 23,4
sdo 34,4 29
Kontrol grubu c3l 17,2 18,7
c3r 26,2 20,4
c30 30,9 24,5
c4l 41,5 31,6
car 19,8 14,8
cdo 28,9 23,6
Deney grubu e3l 41,4 25,2
e3r 29,8 21,1
e3o 28,3 25,8
e4l 23,1 15,2
edr 21,7 19,1
edo 29,5 35,1

Sonuglara bakildiginda erken donemde hem yiizeyel, hem de igne elektrot
ile CMAP o6lclimlerinde, deney ve kontrol grubunda sham grubuna gore belirgin
bir diisme gbéze c¢arpmaktadir. Ge¢ donemde ise Olglim degerlerinin tekrar
yiikseldigi goriilmektedir. Yiizeyel elektrot CMAP 6lclimleri agisindan her grubun
erken ve ge¢ donem sonuglar1 grup icinde karsilastirildiginda su sonuglar

goriilmektedir; (Tablo 6, 7, 8).
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Olctimleri. *Mann Whitney-U testi.

Tablo 6. Sham grubunun yiizeyel CMAP amplitiidii erken donem-ge¢ donem

Sham Grubu Erken Donem Gec Donem
Ortalama+SD 34.2+6.11 27.8+4.04 *U=7.0
Ortanca 35.75 26.80 p=0.07
(min-max) (23.80-41.10) (23.60-34.40)

Iki grup arasinda yiizeyel CMAP amplitiidii 6lciimleri bakimindan

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0.05).

Tablo 7. Kontrol grubunun yiizeyel CMAP amplitiidii erken donem-ge¢ donem

Olciimleri. *Mann Whitney-U testi.

Kontrol Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 2.52+1.39 27.4£8.6 *U=0
Ortanca 2.55 27.50 p=0.004
(min-max) (0.54-4.70) (17.2-41.5)

Iki grup arasinda yiizeyel CMAP amplitiidii 6lgiimleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Ge¢ donem 6lgiimleri daha

yiiksektir.
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Tablo 8. Deney grubunun ylizeyel CMAP amplitiidii erken donem-ge¢ donem

Olctimleri. *Mann Whitney-U testi.

Deney Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 2.66+1.54 28.946.9 *U=0
Ortanca 2.80 28.90 p=0.004
(min-max) (0.70-4.90) (21.7-41.4)

Iki grup arasinda yiizeyel CMAP amplitiidii &lgiimleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Ge¢ donem o6l¢iimleri daha
yiiksektir. Ancak kontrol ve deney gruplar1 karsilastirildiginda ge¢ donemdeki

yiikselmeler agisindan iki grup arasinda belirgin bir fark bulunamamustir.

Donemden bagimsiz olarak gruplar arasindaki CMAP

yiizeyel
amplitiidlerinin karsilastirmasinda asagidaki sonuclar elde edilmistir (Tablo 9),

(Resim 17).

Tablo 9. Gruplarin yiizeyel CMAP amplitiidii ortalamalar1 ve ortancalar:.

*Kruskal-Wallis Testi.

Sham Grubu | Kontrol Grubu | Deney Grubu
31.1£5.9 14.9£14.2 15.8+14.5 *K=9.16
Ortalama+SD p=0.01
Ortanca 30.9 10.9 13.3
(min-max) (23.6-41.1) (0.54-41.5) (0.70-41.4)
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Ug grup arasinda yiizeyel CMAP 6l¢iimleri bakimindan istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur (p<0.05). Bu fark sham grubundan kaynaklanmaktadir.

Sham grubunun ortalama ve ortancasi diger gruplara gore yliksektir.

50
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sham kontrol deney

GRUPLAR

Resim 17. Yiizeyel CMAP amplitiidii 6l¢timlerinin gruplar arasindaki dagilim

grafigi.

Igne elektrot CMAP degerlerinin erken ve ge¢ donemde her grup igin

yapilan karsilastirma sonuglar1 ise Tablo 10, 11 ve 12°de gdsterilmistir.
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Olctimleri. *Mann Whitney-U testi

Tablo 10. Sham grubunun igne CMAP amplitiidii erken donem-ge¢ donem

Sham Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 43.5£8.91 28.1+£5.08 *U=1.0
Ortanca 42.10 27.90 p=0.006
(min-max) (34.70-58.0) (22.40-36.10)

Iki grup arasinda igne CMAP amplitiidii l¢iimleri bakimimdan istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmstir (p<0.05). Ge¢ donem Ol¢iimleri daha diisiiktiir.

Tablo 11. Kontrol grubunun igne CMAP amplitiidii erken donem-ge¢ donem

Olciimleri. *Mann Whitney-U testi.

Kontrol Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 3.25+1.96 22.6+5.7 *U=0
Ortanca 3.35 22 p=0.004
(min-max) (0.50-6.50) (14.80-31.60)

Iki grup arasinda igne CMAP amplitiidii 6l¢iimleri bakimindan istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Ge¢ donem 6l¢iimleri daha yiiksektir.
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Tablo 12. Deney grubunun igne CMAP amplitiidii erken donem-ge¢ donem

Olctimleri. *Mann Whitney-U testi.

Deney Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 3.73+1.85 23.846.8
Ortanca 3.75 23.1
(min-max) (1.60-6.70) (15.20-35.10)

*U=0
p=0.004

Iki grup arasinda igne CMAP amplitiidii dlgiimleri bakimindan istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmustir (p<0.05). Ge¢ donem dl¢iimleri daha yiiksektir.

Donemden bagimsiz olarak gruplar arasindaki igne CMAP amplitiidlerinin

karsilagtirmasinda asagidaki sonuglar elde edilmistir (Tablo 13), (Resim 18).

Tablo 13. Gruplarin igne CMAP amplitiidii ortalamalar1 ve ortancalari. *Kruskal-

Wallis testi.

Sham Grubu | Kontrol Grubu | Deney Grubu
35.8+£10.6 12.7+£10.7 13.6+11.4
Ortalama+SD
Ortanca 354 10.6 10.9
(min-max) (22.4-58) (0.50-31.6) (1.6-35.1)

*K=17.6
p=0.001

Ucg grup arasmda igne CMAP &lciimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlaml fark bulunmustur (p<0.05). Bu fark sham grubundan kaynaklanmaktadir.

Sham grubunun ortalama ve ortancas1 diger gruplara gore ytiksektir.
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Resim 18. Igne CMAP amplitiidii dl¢iimlerinin gruplar arasdaki dagilim grafigi.

4.2. HISTOMORFOMETRIK INCELEME BULGULARI

Diffiiz ezilme hasarinda PS fasikiilleri iginde WD siirecine bagli inkomplet
akson ve myelin kayb1 meydana gelmektedir. Rejeneratif siire¢ ilerledik¢e akson
sayist tekrar artmakta ve rejenere aksonlar SC’lerce myelinize edilmektedir.
Akson sayisinda zaman i¢indeki artis ve myelin kalinliginin artmasi, rejenerasyon
icin 1yi birer gostergedir. Noropatik siireclerde akson kaybi hemen her zaman

myelin kaybi ile korele bir sekilde olmaktadir (89).

Gruplarda 400x biiyiitmede bir biiylitme alaninda erken ve ge¢ donemde
morfolojiden bagimsiz olarak ol¢iilen ortalama akson sayisi ve 1000x biiylitmede
Olclilen ortalama myelin kalinlig1 degerleri Tablo 14 ve 15°te goriilmektedir.
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Myelin kalinliklar1 nanometre cinsinden 6lgiiliip, sonradan mikrometre diizeyine

yiikseltgenmistir.

Tablo 14. Erken donem akson sayist ve ortalama myelin kalinliklariin

histomorfometrik 6l¢iim sonuglari.

Grup Rat Akson sayist HEX400 Orta'lama myelin kalinhg
(mikrometre) HEX1000
Sayi/1BBA

Sham SiL 730 1
S1R 680 1

S10 390 0,9

S2L 670 1

S2R 840 1,2

S20 784 0,9

Kontrol C1L 423 2,8
C1R 568 1,9

C10 295 2,7

C2L 675 1,8

C2R 432 1,2

C20 1056 1,5

Deney E1L 450 1,1
E1R 448 0,8

E10 450 0,9

E2L 375 0,7

E2R 616 0,7

E20 504 0,5
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Tablo 15. Ge¢ donem akson sayist ve ortalama myelin kalinliklarmin

histomorfometrik 6l¢iim sonuglari.

Grup Rat Akson sayisi HEX400 Orta'lama myelin kalinhg
(mikrometre) HEX1000
Sayi/1BBA
Sham S3L 790 1,2
S3R 675 1
S30 780 1,1
S4L 835 0,9
S4R 896 1,3
S40 678 1,3
Kontrol C3L 286 1,4
C3R 498 1,2
C30 618 1,9
caL 700 1
C4R 610 1
C40 301 1,2
Deney E3L 728 0,6
E3R 672 0,5
E30 420 0,5
EAL 650 0,5
E4R 700 0,5
E40 670 0,5

Her bir grubun erken ve ge¢ donem akson sayimi sonuglar1 kendi i¢ginde

karsilastirildiginda su sonuglar ¢ikmaktadir; (Tablo 16, 17, 18)
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Tablo 16. Sham grubunun akson sayist erken donem-gec

donem OSlgiimleri.

*Mann Whitney U testi.

Sham Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 682.3+£156.8 775.6+£87.1 *U=12.1
Ortanca 705 785 p=0.34
(min-max) (390-840) (675-896)

Iki grup arasinda akson sayisi dlgiimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 17. Kontrol grubunun akson sayist erken donem-ge¢ donem Olglimleri.

*Mann Whitney-U testi

Kontrol Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 574.8+£269.5 502.1+174.0 *U=17.0
Ortanca 500 554 p=0.87
(min-max) (295-1056) (286-700)

Iki grup arasinda akson sayisi dlciimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).
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Tablo 18. Deney grubunun akson sayisi erken donem-ge¢ donem Olgiimleri.

*Mann Whitney-U testi

Deney Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 473.8+80.8 640.0+111.1
Ortanca 450 671
(min-max) (375-616) (420-728)

*U=5.0
p=0.04

Iki grup arasinda akson sayist dlgiimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlaml fark bulunmustur (p<0.05). Ge¢ donem Olciimleri daha yiiksektir.

Donemden bagimsiz olarak sham, kontrol ve deney gruplarmin akson

sayilar1 karsilagtirildiginda ise su sonuglarla karsilasiimaktadir; (Tablo 19) (Resim

19).

Tablo 19. Gruplarin akson sayisi ortalamalar1 ve ortancalari. *Kruskal-Wallis testi

Sham Grubu | Kontrol Grubu | Deney Grubu
729+130 538+219 556+127
Ortalama+SD
Ortanca 755 533 560
(min-max) (390-896) (286-1056) (375-728)

*K=10.9
p=0.004

Ucg grup arasmda akson sayis1 dlciimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlamh fark saptanmistir (p<0.05). Bu fark sham grubundan kaynaklanmaktadir.

Sham grubunun ortalama ve ortancas1 diger gruplara gore ytiksektir.
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Resim 19. Gruplarm akson sayisi 6lgiimlerinin dagilim grafigi.
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Her bir grubun myelin kalinliklarmin erken ve ge¢ donemde

karsilagtirilmasinda ise elde edilen sonuglar Tablo 20, 21 ve 22°de gosterilmistir.

Tablo 20. Sham grubunun myelin kalinlig1 erken donem-ge¢ donem oOlgiimleri.

*Mann Whitney-U testi

Sham Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 1.0£0.11 1.13+0.16
Ortanca 1 1.15
(min-max) (0.9-1.2) (0.9-1.3)

*U=9.0
p=0.13
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iki grup arasinda myelin kalinlig1 6lciimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 21. Kontrol grubunun myelin kalinlig1 erken donem-ge¢ donem olgtimleri.

*Mann Whitney-U testi.

Kontrol Grubu Erken Donem Gec Donem
Ortalama+SD 1.940.64 1.28+0.33 *U=5.5
Ortanca 1.85 1.20 p=0.04
(min-max) (1.2-2.8) (1.0-1.9)

Iki grup arasinda myelin kalmhg1 dl¢iimleri bakimimdan istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Ge¢ donem 6l¢iimleri daha diisiiktiir.

Tablo 22. Deney grubunun myelin kalinlig1 erken donem-ge¢ donem olgtimleri.

*Mann Whitney-U testi.

Deney Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 0.78+0.20 0.51+0.04 *U=3.5
Ortanca 0.75 0.50 p=0.01
(min-max) (0.5-1.1) (0.5-0.6)

Iki grup arasinda myelin kalinlig1 6lgiimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Ge¢ donem Ol¢limleri daha diisiiktiir.
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Doénemden bagimsiz olarak sham, kontrol ve deney gruplarmin myelin

kalinliklar1 karsilastirildiginda ise su sonuglarla karsilagilmaktadir; (Tablo 23)

(Resim 20).

Tablo 23. Gruplarm myelin kalinlig1 ortalamalar1 ve ortancalar1. *Kruskal-

Wallis testi.

Sham Grubu | Kontrol Grubu | Deney Grubu
1.06+0.14 1.63+0.61 0.65+0.19
Ortalama+SD
Ortanca 1 1,5 0.55
(min-max) (0.9-1.3) (1-2.8) (0.5-1.1)

+K=24.3
p=0.001

Ug grup arasmda myelin kalinlig1 8l¢iimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlaml fark bulunmustur (p<0.05). Bu fark deney grubundan kaynaklanmaktadir.

Deney grubunun ortalama ve ortancasi diger gruplara gore diigiiktiir.

3,0

2,571

2,01

1,01 i

—

GRUPLAR

sham

12 12

kontrol deney

Resim 20. Gruplarin myelin kalinlig1 6l¢iimlerinin dagilimi.
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Mann Whitney-U testinde, ge¢ donemdeki myelin miktarinin kontrol
grubuna gore diisiik bulunmasimin, kullanilan ajana bagli gergeklestigi tespit

edilmistir (p<0,05).

Ezilme tipi deney modelimizde siyatik sinirin mikroskobik incelemesinde
epinoral bag doku igcinde yer yer petesiyal kanama alanlari izlenmekle birlikte
belirgin 6dem ve fasikiiler diizende bozulma izlenmemektedir (Resim 21, 22).
Sinirin anatomik biitliinligi tam olmakla birlikte inkomplet aksonotmezis

mevcuttur.
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Resim 21. Epindral biitiinliiglin korundugu, fasikiiler diizenin bozulmadigi,
epindral bag doku i¢inde yer yer petesiyal kanama alanlarinin (*) oldugu transvers

siyatik sinir kesiti. (H&E, x100)
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Resim 22. Olasilikla cerrahi miidaheleye bagl sinir ¢evresi bag dokuda odaksal

mikst inflamasyon gozlenmekte. (H&E, x200)

Sonuglar, ge¢ donemde deney grubunda akson sayisinin kontrol grubuna
gore anlaml olarak farkli olmadigi halde myelin kalinhigmmin distigiini
gostermektedir. Erken ve ge¢ donemde aksonlarm mikroskobik goriiniimii asagida

izlenmektedir. (Resim 23, 24).

Resim 23. Erken donem histomorfometrik inceleme preperatlari. A) Sham B)

Kontrol, C) Deney gruplari. (H&E x1000)
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Resim 24. Ge¢ donem histomorfometrik inceleme preperatlari. A) Sham B)
Kontrol, C) Deney gruplart. Sham grubunda aksonlar fasikiil i¢inde oldukca
diizenli gorlniirken, diger gruplarda daha seyreklesmis olarak izlenmektedir.

(H&E, x1000).

Hematoksilen-eozine ilaveten toluidin blue (TB) da 0zellikle myelin

kalinlik 6l¢iimii i¢in ideal bir boyama saglamistir (Resim 25).
l l‘ !

K y
Resim 25. Fasikiiller icinde akson adaciklari. (TB, x400).

4
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4.3. YAS KAS AGIRLIK iNDEKSi OLCUMLERI

Yas kas Ol¢iimleri ve elde edilen indeks degerleri (K;) Tablo 24 ve 25°te

verilmistir.

Tablo 24. Erken donemde deneklerin viicut agirhigi ve kas agirhigr dlctimleri ile

hesaplanan K; degerleri.

Grup Rat Agirhik (g) Kas agirhigi (g) K;
Sham S1L 234,7 1,8786 0,008
S1R 213,9 1,7076 0,00798
S10 236,5 1,6255 0,00687
S2L 230,9 2,0806 0,00901
S2R 222 2,013 0,00906
S20 224,4 1,8016 0,00802
Kontrol CiL 248 1,6909 0,00681
C1iR 233 1,9362 0,0083
Cc10 231 1,9789 0,00856
C2L 221 1,9401 0,00877
C2R 217 1,9637 0,00904
C20 245,7 1,9815 0,00806
Deney E1L 216,2 1,1948 0,00552
E1R 211,2 2,0772 0,00983
E10 218,4 1,7447 0,00798
E2L 214 1,7642 0,00824
E2R 204,7 1,4801 0,00723
E20 215 1,6086 0,00747
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Tablo 25. Ge¢ donemde deneklerin viicut agirligi ve kas agirligr dlgtimleri ile

hesaplanan K; degerleri.

Grup Rat Agirlik (g) Kas agirhigi (g) indeks
Sham S3L 250 1,9815 0,00792
S3R 211 1,6739 0,00793
S30 236 2,0186 0,00855
S4L 247,9 1,9503 0,00786
S4R 262,1 1,8141 0,00692
540 249,1 2,1665 0,00869
Kontrol C3L 259,1 1,4845 0,00572
C3R 236,2 1,322 0,00559
C30 209,4 1,2114 0,00578
caL 229,7 1,372 0,00597
C4R 222,7 1,2914 0,00579
C40 242,3 1,3905 0,00573
Deney E3L 254,3 1,4225 0,00559
E3R 213,9 1,1315 0,00528
E30 225,4 1,1709 0,00519
EAL 214,4 1,1884 0,00554
E4R 255 1,3718 0,00537
E40 231,3 1,3245 0,00572

Calismaya viicut agirligi kategorisinde virgiilden sonraki tek deger, kas

agirhigida virgiilden sonraki 4 deger ve K; degerlerinde virgiilden sonraki 5 deger

dahil edilmistir. Istatistiksel analiz, kas kiitle indeks degerleri {iizerinden
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yapilmistir. Gruplarin kendi i¢indeki erken-ge¢ donem K; analizi Tablo 26, 27 ve

28’de verilmistir.

Tablo 26. Sham grubunun kas-kiitle indeksi erken donem-ge¢ donem Olgtimleri.

*Mann Whitney-U testi.

Sham Grubu Erken Donem Gec Donem
Ortalama+SD 0.0081+0.0008 0.0079+£0.0006 | *U=12.0
Ortanca 0.008 0.0079 p=0.33
(min-max) (0.0068-0.0090) | (0.0069-0.0086)

Iki grup arasinda kas kiitle Olgiimleri bakimimdan istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 27. Kontrol grubunun kas-kiitle indeksi erken donem-ge¢ donem Ol¢limleri.

*Mann Whitney-U testi.

Kontrol Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 0.0082+0.0007 0.0057+0.0001 *U=0
Ortanca 0.008 0.0057 p=0.004
(min-max) (0.0068-0.0090) (0.0055-0.0059)

Iki grup arasinda kas kiitle dlgiimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmistir (p<0.05). Ge¢ donem 6l¢limleri daha diistiktiir.
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Tablo 28. Deney grubunun kas-kiitle indeksi erken donem-ge¢ donem Olgtimleri.

*Mann Whitney-U testi.

Deney Grubu Erken Donem Ge¢ Donem
Ortalama+SD 0.0077+0.0014 0.0054+0.0002 *U=3.0
Ortanca 0.0077 0.0054 p=0.01
(min-max) (0.0055-0.0098) | (0.0051-0.0057)

Iki grup arasinda kas kiitle dlgiimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmistir (p<0.05). Ge¢ donem 6l¢iimleri daha diisiiktiir.

Doénemden bagimsiz olarak yapilan grup karsilastirmalarinda elde edilen

sonuglar ise agsagida dzetlenmistir (Tablo 29), (Resim 26).

Tablo 29. Gruplarin K; ortalamalar1 ve ortancalar1. *Kruskal-Wallis testi.

Sham Grubu | Kontrol Grubu | Deney Grubu
0.0081+0.0006 | 0.0070+£0.0014 | 0.0065+0.0015 | *K=7.37
Ortalama+SD p=0.025
Ortanca 0.0079 0.0063 0.0056
(min-max) (0.0068-0.0090) | (0.0055-0.0090) (0.0051-
0.0098)

Uc grup arasinda kas kiitle dlgiimleri bakimindan istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Bu fark deney grubundan kaynaklanmaktadir.

Deney grubunun ortalama ve ortancasi diger gruplara gore diigiiktiir.
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Resim 26. Gruplarin K; 6l¢iim degerlerinin grafiksel dagilimu.

Mann Whitney — U testi, ge¢ donem takipte deney grubundaki diisiikliigiin,
kontrol grubundaki diisiikliikten daha belirgin oldugunu ve bunun sebebinin

kullanilan ajan oldugunu ortaya koymustur (p<0.05)

Elektrofizyolojik incelemelerin hata paymin olmasi nedeniyle deneyde
saglama maksatl hem ylizeyel, hem igne elektrot 6l¢ciimii yapilmistir. Bu iki EF
inceleme yonteminin tutarliligi ise Pearson korelasyon testi ile arastirilmistir.
Ayrica akson sayisi ile miyelin kalinlig1 arasindaki korelasyona da bakilmistir

(Tablo 30).
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Tablo 30. Korelasyon testi sonuglari.

Yiizeyel/Igne R*:0.51

Sham Grubu CMAP Amplitidii P=0.08
Akson sayist/ R*:0.42

Mpyelin kalinlig1 P=0.16

Yiizeyel/Igne R*:0.98

Kontrol Grubu | CMAP Amplitiidi P=0.001
Akson sayist/ R*:-0.22

Myelin kalinlig1 P=0.41

Yiizeyel/Igne R*:0.92

Deney Grubu CMAP Amplitidii P=0.001
Akson sayist/ R*:-0.53

Myelin kalinlig1 P=0.07

Kontrol grubunda ve deney grubunda yiizeyel CMAP amplitiidii ve igne
CMAP amplitiidii arasinda pozitif yonde ¢ok giiclii bir iliski vardir ve bu iligki
istatistiksel olarak anlamlidir. Akson sayis1 ve myelin kalinlig1 arasinda hig¢bir

grupta iliski saptanmamustir.
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5. TARTISMA

Periferik sinir rejenerasyonu, bilinen hemen hemen tiim inflamatuvar
mekanizmalarin aktive oldugu, ilaveten de sinir sistemine 6zgi bir takim NTF’ler
ve noral doku hiicreleri gibi komponentlerin katildigi oldukc¢a karmasik bir
strectir.  Periferik sinirlerin SSS’deki sinirlerin aksine rejenere olabilme
yetenegine sahip olmasimi en iyi aciklayan hipotez, sinirlerin bulundugu mikro-
cevrenin rejenerasyonu etkiledigi hipotezidir (20). Periferik sinir sistemi
ndronlarindaki hasar rejenerasyonla sonuglanirken, SSS’de glial skar olusumu
gbzlenir. Bunda SSS’de bulunan kondroitin siilfat gibi proteoglikanlarin rol
oynadig1 goriilmiistiir. Periferik sinir sisteminde sinir hasarini takiben bir takim
norotropik faktorler rejenerasyonda rol oynamaktadir. Oysa SSS’de PSS’den
farkli olarak Nogo, myelin iliskili glikoprotein, oligodendrosit myelin glikoprotein
ve Ephrin B3 gibi inhibitdér proteinler ve bunlarla iliskili olarak aksonal
yiizeylerde bulunan NgR; NgR,, p75"'%, TROY ve LINGO-1 gibi reseptorlere
rastlanmistir. Bu protein-reseptor etkilesimleri neticesinde guanozin trifosfat-Rho
(GTP-Rho) araciligiyla aksonal biiyiime tomurcuklarmin kollapsa ugratildigi ve
aksonal biiyimenin engellendigi goriilmiistir (20, 90). Ayrica, SSS
meninkslerindeki fibroblastlardan salinan semaforinlerin de rejenerasyonu inhibe
ettigi diisliniilmektedir (91). Periferik sinir rejenerasyonunda SC’lerin 6nemi ¢ok
biiyiik gibi goriinmektedir. Ayrica sinir sisteminde NTM olarak islev goren
norepinefrin gibi molekiillerin de PS rejenerasyonunda modiilator rolleri oldugu
disiiniilmektedir (25). Serotoninin ise SSS’deki restoratif siire¢lerde ¢ok olumlu

etkileri  bilinmektedir. Inflamatuvar yamit1 tetikleyen bazi etmenlerin
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rejenerasyona olumlu katkilar1 goriildiigii gibi, bunun tam tersi etkinin de
goriildiigli sik olmustur. Sinir rejenerasyonunun patofizyolojisi aydinlatildik¢a

daha olumlu sonuglar elde edilebilecektir.

Calismamizda SSS’de olumlu rejeneratif ve noroprotektif etkileri
kesfedilen, ancak periferik sinir hasarinda heniiz caligilmamis olan duloksetin’in
etkileri semi-kantitatif olarak arastirildi. Sham grubunda erken ve ge¢ donemlerde
akson sayisi, miyelin kalinlig1 ve K; acisindan belirgin bir farklilik saptanmadi.
Ancak yiizeyel CMAP amplitiidii ge¢ donemde degismezken, igne CMAP
amplitiidiiniin duistiigii gorildi. Korelasyon testinde ylizeyel CMAP ile igne
CMAP olgiimleri arasinda c¢ok giiclii korelasyon bulunmasi, teknik bir hata
olasiligm1 biiylik oranda elimine etmektedir. Bununla birlikte, sinir rejenerasyon
calismalarinda sonuglarin en az iki degerlendirme yontemi ile teyit edilmesi
gerekliliginden dolay1 tek basma bu sonu¢ goz ardi edildi. Sham grubunun
ortalama ve ortanca akson sayisi, yiizeyel ve igne CMAP amplitiidleri ile K;
degerlerinin kontrol ve deney grubundan yiiksek olusu, deney modelinin basariyla
olusturuldugunu ve noron hasarmin gergeklestigini teyit etmekteydi. Ayrica
histopatolojik incelemelerde sinir ve ic¢indeki fasikiil biitiinliigiiniin korundugu,
ancak akson ve miyelin kayb1 gelistiginin goriilmesi de aksonotmetik hasarin
basar1 ile gerceklestirildigini onaylayic1 bulgulardi. Kontrol grubunda ise K; ve
myelin kalinlig1 ge¢ donemde erken doneme gore diisiik bulunmus iken akson
sayisinin zamanla degismedigi, ylizeyel ve igne CMAP amplitiidlerinin ise arttig1
goriilmiistiir. Bu veriler, PS hasar1 sonrasi ilk haftada aksonal dejenerasyonun

gerceklestigi, ancak izleyen 5 hafta icinde saymin stabil kaldigi seklinde
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yorumlanabilir. Bu noktada bir hususta emin olmak miimkiin degildir; akson
sayisinin, ilk dejeneratif slirece bagli diistiikten sonra stabil seyretmesi veya
aksonal rejenerasyon ile birlikte dejeneratif siirecin devam etmesi ile, yenilenen ve
degrade olan aksonlarm sayica dengede kalmasi durumlari1 ayirt edilememektedir.
Cinkii ¢alismamizda rejenere / eski akson ayrmimimi yaptirabilecek bir
degerlendirme yontemi kullanilmamistir. Mevcut literatiir, az sayida aksonun
hasarinda WD siirecinin 24 saat - 3 giin arasinda sona erdigini, ancak multiple
aksonal zedelenmelerde bu siirecin birka¢ haftaya uzayabilecegini telkin
etmektedir. Bu durumda, WD’nin 1 haftadan 6nce sonu¢lanmis oldugu var
sayilirsa, takip siiresince aktif aksonal dejenerasyon veya rejenerasyonun
gelismedigi diisiiniilebilir. Kontrol grubunda es zamanli olarak ge¢ donemde
myelin kalinlhiginin da dismiis olmasi, myelin degradasyonunun donemler
arasinda devam ettigi veya rejenere aksonlarin myelinizasyonunun heniiz yetersiz
diizeyde oldugu anlamlarina gelmektedir. Ge¢ donem takipte K;’de goriilen
progresif diisiis, parsiyel denerve olmus gastrokinemius-soleus kas kompleksinde
atrofik siirecin isledigini gostermektedir. Ancak biitiin bu bulgularla birlikte gec
donemde yiizeyel ve igne CMAP amplitiidlerinde artis olmasi, bu donemde
rejeneratif siirecin islemekte oldugunu gostermektedir. Kontrol grubunda ayrica
istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla birlikte ilging bir sekilde zamandan
bagimsiz olarak gros miyelin miktarmin fazla oldugu dikkati cekmektedir (Tablo
23). Bu da, sinir hasar1 sonrast 1. haftada myelin kalmhiginda bir artig
olabilecegini diislindiirmektedir. Ancak bu bilgi, mevcut literatiir ile zit

diismektedir ve zaten istatistiksel agidan anlam1 bulunmamaktadir (20, 23).
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Kontrol grubunda ge¢ donemde akson sayisi degismezken, deney
grubunda arttig1 goriilmistiir. Bununla birlikte myelin kalinligmin diistiigii ve bu
diisiikliigiin kontrol grubundaki ge¢ donem diisiikliikten daha belirgin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica Ki’de de ge¢ donemde diisme goriilmiis ve bunun da
kontrol grubundan daha belirgin diistiigii gdozlenmistir. Bu noktada duloksetin’in
akson sayisi ilizerinde olumlu, fakat myelin kalinlig1 ve kas trofisi {izerinde
olumsuz etkileri oldugundan bahsedilebilir. Yiizeyel ve igne CMAP amplitiidleri
ise duloksetin etkisi altinda kontrol grubuna benzer sekilde ge¢ donemde
yiikselmistir. Bu ylikselmenin, istatistiksel agidan kontrol grubundan daha az veya
cok belirgin olmadig1 saptanmistir. Bu bulgunun da eklenmesi ile duloksetin’in
PS rejenerasyonunda morfolojik olarak olumlu ve olumsuz etkileri bulunmakla

birlikte, elektrofizyolojik acidan belirgin bir etkisinin olmadigi sdylenebilir.

Literatiirde hem FK-506, glatiramer, hiperbarik oksijen ve prednizolon
gibi immunsupresif; hem de sitooligosakkaritler ve oliprinon gibi immunstimulan
ajanlarin PS rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (46, 84,
85, 92, 93, 94, 95, 96). Sinir hasarinda immun mediatorler kadar immun supresif
mediatorlerin de arttig1 bilinmektedir (97). Noradrenalin, PS hasar1 sonrasinda
hasarli otonomik sempatik akson uglarindan salinarak bolgedeki makrofajlardan
IL, TNF ve prostaglandin salinimini; dolayisiyla da immun reaksiyonu
artirmaktadir. Bu da Ozellikle dejeneratif siirecte katki saglamaktadir.
Noradrenalin, etkinligini cAMP ve IP; ikincil mesajcilar iizerinden G proteini
aracili olarak gergeklestirmektedir. Rolipram, cAMP ve IP3 ekspresyonunu artiran

yaklagimlarin ise PS rejenerasyonunu olumlu etkiledigi bulunmustur (24, 90, 98).
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Serotonin ise SSS’de 6zellikle SHT-1 reseptorleri iizerinden noroprotektif etki
gostermektedir, ancak PSS’deki etkileri net bilinmemektedir. PSS’de bulunan
serotonin reseptorleri SHT-3’tiir ve sinirin eksitabilitesini artrmaya katkida
bulunurlar. Periferik sinir hasarinda, aksonlarin ileti yetenegi rejenerasyon
stiresince diigiik tutulmaktadir. Ayrica kalsiyum kanal blokerleri gibi néro-
stabilizan ilaglarimn PS rejenerasyonunda olumlu etkileri gorilmiistiir (99).
Duloksetin esasen SHT-1 reseptorleri lizerinden etki gostermektedir, ancak SHT-3
reseptOrlerine afinitesi net bilinmemektedir. Dorsal root ganglionlarinda da SHT-3
reseptorleri bulunmaktadir ve deneyimizde duloksetin grubunda akson sayisinin
gec donemde yliksek bulunmasimin bu reseptorlerle ve buradaki bir ndroprotektif
etkinlikle 1ilgisi olabilir. Ancak eksitabilite artisi, ndronun enerjisini
rejenerasyondan ziyade iletim yapmaya harcamasi ile sonu¢lanmaktadir. Bu da,
akson sayismin yliksek olmasina karsin myelinizasyonun yetersiz olusunu ve
elektriksel aktivitenin ge¢ donemde kontrol grubundakine benzer sekilde
stirdiiriilebilmesini agiklayabilir. Fosfatidil kolin gibi hiicre membran sentezinde
rol oynayan yap1 taglarinin sentezini artwran ajanlarin, myelinizasyonu olumlu

etkiledigi goriilmiistiir (100).

Santral sinir sisteminde duloksetin’in aracilik ettigi noroproteksiyonda,
serotonerjik ve noradrenerjik monoamin ndronlarm rejenerasyon siirecinde
birbirleri ile karsilikli etkilesim halinde olduklar1 gériilmistir (101, 102, 103).
Ancak devam etmekte olan diabetik periferik noropati gibi siireclerde

noroprotektif etkinligi gdsterilememistir.
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Yalnizca depresyon ve stresor faktorlerin bile PS rejenerasyonunu olumsuz
etkileyebilecegi bulunmustur (7). Bu etkinin mekanizmasi bilinmemektedir, ancak

calismamizda duloksetin bu bulguyu da desteklememistir.

Periferik sinir rejenerasyonunda kas atrofisinin geri dondiiriilmesi de
onemli bir husustur. Major periferik sinir hasarina bagl kas denervasyonu, kas
fonksiyonunda ani kayip ve progresif kas atrofisi ile seyreder (104). Sinir hasari
sonrast 1-2 hafta icinde a aktin, miyozin agir zinciri, tropomyozin f zinciri gibi
proteinlerin ekspresyonunda azalma ve o enolaz, B enolaz, peptidaz benzeri sinyal
peptidi 3 gibi proteinlerde artma meydana gelmektedir (105). Normalde kas
dokusu %380 oraninda tip-I fibril icerirken, sinir hasar1 sonrasinda bu oran tip-II
fibril lehine terse doner. Ve bu degisiklik uzun donem denerve kalan kaslarda
kalict olmaktadir (106). Bir yila dek reinnerve olamayan kaslarmm motor son
plaktaki sinaptik katlantilarmi kaybettigi goriilmiistiir. Duloksetin’in ise kas

kiitlesi kaybin1 artirarak olumsuz etkide bulundugu goriilmiistiir.

Simdiye dek PS rejenerasyonuna etkileri arastirilmis pek ¢ok ajan
mevcuttur. Genellikle pek ¢ok arastirma semi-kantitatif olarak yiiriitiilmektedir ve
arastirilan ajanlarin etki mekanizmalar1 net bilinmemektedir. Sonuglarin ¢ogu
ancak hipotetik diizeyde varsayimlar ile smirli kalmaktadir. Ornegin, sigara
iciminin PS rejenerasyonuna 6nemli bir etkisi olmadigi goriilmiistiir (107).
Ginseng ekstraktindan elde edilen ginsenoside Rgl maddesi veya eski Cin
tibbindan gelen Baimai-San gibi bitkisel maddelerin PS rejenerasyonunu artirdig:
goriilmiistiir (108, 109). i¢i otojenik SC’leri ile birlikte kok hiicre ile doldurulmus

greftlerin rejenerasyonu artirdifi, ancak yalnizca kok hiicre uygulamasmim ek
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yarar getirmedigi goriilmiistiir (110, 111, 112). Kok hiicre transplanti sonrasi
tiimorogenez riski de mevcuttur (113). Ayrica cerrahi sinir onariminda CTNF
salinimi yapan kollajen biomateryallerin veya laminin baglayict NGF-f’nin
rejenerasyonu artirdigi, ancak NGF salan mikrosferlerin rejenerasyona katkisi
olmadig1 goriilmiistiir (114, 115, 116). Yine birer ndrokin olan kardiotropin-1 ve
onkostatin-m’in aksonal biiylime tiizerine olumlu etkileri gorilmistir (117).
Antioksidanlardan zofenopril’in ve vitamin tlirevlerinden metilkobalamin’in
olumlu etkileri gozlenmistir (118). Kaslara elektrik stimulasyonu uygulanmasinin
ve sinirin lizerindeki cilde diisiik enerjili lazer uygulamasmnin rejenerasyonu
belirgin etkilemedigi, ancak ultra kisa dalga terapisinin olumlu etkiledigi
bulunmustur (119, 120, 121, 122). insan eritropoietini, darbopoietin-a, gangliozid
ve gastrik pentadekapeptid BPC-157’nin olumlu etkileri goriilmiistiir (123, 124,

125). Melatonin ve pregabalin’in ise belirgin bir etkisi goriilmemistir (126, 127).
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6. SONUC

Duloksetin, oldukc¢a potent, yeni nesil SNRI grubu bir antidepresandir.
Periferik sinir hasarinda ge¢ donemde akson sayisini artirmakla birlikte, myelin
kalmhgmi ve kas Kkiitlesini azaltmak suretiyle rejenerasyonu olumsuz
etkilemektedir. Sinirin elektrofizyolojik parametrelerinde ise belirgin bir
degisiklige yol agmamaktadir. Bu yonleriyle duloksetin, periferik sinir hasarinda

tercih edilebilecek bir ajan degildir.
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