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OZET

Amac: Periferik sinirin vaskiiler hasari sonrasi rejenerasyonu konusunda az sayida
calisma mevcuttur. Bu nedenle ¢alismamizda siyatik sinirin vaskiiler sinir hasar1 sonrasi

Eritropoietin etkisinin arastirilmasi amaglanmuistir.

Yontem: 40 adet disi si¢can ¢alismamizda kullanilmis ve denekler randomize olarak dort
gruba ayrilmistir (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: Eritropoietin (-), Grup 4:
Eritropoietin (+)).Sinirin aksonal rejenerasyonu, fonksiyonel (ylirlime pattern analizi,
pinch test, elektrofizyolojik ve biyokimyasal testler) ve yapisal (elektron mikroskopi

analiz) testlerele analiz edilmistir.

Bulgular: Siyatik fonksiyon indeksi (SFI) ve pinch test bugulari degerlendirildiginde
Eritropoietin alan deney grubunda Eritropoietin almayan gruba kiyasla ylirlimenin ve
duyusal fonksiyonun daha olumlu yonde etkilendigi tespit edildi. Elektrofizyolojik
analiz ve biyokimyasal analiz sonuglar1 da diger analizleri dogrulayacak nitelikte

Eritropoietin’in koruyucu etkisini desteklemistir.

Sonu¢: Sonug olarak Eritropoietin’in vaskiiler sinir hasarinda aksonal rejenerasyonu
olumlu yonde etkisi oldugu tespit edilmistir. Bu bulgularimizin, sinir rejenerasyonunun

anlasilmasi yoniinden literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz.

AnahtarKelimeler: Siyatik sinir, Eritropoietin, vaskiiler hasar



ABSTRACT

Objective: A limited number of studies on the peripheral nerve injury due to vascular
damage has been documented in the literature. This is why, in the present study, effect

of Erythropoietin on recovery of the sciatic nerve after vascular sciatic nerve injury.

Method: A total number of 40 Wistar rats were used for this purpose and randomly
divided into four groups (Group 1: Control, Group 2: Sham-operated, Group 3:
Erythropoietin (-), Group 4: Erythropoietin (+)). Sciatic nerve regeneration was
evaluated by functional (walking track analysis, pinch test, electrophysiologic and

biochemical tests) and structural (electron microscopy) tests.

Results: SFI values and pinch test values showed beneficial effects of Erythropoietin on
axonal regeneration. Electrophysiologic ana biochemical analyses were also revealed

beneficial effect of Erythropoietin as shown by other analyses done.

Conclusion: We think that our study will add valuable knowledge to the literature on
the understanding of the nerve regeneration.

Key words: sciatic nerve, Erythropoietin, vascular damage
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1. GIRIS

Periferik sinirler, canlilarda duyu ve motor fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde gérev yapan
en onemli yapilardir. Periferik sinirlerde olusabilecek hasarlar, bu islevlerin kismen ya
da tam olarak ortadan kalkmasi ile sonuglanir. Periferik sinir kesisi sonucu yapilan
standart cerrahi onarimlara ragmen, ¢cogu zaman tam bir fonksiyonel iyilesme elde
edilemez (Brushart ve ark., 1998). Bu sorunun onlenmesine yonelik birgok cerrahi
teknik denenmesine ragmen, periferik sinirin rejenerasyonuna etki edebilecek ajanlar
konusunda yapilmis deneysel caligmalar azdir (Cuppini ve ark., 1993; Cecchini ve ark.,
1994).

Periferik sinir rejenerasyonun klinik sonuglarini etkileyen gesitli nedenler vardir. Onarim
hattinda olusan iskemi ve devamindaki inflamatuvar siirecte, yaralanma bolgesinde basta
serbest oksijen radikalleri olmak iizere, toksik etkili birgok ajan birikir (Sewerynek ve
ark., 1995). Sonu¢ta membran permeabilitesi bozulur ve hiicre igine kalsiyum akisi
baslar. Hiicre icinde kalsiyum iyonunun artmasi proteoilitik enzimleri aktive ederek,
norofilament ve mikrotiibiilleri de kapsayan hiicre yapi1 taglarinin yikimina neden olur

(Stys ve ark., 1990; Kater ve Mills, 1991).

Periferik sinir iyilesmesini tam olarak anlamak i¢in hasarin tam olarak anlasilmasi yani,
hasar sonrast donemde sinir ve ¢evre dokularda olusan degisikliklerin morfolojik ve
molekiiler diizeyde bilinmesi gereklidir. Bu amaca yonelik olarak sinir hasarini simiile
etmek iizere ¢esitli deney hayvanlarinda farkl sinir hasar1 modelleri olusturulmustur. Bu
deney modellerinin birbirlerinden farkliligi hasarin olusturulma yeri, siddeti, bi¢cimi ve
stiresidir. Periferik sinir hasar1 olusturmak i¢in ezi (Seltzer ve ark., 1990; Decosterd ve
ark., 2002), kesi (Wall, 1979), termal hasar (DeLeo ve ark., 1994), nérotoksik maddeler
(DeLeo ve Yezierski, 2001; Shimoyama ve ark., 2002) ve iskemi (Sarikcioglu ve ark.,
2008) gibi modeller kullanilmaktadir. Bu modeller igerisinde en ¢ok kullanilanlari,
siyatik sinirin tam kesisi ve ezisidir. Buna karsin sinirin vaskiiler hasar1 az ¢alismada

kullanilmistir.



Periferik sinir cerrahisinde pek ¢ok teknigin tanimlanmis olmasina ragmen rejenerasyon
basarist suboptimal diizeydedir. Bu nedenle pekgok ajanin kullanimi literatiirde
bildirilmistir. Bu ajanlar arasinda eritropoietin’in kullanimi1 ¢ok az sayida c¢alismada
bildirilmistir. Bu ¢alismada siyatik sinirin vaskiiler hasari modelimizde eritropoietin’in

etkilerinin arastiritlmasi amaciyla calismamiz planlanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periferik Sinir

Sinir sistemi sistematik olarak merkezi ve periferik sinir sistemi olmak iizere iki ana
gruba ayrilir. Merkezi sinir sistemi, beyin ve medulla spinalis’ten olusur. Periferik sinir
sistemi ise sagda ve solda olmak tizere 31 ¢ift olmak tizere spinal sinirler ile sagda ve
solda olmak tizere 12 ¢ift kranial sinirden olusmaktadir (Lockhart ve ark., 1965; Goss,
1973; Terzis ve Smith, 1990; Moore, 1992; Snell, 1992; Berry ve ark., 1995; Rydevik ve
ark., 2001; Akki, 2003; Stewart, 2003).

2.1.1. Periferik Sinirin Bag Dokusu Komponentleri

Periferik siniri saran kiliflar bag dokusu kaynaklidir ve bu kiliflar epindrium,
endondrium ve perindrium olarak isimlendirilirler. Sinir lifleri gerilmeye ve basinca
olduk¢a hassas olduklarindan dolay1 bu bag doku tabakalar1 sinirin dis etkenlere karsi
korunmasi i¢in onemlidir. Her bir sinir lifi endonorium ile sarilidir. Endondrium,
longitudinal yerlesimli kollajen lifler igerir. Birkag sinir lifi bir araya gelerek perinoérium
ile sarilir ve bdylece bir sinir demeti (fasikiil) meydana gelir. Perindrium, fibroblast
kaynakli yassilasmis poligonal hiicrelerden olusan lameller bir yapiya sahiptir. Yiizeyel
lameller gegirgen ozellige sahipken; derin lameller kan-sinir bariyeri iceren damarsal
yapilara sahiptirler. Perindrium ayni1 zamanda longitudinal gerim kuvvetlerinin etkisi
altindadir. Sinirin gerilmeye karsi direncinin 6nemli bir boliimii bu bag dokusu kilifi ile
gerceklesmektedir. Epindrium ise birden fazla sinir demetini saran gevsek areolar bag
dokusudur. Epindrium, fibroblast, kollajen ve yag hiicreleri igerir. Igerdigi yag hiicreleri,
travmalara kars1 bir yastik gorevi goriir (Lockhart ve ark., 1965; Goss, 1973; Terzis ve
Smith, 1990; Moore, 1992; Snell, 1992; Berry ve ark., 1995; Rydevik ve ark., 2001;
Akkin, 2003; Stewart, 2003).

2.1.2. Damarsal Yap1
Bir sinir hiicresinin fonksiyonunu devam ettirebilmesi i¢in yeterli ve devamli oksijen
destegine gereksinimi vardir. Periferik sinirin farkli segmentleri ve farkli tabakalari

arasinda 1iyi gelismis kollateral dallar tarafindan olusturulan genis damar pleksuslari
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vardir (Adams, 1942; Blunt, 1957; Bell ve Weddell, 1984b, 1984a; Lundborg ve Dahlin,
1992). Bu damar pleksuslari, ekstrinsik ve intrinsik sistem olarak isimlendirilen iki
fonksiyonel boliimden olusur (Lundborg ve Dahlin, 1992). Ekstrinsik sistem, degisen
capta ve genellikle komsu bliyiik arter ve venlerden koken alan segmental damarlardan
olusur. Ek olarak, onemli miktarda kan destegi, kas perforatorlar1 ve periosteal
damarlardan saglanir. Bu besleyici damarlar, sinirin epindrium tabakasina ulastiginda
dallara (inen ve ¢ikan) ayrilarak; sinirin biitiin tabakalarinda intrandral pleksusu
olustururlar (Terzis ve Smith, 1990). Damarlar, epinérium’un derin ve yiizeyel
tabakalarinda yerlesim gosterirler. Bu damarlar, perinériumdaki damar aglar ile ¢ok
fazla anastomoz yaparlar. Perindral pleksustaki anastomotik damarlar perinériumdan

endonoral tabakaya oblik olarak uzanirlar (Terzis ve Smith, 1990) (Sekil 2.1).

Ekstrinsik sistemden koken alan venler genel olarak arterlere yandaslik ederler. Doku
icinde yer alan bu arter ve venler kivrintili bir seyir izlerler. Bu 6zellik, damarlarin
sinirin gerimi sirasinda hareket serbestligine olanak saglar (Lundborg, 1979).
Epindériumdaki intrandral damarlar sempatik sinir sistemi tarafindan innerve edilir ve
buradaki sinir lifleri besleyici damarlara yakin seyrederler (Lundborg, 1970; Bell ve
Weddell, 1984a; Nordin ve Frankel, 2001).

Intrinsik intrandral damar sistemi, ekstrinsik besleyici damarlarin sinir igerisine girdigi
noktadan baglar. Bu dallar, epindrium icinde longitudinal olarak uzanarak; genis damar
aglarini olustururlar. Bu damarlarda, kan akimi predominant paterne sahip degildir (ters
yonde kan akimlarinin ayni damarin farkli noktalarinda ayni anda olusabilecegi
bildirilmistir) (Bell ve Weddell, 1984a). Anastomozlar, ¢ogunlukla arteriol-arteriol,
veniil-veniil, ve arteriol- veniil arasinda bulunur. Epinériumdaki damarsal agin, kan
ihtiyacina gore genis hacimdeki kani yeniden ydnlendirebilecegi ve boylece yliksek
adaptasyon kapasitesine sahip bir sistem oldugu bildirilmistir (Bell ve Weddell, 1984a).
Benzer organizasyon, perindral damarlarda da vardir. Endondériumun primer kapiller
pleksusu ve birbirleri ile cesitli anastomozlar yapan pekg¢ok longitudinal damar vardir
(Sekil 2.1). Bu birlestirici damarlar, sinir igerisinde oblik seyir izlerler ve perinéral bag

dokusunun bir kismin1 da tizerlerinde tasirlar (Burkel, 1967; Terzis ve Smith, 1990).



Her bir fasikiilde endonéral damar agi kilcal kan damarlarindan olusmaktadir
(Lundborg, 1970, 1975; Bell ve Weddell, 1984a, 1984b). Bu endondral damar yatagi
sinirin uzunlugu boyunca devam eder. Endondriumdaki damarlarin merkezi sinir sistemi
damarlanmasi ile fonksiyonel ve yapisal olarak benzerlik gosterdikleri bildirilmistir
(Lundborg ve Dahlin, 1992). Endonéral damarlar birbirleri ile anastomoz yaparlar ve
normal sartlar altinda vaskiiler yatagin bazi boliimleri her zaman fonksiyoneldir. In vivo
deneylerde, vaskiiler yatagin tam perfiizyonunun sadece hafif mekanik travma ve sinire
ik serum fizyolojik uygulandigi zaman gergeklestigi bildirilmistir (Terzis ve Smith,
1990).

Kan-sinir bariyeri, kan igerisinde bulunan bazi maddelerin gegisine izin verir. Epinoral
kan damarlarinda proteinler damar duvarindan kolayca gecerler. Endondral damarlarda
ise endotel boyunca protein gegisi ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur (Terzis ve Smith, 1990;
Rydevik ve ark., 2001).

2.2. Periferik Sinir Yaralanmasi

Periferik sinirler, pek¢ok nedenden dolayr hasara ugrayabilirler. Bu nedenler arasinda
mekanik, termal, iskemik, 1smsal (radyasyon), elektriksel ve kimyasal etkenler yer
almaktadir (Terzis ve Smith, 1990; Lundborg ve Dahlin, 1992). Bu etkenler igerisinde en
sik olani travmatik yaralanmalardir. Periferik sinir yaralanmalari, kisinin fonksiyonlarim
ileri derecede kisitlayabilmesi, sosyoekonomik ve psikolojik durumunu etkileyebilme
potansiyelinden dolay1 pekg¢ok arastirici tarafindan ¢alisma konusu yapilmis bir alandir.
Bu c¢alismalarda temel amag, periferik sinir yaralanmasi sonrasi sinir iyilesmesinin
(fonksiyonun geri doniisii) en kisa siirede saglanmasidir. Bu iyilesmenin hizli ve
istenilen sekilde olmasi hasarin tipine ve uygulanan tedavi stratejisine baglidir (Oliveira

ve ark., 2001).

Periferik sinir yaralanmalari, ilgili viicut segmentinde motor, duyu ve otonomik
fonksiyonlarda kismi veya tam kayip ile sonuglanir (Dellon ve Mackinnon, 1989).
Reinnervasyon, hasarlanan aksonun kollateral dallarinin ya da aksonun kendisinin
rejenerasyonu ile gerceklesmektedir. Periferik sinir yaralanmasindan sonra akson ve
myelin kilif lezyonun distaline dogru degrade olur. Dejenere yapilar, makrofaj
infiltasyonu ve Schwann hiicreleri ile elemine edilir. Bu siirece, Wallerian dejenerasyon
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adi wverilir. Aksonal rejenerasyon, dejenere sinirin ekstraselliiler matriksinden,
makrofajlar ve Schwann hiicresinden salinan trofik ve tropik faktorlere gereksinim

duymaktadir (Lundborg ve Dahlin, 1992; Stewart, 2003).

Periferik sinir harabiyeti, uygulanan ezi siiresine ve kuvvetine bagli olarak farkl siddette
olabilir. Bu siddetin diizeyine konnektif dokusununda bir etkisi vardir. Ornegin, fazla
miktardaki bir bag dokusu ile sarili polifasikiiler sinirler, az miktarda bag dokusu ile
sartl tek fasikiil igeren sinirlere gore daha az oranda eziden etkilenirler. Fasikiil
igerisindeki liflerin ¢aplar1 da 6nemli bir faktordiir. Biiyiik ¢apa sahip olan sinir lifleri
kiigiik capli liflere gore ezi ve iskemiye daha fazla duyarlhidirlar. Ayrica, kalin
perindrium igerisine gomiili kiigiik lifler, ince perindrium igerisine gdmiilii kalin liflere
oranla daha az oranda eziye duyarhidirlar (Lundborg ve Dahlin, 1992; Lundborg ve
Dahlin, 1996).

2.2.1. Periferik Sinir Yaralanmasi I¢in Deneysel Modeller

Periferik sinir rejenerasyonu ile ilgili ¢aligmalarda, pek ¢ok hayvan tiirii, sinir modeli ve
yaralanma tipleri kullanilmistir. Yapilan calismalarda kemirgenlerden; 6zellikle fare ve
sicanlardan yararlanilmistir. Bu denekler {izerinde c¢ok c¢esitli sinir lezyonlari
calistlmistir. Bu sinirler arasinda, siyatik, femoral, fasiyal, median ve ulnar sinirler
sayilabilir. Periferik sinir yaralanmalar ile ilgili calismalarda siyatik sinir modeli en

yaygin olarak tercih edilen modeldir (Mackinnon ve ark., 1985; Munro ve ark., 1998).

2.3. Eritropoietin

Eritropoietin, kemik iliginden kaynak alan eritrositlerin iiretilmesi isinde gorev alan 165
aminoasitten olusan globiiler bir glikoprotein hormondur (Jelkmann, 2007). Glikoprotein
grubu bir hormon olmas1 nedeniyle %40 oranda karbonhidrat igerir. Eritropoietin, 4 o-
heliks bag igerir. 30.4 kDa molekiiler agirliga sahiptir. Eritropoietin'i olusturacak olan
MRNA 193 aminoasitten olusan bir proteinin olusmasim saglar. Ancak,
posttranslasyonel modifikasyonla bu aminoasit sayisi 165'e diisiiriilerek hormonun son
sekli verilir (Farrell ve Lee, 2004). Eritropoietin fetal doénemde genel olarak
hepatositlerde iretilir. Bunun yanisira karaciger'deki ito hiicrelerinde de salindigi
bildirilmistir (Lacombe ve Mayeux, 1999). Postnatal hayatta Eritropoietin‘in yaklasik

%901 bobreklerde renal peritiibiiler hiicrelerde dretilir. Geri kalan kismui ise dalak,
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akciger, beyin, karaciger, kemik iligi, tireme organlar1 gibi farkli kaynaklar tarafindan da
tiretilir (Jelkmann, 2004). Eritropoietin kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerden
proeritroblastlarin iiretimini uyararak kirmizi kan hiicrelerinin iiretimini (hematopoez)
ve antiapopitotik aktivite ile eritrositlerin hayatta kalmasini saglar. Eritrosit tiretimi
stiregelen hipoksi giderilene kadar ya da yetersiz eritrosit sayist yeterli hale getirilip
dokulardaki oksijen saturasyonu vyeterli miktarda oluncaya kadar devam eder.
Eritropoietin diisiik oksijen kosullarinda eritrosit tretiminin temel etkenidir (Fisher,
2003). Ayrica Eritropoietin dogrudan ya da dolayli olarak hiicreleri koruyan bir sitokin
Ozelligine sahiptir. Eritropoietin, sitoprotektif etkisini iskemik/hipoksik dokuda
apopitozisi inhibe ederek gosterir. Herhangi bir nedenden dolay1 gelisen hipoksik
kosullarda eritropoezi indiikler. Beyinde, Eritropoietin sentezi pek ¢cok mekanizma ile
diizenlenir. Hipoksinin olusmasi merkezi sinir sisteminde ve bdbreklerde gen
transkripsiyonunu arttirarak Eritropoietin miktarinda bir artis olusturur (Noguchi ve ark.,
2007). Noronal aktivitedeki artis, hipoglisemi, fazla ndronal depolarizasyon,
mitokondriyal reaktif oksijen molekiillerindeki artisa bagl olarak HiF’in uyarilmasimi ve

serebral Eritropoietin iiretimindeki artis1 tetikler.

Embriyo beyni ve yetiskin hippocampus'unda yapilan biyopsilerde temporal korteks,
amygdala'da néron ve noroglia hiicrelerinde, kadin genital organlarinda, meme bezinde,
plesental trofoblastlarda, kemik iligi makrofajlar1 ve eritroid pregenitér hiicrelerinde
Eritropoietin varligi gosterilmistir. Astrositlerde Eritropoietin iiretimi insiilin ve insiilin
benzeri biiylime faktorii yardimiyla doza bagl olarak diizenlenir. Ayrica interlokin-6,
interlokin-1p, ve timor nekroz faktdr-o gibi proinflamatuar sitokinler, néron ve astrosit
ve mikroglia gibi néroglia hiicrelerinde Eritropoietin salinimini etkiler (Nagai ve ark.,
2001).

Eritropoietin reseptorii (EpoR) 66-78 kilodalton biiyiikliigiinde olup sitokin reseptor
stiper grubunda bir yapidir. EpoR geni ilk kez farelerde eritrolosemi hiicreleri
kullanilarak klonlanmistir (Yoshimura ve Misawa, 1998). Kalp, bobrek, beyin, retina,
diiz kas hiicreleri, endotel, noronal hiicrelerde EpoR tespit edilmistir (Arcasoy, 2008).
Merkezi sinir sisteminde major Eritropoietin baglanma yerleri orta beyin alani,

hippocampus, korteks, capsula interna olarak belirlenmistir (Genc ve ark., 2004).



Eritropoietin’in etki mekanizmalarindan bir digeri norogenezisin diizenlenmesini
saglayan norojenik etkisidir. Eritropoietin'in néronal kok hiicrelerinin proliferasyon ve
farklilasmasinda kontrol gorevi oldugu diisiiniilmektedir. Eritropoietin reseptorii eriskin
subventrikiiler zon ve ndrogenez sirasinda embriyonik germinal zonda gorilmiistiir
(Genc ve ark., 2004). Yetiskinlerde lateral ventrikiiliiniin igine Eritropoietin inflizyonu
uygulanmis ve ventrikiillerin hemen altinda bulunan alanda néronal kok hiicre sayisinda
azalma, bulbus olfactorius internéronlarinda artis tespit edilmistir. Eritropoietin'in in
vitro ve in vivo calismalarda kullaniminda BDNF seviyelerinde bir artig, norolojik
fonksiyonlarda bir iyilesme saptanmistir. EpoR yoksun olan farelerde ndrogenezde
gerileme noronal pregenitor hiicrelerinde azalma ve noronal apopitozda artma
goriilmiistiir. Travmaya bagli beyin yaralanmasi olan sigan modellerine, Eritropoietin
verilmis ve posttravmatik 14. giinde yeni olusan néron sayisinda artis ve boyutsal
hafizada iyilesme tespit edilmistir (Lu ve ark., 2005). Eritropoietin normal ve yaral
eriskin SSS’de miyelin onarimini saglar, sican oligodendrositlerinde olgunlasma ve
farklilasmaya sebep olur. Ayrica yenidogan ve erigkin hayvanlardaki ndronal kok
hiicrelerinde farklilasmada faktordiir. Eritropoietin yaralanma sonrasi siiregte rejenere

noronlarin goglinii ayarlar (Sugawa ve ark., 2002).

Eritropoietin'in antipitotik etkisini apopitotik siire¢ icersinde gorev alan genlerin
ekspresyonunun  farkli  sekilde  diizenleyerek  gosterdigi  varsayilmaktadir.
Eritropoietin,ndronal hasara sebep olan anoksi ve serbest radikaller nedeniyle hiicre
olimi ilgili olarak pekgok hiicresel yolagin uyarilmasini saglar (Ghezzi ve Brines,
2004).



3. GEREC ve YONTEM

3.1.Denekler

Calismamizda 250-300 gr agirliginda geng 40 adet disi cinsiyetteki Rattus norvegicus
Wistar sigan lizerinde uygulandi. Tiim denekler 12 saat gece, 12 saat giindiiz siklusunda
ve her kafeste 5 denek olacak sekilde sinirsiz yem ve suya erigebilecekleri ortamda
barindirlldi. Deney Oncesinde biitiin deneklerin normal yilirimeleri kontrol edilerek,
normal olmayanlar deney grubundan ¢ikarildi. Tiim prosediirler Akdeniz Universitesi

Deney Hayvanlari Bakim ve Kullanim Kuruluna sunuldu ve gerekli izinler alindi

(Protokol no: 2014.11.06).

3.2.Deney Gruplari
Calismamiza dahil edilen denekler asagidaki belirtildigi sekilde smiflandirildi ve

denekler gruplara randomize bir sekilde dagitild.
Grup 1: Kontrol (n: 10 denek)

Grup 2: Sham (n: 10 denek): Bu grupta cerrahi stres uygulanmasi amaciyla siyatik

sinire ulagild1 ve daha sonra cilt kesisi 4.0 dikis materyali ile kapatildi.

Grup 3: siyatik sinir hasar1 + Eritropoietin (-) (n: 10 denek): Bu grupta siyatik
siniri besleyen epindral damarlar 1 cm boyunca kaldirildi ve siyatik sinirin

vaskiiler hasar1 bu sekilde olusturuldu,

Grup 4: siyatik sinir hasar1 + Eritropoietin (+) (n: 10 denek): Grup 3'teki gibi
siyatik hasar olusturulduktan sonra 5000U/kg dozunda Eritropoietin tedavisi

uygulandi.

3.3.Cerrahi islemler

Cerrahi islem Oncesinde deneklerin anestezisi, Xylazin HCI (15 mg/kg) ve ketamin (100
mg/kg) karisiminin intraperitoneal enjeksiyonu ile saglandi. Sol uylugun arka ve yan
yiizii traglanarak antiseptik soliisyon ile temizlendikten sonra uylugun dis yanina bir deri
insizyonu yapildi. Fiberoptik aydinlatmali operasyon mikroskobu (Olympus, SZ61)

altinda uyluk kaslar1 arasindan girilerek siyatik sinir ve dallarina ulasildi. Siyatik sinir



dikkatli bir diseksiyon ile etraftaki konnektif dokudan yeterince izole edildi. Bu
asamadan sonra, siyatik siniri besleyen epindral damarlara (vasa nervorum) 1 cm
uzunlugunda devaskiilarizasyon uygulandi. Bu islem esnasinda Sinirin epinériumuna
zarar verilmemesine biiyiik 6zen gosterildi. Epinoral devaskiilarizasyon uygulanan alan
¢evresinde bulunan kasa iki dikis (alt ve {ist seviyeye) atilarak isaretlendi. Cerrahi islem
sonrasinda, kesi 4.0 dikis materyali ile dikilerek kapatildi ve denekler postoperatif bakim
odasinda standart kosullarda barindirildi. Denekler iizerinde yapilan cerrahi islemler
sonrasinda denekler standart kafeslerine alindiktan sonra deneklerin uyanmalarina yakin
bir zamanda deneklere Tramadol HCI (3 giin boyunca 20 mg/kg) verilerek postoperatif

analjezileri saglandu.

3.4.Eritropoietin Uygulamasi
Siyatik hasar olusturulduktan sonra 5000U/kg dozunda Eritropoietin tedavisi uygulandi.

Bu amagla Eritropoietin Grup 4 deneklerine intraperitoneal olarak enjekte edildi.
3.5.Degerlendirme Testleri

3.5.1.Motor Fonksiyon Testi (Yiiriime Patern Analizi)

Calismamizda motor fonksiyon, yiirlime patern analizi ile degerlendirildi. Bu analiz
sonucu siyatik fonksiyon indeksi (SFI) hesaplandi. SFI degerinin hesaplanmasinda iig
farkli parametre kullanilarak degerlendirmeler yapildi (Print length-PL: topuk ile tigiincii
parmagin u¢ kismi arasindaki mesafe, Toe spreading-TS: birinci ve besinci ayak
parmaklar1 arasindaki mesafe, Intermediate toe spreading-ITS: ikinci ve dordiincii
parmaklar arasindaki mesafe). Siyatik fonksiyon indeksinin hesaplanmasi igin
deneklerin arka ayaklari mirekkepli stampa {iizerine bastirildiktan sonra 80 cm
uzunlugunda, 7 cm genisliginde, 10 derecelik egime sahip bir yiirlime band1 iizerinde
yiriitiildii. Zemine bir fotokopi kagidi yerlestirilerek ayak izlerinin kagida ¢ikmasi
saglandi1 (Sekil 3.1). Elde edilen ayak izleri degerleri Bain ve arkadaslarinin (Bain ve
ark., 1989) tarif ettikleri matematik formulasyonuna konularak siyatik fonksiyon indeksi
hesaplandi. Yiiriime patern analizi i¢in preop, postop 1. giin, postop 1. hafta, postop 2.
hafta, postop 3. hafta, postop 4. haftada alinan ayak izleri kullanilarak siyatik fonksiyon

indeksi hesaplanmistir.
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Sekil 3.1.Sican ayak izleri ve elde edilen 6l¢iimler

3.5.2.Duyusal Fonksiyon Testi (Pinch Test)

Duyusal fonksiyonun iyilesmesi, Pinch test ile analiz edildi. Bu test i¢in denek fazla bir
strese maruz birakilmadan tutularak ayak taban derisi bir penset yardimu ile kistirildi. Bu
kistirmaya (¢imdige) karsi olusturulan cevaba geri ¢ekme refleksi (foot withdrawal) adi
verilmektedir. Ayak taban derisinde, deneklerin geri gekme refleksini gosterdigi alanlar
tespit edilerek; bu teste verilen cevap not edildi. Fonksiyonel iyilesmeyi degerlendirmek
i¢in, geri ¢gekme refleksine cevap vermeyen denekler i¢in Grade 0, hafif derecede cevap
veren denekler i¢in Grade 1, orta derecede geri ¢ekme refleksi gosteren denekler i¢in
Grade 2 ve tam bir yanit gosteren denekler i¢in de Grade 3 olmak iizere derecelendirme
yapildi. Geri ¢ekme refleksi ile cevap veren rat sayilari her grup icin preop, postop 1.

giin, postop 1. hafta, postop 2. hafta, postop 3. hafta, postop 4. haftada kaydedildi.
3.5.3.Ultrastiiktiirel Degerlendirme

Elektron Mikroskopik inceleme

Tiim fonksiyonel analizlerin tamamlanmasindan sonra denekler sakrifiye edildi.
Deneklerin 15 mg/kg Xylazin HCl (Rompun®) ve 100 mg/kg Ketamin’in (Ketalar®)
intraperitoneal injeksiyonu ile yeterli anestezisi saglandiktan sonra, gogiis bolgesi
acilarak kalbe ulasildi. Transkardiyal perflizyon islemi i¢in, kalbin sol vetrikiiliine bir
kaniil yardimiyla girilip sag atrium’a bir delik acildi. Transkardiyal perflizyon i¢in, 250
mililitre hacminde ve 0.1 molar fosfat tamponu (pH: 7.4) ile vaskiiler yatak yikanarak

temizlendikten sonra ayni yolla tespit soliisyonu verildi. Fiksasyon basamaginda her bir
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hayvan i¢in 250 mililitre hacminde ve 0.1 M fosfat tamponunda hazirlanmig

%A4konsantrasyonundaki paraformaldehit karigimi kullanildi.

Sakrifiye edilen deneklerden alinan siyatik sinir Ornekleri, 0.1 M Sorenson fosfat
tamponunda (pH 7. 2) hazirlanmis %4 liikk gluteraldehit solusyonunda +4 °C’de iki saat
stireyle fikse edildi. Fiksasyondan sonra, ayni tampon i¢inde yikanan ornekler, %2’lik
Osmium tetraoksit (OsOs) solusyonunda 1 saat bekletilerek postfiksasyon yapildi.
Ornekler, Etil alkol serisinden gegirilip dehidratasyonlar1 saglandiktan sonra Araldit
CY212 igine gomiilerek bloklandi. Bloklardan alinan 1 mikrometre kalinligindaki yari
ince kesitler, %1°lik toluidin mavisi ile boyanarak 11k mikroskopta; 40-60 nanometre
kalinligindaki ince kesitler ise elektron mikroskopik analiz igin kontraslanarak Tip
Fakiiltesi Elektron Mikroskopik Gériintii Analiz Unitesinde (TEMGA) bulunan TEM
(Transmision Elektron Mikroskop, Zeiss LEO906E) mikroskobunda incelendi.

3.5.4.Biyokimyasal Degerlendirme
Lipid Peroksidasyon Seviyelerinin Ol¢iimii
Biitiin deney gruplardan tedavi bitiminde alinmis tam kan Orneklerinden, plazma

ayrilarak ve siv1 nitrojende hemen dondurularak -80 °C’de analiz edilene kadar saklandi.

Aragtirmamizda lipid peroksidasyonunu degerlendirmek igin, tiyobarbitiirik asit reaktif
tirtinleri (TBARS) olusumuna bakildi. Tiyobarbitiirik asit lipid peroksidasyon son {iriinii
olan malondialdehit (MDA) ile etkilesime girmektedir. TBARS yontemi, Olciilen
tiriinlerin ¢ogunlugunu MDA teskil etmesi, ¢ok basit ve hizli olmasi nedeniyle tercih
edilen bir yontemdir. TBARS 6l¢iimleri, Wasowicz ve arkadaglarinin yontemine gore

yapild1 (27).
Reaktifler:

1. 29 mM tiobarbitiirik asit (Sigma-T5500): 0.418 g TBA, 50 ml distile su
ve 50 ml glasial asetik asit (Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 )
icinde ¢ozildi.

2. 5 M HCI (Hydrocholoric acid, Merck-314).

3. n-Biitanol (n-Butanol, Merck-329).
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4. Standart soliisyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetraethoxy-propane,
Sigma-T9889). Stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak

hazirlandi.

Islemler: 1 ml distile su iceren 200 ul plazma konulduktan sonra, 1 ml thiobarbitiirik asit
(TBA, 29 mmol/L) eklendi. Tiip iyice karistirildiktan sonra, 1 saat siireyle 95-100 derece
arasinda kaynatildi. Numuneler sogutulduktan sonra 25 ul hidrokorik asit (5 mol/L) ve
3.5 mililitre n-butanol eklenerek vortekslendi ve bu islemi takiben 3000 devirde 10
dakika santrifiij edilerek, biitanol fazi ayrildi. Biitanol ekstraktinin floresans: dalga
boyuna gore (eksitasyon: 525 nm, emisyon: 547 nm) spektroflourometrede (Perkin

Elmer Luminescence spectrometer, LS45°de) okundu.

TBARS Miktarinin Hesaplanmasi: 1,1,3,3,-tetra-metoksi-propan standardi numune gibi
calisildi ve standard grafigi olusturuldu. Doku ve plazma TBARS miktar1 bu grafik

yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak rapor edildi.

Antioksidanlarin Tayini
Biitiin deney gruplardan tedavi bitiminde alinan tam kan 6rneklerinden plazma ayrildi ve
sivt nitrojende hemen dondurularak -80°C’da analiz edilene kadar saklandi. Bu

orneklerde asagida belirtilen sekilde antioksidan enzimlerin 6l¢limii yapildi.

Katalaz enzim aktivite tayini

Katalaz enziminin hem Kkatalitik, hem de peroksidatik aktivitesi mevcuttur. Katalitik
aktivite H202’i molekiiler oksijene ve suya gevirir. Peroksidatik aktivite ise diisiik
molekiiler agirlikli alkolleri okside ederek su olusturur. Hidrojen peroksiti parcalayan
enzim yalnizca katalaz degildir, ancak alifatik alkolleri substrat olarak kullanan tek
enzim katalazdir. Bu sebeple, katalaz enzim diizeyleri tayin edilirken enzimin
peroksidatik aktivitesine bakildi. Ortama alkol olarak metanol konuldu ve olusan
formaldehid Purpald denilen bir kromojen ile reaksiyona sokularak renk olusumu tayin
edildi. Katalaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi olusturulan formaldehid standard
egrisiyle yapilir. Bir tinite katalaz aktivitesi, 1 dakikada olusan umol formaldehid olarak
hesap edilir.
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Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz enzimi, H20, dahil tim hidroperoksitlerin rediiksiyonunu saglar.
Bu islevi sirasinda da rediikte glutatyonu kullanir. Olusan okside glutatyon, glutatyon
rediiktaz enzimi ile tekrar indirgenir. Bu indirgenme sirasinda NADPH kullanilir ve
NADP" olusur. NADPH’nin reaksiyon ortamimdan kaybi 340 nm’de absorbans
azalmasina neden olur ve bu azalmanin miktarindan GPx enzim aktivitesi tayin edilir.
Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi, NADPH’nin 340 nm’deki
extinction coefficienti (0.00622 uM™?) degerinden yapilir. Bir iinite GPx aktivitesi, 1
dakikada kullanilan pmol NADPH olarak hesap edilir.

Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini

Stiperoksit Dismutaz enzim aktivite tayini kompetatif inhibisyon ydntemine
dayanmaktadir. Bu yontemde, reaksiyon ortaminda siirekli olarak siiperoksit anyonu
olusturan ksantin oksidaz-hipoksantin sistemi mevcuttur. Bu sistemin aciga ¢ikardigi
siiperoksit anyonlar1 reaksiyon ortamina ilave edilen kromojeni indirger ve 450 nm’de
Olciilebilen renk olusumuna neden olur. Hasta drneklerinde ne kadar SOD enzimi varsa,
renk olusumu o kadar az oldu. Orneklerdeki SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi,
olusturulan SOD standard egrisiyle yapilir. Bir {inite SOD aktivitesi, maksimum renk

olusumunu %50 inhibe eden SOD miktar1 olarak kabul edilir.

3.5.5. Elektrofizyolojik analiz

Elektrofizyolojik analiz postoperatif 4. haftanin sonunda deneklerin siyatik sinirleri igne
elektrot kullanilarak uyarilarak ve gastrocnemius ve soleus kaslarindan kayit alindi.
Elektrofizyolojik analizde siyatik sinirde ileti latens: ve peak-to-peak amplitiid 6lgiimleri

yapildi.

3.6. Veri Analizi

Yiriime paterninden, biyokimyasal ve elektrofizyolojik kayitlardan elde edilen veriler
her bir grup i¢in ortalama + standart sapma olarak hesaplandiktan tek yonlii varyans
analizi (ANOVA testi) ile degerlendirildi. Pinch test verileri ise Ki kare ile analiz edildi.
Tim istatistiksel analizler SPSS programi kullanilarak ve anlamlilik diizeyi tiim testler

i¢in 0.05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Grup 4: Epo (+) ve Grup 3: Epo (-) gruplarindan birer denek 1. postoperatif haftada
olim sebebiyle ¢alismadan ¢ikarilmistir. Grup 3: Epo (-) grubuna ait bir denek ise
kontraktiir olusumu nedeniyle ¢alismadan ¢ikarilmistir. Geriye kalan Grup 4: Epo (+) ve
Grup 3: Epo (-) deneklerde ise uygulanan cerrahi islemler sonrasinda postoperatif
stirecte herhangi bir ototomi (otofaji) belirtisi, kilo kaybi, deri ve kilarda degisiklik, kesi
bolgesinin enfeksiyonu veya davranigsal degisiklikler gibi durumlar gozlenmemistir.
Deney siiresince Grup 3: Epo (-) deneklerin 302+13 gr, Grup 4: Epo (+) deneklerin ise
28849 gr agirliga sahip olduklar tespit edildi.

4.1. SFI Degerleri

Cerrahi uygulanan deney gruplarinda [Sham, Grup 4: Epo (+) ve Grup 3: Epo (-)
gruplarindan topuk ile tiglincii parmagin u¢ kismi arasindaki mesafede (PL, print lenght]
artma, birinci ve besinci ayak parmaklar1 arasindaki mesafede (TS, toe spreading) ve
ikinci ve dordiincii parmaklar arasindaki mesafede (ITS, intermediate toe spreading) ise
azalma tespit edildi. Bu durum uygulanan cerrahinin siyatik sinir {izerinde hipoksik bir

etki gostererek vaskiiler hasarin olustugu olarak yorumland.

Cerrahi operasyon Oncesi deney gruplarinda SFI (siyatik fonksiyon indeksi) degerleri
kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel diizeyde bir farklilik gostermedigi tespit edildi
(p>0.05). Postoperatif 1. giin SFI degerleri, kontrol, sham, Grup 3: Epo (-) ve Grup 4:
Epo (+) gruplarinda sirastyla -7.2+1.9, —11.1+1.5, -86.4+7.2, -88.3+£3.7 olarak tespit
edildi (Sekil 4.1). SFI degerindeki —50’lik diizeye sadece Grup 4: Epo (+) grubuna ait
deneklerde 2. postoperatif haftada ulasildigi gozlendi. 3. ve 4. postoperatif haftalarda
Grup 4: Epo (+) grup ile Sham grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gostermedigi tespit edildi (p>0.05). Bununla birlikte ayn1 postoperatif giinlerde kontrol
grubu ile Grup 3: Epo (-) grup arasinda istatistiksel diizeyde anlamli kabul edilen bir
fark tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Operasyon dncesi ve sonrasi elde edilen SFI degerleri.

4.2. Pinch Test Bulgulari

Kontrol ve sham grubunda pinch test cevabi preoperatif ve postoperatif haftalarda tam
geri ¢cekme refleksi (Grade 3) olarak tespit edildi. Grup 4: Epo (+) gruptaki tam geri
cekme refleksinin (Grade 3) goriilmeye baslanmasi 2. postoperatif haftada gézlenmistir
(Sekil 4.2). Bu haftada tam geri gekme refleksi (Grade 3) goriilmesi sadece bir denekte
tespit edilmistir. Bu grubun geri kalan deneklerinde ise orta derecede geri ¢ekme refleksi
(Grade 2) gozlenmistir. Buna karsin, ayni postoperatif haftada Grup 3: Epo (-) gruptaki
deneklerden 6 denekte hafif derecede geri ¢ekme refleksi (Grade 1), 4 denekte ise orta
derecede geri gekme refleksi (Grade 2) gézlenmistir. 2. postoperatif haftada Grup 4: Epo
(+) ve Grup 3: Epo (-) deney gruplari arasinda istatistiksel diizeyde anlamli kabul edilen
bir farklilik tespit edildi (p<0.05).

4. postoperatif haftada ise Grup 4: Epo (+) grubundaki deneklerden 7 denekte tam bir
geri cekme yaniti (Grade 3) alinmistir. Buna karsin, ayn1 postoperatif haftada Grup 3:
Epo (-) grupta bulunan deneklerden sadece 2 denekten tam bir geri gekme yaniti (Grade
3) alinmistir. Grup 4: Epo (+) gruptaki tam geri ¢ekme refleksinin (Grade 3) goriilmeye
baslanmasi 2. postoperatif haftada sadece bir denekte; Grup 3: Epo (-) gruptaki tam geri
¢ekme refleksinin (Grade 3) goriilmeye baslanmasinin ise 3. postoperatif haftada sadece

bir denekte oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). 4. postoperatif haftada Grup 4: Epo (+)
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ve Grup 3: Epo (-) deney gruplarinin tam geri ¢ekme refleksine (Grade 3) sahip denek
sayilart karsilastirildiginda istatistiksel diizeyde anlamli kabul edilen farklilik tespit
edildi (p<0.05).

10 — 10

¢ | B8 Grup l: Kontrol
== Grup 2: Sham
E= Grup 3: Epo (-)
-4 | OO Grup 4: Epo (+)

Grade 3 yanit veren denek sayisi

Preop -

Postop 1. giin A
Postop 1. hafta 4
Postop 2. hafta 4
Postop 3. hafta fm
Postop 4. hafta T <
T
[} N

Sekil 4.2. Tam geri cekme refleksi (Grade 3) gosteren denek sayilari.

4.3. Ultrastriiktiirel Degerlendirme

Kontrol ve sham gruplarinin 151k mikroskopik degerlendirmesinde myelinli ve myelinsiz
sinir lifleri iceren normal bir siyatik sinir yapisina isaret eden myelin deformasyonunun
goriilmemis ve hasarlanmig bir sinir lifi yapisina rastlanilmamistir. Myelinli ve
myelinsiz sinir liflerinin diizgiin bir sekilde goriindiigii tespit edilmistir. Buna karsin,
Grup 3: Epo (-) remyelinize sinir liflerinin olduk¢a ince oldugu, Grup 4 : Epo (+)
deneklerine ait siyatik sinir Orneklerinde ise remyelize sinir liflerinin kalin myelin
kiliflara sahip oldugu gozlendi. Grup 3: Epo (-) grupta myelin rezidiisii igeren pekgok
fagositik aktiviteye sahip hiicreler (makrofa; ve schwann hiicreleri) gozlenmistir. Bu
grubun, Grup 4: Epo (+) gruba kiyasla daha fazla oranda fagositik hiicre infiltrasyonu
gosterdigi tespit edilmistir. Grup 4: Epo (+) grubunda remyelizasyona baslamis ince
kalinlikta myelin kiliflara sahip ¢ok sayida myelinli sinir lifi gézlenmistir. Bu myelin

kiliflarinin Grup 3: Epo (-) gruba kiyasla daha kalin olduklar gézlendi (Sekil 4.3).

17



Sekil 4.3. Epindral devaskiilarizasyon uygulanan gruplardaki siyatik sinirlerin elektron mikroskopik
goriniimleri. A: Grup 3: Epo (-) grupta subperindral alandaki myelin debrisi. B: A panelinde gosterilen
alanin biyitiilmiis goriiniimii. C: Grup 3: Epo (-) grupta siyatik sinirin subperindral alanindaki myelin
debrisi. D: C panelinde gosterilen alanin bilyiitiilmiis goriiniimii. Beyaz ok bagi myelin rezidiillerini, siyah
ok bas1 ise remyelinize olan sinir liflerini gostermektedir.

4.4. Lipid Peroksidasyon Ve Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Analiz Sonuclar:

MDA seviyeleri analiz edildiginde Grup 1: Kontrol grubu, Grup 2: Sham grubu, Grup 3:
Epo (-) ve Grup 4: Epo (+) gruplarinda sirasiyla 0.64 + 0.13, 0.86 = 0.11, 1.9 + 0.12,
0.91 + 0.17 mmol/gr protein MDA seviyesine sahip olduklari tespit edildi. Gruplar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise Grup 4: Epo (+) grubunun Grup 2: Sham
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli kabul edilmeyen seviyede (p>0.05) bir artisa
sahip olmadig1 tespit edildi. Eritropoietin tedavisi uygulanan grup (Grup 4) ile
Eritropoietin tedavisi uygulanmayan grup (Grup 3) karsilastirildiginda ise Eritropoietin
tedavisinin MDA seviyelerinde istatistiksel diizeyde anlamli kabul edilen (p<0.05) bir

azalmaya neden oldugu belirlendi.
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SOD, Katalaz ve GPx wverileri deney gruplart bazinda degerlendirildiginde bu
antioksidan enzim seviyelerinin Grup 2: Sham grubu ile karsilastirildiginda Eritropoietin
tedavisi uygulanmayan grupta (Grup 3) istatistiksel diizeyde anlamli kabul edilen
(p<0.05) bir azalmaya sahip olduklari tespit edildi. Eritropoietin tedavisi uygulanan grup
(Grup 4) ile Eritropoietin tedavisi uygulanmayan grup (Grup 3) karsilastirildiginda ise
tiim antioksidan enzim seviyelerinde diizeyde anlamli kabul edilen (p<0.05) bir artisa

sahip olduklar tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Deney gruplarina ait MDA seviyesi, SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri.
*: Grup 1: kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir;
#: Grup 2: sham grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamlilig1 gostermektedir;
**: Grup 3: Epo (-) grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamliligi gostermektedir

4.5. Elektrofizyolojik Analiz Sonuclari

Sekil 4.5’da goriildiigi tizere Grup 1: Kontrol ve Grup 2: Sham gruplarini yakin latens
ve amplitiid degerlerine sahip oldugu ve bu iki grup arasinda istatistiksel diizeyde
anlamli kabul edilen bir anlamlilik olmadig1 (p>0.05) tespit edildi. Eritropoietin tedavisi
uygulanan grup (Grup 4) ile Grup 2: Sham grubu karsilastirildiginda amplitiidte ve latens
acisindan istasistiksel bir anlamlilik tespit edilmemistir (p<0.05). Eritropoietin tedavisi

uygulanmayan grup (Grup 3) ile Eritropoietin tedavisi uygulanan grup (Grup 4) arasinda
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amplitiidte istatistiksel diizeyde anlamli kabul edilen (p<0.05) bir azalma, latenste ise

istatistiksel diizeyde anlamli kabul edilen (p<0.05) bir artis tespit edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Deney gruplarna ait amplitiid ve latens degerleri. #: Eritropoietin tedavisi uygulanmayan grup

ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamliligi gostermektedir.
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5. TARTISMA

Periferik sinir iyilesmesini tam olarak anlamak i¢in hasarin tam olarak anlasilmasi; yani
hasar sonras1 donemde sinir ve ¢evre dokularda olusan degisikliklerin morfolojik ve
molekiiler diizeyde bilinmesi gereklidir. Bu kapsamda periferik sinir hasarin1 deneysel
olarak simiile etmek amaciyla gesitli deney hayvanlarinda farkli sinir hasar1 modelleri
olusturulmustur. Bu deney modellerinin birbirlerinden farkliligi hasarin olusturulma
yeri, siddeti, bi¢cimi ve siiresidir. Periferik sinir hasar1 olusturmak igin ezi (Seltzer ve
ark., 1990; Decosterd ve ark., 2002), kesi (Wall, 1979), termal hasar (DelLeo ve ark.,
1994), norotoksik maddeler (DeLeo ve Yezierski, 2001; Shimoyama ve ark., 2002) ve
iskemi (Sarikcioglu ve ark., 2008) gibi modeller kullanilmaktadir. Bu modeller
icerisinde en ¢ok kullanilanlari periferik sinirin mekanik hasari anlamina gelen Sinirin
tam kesisi ve ezisidir. Buna karsin sinirin vaskiiler hasar1 az ¢alismaya konu olmustur.
Bu nedenle sinir hasar modeli olarak ¢alismamizda vaskiiler kaynakli sinir hasar modeli

kullanilmastir.

Periferik sinir yaralanmalar1 sik goriilen yaralanmalar olmalar1 yanisira ekonomik ve
sosyal  aktivite kaybimin sebeplerinden biri olmalar1  yoniinden Onemli
yaralanmalardandir (Dagum, 1998). Cerrahi onarim metotlarindaki ilerlemelere ragmen
duyusal ve motor fonksiyonlarin geri doniisii zayif kalmaktadir (Glickman ve
Mackinnon, 1990; Dagum, 1998). Periferik sinir hasarlarinin neden oldugu bu
yetersizlik yaralanmanin tipi, siiresi, hasar yeri, onarim metodu (Glickman ve
Mackinnon, 1990; Gul ve ark., 2005), yaralanmanin medulla spinalis’ten uzaklig
(Crews ve Wigston, 1990) vb. faktorlerle yakindan iligkilidir. Zayif fonksiyonel
lyilesme, probleminin rejenere sinir ve onun hedef kasinda goriilen anatomik ve

fizyolojik degisiklerle direkt olarak bagl olabilecegi vurgulanmistir.

Siniri besleyen damarlarin kesilerek mobilize edilmesi ve epindrium’un kaldirilmasi ile
birlikte epindral devaskiilarizasyon uygulanmasinin sinir lifi hasarina yol agmadigi buna
karsin devaskiilarizayonun degisik diizeyde dejenerasyona yol agtigini rapor etmistir
(Durward, 1948). Bolgesel damarlarin kesilmesinin subperinoéral degisikliklere neden
oldugu da bildirilmistir (Roberts, 1948). Myers ve arkadaslar1 (Myers ve ark., 1991),
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calismalarinda epindral damarlara devaskiilarizasyon uygulamasi sonrasinda olusan
subperindral dejenerasyonun nedeninin arastirilmast amaciyla epindrium’un {izerine
lokal anestezik veya epinefrin enjeksiyonunun da subperinoral sinir kan akiminda bir
azalmaya neden oldugu fakat bu etkinin bu soliisyonlarin direkt sinir {izerine toksik
etkilerinden kaynaklanabilecegi ve fassikiiller arasinda uzanan transperindral damarlarin

etkilenmesi sonucu bunun olusabilecegi bildirilmistir (Myers ve ark., 1991).

Periferik sinir cerrahisinde pek ¢ok teknigin tanmimlanmis olmasina ve cerrahi
ekipmanlardaki gelismelere ragmen rejenerasyon basarisi suboptimal diizeydedir.
Suboptimal diizeydeki rejenerasyonun arttirilmasi amaciyla gesitli ajanlarin (Tacrolimus,
Sirolimus, Deksametazon, Glatiramer asetat, Nimodipin, Lityum, Gabapentin, Valproik
asit, lipoik asit, Riluzol, Eritropoietin vb.) kullanimu literatiirde bildirilmistir (Fernandez
ve ark., 2018). Bu ajanlar arasinda Eritropoietin’in kullanimi ¢ok az sayida ¢alismada
bildirilmistir. Bu nedenle c¢alismamizda siyatik sinirin vaskiiler hasar1 modelinde

Eritropoietin’in etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.

Eritropoietin kullaniminin a. cerebri media okliizyonu sonrasi olusan infarkt alani
tizerinde etkisinin arastirildigi bir ¢alismada Eritropoietin’in hippocampus'un CAl
alaninda ve thalamus'un nucleus ventralis posterior'unda iskemiye bagli ndron Sliimiinii
onledigi rapor edilmistir (Sadamoto ve ark., 1998). Eksojen verilen insan rekombinant
Eritropoietin'in noroprotektif etkisinin arastirildigi bir diger ¢alismada ise ¢Ozlinmiis
(solubl) EpoR verilmis ve endojen Eritropoietin'in notralizasyonu saglanmistir. Sonug
olarak Eritropoietin'in nétralizasyonu ile beraber sinir hasarinin ¢ok daha koétiiye gittigi
goriilmiistiir (Sakanaka ve ark., 1998). Hasarli dokuda Eritropoietin kok hiicreleri o
bolgeye hareket eder ve orada ndrit olusumu ve sinaptogenezi arttirarak hasar onarimina
yardimci olur (Wang ve ark., 2004). Bazi norotropik etkilerin de BDNF (beyin kdkenli
norotrofik faktdr) gibi diger norotropik molekiillerin = Eritropoietin tarafindan

stimiilasyonu sayesinde sekonder sekilde oldugu goziikmektedir (Viviani ve ark., 2005).

Eritropoietin'in noronlar {izerine koruyucu etkisinin vazospazmi geri dondiirerek,
glutamat ve reaktif oksijen molekiilleri dokuya hasar verebilen molekiillerin tiretimini ve
apopitozu azaltarak, anjiyogenezi stimiile ederek, inflamasyonu diizenleyip ve kok hiicre
iyilesmesini saglayarak gosterdigi varsayilmaktadir (Genc ve ark., 2004). Asil
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fonksiyonu eritrogenezisin stimiilasyonu olarak bilinen Eritropoietin'in antiapoptotik,
antiinflamatuar, antioksidan, immiinomodiilator, norotropik, noéroprotektif endotelyal
hiicre proliferasyon ve diferansiyasyonunu modifiye edici etkileri vardir (Berkingali ve

ark., 2008; Brines ve Cerami, 2008).

Eritropoietin ile neovaskiilarizasyonun (yeni damar olusumunun) uyarilmasi sonucu
anjiogenik bir koruma mekanizmasi olusturdugu ve eritropoietin mitoz bdliinmeyi
uyararak endotelyal ve mezengial hiicrelerin aktive olmasini ve farklilasmasini sagladig
rapor edilmistir (Genc ve ark., 2004). Eritropoietin'in bu olusan yeni damarlar ile hedef
hiicrenin oksijen ihtiyacinin karsilanmasina katki sagladigi da bildirilmistir (Ribatti ve
ark., 2003). Boylece iskemik alanda kan akimi ve doku oksijenizasyonunu arttiran
Eritropoietin endotel iizerindeki reseptorlerine (EpOR) baglanarak serebral damarlar
lizerine etmekte oldugu ve bdylece serebrovaskiiler kan akimi kontroliine katkida
bulundugu bildirilmistir. (Kertesz ve ark., 2004). Eritropoietin kas dokusundaki endotel
hiicreleri iizerine VEGF'e denk bir anjiogenik potansiyele sahip oldugu ve fare beyin
endotel hiicrelerinde kapiller damar miktarinda artis gosterdigi bildirilmistir (Wang ve
ark., 2004). Eritropoietinin uzun zaman diliminde anjiogenezisi indiikledigi de rapor
edilmistir (Brines ve Cerami, 2008) Ayrica Eritropoietin'in antioksidan enzim tiretimini
arttirmak gibi hiicreler iizerine etkisi vardir. Ustelik serbest radikalleri metabolize eder,
glutamatin sitotoksik etkisini antagonize eder, serebral kan akimini diizenler,
norotransmitter salinimininda da gérev almaktadir. Eritropoietin, dogrudan antioksidan
etki gosterdigi, ndronal kok hiicrelerin migrasyonunu ndronal progenitdrlere fenotipik
farklilasmasini regiile ettigi, neoanjiogenezi, noronal anti-apoptotik faktorleri stimiile
eettigi ve inflamasyon ile nitrik oksit tarafindan olusturulan hasar1 azalttifi rapor
edilmigtir (Caye-Thomasen ve ark.,, 2005). Endojen Eritropoietine ek olarak
Eritropoietin  verilmesinin beyinde deneysel olarak olusturulan iskemik alanlari,
endotelyal bir koruma saglamak ve ndronal hiicrelerin apopitotik 6liimiinii engellemek
kaydiyla azalttigr bildirilmistir (Genc ve ark., 2004). Eritropoietin'in noroprotektif
etkilerinin temelini antioksidatif etki nitrik oksit aracili salinan serbest radikallerin
supresyonu veya bunlarin toksik etkilerinin suprese edilmesinin olusturdugu
bildirilmistir (Genc ve ark., 2004). Eritropoietin'in noéronlarda siiperoksit dismutaz,

glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin faaliyetlerini arttirdigi
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disiiniilmektedir (Genc ve ark., 2004). Calismamizda da santral sinir sistemi tizerinde
calismamamiza ragmen periferik sinir sistemi icerisinde degerlendirilen siyatik sinirde
de literatiir bilgisine paralel olarak bu Eritropoietin‘in antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde artisa; malondialdehit seviyesinde ise bir azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.4). Schwann hiicrelerinde bulunan Eritropoietin reseptorlerinin
sayisinin periferik sinir hasari sonrasinda artmasi sinir koruyucu aktivitenin artis
gosterdigi ve sinyal mekanizmasinin BDNF ve VEGF gibi biliylime faktorlerinin
sitoprotektif etkileri yakin iliskide oldugu tespit edilmistir (Genc ve ark., 2004).
Eritropoietin, membran depolarizasyonu, Ca++ akisi, ve norotransmitter sentezi gibi
sinir hiicrelerinin islevlerini diizenledigi bildirilmistir. Hippocampus kesitlerinde iskemi
aninda ve sonrasinda Eritropoietin'in sinaptik transmisyonu arttirdigi belirlenmistir.
Eritropoietin'in ndrotransmitterlerin stimiilasyon veya inhibisyonunau saglayan sinaptik

plastisitede rol aldig1 diistinilmistiir (Genc ve ark., 2004; Kumral ve ark., 2005).

Sinirin mekanik hasar1 sonrast deneklere Eritropoietin verilmesinin sinir aksonlarimin
yenilenmesinde belirgin olarak etkili oldugu bildirilmistir (Campana ve Myers, 2003).
Yapilan in vitro kiiltiirlerde Eritropoietin’in noronal biiyiime ve kesik sinir uglari iizerine
norotrofik etkisi oldugu tespit edilmistir (Brines ve Cerami, 2005). Benzer sekilde

calismamizda da bu norotrofik etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

Rekombinant iretilmis insan Eritropoietin‘i yiiklenmis (doldurulmus) ve kontrollii
salinim yapan tiip ile onarim yapilmis sinir kesi modelinde otograf ile tamir edilen sinir
orneklerine benzerlik gosterdigi ve bu kapsamda altin standart olarak kullanilabilecegi
rapor edilmistir (Salehi ve ark., 2018). Eritropoietinin ve sinir biiyiime faktoriiniin
sinerjik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada ise yavag salinim amaciyla Eritropoietin ve
sinir biiyiime faktorti, poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) ile enkapsiile edilmistir. Bu iki
ajanin birlikte kullaniminin sinir rejenerasyonu iizerinde aditif etki gostererek sinir

rejenarasyonunu olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir.

Modrak ve ark. (Modrak ve ark., 2019) 4-aminopiridin ve eritropoietin uyguladiklar
farelerde siyatik sinir drneklerinde 5 mikrondan biiyiik ¢apli sinir liflerinde artig ve sinir
ileti hizinda diisiis tespit etmislerdir. Huang ve ark. (Huang ve ark., 2018) ise median
sinirin  kronik sikistiritlmasi ile olusturulan néropati modelinde Eritropoietin’in
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noroprotektif etkisini aragtirmislardir. Huang ve ark. sicanlarda median sinirin kronik
sikigtarilmasindan 15 dakika dnce 1000, 3000 ve 5000 iinite/kg dozunda Eritropoietinin
doku igerisine enjekte etmislerdir. Sonug¢ olarak siyatik sinirin demyelinizasyonu,
noropatik agri davranmisinda iyilesme ve Schwann hiicrelerinin microglial MAPKSs

aktivasyonunun eritropoietin reseptorii araciligiyla gergeklestigini bildirmislerdir.

Eritropoietinin topikal ve sistemik uygulamasimin siyatik sinir ezi ve kesi modelinde
nasil etkili oldugunun arastirildigir bir calismada Eritropoietinin topikal ve sistemik
uygulandigr siganlarda daha az inflamatuvar hiicrelerin ve skar dokusu olusumunun
gozlendigi, interlokin-1beta, interlokin-6 seviyesinin diisiik; buna karsin interlokin-10
seviyesinin yiliksek seviyede oldugu rapor edilmistir (Sarica ve Altun, 2018).
Calismamizda da Eritropoietin sistemik yolla uygulanmistir. Bu uygulama yolunun
zaten endojen kaynakli bir Eritropoietinin varligina ek olarak bir lokal doku hipoksisi
yaratilarak Eritropoetinn etkisi superimpoze edilebilecegi hipotezi lizerinden olumlu etki
gosterecegi varsayillmistir. Eritropoietin alan gruba ait deneklerin (Grup 4) Eritropoietin
almayan gruba ait deneklere (Grup 3) gore yiirlime patern analizinde -50 SFI degerine
erken zamanda ulasilmasi, buna ek olarak pinch teste Grade 3 cevap veren denek
sayillarinin daha fazla olmasi, elektrofizyolojik analizde amplitiid degerinin ytiksek,
latens degerinin ise daha yiiksek olmasi, antioksidan enzim diizeylerinin daha yiiksek
olmast gibi Eritropoietinin yapisal ve fonsiyonel olarak yararli etki yaptigim

gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Eritropoietin'in bir periferik sinir olan siyatik sinirin vaskiiler kaynakli hasari sonrasi
iyilesme siirecinde yararli etki gosterdigi fonksiyonel ve ultrastriiktiirel analiz ile tespit
edilmis olup bu konuda daha detayli ¢alismalar yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
Ayrica hangi etki mekanizmalari {izerinden bu etkilerini gdsterdigi tespit edilerek yeni

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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