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OZET

Periferik sinirlerin hasar sonrasi rejenerasyonu guncel literatlrdeki
gelismelere ragmen problem olmaya devam etmektedir. Periferik sinir
hasarinin tedavisinde sinir greftieme veya primer onarim tedavileri ile sinir
rejenerasyonu yetersiz kalmakta, tam fonksiyonel iyilesme mUimkin
olmamaktadir. Calismamizda sigan siyatik sinir transeksiyon modelinde
rejeneratif etkinligi gosterilen uridinin epigenetik mekanizmalarinin muhtemel

aracihgi incelendi.

Siganlarda tek tarafli siyatik sinir transeksiyon ve primer anastomoz
modeli uygulamasi sonrasinda intraperitoneal olarak 1 hafta sitreyle gunluk
tek doz salin (kontrol) ya da uridin (500mg/kg) verilmesini takiben 8. gln
siyatik sinirler blok olarak c¢ikartildi. Eksize edilen materyallerden olusan
homojenatlarda histon deasetilaz 1 (HDAC1) enzim miktari Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) ile dl¢lldu ve ayrica asetillenmis Histon-H3
ve asetillenmis Histon-H4 proteinlerinin  miktarlari yari-kantitatif olarak
Western Blot yontemi ile analiz edildi. Paraformaldehit fiksasyonu yapilan
siyatik sinir orneklerinde ise toplam miyelinli akson sayilari histomorfolojik

olarak analiz edildi.

Sham ile karsilastirildiinda Kontrol grubunda HDAC1 seviyesinin
anlamli seviyede vyiksek (p<0,001), Kontrol grubu ile Uridin grubu
karsilastirildiginda, Uridin grubunda HDAC1 seviyesinin anlamli seviyede
disuk oldugu gorildi (p<0,01). Asetillenmis Histon-H3 ve Histon-H4
dizeyleri sirayla Kontrol grubunda %18,51 ve %Z20,02'ye duserken
(p<0,001), Uridin grubunda %62,54 ve %51,68’e yiikseldi (p<0,01, p<0,05).

Akson sayisi olarak da gruplarda anlamli fark oldugu (p<0,001) goéraldu.

Sonug¢ olarak sistemik udridin tedavisinin siyatik sinir hasari primer
anastomoz modelinde HDAC1 enzim miktarinda azalma, asetillenmis Histon-
H3 ve Histon-H4 proteinlerinde artis, miyelinli akson sayisinda artig ile

periferik sinirde rejeneratif etkinligini artirdi§i gosterildi.



Anahtar kelimeler: Uridin, siyatik sinir hasari, periferik sinir rejenerasyonu,

histon deasetilaz, mekanizma



SUMMARY

Investigation of Mediation of Epigenetic Mechanism in the Regenerative

Effects of Uridine Treatment in Rat Sciatic Nerve Damage

Post-injury regeneration of peripheral nerves is still a problem despite
advances medical literature. In the treatment of peripheral nerve damage,
nerve regeneration is insufficient with nerve grafting or primary repair
treatments, and full functional recovery is not always achieved. In this study,
the possible mediation of epigenetic mechanisms in the regenerative activity

of uridine is investigated in the rat sciatic nerve transection model.

After unilateral sciatic nerve transection model in rats, a single daily
dose of saline (control) or wuridine (500mg/kg) was administered
intraperitoneally for 1 week. The amount of histone deacetylase 1 (HDAC1)
enzyme in the homogenates was measured by Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) and the amounts of acetylated Histone-H3
and acetylated Histone-H4 proteins were analyzed semi-quantitatively by
Western blot method. Total myelinated axon counts were analyzed

histomorphologically.

Compared with Sham, HDAC1 level was found sufficiently higher in
Control group (p<0.001) and sufficiently lower in Uridine group (p<0.01).
Acetylated Histone-H3 and acetylated Histone-H4 levels in order decreased
to %18.51 and %20.02 in Control group (p<0.001), increased to %62.54 and
%51.68 in Uridine group (p<0.01, p<0.05). There was also a significant

difference between the groups in terms of axon count (p<0.001).

We showed that systemic uridine treatment increased the
regenerative efficiency of the peripheral nerve with a decrease in the amount

of HDAC1 enzyme, an increase in acetylated Histone-H3 and acetylated



Histone-H4 proteins, an increase in the unit of myelinated axons in the

primary anastomosis model of sciatic nerve injury.

Key words: Uridine, sciatic nerve injury, peripheral nerve

regeneration, histone deacetylase, mechanism.



GiRiS

Sinir hicreleri (noronlar); sayisiz uzantilari, aksonlari ve dendritleri
araciligiyla diger hucrelerden sinyal alan ve gonderen o6zel hicrelerdir.
Noéronlar akson ve dentritik uzantilardan olusur. Dendritler gelen sinaptik
uyarlyl sitoplazmaya alir, aksonlar ise sinaptik terminale uyarilar iletir.
Periferik sinir yapisi ise endonoryumlarla sarili miyelinli/miyelinsiz akson lifleri
ve Schwann hucrelerinin toplanarak perindryumlar tarafindan sarilan
fasikullerden ve nihayetinde epinéryum tarafindan sarilan sinir demetlerinden
olusmaktadir. Schwann hucrelerinin fonksiyonlari merkezi sinir sistemindeki
glial hucrelerin islevlerine benzerdir ve periferik sinirlerde olduk¢a onemli
gorevleri mevcuttur. Saglkh bir néronda Schwann hucreleri miyelin kilif
sentezi ve c¢evre ortam stabilitesinden sorumlu olup sinir yaralanmasi
durumlarinda miyelin klirensi, immin sistem aktivasyonu, norotrofik
faktorlerin salinimi ve aksonal filiz ve buyume konisini yonlendirmekle
gorevlidir (1,2) (Sekil-1).

Sekil-1: Noronun sematik gosterimi D: Dentrit, N: Noron, R: Ranvier
digumu, A: Akson, M: Miyelin kilf, Sc: Schwann hlcresi.



Periferik sinir hlcrelerinin santral sinir sistemindeki hicrelerin aksine
rejenerasyon yetenegdinin oldugu bilinse de hasar sonrasi rejenerasyon hizi
(1 mm/gun) vyeterli degildir ve sinir hasari meydana geldiginde tam
fonksiyonel iyilesme mumkin olmamaktadir (2,3). Bunlarin sebepleri
arasinda skar dokusu olugsmasi ve Schwann hucre disfonksiyonu, aksonal
filizin yanhs yénlenmesi, denervasyon kaybi sonrasi irreversible kas atrofileri
sayllabilir.  Noéronlarin 1 mm/gun’lik sinir iyilesme hizi g6z &nunde
bulunduruldugunda hedef organdan 2,8 cm’den daha proksimaldeki bir
lezyonun kronik denervasyonun zararli etkileri nedeniyle yetersiz iyilesme ile
karsi karsiya kalacagi bilinmektedir (2). Periferik sinir hasarinin tedavisinde
sinir greftieme veya primer onarim tedavileri ile sinir rejenerasyonu yetersiz
kalmakta, tam fonksiyonel iyilesme gerceklesmemektedir. Periferik sinir
hasarinda duyusal/motor fonksiyonun geri kazanimi arttirmak igin bugune
kadar bircok yaklagim ortaya atilmis olsa da (4-6) hasar sonrasi %100

fonksiyonel geri kazanimi saglayabilen bir tedavi henliz bulunamamistir (3).

Periferik sinir yaralanmalari siklikla c¢alisma c¢agindaki geng
erigkinlerin etkilendigi ciddi morbiditeye ve fonksiyon kaybina yol agan bir
durumdur. Amerika Birlesik Devletleri’nde birinci seviye travma merkezinde
yapilan bir dekatlik sureyi kapsayan arastirmada periferik sinir yaralanma
prevelansi %2,8 olarak bildiriimigtir (7). En sik kint ve penetran travmalar
sonras! sinirde kesilme veya ezilme seklinde hasar meydana gelir. Akson
hasarlandi§inda iligkili degisiklikler lezyonun her iki tarafinda da ortaya ¢ikar
(2) ve kismi veya tam duyusal/motor kayiplar gozlenir. Hasarin derecesine
gore periferik sinir yaralanmalari ilk olarak Seddon tarafindan 1943 yilinda
siniflandiriimistir (8). 1951 yilinda Sunderland ise bu siniflamayi 5 dereceye
ayirarak gelistirmistir ve sinir yaralanmalari ana olarak 3 kategoride
incelenmigtir; noropraksi, aksonotmezis ve noérotmezis (9). Noropraksi ve
aksonotmezis genellikle kompresyon, asiri gerilme ve sinir sikismasi
sonrasinda gorulur. Norotmezise kiyasla daha az semptomatiktir ve daha iyi
prognoza sahiptir. Yaralanmanin derecesi ve gerekirse yapilan cerrahiye
gore prognoz degismekle birlikte norotmezis en kotu prognoza sahiptir ve

spontan iyilesme hi¢ gorulmez (9)(Sekil-2).
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Sekil-2: Periferik sinir yaralanma tiplerinin sematik gosterimi.

Periferik sinir transeksiyon hasarinda, dejeneratif degisiklikler sinirin
her iki tarafinda da ortaya cikar (4-6). Hussain ve ark.’lari (3) periferik sinir
hasarinda sinirin proksimal segmenti dejeneratif degisiklie giderken distal
segmentinin 1850’de Waller tarafindan tanimlanan Wallerian dejenerasyona
(WD) ugradigini bildirmislerdir (Sekil-3). Patofizyolojik anlamda apoptoz (10),
oksidatif stres (11), inflamasyon (12), ekstraselluler matriksin yikimi (13) ve
daha pek ¢ok olay periferik sinir hasarini karmagsik hale getirir. Aksotomiyi
takiben Schwann hicre fenotipi degisiklige ugrar ve ortama sitokin salinimi
ile immulnreaksiyon baslatiir. Schwann hicreleri ve makrofajlar distal
gudukte miyelin kahlntilarini fagosite eder. Norotrofik ajanlarin salinimi
noronal hayatta kalma ve buyumeyi destekler (4,14). Schwann hucreleri
¢ogalir ve Bungner bantlarini (Sekil-4) olusturmak Gzere belirgin bir uzamayla
(G¢ kat) morfolojik degisikliklere ugrar, bu bantlar yeniden sekillenir ve
yenilenen akson i¢in bazal laminayi hazirlarlar (15). Sinir rejenerasyon sureci
Schwann hucrelerinin rehberliginde aksonal filiz ve buyume konisi olugarak

devam eder.



Sekil-3: Noronal hasar sonrasi Wallerian dejenerasyonun sematik gortuntusu
N: Nissl substratlari, Mi: Miyelin, Sc: Schwann hicresi, K: Kas, Kr:
Kromatoliz, At: Aksonal transeksiyon, M: Makrofaj, Mid: Miyelin debris, WD:
Wallerian dejenerasyon.

Onarim fenotipindeki Schwann hicreleri “Bungnerin Bantlari” adi
verilen formasyona donuserek distal gidige uzanir.
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Schwann hicreleri norotrofinleri sekrete
ederek ndronal rejenerasyona klavuzluk
eder.

Sekil-4: Schwann hcreleri distal kdpruler (Bungner' in bantlar) olusturarak
rejenerasyon surecine kilavuzluk eder. Aksonal rejenerasyon (ok yonunde)
distale dogrudur ve rejenerasyon 1 mm/gundur (2).



Uridin insanlarda ve diger memelilerde baslica dolagimda (16,17) ve
anne sutlinde (18) bulunan major pirimidin nukleozidi olup dokularda da hem

kendisi hem de fosfat bagli ntikleotidleri yaygin olarak bulunur (Sekil-5).

HO N

HO OH

Sekil-5: Uridinin (CgH12N2Og) molekiler yapisi. Uridin RNA'nin yapisina
katilan major pirimidin nikleozididir. Molekul agirligi 244,20 g/mol olup post-
translasyonel modifikasyon ve gen ekspresyonunda Onemli goérevleri
mevcuttur.

Uridin; Kennedy vyolagi (19) araciligiyla membranlardaki
fosfolipidlerin Uretiminin preklrsori olup bu yolakta hiz kisitlayici basamak
olarak sentezlenen sitidin difosfat-kolin (CDP-kolin) biyosentezini laboratuvar
ortaminda (20) ve in vivo (17) kosullarda artirdigi bilinmektedir (Sekil-6).

Gecgmis yayinlarda sistemik yolla Uridin uygulanmasinin néronlarin
sinaptik baglantilarini arttirdigi bildirilmistir (21). Bu 06zelligiyle siyatik sinir
transeksiyon ve primer anastomoz modellerinde denenen NGF (No6ronal
Growth Faktor)lerin bu modelde bildirilen etkinligini taklit edebilecegi
dusunulmektedir (22).



Uridine <——= Cytidine Choline

[l ﬂ Choline Kinase

I !

CTP Synthase
UTP =——> |CTP | + PHOSPHOCHOLINE

CTP:Phosphocholine
cytidylyl transferase

CDP-choline + Diacylglycerol

CDP-choline:diacylglycerol
phosphocholine transferase

PHOSPHATIDYLCHOLINE

Sekil-6: Kennedy yolagi aracii§i ile fosfatidilkolin biyosentezi. Uridin
Kennedy yolagi araciligi ile membran fosfolipid biyosentezinin éncusudir ve
hiz kisitlayici basamagi olan CDP-kolin sentezini deneysel ve in vivo
kosullarda artirdigi bilinmektedir. UTP: Uridin trifosfat, CTP: Sitidin trifosfat,
CDP: Sitidin difosfat. (23).

Uridinin periferik sinirlerde olusturulan hasara karsin etkinligi tek
basina ndronlarda proliferasyonu artirici etkisi ile degil, ek olarak apoptozu
onleyici etkisi ile de ilgilidir. Yapilan arastirmalarda Uridin molekulindn
disaridan uygulanmasi suretiyle deneysel hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE)
(24-26) ve hiperoksik (27) beyin yaralanmasi modellerinde apoptoza
sekonder noéronlarin kaybini onleyerek noroproteksiyon sagladigi ve uzun
donemde sicanlardaki kognitif disfonksiyonu anlamli sekilde azalttig
g6sterilmistir (26,27). Buna ek olarak uridin tedavisi HIE modelinde histon
deasetilaz (HDAC) etkinligini azaltarak ve asetillenmis Histon-H3 ile
asetillenmis Histon-H4 seviyelerini artirarak (25) néron iyilesmesini
saglamaktadir. Siyatik sinir yaralanmasinda da apopitotik degisiklikler (10) ve

noroinflamasyon (12) gibi degisiklikler néronal tahribata katkida bulunmakta



ve noronun fonksiyonel iyilesmesini engellemektedir. HDAC inhibitorlerinin
periferik sinir hasari sonucu gelisen néropatik agriyr azalttigi da literatirde
gOsterilmistir (28,29). Yakin zamanda yapilan bir arastirma ise, periferik sinir
hasarinin tedavisinde ve fonksiyonel geri kazanimin artiriimasinda epigenetik
mekanizmalarin énemini net olarak ortaya koymaktadir. Bu g¢alismaya gore
histon deasetilaz 3 (HDAC3) enzimine bagl bir yolak periferik miyelin
gelisimine ve fonksiyonel rejenerasyona engel olmakta ve bu yolagin

inhibisyonu periferik miyelinizasyonu artirmaktadir (30).

Norodejenerasyon dahil olmak Uzere gesitli norolojik hastaliklarin
patofizyolojisinde anormal histon asetilasyonu veya histon asetilasyon
mekanizmasinin disfonksiyonu rol oynamaktadir (31,32). Post-translasyonel
modifikasyonlar proteinlerin asetilasyonunu gerektirir ve hiicresel aktivitelerin
devami icin énemlidir. in situ ortamda protein asetilasyonu islevsel olarak zit
olan protein asetilazlar ve deasetilazlar tarafindan yapiimaktadir (33). Hicre
icindeki deoksiribonukleik asit (DNA) kromatin formunda muhafaza edilir.
Metabolizma, yaslanma gibi birgok dnemli hicresel islevi dizenleyen DNA
kromatin yapisi remodeling ve transkripsiyonel regulasyona ugrar. Bu
regulasyonda  post-translasyonel = modifikasyonlardan olan  protein

asetilasyonu 6nemlidir (33).

NUkleozomlar kromatinin temel birimidir. Yaklasik 147 baz ciftten
olusan, oktamer yapiya sahip histon proteinlerine sarili haldeki DNA
formudur. Histonun oktomerik yapisi ikiser adet H2A, H2B, H3 ve H4 histon
proteinlerinden olusur (34). Histonlar, N-terminal ve lizin kalintilari
bulundurur. Histonlarda bulunan bu N-terminallerindeki lizin uzantilarinin e-
amino grubuna bir asetil molekulinin eklenmesi sonucu asetilasyon saglanir

(Sekil-7). Asetilasyon ise histon modifikasyonu igin en temel olaydir (33).



T
147 baz giftlik DNA
molekilindn 8 histon molekuli
etrafinda sarili niikkleozom

yapisi

Sekil-7: Nikleozomun (A) ve N-terminalin (B) sematik gosterimi L: Lizin, As:
Asetil.

Proteinlerin karmagik yapisinin biyolojisinin dizenlenmesinde baslica
olay spesifik lizin kalintilari ile kovalent bagli asetil gruplarinin
modifikasyonudur. Her modifikasyon histon konfigirasyonunu ve bu da DNA
erisilebilirligini degistirir. Bu asetilasyon mekanizmalari dinamik bir olaydir ve
histon asetilaz-histon deasetilaz (HAT-HDAC) enzim gruplar tarafindan
duzenlenir. Guncel literaturdeki birgok calismada histon asetilasyonu yoluyla
modifikasyonunu ve transkripsiyonu saglamasi sebebiyle bu proteinlerin
hicre fonksiyonlarindaki ve gesitli hastaliklarin patofizyolojisindeki rollerini
arastinimistir. Histonlarin asetilasyonu protein substratlarina asetil grubu
ekleyen HAT’lar ve asetil grubunu uzaklastiran HDAC’larin aktivitesi ile
gergeklegir. Histonlarin lizin kalintilarinin  asetillenmesini gercgeklestiren
HAT’lar; DNA ve histonlar arasindaki saglam olan nukleozom yapisinin
gevsemesini saglayarak transkripsiyon faktorlerinin hedef gene ulasmasi ve
sonrasinda gen ekspresyonunun gerceklesmesini saglar. Histonlarin lizin
kalintilarinin deasetilasyonu ise HDAC'lar tarafindan gercgeklestirilir ve DNA
histonlara siki bir sekilde tutunarak bunun sonucunda transkripsiyon

gerceklesemez (Sekil-8) (33).



HAT /.\ Transkripsiyon

R
P‘ HDAC

Histon DNA-Kromatin kompleksi

Sekil-8: Spesifik lizin (L) kalintilarindaki histon asetil (As) molekulinun
asetilasyon seviyeleri, histon asetilazlar (HAT'ler) ve histon deasetilazlar
(HDAC'ler) tarafindan asetilasyon ve deasetilasyonun eszamanl
gerceklesmesi ile belirlenir. Histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu, DNA-
Kromatin  komplekslerinin  konformasyonel yapisini  ve ardindan
transkripsiyonel gen ekspresyonunu olusturmak igin hayati dneme sahiptir.
(33).

HDAC ailesinin gen haritalamasi yapilarak 11 izoformu kapsaml
olarak tanimlanmistir (35,36). izoformlari; sinif I, Il (a,b), lll ve IV olacak

sekilde bes temel sub-gruba ayriimigtir (Tablo-1).

Tablo-1: HDAC siniflandiriimasi ve hucre ici lokalizasyonlari (37).

HDAC izoformu Sinif Hiicre i¢i lokalizasyon

HDAC 1 1 Genellikle nukleus

HDAC 2 1 Nukleus

HDAC 3 1 Genellikle niikleus/sitoplazma
HDAC 8 1 Genellikle sitoplazma

HDAC 4 2-a Sitoplazma/niikleus

HDAC 5 2-a Sitoplazma/nukleus

HDAC 7 2-a Sitoplazma/mitokondri/ntikleus
HDAC 9 2-a Sitoplazma/niikleus

HDAC 6 2-b Sitoplazma

HDAC 10 2-b Sitoplazma/niikleus

SIRT 1-7 3 Sitoplazma/mitokondri/nikleus
HDAC 11 4 Genellikle nikleus

HDAC: Histon deasetilaz.
SIRT: Sirtuinler.



Sinif | HDAC’lar 4 alt grupta incelenmektedir: HDAC1, HDAC2,
HDAC3 ve HDAC8. HDAC1 ve 2 daha cok ntkleustadir, HDAC3 ise
sitoplazma ve nlkleus arasinda seyreder. HDAC1?'in aktivitesi heniz
aydinlatilamamistir fakat néronal progresyon ve diferansiyasyonlarinda rol
oynadigi dusunulmektedir (38). HDACZ2'nin de néron diferansiyasyonunda
etkili olabilecegini disunduren arastirmalar mevcuttur (39). HDAC3 ndéronal
sagkalim ve patofizyolojik mekanizmalarda rol oynar ve serebellar grandl
hdcrelerinde ylksek oranda eksprese edilir. Deneysel Huntington hastalgi
(HH) modelinde poliglutaminin toksisitesini artirdigr  bildirilmistir  (40).
HDACS8’in arastirildi1 gen ekspresyonu analizi yapilan bir arastirmada, beyin
timoral dokusunda tespit edilmistir ve normal merkezi-periferik sinir sistemi

dokularinda gorulmedigi bildirilmistir (36).

Sinif Il HDAC'lar ikiye aynlir: Sinif 1l-a HDAC'lar (4,5,7 ve 9) ve sinif
lI-b HDAC'lar (6 ve 10). Sinif ll-a HDAC'lar sitoplazma ve nikleus arasinda
seyreder. HDAC4'Un serebellum graniler hulcrelerinde in vitro ortamda
apoptozisi indukledigi bildirilmistir (41). HDAC5’in HH'da korteks ndronlarinda
goruldugu ve serebellum granuler néronlarinda apoptotik oldugu bildirilmigtir
(42). Periferik sinir rejenerasyonunda ise HDACS5'in kalsiyuma duyarh nikleer
eksportunun, periferik aksotomiden sonra gergeklestigi ve in vitro rejeneratif
gen ekspresyonunu bagslatmak igin dorsal root ganglion néronlarinda histon
asetilasyonunu arttirdigi gésterilmistir (43). HDAC9'un ise dendritik sinaptik
baglantilari azalttigi ve HDAC9 delesyonu ile dendrit blylimesini destekledigi
gosterilmigtir (44). Deneysel calismalar normal gelisim surecinde HDAC6'nin
etkisinin olmadigini ancak sinir hasari ya da patolojik durumlarda énemli rol
oynadigini goéstermistir (45). Deneysel ¢alismalar ile HDAC10’un, HDAC3 ve
HDAC4’e benzer miktarda asetillenmis Histon-H4 peptitinin deasetilasyonunu

sagladigi gosterilmigtir (46).

Sinif Il HDAC’lar Sirtlinler (SIRT 1-7) olarak tanimlanmistir.
Sirtlinlerin fonksiyon ve yapisi diger HDAC’lardan farklidir (33). Diger HDAC
gruplari ¢inko bagimhliyken, SIRT’larin kofaktérd NAD* (Nikotinamid adenin
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dinukleotid)’e bagimhdir. SIRT’larin sinir sistemi gelisim ve rejenerasyonunda
etkili oldugu bildirilmigtir (47).

Sinif IV HDAC (HDAC11) diger siniflardan yapica farklidir ve
¢ogunlukla nukleustadir (33). HDAC11,-3,-5 beyin dokusunda fazlaca
sentezlenirken HDAC10,-9,-7 daha duslUk oranlarda sentezlenir. Cogu
HDAC11; CA1, CA3 ve dentat girusta daha az oranda granuler tabaka ve

purkinje hicre tabakasinda eksprese edilir (35).

Son yilllarda vyapilan arastirmalar neticesinde epigenetik
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi periferik sinir rejenerasyonunun

tedavisinde yeni pencereler agmistir.

Calismamizda duridinin sigan siyatik sinir transeksiyon ve primer
anastomoz modelinde daha énce gdzlemlenmis olan rejeneratif etkinliginde
periferik  sinir  rejenerasyonu agisindan onemli olan epigenetik
mekanizmalarin (HDAC1 enzim seviyeleri ile asetillenmis Histon-H3 ve

asetillenmis Histon-H4 dlzeyleri) araciligi arastiriimistir.
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GEREG VE YONTEM

Bu calismada Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi (BUUTF)
Deney Hayvanlari Yetigstirme ve Arastirma Merkezi'nde (DENHAB) uretilen
Sprague Dawley irki, 3-6 aylik, erkek cinsiyette, 300-400 gr agirhginda, 50
adet sicandan faydalanildi. Bagimsiz bir gorevli tarafindan randomize edilen
sicanlar 3 grupta; grup 1'de 18, diger gruplarda 16 adet olacak sekilde
siniflandirildi ve tedavileri asagida belirtildigi sekilde yapildi.

Grup 1 (n=18) Sham Grubu: Cerrahi uygulanan ancak sinir kesisi

yapilmayan ve 1 ml/kg salin tedavisi uygulanan grup.
Grup 1-a: 8 sigan enzim ve protein analizlerinde kullanildi.
Grup 1-b: 10 sigan histomorfolojik incelemelerde kullaniidi.

Grup 2 (n=16) Kontrol Grubu: Sinir kesisi uygulanan ve

intraperitoneal 1 ml/kg salin tedavisi uygulanan grup.
Grup 2-a: 8 sigan enzim ve protein analizlerinde kullanildi.
Grup 2-b: 8 sigan histomorfolojik incelemelerde kullanildi.

Grup 3 (n=16) Uridin Grubu: Sinir kesisi uygulanan ve
intraperitoneal 500 mg/kg uridin (Uridine U37550-10G, Merck KGaA,

Darmstadt, Almanya) tedavisi uygulanan grup.
Grup 3-a: 8 sigan enzim ve protein analizlerinde kullanildi.
Grup 3-b: 8 sigan histomorfolojik incelemelerde kullanildi.

Calisma igin BUUTF Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK)'nun 2021-08/02 numarali ve 15.06.2021 tarihli onay alindi, TTU-
2021-708 proje koduyla Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
destedi alindi. BUUTF DENHAB’dan siganlar temin edildi ve Aralik 2021-

Ocak 2023 tarihlerinde deney tamamlandi.
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Calismanin analiz asamasi Tibbi Farmakoloji ve Anatomi Anabilim
Dali laboratuvarlarinda yapildi. Anatomik diseksiyonun tum asamalari
operasyon mikroskobu (Zeiss Opmi, Carl Zeiss Meditec Inc. Almanya) ile
yapildi ve profesyonel fotograf makinesi (Canon EOS 600D "™ Japonya) ile

arsivlendi.

I. Genel Hazirlik ve Deney Prosediiru

Siganlar %2-3 sevofluran (Sevorane®likid, Aesica Queenborough
Ltd. Queenborough Kent MG11 5EL, ingiltere) igeren bir indiiksiyon kabina
yerlestirilerek genel anestezi i¢in hazirlandi. Ardindan anestezi uygulanmis
sicanlar bir diseksiyon masasinin Ustune sol yan vyatar pozisyonda
yerlestirildi ve idame icin %1-2’lik doza gegildi (Resim-1). Anestezi derinligini
test etmek amaci ile siganlarin arka ayaklarina pedal ¢ekme testi yapildi ve
g6zun medial kantusuna dokunarak gozlerde palpebral reflekslerin yoklugu
kontrol edildi. Operasyon sahasini agiga ¢ikarmak icin arka bacaktaki tuyler
tiras edildi ve tiragh bolgeler %70 etanol ve %10’luk povidone iyodine
(Isosol®, Merkez ilag A.S., Istanbul) ile muamele edilerek antisepsi saglandi
ve girisim yapilacak saha acgikta birakilarak steril 6rtim gergeklestirildi. Bir
nester veya makasla, arka bacak boyunca femur basi palpe edildikten sonra
(Femur, siyatik sinirin hemen proksimalindedir) dizden torakanterin Ust
kismina kadar 2-3 cm'lik posterolateral cilt insizyonu yapildi. Cilt insizyonu
yaptiktan sonra biceps femoris ile gluteus kasi arasindaki duzlem bulunarak
mikrodiseksiyon makasi yardimiyla diseksiyona devam edildi ve alttaki
fasyayla ayrildi, kint diseksiyonla ilerlenerek her iki kas blogu arasina ekartor
yerlestirildi ve siyatik sinirin 1-2 cm'si ortaya cikarildi. ince forseps ve iris
makasiyla, siyatik siniri sikistirmamaya veya kesmemeye 6zen gdstererek
siniri ¢evreleyen bad dokusundan dikkatlice diseke edilerek foramenden
cikan siyatik sinirin tibial ve peroneal dallarinin bifurkasyonuna kadar olan

unifasikuler sinir segmenti gorunur hale getirildi (Resim-2).
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Resim-1: Sol lateral dekubit pozisyonda (A) posterolateral insizyonu takiben
kunt diseksiyon ile ilerlenerek sag siyatik sinir (B) aciga cikarildi.

Resim-2: Siyatik sinir ve distal fasikuler dallanma noktasi SS: Siyatik Sinir,
P: Peroneal Fasikul, T: Tibial Fasikul.

Bu iglemi takiben, foramenin 10 mm uzaginda root hooku ile
kaldirilan sinirde dermatom bigagi kullanilarak lineer tam kat kesi yapildi.
Mikrosirurjikal teknikle sinir epindriyumlarindan yapilmak suretiyle sttlrasyon

teknigi kullanilarak 8-0 prolen sitlr (Prolene, Ethicon® Ltd, Somerville NJ,
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ABD) ile iki ayrn noktadan aralarinda 180° bulunacak sekilde birlestirilerek

primer anastomoz gergeklestirildi (Sekil-9, Resim-3).

Sekil-9: Epindral sutdr tekniginin sematik gosterimi.

Resim-3: Kunt diseksiyon ile ilerlenerek unifasikuler siyatik sinir segmenti
ortaya kondu (A). Takiben root hooku ile kaldirilan siyatik sinirde dermatom
bicagi yardimi ile tam kat sinir kesisi olusturuldu (B). Epindral sinir
sutirasyon yoéntemi yardimiyla aralarinda 180° bulunan iki adet sutir ile
distal ve proksimal guduk arasinda primer anostomoz saglandi (C).

Kint diseksiyon sonrasi acilan fasya ve kas dokulari traksiyon
serbestlestikten sonra spontan olarak siyatik sinirin Ustunu kapattigindan
suturasyon igslemi uygulanmadi. Cilt 5-0 prolen sutir ile kapatildi ve ardindan

sicanlara analjezik olarak tek doz buprenorfin (0,05 mg/kg; subkutan) ve
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profilaktik olarak tek doz 50 mg/kg intraperitoneal sefazolin (iespor®, IE
Menarini ilag Sanayi A.S., istanbul, Tirkiye) uygulandi.

Mikrocerrahi ve tedaviler sonrasinda tum deneklerin uyanmasi
beklenerek kafeslere alindi. Cerrahi islem sonrasinda tum siganlar 12 saatlik
donglye sahip aydinlik/karanlik odalarda, yiyecek ve su alimlari serbest

birakilarak tekli kafeslerde takip edildi.

Tedaviler cerrahinin yapildigi gun itibariyle baglatildi, enjeksiyon
tedavileri oncesinde tum siganlar tartildi ve agirhk kaybi olmadigi teyit
edilerek tedavileri 7 glin sureyle verildi. Cerrahiden sonraki 8. glinde sicanlar;
enzim ve protein galismalari (her gruptan n=8) ve histomorfolojik ¢alismalar
(1. gruptan n=10, diger 2 gruptan n=8) icin anestezi altinda sakrifiye edilerek

calismanin deneysel kismi tamamlandi (Sekil-10).

/érrahi k ‘2/>B

i
I
1. glin 7.9un 8.gln
\ ]
¥
njeksiyonlar; Salin ya da Uridin Dekapitasyon

Sekil-10: Deney akis semasi.

Il. Makroskopik Degerlendirmeler

Deney kapsamindaki buatin siganlar makroskobik degerlendirme
kapsamina alindi. Kesi yapilan insizyon hatti ve 8. gun deneyin
sonlandiriimasini izleyen cerrahi esnasinda operasyon loju kontrol edildi. Cilt,
adele ve fasyanin durumu, siyatik sinirin etraf dokuyla olan iligkisi, enfektif
bulgular varsa not edildi. Degerlendirmede Petersen ve ark. (48) tarafindan

tarif edilen derecelendirme sisteminden faydalanildi (Tablo-2).
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Tablo-2: Petersen ve arkadaslari tarafindan cilt ve adele fasya durumunu, sinir
yapisikhdi ve ayirilabilirligini tanimlayan derecelendirme sistemi (48).

Derece Tanim
Cilt ve adele durumu 1 Tamamen iyilesmis
2 Kismen iyilesmis
3 Tamamen acik

-_—

Sinir diseksiyonu Diseksiyon yok ya da hafif kiint diseksiyon

N

Biraz kuvvetli kiint diseksiyon

3 Keskin diseksiyon

lll. Dokularin Elde Edilmesi

Cerrahiden sonra 8. gunde rutin prosedurleri takiben siganlarin eski
insizyonlari acildi ve cerrahi alan diseke edilerek siyatik sinirleri ortaya
kondu. Enzim ve protein analizleri icin siyatik sinirler kesinin 2 mm
proksimal ve distalinden kesilmek suretiyle en block olarak c¢ikarildi.
Histomorfolojik analizler igin ise agiga ¢ikarilan sinir i¢in operasyon lojuna
yeterli Trump fiksatifi [100 ml basina 1,16 gr NaH,PO4-H0 ile 1xPBS (fosfat
tamponlu salin) icinde %4 formaldehit, %1 glutaraldehit] eklendi ve 10
dakika bekletildi. 10 dakika sonra fiksatif cerrahi sahadan temizlendi ve bu
adim iki kez daha tekrarlandi. Mikroskop altinda ince diseksiyon makasi
kullanarak siyatik siniri germemeye ve sikistirmamaya 6zen gdsterilerek her
iki taraftan transeksiyon ve tam kat sutur yapilan sag siyatik sinir
anostomoz hattini icerecek sekilde distali isaretli olarak eksize edildi, eksize
edilen parcalar 4°C'de Trump'in fiksatifini iceren 15 ml'lik tiplere koyularak
histomorfolojik analizler igin hazirlanmak Uzere laboratuvara birakildi.
Enzim ve protein analizleri igin ¢ikarilan érnekler ise eppendorf tlplerde -
80°C’de muhafaza edildi. Tum doku 6rneklerinin alinmasini takiben siyatik
sinir dokusu 2 ml fosfatli salin icerisinde homojenize edildikten sonra bu
homojenatlar 5 dakika +4°C’de 10,000 rpm’de santrifuj islemiyle ELISA ve

Western Blot analizlerine tabi tutulmak Uzere hazir hale getirildi. Doku

17



ornekleri alinan siganlar yuksek doz sevofluran anestezisi altinda sakrifiye
edildi.

IV. Enzim ve Protein Analizleri

IV.A. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) Analizleri

Epigenetik mekanizmalarin  arastirlmasi  amaciyla, Histon
deasetilaz 1 (HDAC1) enzim miktari ELISA yontemiyle tayin edildi. Enzim
analizleri igin sican uyumlu HDAC (Bioassay Technology Laboratory,
Shanghai, Cin) ELISA Kkiti kullanildi. Kit prosedirine uygun sekilde galisildi
ve spektrofotometrik (BioTek Quant, BioTek Instruments Inc., ABD) olarak
incelendi. Prosedir asagida belirtilmigtir;

1. Tum solusyonlar, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara
uygun olarak hazirlandi. Analizden 6nce tim maddeler oda sicakligina
getirildi.

2. Test icin gereken strip sayisi belirlendi. Kullanilmayan stripler 2-
8°C'de saklandi.

3. Standart dilisyonlari hazirlandi. Standart kuyucuklarina her
dilusyondan eklendi. Not: Standart sollisyon biyotinlenmis antikor
icerdiginden standart kuyucuklarina antikor eklenmedi.

4. Ornek kuyucuklarina érnek ve ardindan biyotinli antikor eklendi.
Bir kuyucuk bos birakildi ve diger kuyucuklara streptavidin-HRP eklendi.
Plate 37°C'de 60 dakika inkibasyona birakildi.

5. Yikama solusyonu ile 5 kere plate yikandi. Son ylkamada
kuyucuklarin igindeki sivi vakumlandi.

6. Substrat solisyonu A ve B her kuyucuga eklendi. 37°C’de
karanlkta 10 dakika boyunca inkibasyona birakildi.

7. Her kuyucuga durdurma solisyonu eklendi, mavi renk hemen
sariya dondu.

8. Durdurma solusyonu ilave edilmesini takiben 10 dakikalik surede
450 nm'ye kalibre edilmig bir spektrofotmetre cihaziyla her kuyucugun optik

dansiteleri (OD degeri) belirlendi.
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IV.B. Western Blot Analizleri

Asetillenmig Histon-H3 ve asetillenmis Histon-H4 protein analizleri
ise Western Blot yontemi kullanilarak tamamlandi. Total proteinlerin miktari
Bikinkoninik asit yontemine goére incelenmesini takiben bire bir Laemmli
tamponu ile hazirlanarak 100 derecede bes dakika sureyle kaynatildi.
Yukleme volumleri tim o6rneklerde esit Olgide protein icerecek bigcimde
hesaplandi ve SDS-PAGE (SDS-PAGE; Mini Protean I, Bio-Rad, Hercules,
CA, ABD) yontemiyle drnekler ilerletildi. llerletme asamasini gegtikten sonra
jel Ustindeki protein dokulari PVDF (Millipore, Billerica, MA, ABD)
membranlara aktarildi. Membranlar tris tamponu ve tween 20 (TBST) icinde
dagitilmis %5 yagdan arinmis sut tozu g¢ozeltisi (Carnation, Glendale, CA,
ABD) ile yarim saat bloklandi. Membranlarin bloke edilmesini takiben
membranlar TBST ile temizlendi. incelenecek proteinlerin miktarlari denk
olmadigindan dolayr membranlar uygun olarak kisaltilarak primer antikorlar
ile tim gece inkubasyon islemine tabi tutuldu. Primer antikor olarak anti-
Asetil-Histon H3 (1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD) ve
anti-Asetil Histon H4 (1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
ABD) ve pozitif kontrol anti-Beta-Aktin (R-Actin; 1:1000; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, ABD) kullanildi. Ertesi gin membranlar TBST ile
yikanarak uygun ikincil antikorlar (1:5000, Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, ABD) ile 60 dakika inkibasyon yapildi. Membranlar tekrar
TBST ile temizlendi ve kemiliminesans c¢ozeltisi (Millipore, Billerica, MA,
ABD) ile inkibasyon sonrasi Licor CDigit tarayicisi (CDigit, LI-COR
Biotechnology, Lincoln, NE, ABD) ile 6rneklerin bant goéruntuleri dijital

ortama aktarilarak analiz edildi.
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V. Histomorfolojik Caligmalar

V.A. Osmiyum Tetroksit ile Resin Bloklama

4°C'de Trump'in fiksatifini iceren 15 ml'lik tuplerde laboratuvara
getirilen doku ornekleri her 48 saatte bir fiksatifler yenilenerek 1 hafta sire ile
fiksasyon islemine tabi tutuldu. Bu doku daha sonra post-fiksasyon
islemlerine tabi tutularak (2 saat boyunca 0,1 mol/L fosfat bufferli %1 osmium
tetroksit (OsO?) igerisinde) histomorfolojik analizler igin hazirlanmak Uzere
bekletildi.

Fiksasyondan sonra, sinirden kalan yag ve bag dokular dikkatlice
ctkarildi ve siniri yaklagik 5 mm uzunlugunda bolimlere ayirmak igin keskin
bir nester kullanilarak plastik tuplerde numaralandirildi. Trump'in fiksatif
solisyonunda seyreltiimis taze %1 OsO* hazirlandi ve cam tip iginde
saklandi. Kisa sure igin plastik tuplerde saklanan sinir pargalar 2 saat
boyunca %1 OsO* ile muamele edildi. Epoksi yerlestirme kiti (Sigma, Epoxy
Embedding Medium Kit, 45359-1EA-F, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)
kullanarak sollisyon formuli hazirlandi: 8 ml DDSA (dodesenil slksinik
anhidrit) cozeltisi ve 5 ml epoksi sollisyonu (karisim A) ile, 7 ml NMA
(metilnadik anhidrit) ¢ozeltisi ve 8 ml epoksi solisyonu (karisim B) ile
karigtinldi. A ve B karisimlari kanistirici (MK318, Nuve, Turkiye) ile yarim
saatten az olmamak Uzere karistirildi. Kullanmadan hemen 6nce, A (13 ml)
ve B (15 ml) kanigimi tekrar karistinldi ve aktivator DPM-30 (2,4,6-
tris(dimetilaminometil)fenol) karisimin toplam hacminin %Z2’si oraninda
eklendi. Blogun renginin koyulasmasini ve kirilgan olmasini énlemek igin
DPM-30 solusyonu hassas bir sekilde olgulerek post-fiksasyon islemine
devam edildi. 1,5 ml tapler ile PBS kullanilarak érnekler temizlendi ve farkli
etanol/distile su pasajlarina yerlestirilerek dehidrasyon surecini baslatildi
(%30,%50,%70,%90,%95’lik konsantrasyonlarin her biri icin kisa bir sire
beklendi ve takiben 2 kez %100 etanolda bekletildi). Resin infiltrasyonu icin
dokular yarim saat sureyle bir kismi solisyona ve bir kismi %100 etanol
karisimina, ardindan yarim saat sureyle her iki kismi da %100 etanol

karisimina yerlestirildi. Son olarak sinir parcalari 30 dakika boyunca
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solusyona konuldu ve doku 6rnekleri silikon kauguk kaliplara yerlestirildi ve
kodlandi (Ted Pella INC. PELCO® Flat Embedding Mold, 24 Numbered
Cavities, Kanada). Spur’s resin (Agar Scientific, Agar Low Viscosity Resin
Kit, Essex, ingiltere) sinirlerin {izerine tim sinir segmentlerini kapladigindan
ve hava kabarcigi olusturmadigindan emin olunarak dikkatlice eklendi
(Resim-4). Resin ile sinir segmentleri iceren kalip 68-70°C'de polimerize

etmek icin bir gece birakildi.

Resim-4: Histomorfolojik analizler igin eksize edilen siyatik sinir
segmentlerinin post-fiksasyon iglemlerinin tamamlanarak resin bloklara
yerlestirildigi goriimektedir.

V.B. Ultramikrotom ile Kesitleme

Bir cam bigak makinesi (LKB 7800 Knifemaker, A-1150, Viyana,
Avusturya) kullanarak camlardan (UltraMicrotome Grade Glass, 07667-CE,
2SPi Supplies, West Chester, ABD) bigaklar hazirlandi ve distile su lizerinde
yuzen doku orneklerini biriktirmek icin teknelerle cam bigaklar yapildi (Resim-
5). Resin goémull sinir bloklari yamuk tarafi yukari bakacak sekilde
ultramikrotom cihazina (LKB Ultrotome Main Unit Type 4801 A, Viyana,
Avusturya) yerlestirildi. Ultramikrotom ve diz bir cam bigak kullanarak sinir

dokusunun tek tip bir kesit yUzeyini ortaya ¢ikarmak icin yeterli birden gok
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kesi yapildi. Islemi takiben teknesi 23 derece sicaklikta distile suyla
dolduruimug bir cam bigaga gegildi, ince kesitleri olusturmak igin
ultramikrotom 1-2 ym'ye ayarlandi ve transvers yari ince kesitler elde edildi.
Metal halka kullanarak cam bigak teknesinde yuzen ince sinir dokulari alindi
ve lam Uzerindeki bir damla deiyonize suya aktarildi. Bolimleri agiri
Isitmamaya dikkat ederek, kisa bir sure 1si yayan cihaz tzerinden birka¢ kez
gecirerek bolumleri iceren slaytlar kurutuldu. Her lamda 3 kesit 6rnegi olacak

sekilde dokular yerlestirildi.

Resim-5: 1-2 ym kalinliginda kesitleme amaci ile cam bigak hazirlanmasi. A
Cam bigak makinesi B Cam C-D-E-F Cam bigak ve tekne hazirlanigini
gOstermektedir.

V.C. Toluidin Mavisi ile Boyama

2 g sodyum borati 100 ml deiyonize suda ¢ozerek %1 toluidin mauvisi
¢Ozeltisi hazirlandi. Ardindan 1 g toluidin mavisi (Toluidin Blue, SERVA,
Heidelberg, Almanya) eklendi ve eriyene kadar karistirildi. Cozelti filtre kagidi
(g6zenek boyutu: 11 uym) kullanarak sizuldi ve ¢ozelti iki haftaya kadar oda
sicakhiginda opak bir sisede bekletildi. Mikro-pipet kullanarak sinir
bolimlerinin Ustune bir damla toluidin mavisi solisyonu eklendi ve 20-30
saniye bekletildi. Slaytlar distile su kavanozuna hafifge daldirlarak tim
toluidin mavisi solisyonunun fazlasi durulandi ve bu iglem bolumler

temizlenene kadar birka¢ kere tekrarlandi. Preparatlar 60°C'de yaklasik 15
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dakika kurutuldu ve bir lamel (Objekttrager, isolab, Almanya) ile
kapatildi. Takiben slaytlar mikroskobik analiz igin hemen incelenmeye hazir

hale getirilerek oda sicakliginda saklandi (49).

V.D. Doku Orneklerinin Histomorfolojik Analizleri

Post-fiksasyon islemlerini takiben boyanan preparatlar akson sayisi ve
milimetre karede miyelinli aksonlarin dansitesi belirlenmesi icin asagidaki

asamalardan gegcirildi:

Preperatlara alinan ornekler kesit atlanarak ve her 6rnegin farkh kesit
seviyesinden olmasi saglanarak incelemeye hazir hale getirildi. Zeiss Primo
Star 151k mikroskop sistemi ve Zeiss Labscope yazilimi yardimiyla randomize
ornekleme yontemi kullanilarak kesitlerden 5 megapixel ¢ézunurlUkte imajlar
elde edildi. 100’'lUk buayutme ile alinan kesitler BMP formatina dénasturaldi.
Bu amacla “Imaged 1.53t" yazilimi igleten bir bilgisayar kullanildi ve tum
inceleme ve sayimlar Oncesinde, imaj analiz programinin “tabla
mikrometresi” vasitasiyla kalibrasyonu saglandi. Kalibrasyon igin Olympus

mikrometrik lam kullanildi.

Tam preperatlar igin 100x objektifle elde edilen imajlarin Ustine
makrolar kullanilarak bir “sayim gergevesi” (1500X1000 piksel; 127,19X84,74
Mm; 10772 p2) olusturuldu ve alanda bulunan myelinli aksonlar non-biased
sayim kurallari kullanihp sayildi. Takiben milimetrekaredeki akson sayilar
(aksonal dansite) belirlendi. Bu amagcla sayim alani gergevesinin sol ve ust
kenarlarina degen aksonlar sayim disi birakilirken, sag ve alt kenarlarina
degenler ve cergeve icindeki tum myelinli aksonlar sayima dahil edildi
(Resim-6).
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Resim-6: Imaged yazilimi Uzerinde akson sayimindan &énce olusturulan
sayim gercevesi gorulmektedir.

VL. istatistiksel Analizler

Sham, Kontrol ve Uridin grubuna ayrilan sigcanlardan elde edilen
siyatik sinir dokularinin biyokimyasal dederlendirme sonuglarinin istatistiksel
analizi icin SigmaPlot (version 12.5) yazilimi kullanildi. Degerler ortalama +
standart hata olarak belirtildi. istatistiksel analizler tek yénlii varyans analizi
(ANOVA) ve takiben post-hoc Tukey testi, histomorfolojik analizler ise
Kruskal-Wallis testiyle degerlendirildi. istatistiki anlamliik degeri p<0,05
olarak kabul edildi.
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BULGULAR

I. Operatif ve Makroskopik Degerlendirme Verileri

Deney suresi boyunca 50 adet sigandan faydalanildi. Petersen ve ark.
tarafindan tanimlanan derecelendirme sistemine gore cilt ve adele fasyasinin
durumu 3 siganda 2 (kismen iyilesmig); 2 sicanda 3 (tamamen acik); diger
batin siganlarda 1 (tamamen iyilesmig) olarak kaydedildi. Derece 3 olarak
degerlendirilen histomorfolojik analizler icin kullanilan 1-b grubundan 2
siganda yara yeri enfeksiyonu tespit edilerek ylUksek doz anestezi altinda
sakrifiye edildi ve arastirmadan cikarildi (Resim-7). Diger siganlar deney

bitimine kadar komplikasyonsuz bir sekilde yagadilar.

Resim-7: Yara yeri enfeksiyonu gelisen siganlarin makroskopik gorunttsu.

Cilt ve adele fasya kapanmasi agisindan yapilan degerlendirmemizde
tek yonlu varyans analizi (ANOVA) ile gruplar arasinda istatistiksel anlamli
farkhlik saptanmadi (p>0,05).

Sinirin yapisiklik ve ayrilabilirlik durumu degerlendirildiginde tek yonlu
varyans analizi (ANOVA) ile gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
sonuglar oldugu goéruldi. Tedavi veriimeyen Kontrol grubuna gore
kargilastinildiginda sinir kesisi uygulanmayan Sham grubunda sinir yapisikligi

ve fibrotik skar olusumu yiksek derecede anlamh (p<0,001) olarak dusik
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sonuglanirken Uridin grubunda ise Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
tedavinin sinir yapisikligini, fibrotik skar olusumunu azalttigi ve yapisiklik

derecesinin anlamli olarak dusik oldugu (p<0,01) goéraldu (Grafik-1).
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Grafik-1: Sinir yapisiklik ve ayrilabilirligini gosteren Peterson derecelendirmesinin
kantitatif sonuglari. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol grubuna gore. Her grupta n=16.

Eksize edilen siyatik sinir segmentleri makroskobik olarak
incelendiginde Kontrol grubunda daha c¢ok noroma ve yanlis kaynama
oldugu, Uridin grubunda ise sinir segmentlerinin daha intakt ve uniform
karakterde oldugu goéruldu (Resim-8).

Resim-8: Uridin ve Kontrol gruplarinin eksize edilen sinir ornekleri; A, B, C,
D ve E Kontrol grubu, F, G, H, I ve | Uridin grubuna ait siyatik sinir
segmentlerini gostermektedir.
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Il. Enzim ve Protein Analizleri

IlLA. ELISA Sonuglari

ELISA yontemi ile homojenatlardaki HDAC1 enzim miktari 6lgulmus ve
yapilan istatistiksel analizler sonucunda;

Sham grubu ile Kkarsilastirildiginda Kontrol grubunda HDAC1
seviyesinin anlamli olarak yuksek oldugu gorulmustir (p<0,001) (Grafik-2).

Kontrol grubu ile Uridin grubu karsilastirildiginda, Uridin grubunda
HDAC1 seviyesinin anlamli olarak dusik oldugu goralmustir (p<0,01)
(Grafik-2).

Grafik-2: HDAC1
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Unilateral siyatik sinir hasari ve primer anastomozunu takiben 1 hafta
boyunca gunluk sistemik yolla verilen Gridin 500 mg/kg tedavisinin hasardan
sonraki 8. gunde asetillenmis Histon-H3 ve asetillenmis Histon-H4 protein
duzeylerine etkisi Western Blot yontemi ile belirlendi. Asetillenmis Histon-H3
ve asetillenmis Histon-H4 proteinlerinin ekspresyonlari Sham grubuna gore

yuzde degisim olarak sunuldu.

Asetillenmig Histon-H3 duzeyleri Kontrol grubunda %18,51’e diserken
(p<0,001), Uridin grubunda %62,54’e yiikseldi (p<0,01) (Tablo-3, Grafik-3).
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Tablo-3: Western Blot Analizi ile Hesaplanan Asetillenmis Histon-H3 Protein
Duzeyleri.

Asetillenmis Histon-H3 protein diizeyleri + SH (% degisim)
Sham 100 £ 9,86™
Kontrol 18,51 £ 4,01
Uridin (500mg/kg) 62,54 + 9,32**

**p<0,01; ***p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SH: Standart hata.
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Grafik-3: Asetil-Histon H3 Protein Duzeyleri. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol grubuna
gore. Her grupta n=8 (ortalama deger * standart hata).

Asetillenmis Histon-H4 dizeyleri Kontrol grubunda %20,02’ye
diserken (p<0,001), Uridin grubunda %51,68’e yiikseldi (p<0,05) (Tablo-4,
Grafik-4).
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Tablo-4: Western Blot Analizi ile Hesaplanan Asetillenmis Histon-H4 Protein
Duzeyleri.

Asetillenmis Histon-H4 protein diizeyleri * SH (% degisim)
Sham 100 + 10,39™
Kontrol 20,02 £ 5,13
Uridin (500 mg/kg) 51,68 + 6,25*

*p<0,05; ***p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SH: Standart hata.
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Grafik-4: Asetil-Histon H4 Protein Duzeyleri. *p<0,05; ***p<0,001 Kontrol grubuna
gore. Her grupta n=8 (ortalama deger * standart hata).

lll. Histomorfolojik Analizler
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Sayim gergevesinde sayilan akson miktarlari Kontrol grubu igin
32,5217 + 0,85111, Sham grubu igin 116,3704 + 3,85904, Uridin grubu igin
66,75 + 1,73954 (Ortalama + SEM) olarak bulundu (Tablo-5, Grafik-5).

Tablo-5: Sayim alanindaki akson sayilari.

Minimum Maksimum Ortalama SH SD
Sham 72 147 116,37 3,86 20,05
Kontrol 20 42 32,52 0,85 5,77
Uridin 49 92 66,75 1,74 10,44

SH: Standart hata, SD: Standart deviasyon.
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Grafik-5: Olgiim alaninda sayilan akson sayilari. ***p<0,001 Kontrol grubuna gére.

Her grupta n=8 (ortalama deger + standart hata).

Milimetrekare Uzerinden hesaplanan sonuglar Kontrol grubu igin
3019,09 + 79,01 Sham grubu igin 10803,04 + 358,24, Uridin grubu igin
6196,6 + 161,48 (Ortalama + SEM) olarak tespit edildi (Tablo-6, Grafik-6).

Tablo-6: Milimetrekaredeki akson sayilari.

Ortalama Standart Hata
Sham 10803,04 358,25
Kontrol 3019,10 79,01
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Uridin 6196,62 161,49
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Grafik-6: Milimetre karede akson sayilari. ***p<0,001 Kontrol grubuna gére. Her
grupta n=8 (ortalama deger * standart hata).

Kruskal Wallis testi kullanilarak akson sayisi gruplar arasinda
degerlendirildi. Tum gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug¢
(p<0,001) saptandi. Cerrahi sinir kesisi yapilmayan Sham grubunun 6lgim
alanina giren miyelinli akson sayilari ve milimetre karedeki aksonal
dansiteleri Uridin ve Kontrol grubuna goére ylksek, tedavi verilen Uridin
grubunun da Kontrol grubuna gore yuksek oldugu, bu sonuglarin da
istatistiksel olarak yuksek derecede anlamh (p<0,001) oldugu goérulda
(Resim-9).
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Resim 9: %1 boraks-toluidin mavisi ile boyanan ince kesitler. A, Sham grubu;
B, Kontrol grubu; C, Uridin grubu; Bar, 20 mikrometre.

TARTISMA VE SONUG
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Periferik sinir yaralanmalari 6zellikle geng¢ eriskin erkeklerde
kargilagilan, gelismekte olan ulkelerde prevelansi yaklasik %2,8 (7), insidansi
13-23/100,000 olan (50), ciddi morbiditelere yol agan problemlerden birisidir.
En sik kiint ve penetran travmalar sonrasi gorulmektedir. Hasarin derecesine
gore periferik sinir yaralanmalari ilk olarak Seddon tarafindan 1943 yilinda
siniflandinimigtir ve sinir yaralanmalari ana olarak 3 kategoride incelenmistir;
noropraksi, aksonotmezis ve nérotmezis (8). 1951 yilinda Sunderland ise bu
sinifamayr 5 dereceye ayirarak gelistirmistir (9). Norotmezis en Kkotl
prognoza sahiptir ve spontan iyilesme neredeyse mumkun degildir, cerrahi
altin standart tedavidir. Cerrahiye ragmen bu hastaligin prognozu kotudur ve

tam fonksiyonel iyilesme neredeyse hi¢ gorulmez.

Hussain ve ark.larn (3) periferik sinir hasarinda sinirin proksimal
segmenti dejeneratif degisiklige giderken distal segmentinin 1850°de Waller
tarafindan tanimlanan  Wallerian  dejenerasyona (WD) ugradigini
bildirmiglerdir. Patofizyolojik anlamda pek ¢ok olay periferik sinir hasarini
karmasik hale getirir. Aksotomiyi takiben Schwann hicre fenotipi degisiklige
ugrar ve ortama sitokin salinimi ile immunreaksiyon baslatilir. Schwann
hicreleri ve makrofajlar distal gudikte miyelin kalintilarini fagosite eder.
Norotrofik ajanlarin salinimi néronal hayatta kalma ve blylmeyi destekler
(14). Schwann hucreleri ¢ogalir ve Bungner bantlarini olusturmak Uzere
belirgin bir uzamayla (U¢ kat) morfolojik degisikliklere ugrar, bu bantlar
yeniden sekillenir ve yenilenen akson igin bazal laminayi hazirlarlar (15).
Sinir rejenerasyon sureci Schwann hicrelerinin rehberliginde aksonal filiz ve

blydme konisi olusarak devam eder.

Gurldnltoglu ve ark.’larinin (51) bildirdigine goére periferik sinir
hasarinin tedavisinde yedinci ylzyilda Paulus Aegineta tarafindan nérorafi
teknikli mikrocerrahi yontem tanimlanmig, bin yili agkin sire gegmesine
ragmen hasarli sinirin onarimi ve tam fonksiyonel iyilesmede anlamli ilerleme
kaydedilememistir. Mafi ve ark.’larinin (52) bildirdigine gére 1873’te Hueter

tarafindan epinériyumlari igiren sitlrasyon teknigi tanimlanmistir ve bunu
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izleyen donemde otojen sinir greftleme yontemi, vaskularize sinir greftleme,
sentetik tup ile greftleme, u¢ yan anastomoz gibi bircok teknik kullaniimis

olsa da bu tedavilerin sonugclari da kuratif olmaktan uzaktir.

Periferik sinir hasari sonrasi sinir rejenerasyonu hakkinda birgok
calisma mevcuttur. Literatirde yayinlanan galismalara gore rejenerasyonun
indUklenmesini amacglayan ila¢ tedavileri (koenzim Q10 ve vitamin E (53),
mezenkimal kdk hicre (54-56), zencefil ve susam yagi (57), telmisartan (58),
kuersetin  (59), hiperbarik oksijen tedavisi (60), ginkgo (61), elektrik
stimilasyonu ve pulse manyetik alan (62-64), pioglitazon (65), levatirasetam
(66), lityum (67)); baylime konisinin yanhs yonlenmesini énlemek amaci ile
sentetik greft kullanimi (68); hasar sonrasi fibrozis ve skar olusumunu
onlemek igin lokal tedavi yontemleri (anti-transforming growth faktoér beta,
hyallronik asit ve insan amniyon sivisi (69), aprotinin (70), 5-fluorourasil (71),
disuk doz radyasyon (72)) ve ayrica bolimimizde daha 6nce yapilan
calismalarda sitidin, sitikolin, kolin, CDP (sitidin difosfat) kolin (73-77)
denenmigtir ve kismen faydali olan tedaviler mevcuttur. Fakat tum tedavilere

ragmen tam iyilesme mumkun olmamaktadir.

Uridin insanlarda baslica dolasimda (16,21) ve anne siitinde (18)
bulunan major pirimidin ndkleozidi olup dokularda da hem kendisi hem de
fosfat baglh nlkleotidleri yaygin olarak bulunur. Uridin; Kennedy yolagi (19)
aracihgiyla membranlardaki fosfolipidlerin Gretiminin prekirséri olup bu
yolakta hiz kisitlayici basamak olarak sentezlenen CDP-kolin biyosentezini
labratuvar ortaminda (20) ve in vivo (17) kosullarda artirdigi bilinmektedir.
Gegmis yayinlarda sistemik yolla Uridin uygulanmasinin ndéronlarin sinaptik
baglantilarini  arttirdig1  bildirilmistir  (21). Bu 06zelligiyle siyatik sinir
transeksiyon ve primer anastomoz modellerinde denenen NGF (No6ron
Growth Faktor)lerin bu modelde bildirilen etkinligini taklit edebilecegi
dusunulmektedir (22).

Uridinin periferik sinirlerde olusturulan hasara karsin etkinligi tek

basina noronlarda proliferasyonu artirici etkisi ile degil, ek olarak apoptozu
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onleyici etkisi ile de ilgilidir. Yapilan arastirmalarda Uridin molekulindn
disaridan uygulanmasi suretiyle deneysel HIE (24-26) ve hiperoksik (27)
beyin yaralanmasi modellerinde apoptoza sekonder noéronlarin kaybini
Onleyerek noroproteksiyon sagladigi ve uzun donemde siganlardaki kognitif
disfonksiyonu anlamli sekilde azalttigi gosterilmigtir (26, 27). Buna ek olarak
uridin tedavisi HIE modelinde histon deasetilaz (HDAC) etkinligini azaltarak
ve asetillenmis Histon-H3 ile asetillenmis Histon-H4 seviyelerini artirarak (25)
noron iyilesmesini saglamaktadir. Siyatik sinir yaralanmasinda da apopitotik
degisiklikler (10) ve noroinflamasyon (12) gibi degisiklikler néronal tahribata
katkida bulunmakta ve ndronun fonksiyonel iyilesmesini engellemektedir.
HDAC inhibitorlerinin periferik sinir hasari sonucu gelisen ndéropatik agriyi

azalttig! da literatirde gosterilmistir (28, 29).

Yakin zamanda yapilan bir arastirma ise, periferik sinir hasarinin
tedavisinde ve fonksiyonel geri kazanimin artirilmasinda epigenetik
mekanizmalarin 6nemini net olarak ortaya koymaktadir. Bu g¢alismaya gore
histon deasetilaz 3 (HDAC3) enzimine bagli bir yolak periferik miyelin
gelisimine ve fonksiyonel rejenerasyona engel olmakta ve bu yolagin

inhibisyonu periferik miyelinizasyonu artirmaktadir (30).

Yaslilik ve rejeneratif tip alaninda son yillarda yapilan bir galismaya
goOre yuksek rejeneratif kapasiteye sahip bir omurgalinin (aksolotl) blastema
hicrelerinde ve memelilerde tam rejeneratif kapasiteye sahip tek organ olan
geyik boynuzunda metabolomik analizler gergeklestiriimigtir. Ayni zamanda
geng ve yasli insan kok hucreleri de incelenmigtir. Yapilan analizlerde ylksek
pirimidin ve yag asidi metabolizmasinin daha yuksek rejeneratif kapasite ile
iligkili oldugu bulunmustur. Ayni zamanda turler arasinda korunan rejeneratif
aktivitede ¢ok onemli bir metabolit efektdr belirlenmistir ki bu madde yash
insan kok hucrelerini yenileyebilen, in vivo ortamda rejenerasyonu tesvik
edebilen pirimidin niikleozidi olan Gridindir. Uridin molekiliniin birgok dokuda
rejenerasyonu artirdigi, yaslanan kok hdcreleri reaktive ettigi, fibrozis ve
inflamasyonu azalttigi gosterilmigtir. Uridin tedavisinin iskelet kasi, kalp,
karaciger, deri, eklem kikirdagi dahil olmak Uzere pek ¢ok dokuda

rejenerasyonu indukledigi goérilmustir (78). Ayrica ayni calismada yasli
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farelerde 2 ay boyunca oral Uridin tedavisin artmis kognitif fonksiyon ve
lokomotor aktivite ile iligkili oldugu saptanmistir (78). Bu tedavilerin
tumorogenezisi artirip artirmadigi da irdelenmistir ve ¢alismanin devaminda
intraperitoneal olarak 5 ay, oral olarak 7 aya kadar verilen uridin tedavisinin

onkojenik olmadig! da gosterilmigtir (78).

Norodejenerasyon dahil olmak Uzere gesitli norolojik hastaliklarin
patofizyolojisinde anormal histon asetilasyonu veya histon asetilasyon
mekanizmasinin disfonksiyonu rol oynamaktadir (31,32). Post-translasyonel
modifikasyonlar proteinlerin asetliasyonunu gerektirir ve hiicresel aktivitelerin
devami icin énemlidir. in situ ortamda protein asetilasyonu islevsel olarak zit
olan protein asetilazlar ve deasetilazlar tarafindan yapilmaktadir (33). Hucre
icindeki DNA kromatin formunda muhafaza edilir. Metabolizma, yaslanma
gibi bircok Onemli hucresel islevi duzenleyen DNA kromatin yapisi
remodeling ve transkripsiyonel regulasyona ugrar. Bu regulasyonda post-

translasyonel modifikasyonlardan olan protein asetilasyonu énemlidir.

Histon metabolizmasina dahil olan enzimlerin ve histon proteinlerinin
sinir sisteminde yaygin olarak bulundugunu, periferik sinir hasarlarinin
patofizyolojisinde  6nemli rolu oldugunu ve HDAC inhibisyonunun
noroprotektif etkinlik gosterdigini sdylemek literatir kanitlari ¢ergevesinde
(45,79,80) mumkindir. Calisma grubumuzun daha 6énce gercgeklestirdigi
arastirmada, sistemik yolla verilen Uridinin sigan siyatik sinir transeksiyon ve
primer anastomoz modelinde anti-apoptotik ve anti-oksidan o6zellikleri ile
uridinin sinir hasarini azalttigi, siyatik sinirin rejenerasyonunu sagladigi, yara
yeri fibrozisini azalttigi (81), bu calismanin devaminda Uridin tedavisinin
kronik dénemde elektrofizyolojik parametreleri dizelttigi, myelinizasyonu
artirdig1 ve fonksiyonel geri kazanimi sagladigini gostermistik (82). Su ana
kadar biriken kanitlar, dridinin beyin hasarinda HDAC aktivitesini azaltarak
asetillenmis Histon-H3 ve asetillenmis Histon-H4 seviyelerini artirdigini (25)
ve siyatik sinir hasarinda sinirin rejenerasyonunu uyardigini (81) ortaya
koymustur. Siyatik sinir hasarinda epigenetik mekanizmalarin rolu de
bilinmektedir (30,45,80,81). Son olarak Liu ve ark.’lari (78) yayinladiklar

benzer calismada Uridinin ylUksek derecede rejeneratif kapasite ile iliskili
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oldugunu ve tedavinin bizim bulgularimizi destekleyen sonuglari oldugunu
bildirmiglerdir. Bu bilgiler i1siginda Uridinin sigan siyatik sinir hasari sonrasi
primer anostomoz modelinde rejenerasyonu Uzerinde epigenetik

mekanizmalarin araciliginin arastirilmasi amacglanmigtir.

Calismamizda sistemik 7 gun sureyle verilen dridin 500 mg/kg
tedavisinin hasardan sonraki 8. ginde asetillenmis Histon-H3 ve asetillenmig
Histon-H4 protein duzeylerine etkisi Western Blot yontemi ile belirlendi.
Asetillenmis Histon-H3 duzeyleri Kontrol grubunda %18,51’e duserken
(p<0,001), Uridin grubunda %62,54’e ylkseldi (p<0,01). Asetillenmis Histon-
H4 dizeyleri Kontrol grubunda %20,02'ye diserken (p<0,001), Uridin
grubunda %51,68’e yukseldi (p<0,05). ELISA yontemi ile homojenatlardaki
HDAC1 enzim miktari olguldid. Sham grubu ile karsilastirildiginda Kontrol
grubunda HDAC1 seviyesinin anlamli olarak ylksek oldugu goérildu. Kontrol
grubu ile Uridin grubu Kkarsilastiriidiginda, Uridin grubunda HDACH1
seviyesinin anlamli olarak dugik oldugu gorildi (p<0.01). Uridin 500 mg/kg
tedavisinin hasardan sonraki 8. glinde eksize edilen sinir 6érneklerinin
histopatolojik incelemesi (akson sayisi ve aksonal dansite) degerlendirildi.
Tdm gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ (p<0,001) saptandi.
Cerrahi sinir kesisi yapiimayan Sham grubunun 6lgim alanina giren miyelinli
akson sayilari ve milimetre karedeki aksonal dansiteleri Uridin ve Kontrol
grubuna goére yiiksek, tedavi verilen Uridin grubunun da Kontrol grubuna gére
yuksek oldugu, bu sonuclarin da istatistiksel olarak yuksek derecede anlamli

(p<0,001) oldugu goruldu.

Sonug olarak sistemik yolla verilen Uridin tedavisinin erken donemde
sinir rejenerasyonuna katkisi oldugu, yara yeri fibrozisini azalttigi, toplam
miyelinli akson sayisini ve aksonal dansiteyi arttirdigr kanittanmigtir ve
bulgularimiz literatur ile uyumlu bulunmustur. Calismamizda ilk kez sistemik
yolla verilen Uridin tedavisinin siyatik sinir transeksiyon ve primer anastomoz
modelinde HDAC1 seviyesini azaltarak, asetillenmis Histon-H3 ve
asetillenmis Histon-H4 protein dlzeylerinde ise artisa yol acgarak sinir

rejenerasyonda anlamli artig sagladigi gorulmustar. Calismamiz siyatik sinir
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hasarinda Uridin tedavisinin epigenetik mekanizmalarini inceleyen ilk
aragtirmadir. Epigenetik mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi, sinir
rejenerasyon surecindeki kompleks patofizyolojik olaylarin daha hizli ¢6zime
ulastirlmasi adina 6nemli bir kanittir. Bu sonuglar ile Uridin tedavisinin
rejeneratif etkinligi epigenetik mekanizmalar ile gosterilmigtir. Tedavinin daha
etkin olabilmesi adina ilacin dozu ve slresinin arastirilabilecegi daha ileri

calismalara intiyag duyulmaktadir.
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EK-1: KISALTMALAR

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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WD
CDP-kolin
NGF
UTP
CTD
CDP

HIE

DNA
HDAC
HAT

HH

SIRT
NAD
BUUTF
DENHAB
HADYEK
PBS

oD
TBST
DDSA
NMA
DPM-30

ANOVA

Wallerian dejenerasyon

Sitidin difosfat-kolin

Noronal Growth Faktor

Uridin trifosfat

Sitidin trifosfat

Sitidin difosfat

Hipoksik iskemik ensefalopati
Deoksiribonukleik asit

Histon deasetilaz

Histon asetilaz

Hungtington hastalgi

Sirtdinler

Nikotinamid adenin dinukleotid
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar Yetigtirme ve Arastirma Birimi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Fosfat tamponlu salin

Optik dansite

Tris tamponu ve tween

Dodesinil suksinik anhidrit
Metilnadik anhidrit

2,4,6-tris dimetilaminometil fenol

Tek yonlu varyans analizi
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SEM Ortalamanin standart hatasi
SH Standart hata

SD Standart deviasyon

EK-2: SEKIL, RESiM, TABLO VE GRAFIK AGIKLAMALARI

Sekil-1: Noronun sematik gosterimi D: Dentrit, N: Noron, R: Ranvier

daguma, A: Akson, M: Miyelin kilif, Sc: Schwann hucresi.
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Sekil-2: Periferik sinir yaralanma tiplerinin sematik gosterimi.

Sekil-3: Noronal hasar sonrasi Wallerian dejenerasyonun sematik gortntisu
N: Nissl substratlari, Mi: Miyelin, Sc: Schwann hucresi, K: Kas, Kr:
Kromatoliz, At: Aksonal transeksiyon, M: Makrofaj, Mid: Miyelin debris, WD:

Wallerian dejenerasyon.

Sekil-4: Schwann hucreleri distal kdpruler (Bungner' in bantlar) olusturarak
rejenerasyon surecine kilavuzluk eder. Aksonal rejenerasyon (ok ydonunde)

distale dogrudur ve rejenerasyon 1 mm/gundur. (2).

Sekil-5: Uridinin (CoH12N2Og) molekiler yapisi. Uridin RNA'nin yapisina
katilan major pirimidin nikleozididir. Molekul agirhgi 244,20 g/mol olup post-
translasyonel modifikasyon ve gen ekspresyonunda ©Onemli goérevleri

mevcuttur.

Sekil-6: Kennedy vyolagi araciliyi ile fosfatidilkolin biyosentezi. Uridin
Kennedy yolagi araciligi ile membran fosfolipid biyosentezinin éncisudir ve
hiz kisitlayici basamagi olan CDP-kolin sentezini deneysel ve in vivo
kosullarda artirdigi bilinmektedir. UTP: Uridin trifosfat, CTP: Sitidin trifosfat,
CDP: Sitidin difosfat. (23).

Sekil-7: Nukleozomun (A) ve N-terminalin (B) sematik gosterimi L: Lizin, As:
Asetil.

Sekil-8: Spesifik lizin (L) kalintilarindaki histon asetil (As) molekulinun
asetilasyon seviyeleri, histon asetilazlar (HAT'ler) ve histon deasetilazlar
(HDAC'ler) tarafindan asetilasyon ve deasetilasyonun eszamanl
gerceklesmesi ile belirlenir. Histonlarin asetilasyonu ve deasetilasyonu, DNA-
Kromatin ~ komplekslerinin  konformasyonel yapisini  ve ardindan
transkripsiyonel gen ekspresyonunu olusturmak icin hayati Gneme sahiptir.
(33).

Sekil-9: Epindral sutur tekniginin sematik gosterimi.

Sekil-10: Deney akis semasi.
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Resim-1: Sol lateral dekubit pozisyonda (A) posterolateral insizyonu takiben

kint diseksiyon ile ilerlenerek sag siyatik sinir (B) aciga ¢ikarildi.

Resim-2: Siyatik sinir ve distal fasikuler dallanma noktasi SS: Siyatik Sinir,
P: Peroneal Fasikul, T: Tibial Fasikul.

Resim-3: Kint diseksiyon ile ilerlenerek unifasikiler siyatik sinir segmenti
ortaya kondu (A). Takiben root hooku ile kaldirilan siyatik sinirde dermatom
bicagi yardimi ile tam kat sinir kesisi olusturuldu (B). Epindral sinir
sutlirasyon yontemi yardimiyla aralarinda 180° bulunan iki adet sUtir ile

distal ve proksimal guduk arasinda primer anostomoz saglandi (C).

Resim-4: Histomorfolojik analizler igin eksize edilen siyatik sinir
segmentlerinin post-fiksasyon islemlerinin tamamlanarak resin bloklara

yerlestirildigi gorulmektedir.

Resim-5: 1-2 ym kalinliginda kesitleme amaci ile cam bigak hazirlanmasi. A
Cam bigcak makinesi B Cam C-D-E-F Cam bicak ve tekne hazirlanigini

gOstermektedir.

Resim-6: ImageJ yazilimi Uzerinde akson sayimindan once olugturulan

sayim gergevesi gorulmektedir.

Resim-7: Yara yeri enfeksiyonu gelisen siganlarin makroskopik gortnttsa.
Resim-8: Uridin ve Kontrol gruplarinin eksize edilen sinir érnekleri; A, B, C,
D ve E Kontrol grubu, F, G, H, I ve i Uridin grubuna ait siyatik sinir
segmentlerini gostermektedir.

Resim 9: %1 boraks-toluidin mavisi ile boyanan ince kesitler. A, Sham grubu;

B, Kontrol grubu; C, Uridin grubu; Bar, 20 mikrometre.
Tablo-1: HDAC siniflandiriimasi ve hicre ici lokalizasyonlar (37).

Tablo-2: Petersen ve arkadaslan tarafindan cilt ve adele fasya durumunu,

sinir yapisikhigi ve ayirilabilirligini tanimlayan derecelendirme sistemi (48).

Tablo-3: Western Blot Analizi ile Hesaplanan Asetillenmis Histon-H3 Protein

Duzeyleri.
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Tablo-4: Western Blot Analizi ile Hesaplanan Asetillenmis Histon-H4 Protein

Duzeyleri.

Tablo-5: Sayim alanindaki akson sayilari.
Tablo-6: Milimetrekaredeki akson sayilari.

Grafik-1:  Sinir  yapisikhk ve ayrilabilirligini  gosteren  Peterson
derecelendirmesinin  kantitatif sonuglari. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol

grubuna gore. Her grupta n=16.

Grafik-2: HDAC1 miktari. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol grubuna gore. Her

grupta n=8 (ortalama deger + standart hata).
Grafik-3: Asetil-Histon H3 Protein Dizeyleri. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol
grubuna gore. Her grupta n=8 (ortalama deger + standart hata).

Grafik-4: Asetil-Histon H4 Protein Duzeyleri. *p<0,05; ***p<0,001 Kontrol

grubuna gore. Her grupta n=8 (ortalama deger + standart hata).

Grafik-5: Olgiim alaninda sayilan akson sayilari,* Kontrol ve Uridin gruplari
arasinda (p < 0.001).

Grafik-6: Milimetre karede akson sayilari, * Kontrol ve Uridin gruplari
arasinda (p < 0.001).
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yillarinda kurucu dyesi oldugum Nadir Hastaliklar Kulibi’nde galismalarimiz
oldu. 2016 mezuniyet yili igerisinde intern komitesinde yer aldim ve pratisyen
hekimler icin ilk olarak yazilan Hekimlige Merhaba, Dahili, Cerrahi, Adli aciller
adli el kitabinin yazimi esnasinda katkida bulundum. Mecburi hizmetimin bir
kismini Adiyaman Sincik Devlet Hastanesinde tamamladiktan sonra TUS
sonucuma gdre Malatya inéni Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim
Dal’'nda ihtisas yapmaya hak kazandim. Burada kisa sure calistim. Girmis
oldugum sinavin yeniden yerlestirme sonuglarina gore Bursa Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Nérosirurji Anabilim dalinda Norosirurji egitimi

almaya hak kazandim.
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