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ÖZET

Periferik  sinirlerin  hasar  sonrası  rejenerasyonu güncel  literatürdeki

gelişmelere  rağmen  problem  olmaya  devam  etmektedir.  Periferik  sinir

hasarının tedavisinde sinir greftleme veya primer onarım tedavileri ile sinir

rejenerasyonu  yetersiz  kalmakta,  tam  fonksiyonel  iyileşme  mümkün

olmamaktadır.  Çalışmamızda  sıçan  siyatik  sinir  transeksiyon  modelinde

rejeneratif etkinliği gösterilen üridinin epigenetik mekanizmalarının muhtemel

aracılığı incelendi.

Sıçanlarda tek taraflı siyatik sinir transeksiyon ve primer anastomoz

modeli uygulaması sonrasında intraperitoneal olarak 1 hafta süreyle günlük

tek doz salin  (kontrol)  ya da üridin  (500mg/kg)  verilmesini  takiben 8.  gün

siyatik  sinirler  blok  olarak  çıkartıldı.  Eksize  edilen  materyallerden  oluşan

homojenatlarda histon deasetilaz 1 (HDAC1) enzim miktarı Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay (ELISA) ile ölçüldü ve ayrıca asetillenmiş Histon-H3

ve  asetillenmiş  Histon-H4  proteinlerinin  miktarları  yarı-kantitatif  olarak

Western  Blot  yöntemi  ile  analiz  edildi.  Paraformaldehit  fiksasyonu yapılan

siyatik  sinir  örneklerinde ise toplam miyelinli  akson sayıları  histomorfolojik

olarak analiz edildi.  

Sham  ile  karşılaştırıldığında  Kontrol  grubunda  HDAC1  seviyesinin

anlamlı  seviyede  yüksek  (p<0,001),  Kontrol  grubu  ile  Üridin  grubu

karşılaştırıldığında,  Üridin  grubunda  HDAC1  seviyesinin  anlamlı  seviyede

düşük  olduğu  görüldü  (p<0,01).  Asetillenmiş  Histon-H3  ve  Histon-H4

düzeyleri  sırayla  Kontrol  grubunda  %18,51  ve  %20,02’ye  düşerken

(p<0,001), Üridin grubunda %62,54 ve %51,68’e yükseldi (p<0,01, p<0,05).

Akson sayısı olarak da gruplarda anlamlı fark olduğu (p<0,001) görüldü.

Sonuç  olarak  sistemik  üridin  tedavisinin  siyatik  sinir  hasarı  primer

anastomoz modelinde HDAC1 enzim miktarında azalma, asetillenmiş Histon-

H3  ve  Histon-H4  proteinlerinde  artış,  miyelinli  akson  sayısında  artış  ile

periferik sinirde rejeneratif etkinliğini artırdığı gösterildi.
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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  uridine  (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
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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.
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GİRİŞ 

Sinir hücreleri  (nöronlar);  sayısız uzantıları,  aksonları ve dendritleri

aracılığıyla  diğer  hücrelerden  sinyal  alan  ve  gönderen  özel  hücrelerdir.

Nöronlar  akson  ve  dentritik  uzantılardan  oluşur.  Dendritler  gelen  sinaptik

uyarıyı  sitoplazmaya  alır,  aksonlar  ise  sinaptik  terminale  uyarıları  iletir.

Periferik sinir yapısı ise endonöryumlarla sarılı miyelinli/miyelinsiz akson lifleri

ve  Schwann  hücrelerinin  toplanarak  perinöryumlar  tarafından  sarılan

fasiküllerden ve nihayetinde epinöryum tarafından sarılan sinir demetlerinden

oluşmaktadır. Schwann hücrelerinin fonksiyonları merkezi sinir sistemindeki

glial  hücrelerin  işlevlerine  benzerdir  ve  periferik  sinirlerde  oldukça  önemli

görevleri  mevcuttur.  Sağlıklı  bir  nöronda  Schwann  hücreleri  miyelin  kılıf

sentezi  ve  çevre  ortam  stabilitesinden  sorumlu  olup  sinir  yaralanması

durumlarında  miyelin  klirensi,  immün  sistem  aktivasyonu,  nörotrofik

faktörlerin  salınımı  ve  aksonal  filiz  ve  büyüme  konisini  yönlendirmekle

görevlidir (1,2) (Şekil-1). 

 

Şekil-1: Nöronun  şematik  gösterimi  D: Dentrit,  N: Nöron,  R: Ranvier
düğümü, A: Akson, M: Miyelin kılıf, Sc: Schwann hücresi.
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Periferik sinir hücrelerinin santral sinir sistemindeki hücrelerin aksine

rejenerasyon yeteneğinin olduğu bilinse de hasar sonrası rejenerasyon hızı

(1  mm/gün)  yeterli  değildir  ve  sinir  hasarı  meydana  geldiğinde  tam

fonksiyonel  iyileşme  mümkün  olmamaktadır  (2,3).  Bunların  sebepleri

arasında skar dokusu oluşması ve Schwann hücre disfonksiyonu, aksonal

filizin yanlış yönlenmesi, denervasyon kaybı sonrası irreversible kas atrofileri

sayılabilir.  Nöronların  1  mm/gün’lük  sinir  iyileşme  hızı  göz  önünde

bulundurulduğunda  hedef  organdan  2,8  cm’den  daha  proksimaldeki  bir

lezyonun kronik denervasyonun zararlı etkileri nedeniyle yetersiz iyileşme ile

karşı karşıya kalacağı bilinmektedir (2).  Periferik sinir hasarının tedavisinde

sinir greftleme veya primer onarım tedavileri ile sinir rejenerasyonu yetersiz

kalmakta,  tam  fonksiyonel  iyileşme  gerçekleşmemektedir.  Periferik  sinir

hasarında  duyusal/motor  fonksiyonun  geri  kazanımı  arttırmak  için  bugüne

kadar  birçok  yaklaşım  ortaya  atılmış  olsa  da  (4-6)  hasar  sonrası  %100

fonksiyonel geri kazanımı sağlayabilen bir tedavi henüz bulunamamıştır (3). 

Periferik  sinir  yaralanmaları  sıklıkla  çalışma  çağındaki  genç

erişkinlerin  etkilendiği  ciddi  morbiditeye ve fonksiyon kaybına yol  açan bir

durumdur. Amerika Birleşik Devletleri’nde birinci seviye travma merkezinde

yapılan  bir  dekatlık  süreyi  kapsayan araştırmada periferik  sinir  yaralanma

prevelansı %2,8 olarak bildirilmiştir  (7). En sık künt ve penetran travmalar

sonrası sinirde kesilme veya ezilme şeklinde hasar  meydana gelir.  Akson

hasarlandığında ilişkili değişiklikler lezyonun her iki tarafında da ortaya çıkar

(2) ve kısmi veya tam duyusal/motor kayıplar gözlenir. Hasarın derecesine

göre periferik sinir yaralanmaları ilk olarak Seddon tarafından 1943 yılında

sınıflandırılmıştır (8). 1951 yılında Sunderland ise bu sınıflamayı 5 dereceye

ayırarak  geliştirmiştir  ve  sinir  yaralanmaları  ana  olarak  3  kategoride

incelenmiştir;  nöropraksi,  aksonotmezis  ve  nörotmezis  (9).  Nöropraksi  ve

aksonotmezis  genellikle  kompresyon,  aşırı  gerilme  ve  sinir  sıkışması

sonrasında görülür. Nörotmezise kıyasla daha az semptomatiktir ve daha iyi

prognoza  sahiptir.  Yaralanmanın  derecesi  ve  gerekirse  yapılan  cerrahiye

göre prognoz değişmekle birlikte nörotmezis en kötü prognoza sahiptir  ve

spontan iyileşme hiç görülmez (9)(Şekil-2).
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Şekil-2: Periferik sinir yaralanma tiplerinin şematik gösterimi.

Periferik sinir transeksiyon hasarında, dejeneratif değişiklikler sinirin

her iki tarafında da ortaya çıkar (4-6). Hussain ve ark.’ları (3) periferik sinir

hasarında sinirin proksimal segmenti  dejeneratif  değişikliğe giderken distal

segmentinin 1850’de Waller tarafından tanımlanan Wallerian dejenerasyona

(WD) uğradığını bildirmişlerdir (Şekil-3). Patofizyolojik anlamda apoptoz (10),

oksidatif stres (11), inflamasyon (12), ekstrasellüler matriksin yıkımı (13) ve

daha pek çok olay periferik sinir hasarını karmaşık hale getirir.  Aksotomiyi

takiben Schwann hücre fenotipi değişikliğe uğrar ve ortama sitokin salınımı

ile  immünreaksiyon  başlatılır.  Schwann  hücreleri  ve  makrofajlar  distal

güdükte  miyelin  kalıntılarını  fagosite  eder.  Nörotrofik  ajanların  salınımı

nöronal  hayatta  kalma  ve  büyümeyi  destekler  (4,14).  Schwann  hücreleri

çoğalır ve Bungner bantlarını (Şekil-4) oluşturmak üzere belirgin bir uzamayla

(üç  kat)  morfolojik  değişikliklere  uğrar,  bu  bantlar  yeniden  şekillenir  ve

yenilenen akson için bazal laminayı hazırlarlar (15). Sinir rejenerasyon süreci

Schwann hücrelerinin rehberliğinde aksonal filiz ve büyüme konisi oluşarak

devam eder.

3

EpinöryumEndonöryum

Perinöryum

Akson Miyelin kılıf

NÖROTMEZİSAKSONOTMEZİS

NÖROPRAKSİNORMAL



Şekil-3: Nöronal hasar sonrası Wallerian dejenerasyonun şematik görüntüsü
N: Nissl  substratları,  Mi:  Miyelin,  Sc:  Schwann  hücresi,  K: Kas,  Kr:
Kromatoliz, At: Aksonal transeksiyon, M: Makrofaj, Mid: Miyelin debris, WD:
Wallerian dejenerasyon.

Şekil-4: Schwann hücreleri distal köprüler (Bungner’ in bantları) oluşturarak
rejenerasyon sürecine kılavuzluk eder. Aksonal rejenerasyon (ok yönünde)
distale doğrudur ve rejenerasyon 1 mm/gündür (2).
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Üridin insanlarda ve diğer memelilerde başlıca dolaşımda (16,17) ve

anne sütünde (18) bulunan major pirimidin nükleozidi olup dokularda da hem

kendisi hem de fosfat bağlı nükleotidleri yaygın olarak bulunur (Şekil-5). 

                 

Şekil-5:  Üridinin  (C9H12N2O6)  moleküler  yapısı.  Üridin  RNA’nın  yapısına
katılan major pirimidin nükleozididir. Molekül ağırlığı 244,20 g/mol olup post-
translasyonel  modifikasyon  ve  gen  ekspresyonunda  önemli  görevleri
mevcuttur.

Üridin;  Kennedy  yolağı  (19)  aracılığıyla  membranlardaki

fosfolipidlerin üretiminin prekürsörü olup bu yolakta hız kısıtlayıcı basamak

olarak sentezlenen sitidin difosfat-kolin (CDP-kolin) biyosentezini laboratuvar

ortamında (20) ve in vivo (17) koşullarda artırdığı bilinmektedir (Şekil-6). 

Geçmiş yayınlarda sistemik  yolla  üridin  uygulanmasının  nöronların

sinaptik  bağlantılarını  arttırdığı  bildirilmiştir  (21).  Bu özelliğiyle  siyatik  sinir

transeksiyon  ve  primer  anastomoz  modellerinde  denenen  NGF  (Nöronal

Growth  Faktör)’lerin  bu  modelde  bildirilen  etkinliğini  taklit  edebileceği

düşünülmektedir (22).
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Şekil-6: Kennedy  yolağı  aracılığı  ile  fosfatidilkolin  biyosentezi.  Üridin
Kennedy yolağı aracılığı ile membran fosfolipid biyosentezinin öncüsüdür ve
hız  kısıtlayıcı  basamağı  olan  CDP-kolin  sentezini  deneysel  ve  in  vivo
koşullarda artırdığı bilinmektedir. UTP: Üridin trifosfat, CTP: Sitidin trifosfat,
CDP: Sitidin difosfat. (23).

Üridinin  periferik  sinirlerde  oluşturulan  hasara  karşın  etkinliği  tek

başına nöronlarda proliferasyonu artırıcı etkisi ile değil, ek olarak apoptozu

önleyici  etkisi  ile  de  ilgilidir.  Yapılan  araştırmalarda  üridin  molekülünün

dışarıdan uygulanması suretiyle deneysel hipoksik-iskemik ensefalopati (HİE)

(24-26)  ve  hiperoksik  (27)  beyin  yaralanması  modellerinde  apoptoza

sekonder  nöronların  kaybını  önleyerek  nöroproteksiyon  sağladığı  ve  uzun

dönemde  sıçanlardaki  kognitif  disfonksiyonu  anlamlı  şekilde  azalttığı

gösterilmiştir  (26,27).  Buna ek olarak üridin tedavisi  HİE modelinde histon

deasetilaz  (HDAC)  etkinliğini  azaltarak  ve  asetillenmiş  Histon-H3  ile

asetillenmiş  Histon-H4  seviyelerini  artırarak  (25)  nöron  iyileşmesini

sağlamaktadır. Siyatik sinir yaralanmasında da apopitotik değişiklikler (10) ve

nöroinflamasyon (12) gibi değişiklikler nöronal tahribata katkıda bulunmakta
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ve nöronun fonksiyonel  iyileşmesini  engellemektedir.  HDAC inhibitörlerinin

periferik sinir hasarı sonucu gelişen nöropatik ağrıyı azalttığı da literatürde

gösterilmiştir (28,29). Yakın zamanda yapılan bir araştırma ise, periferik sinir

hasarının tedavisinde ve fonksiyonel geri kazanımın artırılmasında epigenetik

mekanizmaların önemini net olarak ortaya koymaktadır. Bu çalışmaya göre

histon  deasetilaz  3  (HDAC3)  enzimine  bağlı  bir  yolak  periferik  miyelin

gelişimine  ve  fonksiyonel  rejenerasyona  engel  olmakta  ve  bu  yolağın

inhibisyonu periferik miyelinizasyonu artırmaktadır (30).

Nörodejenerasyon  dâhil  olmak  üzere  çeşitli  nörolojik  hastalıkların

patofizyolojisinde  anormal  histon  asetilasyonu  veya  histon  asetilasyon

mekanizmasının disfonksiyonu rol oynamaktadır (31,32). Post-translasyonel

modifikasyonlar proteinlerin asetilasyonunu gerektirir ve hücresel aktivitelerin

devamı için önemlidir. İn situ ortamda protein asetilasyonu işlevsel olarak zıt

olan protein asetilazlar ve deasetilazlar tarafından yapılmaktadır (33). Hücre

içindeki  deoksiribonükleik  asit  (DNA)  kromatin  formunda  muhafaza  edilir.

Metabolizma, yaşlanma gibi  birçok önemli hücresel işlevi düzenleyen DNA

kromatin  yapısı  remodeling  ve  transkripsiyonel  regülasyona  uğrar.  Bu

regülasyonda  post-translasyonel  modifikasyonlardan  olan  protein

asetilasyonu önemlidir (33). 

Nükleozomlar  kromatinin  temel  birimidir.  Yaklaşık  147  baz  çiftten

oluşan,  oktamer  yapıya  sahip  histon  proteinlerine  sarılı  haldeki  DNA

formudur. Histonun oktomerik yapısı ikişer adet H2A, H2B, H3 ve H4 histon

proteinlerinden  oluşur  (34).  Histonlar,  N-terminal  ve  lizin  kalıntıları

bulundurur. Histonlarda bulunan bu N-terminallerindeki lizin uzantılarının ε-

amino grubuna bir asetil molekülünün eklenmesi sonucu asetilasyon sağlanır

(Şekil-7). Asetilasyon ise histon modifikasyonu için en temel olaydır (33).
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Şekil-7: Nükleozomun (A) ve N-terminalin (B) şematik gösterimi L: Lizin, As:

Asetil.

Proteinlerin karmaşık yapısının biyolojisinin düzenlenmesinde başlıca

olay  spesifik  lizin  kalıntıları  ile  kovalent  bağlı  asetil  gruplarının

modifikasyonudur. Her modifikasyon histon konfigürasyonunu ve bu da DNA

erişilebilirliğini değiştirir. Bu asetilasyon mekanizmaları dinamik bir olaydır ve

histon  asetilaz-histon  deasetilaz  (HAT-HDAC)  enzim  grupları  tarafından

düzenlenir. Güncel literatürdeki birçok çalışmada histon asetilasyonu yoluyla

modifikasyonunu  ve  transkripsiyonu  sağlaması  sebebiyle  bu  proteinlerin

hücre  fonksiyonlarındaki  ve  çeşitli  hastalıkların  patofizyolojisindeki  rollerini

araştırılmıştır.  Histonların  asetilasyonu  protein  substratlarına  asetil  grubu

ekleyen  HAT’lar  ve  asetil  grubunu  uzaklaştıran  HDAC’ların  aktivitesi  ile

gerçekleşir.  Histonların  lizin  kalıntılarının  asetillenmesini  gerçekleştiren

HAT’lar;  DNA  ve  histonlar  arasındaki  sağlam  olan  nükleozom  yapısının

gevşemesini sağlayarak transkripsiyon faktörlerinin hedef gene ulaşması ve

sonrasında  gen  ekspresyonunun  gerçekleşmesini  sağlar.  Histonların  lizin

kalıntılarının deasetilasyonu ise HDAC’lar tarafından gerçekleştirilir ve DNA

histonlara  sıkı  bir  şekilde  tutunarak  bunun  sonucunda  transkripsiyon

gerçekleşemez (Şekil-8) (33). 
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Şekil-8: Spesifik  lizin  (L)  kalıntılarındaki  histon  asetil  (As)  molekülünün
asetilasyon  seviyeleri,  histon  asetilazlar  (HAT'ler)  ve  histon  deasetilazlar
(HDAC'ler)  tarafından  asetilasyon  ve  deasetilasyonun  eşzamanlı
gerçekleşmesi ile belirlenir. Histonların asetilasyonu ve deasetilasyonu, DNA-
Kromatin  komplekslerinin  konformasyonel  yapısını  ve  ardından
transkripsiyonel gen ekspresyonunu oluşturmak için hayati  öneme sahiptir.
(33).

HDAC  ailesinin  gen  haritalaması  yapılarak  11  izoformu  kapsamlı

olarak  tanımlanmıştır  (35,36).  İzoformları;  sınıf  I,  II  (a,b),  III  ve  IV  olacak

şekilde beş temel sub-gruba ayrılmıştır (Tablo-1). 

Tablo-1: HDAC sınıflandırılması ve hücre içi lokalizasyonları (37).

HDAC İzoformu  Sınıf Hücre içi lokalizasyon

HDAC 1 1 Genellikle nükleus

HDAC 2 1 Nükleus

HDAC 3 1 Genellikle nükleus/sitoplazma

HDAC 8 1 Genellikle sitoplazma

HDAC 4 2-a Sitoplazma/nükleus

HDAC 5 2-a Sitoplazma/nükleus

HDAC 7 2-a Sitoplazma/mitokondri/nükleus

HDAC 9 2-a Sitoplazma/nükleus

HDAC 6 2-b Sitoplazma

HDAC 10 2-b Sitoplazma/nükleus

SIRT 1-7 3 Sitoplazma/mitokondri/nükleus

HDAC 11 4 Genellikle nükleus

HDAC: Histon deasetilaz.
SIRT: Sirtüinler.
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Sınıf  I  HDAC’lar  4  alt  grupta  incelenmektedir:  HDAC1,  HDAC2,

HDAC3  ve  HDAC8.   HDAC1  ve  2  daha  çok  nükleustadır,  HDAC3  ise

sitoplazma  ve  nükleus  arasında  seyreder.  HDAC1’in  aktivitesi  henüz

aydınlatılamamıştır  fakat  nöronal  progresyon  ve  diferansiyasyonlarında rol

oynadığı  düşünülmektedir  (38).  HDAC2’nin  de  nöron  diferansiyasyonunda

etkili olabileceğini düşündüren araştırmalar mevcuttur (39). HDAC3 nöronal

sağkalım  ve  patofizyolojik  mekanizmalarda  rol  oynar  ve  serebellar  granül

hücrelerinde yüksek oranda eksprese edilir.  Deneysel Huntington hastalığı

(HH)  modelinde  poliglutaminin  toksisitesini  artırdığı  bildirilmiştir  (40).

HDAC8’in araştırıldığı gen ekspresyonu analizi yapılan bir araştırmada, beyin

tümöral dokusunda tespit edilmiştir ve normal merkezi-periferik sinir sistemi

dokularında görülmediği bildirilmiştir (36). 

Sınıf II HDAC'lar ikiye ayrılır: Sınıf II-a HDAC'lar (4,5,7 ve 9) ve sınıf

II-b HDAC'lar (6 ve 10).  Sınıf II-a HDAC'lar sitoplazma ve nükleus arasında

seyreder.  HDAC4’ün  serebellum  granüler  hücrelerinde  in  vitro  ortamda

apoptozisi indüklediği bildirilmiştir (41). HDAC5’in HH’da korteks nöronlarında

görüldüğü ve serebellum granüler nöronlarında apoptotik olduğu bildirilmiştir

(42). Periferik sinir rejenerasyonunda ise HDAC5'in kalsiyuma duyarlı nükleer

eksportunun, periferik aksotomiden sonra gerçekleştiği ve in vitro rejeneratif

gen ekspresyonunu başlatmak için dorsal root ganglion nöronlarında histon

asetilasyonunu arttırdığı gösterilmiştir (43). HDAC9’un ise dendritik sinaptik

bağlantıları azalttığı ve HDAC9 delesyonu ile dendrit büyümesini desteklediği

gösterilmiştir (44).  Deneysel çalışmalar normal gelişim sürecinde HDAC6’nın

etkisinin olmadığını ancak sinir hasarı ya da patolojik durumlarda önemli rol

oynadığını göstermiştir (45). Deneysel çalışmalar ile HDAC10’un, HDAC3 ve

HDAC4’e benzer miktarda asetillenmiş Histon-H4 peptitinin deasetilasyonunu

sağladığı gösterilmiştir (46). 

Sınıf  III  HDAC’lar  Sirtüinler  (SIRT  1-7)  olarak  tanımlanmıştır.

Sirtüinlerin fonksiyon ve yapısı diğer HDAC’lardan farklıdır (33). Diğer HDAC

grupları çinko bağımlıyken, SIRT’ların kofaktörü NAD  (⁺ Nikotinamid adenin
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dinükleotid)’e bağımlıdır. SIRT’ların sinir sistemi gelişim ve rejenerasyonunda

etkili olduğu bildirilmiştir (47). 

Sınıf  IV  HDAC  (HDAC11)  diğer  sınıflardan  yapıca  farklıdır  ve

çoğunlukla  nükleustadır  (33).   HDAC11,-3,-5  beyin  dokusunda  fazlaca

sentezlenirken  HDAC10,-9,-7  daha  düşük  oranlarda  sentezlenir.  Çoğu

HDAC11; CA1, CA3 ve dentat girusta daha az oranda granüler tabaka ve

purkinje hücre tabakasında eksprese edilir (35).

Son  yıllarda  yapılan  araştırmalar  neticesinde  epigenetik

mekanizmaların  daha  iyi  anlaşılması  periferik  sinir  rejenerasyonunun

tedavisinde yeni pencereler açmıştır. 

Çalışmamızda  üridinin  sıçan  siyatik  sinir  transeksiyon  ve  primer

anastomoz modelinde daha önce gözlemlenmiş olan rejeneratif etkinliğinde

periferik  sinir  rejenerasyonu  açısından  önemli  olan  epigenetik

mekanizmaların  (HDAC1  enzim  seviyeleri  ile  asetillenmiş  Histon-H3  ve

asetillenmiş Histon-H4 düzeyleri) aracılığı araştırılmıştır. 
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GEREÇ VE YÖNTEM

Bu  çalışmada Bursa  Uludağ  Üniversitesi  Tıp  Fakültesi  (BUÜTF)

Deney Hayvanları Yetiştirme ve Araştırma Merkezi’nde (DENHAB) üretilen

Sprague Dawley ırkı, 3-6 aylık, erkek cinsiyette, 300-400 gr ağırlığında, 50

adet sıçandan faydalanıldı. Bağımsız bir görevli tarafından randomize edilen

sıçanlar  3  grupta;   grup 1’de  18,  diğer  gruplarda 16  adet  olacak  şekilde

sınıflandırıldı ve tedavileri aşağıda belirtildiği şekilde yapıldı.

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

yapılmayan ve 1 ml/kg salin tedavisi uygulanan grup.

Grup 1-a: 8 sıçan enzim ve protein analizlerinde kullanıldı.

Grup 1-b: 10 sıçan histomorfolojik incelemelerde kullanıldı.

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

intraperitoneal 1 ml/kg salin tedavisi uygulanan grup.

Grup 2-a: 8 sıçan enzim ve protein analizlerinde kullanıldı.

Grup 2-b: 8 sıçan histomorfolojik incelemelerde kullanıldı.

Grup  3  (n=16)  Üridin  Grubu:  Sinir  kesisi  uygulanan  ve

intraperitoneal  500  mg/kg  üridin  (Uridine  U37550-10G,  Merck  KGaA,

Darmstadt, Almanya) tedavisi uygulanan grup.

Grup 3-a: 8 sıçan enzim ve protein analizlerinde kullanıldı.

Grup 3-b: 8 sıçan histomorfolojik incelemelerde kullanıldı.

Çalışma  için  BUÜTF  Hayvan  Deneyleri  Yerel  Etik  Kurulu

(HADYEK)’nun 2021-08/02 numaralı ve 15.06.2021 tarihli onayı alındı, TTU-

2021-708  proje  koduyla  Bilimsel  Araştırma  Projeleri  Koordinasyon  Birimi

desteği  alındı.  BUÜTF DENHAB’dan sıçanlar  temin edildi  ve Aralık  2021-

Ocak 2023 tarihlerinde deney tamamlandı. 
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Çalışmanın analiz aşaması Tıbbi Farmakoloji  ve Anatomi Anabilim

Dalı  laboratuvarlarında  yapıldı.  Anatomik  diseksiyonun  tüm  aşamaları

operasyon mikroskobu (Zeiss Opmi,  Carl  Zeiss Meditec Inc.  Almanya)  ile

yapıldı ve profesyonel fotoğraf makinesi (Canon EOS 600D tm,Japonya) ile

arşivlendi. 

I. Genel Hazırlık ve Deney Prosedürü

Sıçanlar  %2-3  sevofluran  (Sevorane®likid,  Aesica  Queenborough

Ltd. Queenborough Kent MG11 5EL, İngiltere) içeren bir indüksiyon kabına

yerleştirilerek genel anestezi için hazırlandı. Ardından anestezi uygulanmış

sıçanlar  bir  diseksiyon  masasının  üstüne  sol  yan  yatar  pozisyonda

yerleştirildi ve idame için %1-2’lik doza geçildi (Resim-1). Anestezi derinliğini

test etmek amacı ile sıçanların arka ayaklarına pedal çekme testi yapıldı ve

gözün medial kantusuna dokunarak gözlerde palpebral reflekslerin yokluğu

kontrol edildi. Operasyon sahasını açığa çıkarmak için arka bacaktaki tüyler

tıraş  edildi  ve  tıraşlı  bölgeler  %70  etanol  ve  %10’luk  povidone  iyodine

(İsosol®, Merkez İlaç A.Ş., İstanbul) ile muamele edilerek antisepsi sağlandı

ve girişim yapılacak saha açıkta bırakılarak steril  örtüm gerçekleştirildi. Bir

neşter veya makasla, arka bacak boyunca femur başı palpe edildikten sonra

(Femur,  siyatik  sinirin  hemen  proksimalindedir)  dizden  torakanterin  üst

kısmına kadar 2-3 cm'lik posterolateral  cilt  insizyonu yapıldı. Cilt  insizyonu

yaptıktan sonra biceps femoris ile gluteus kası arasındaki düzlem bulunarak

mikrodiseksiyon  makası  yardımıyla  diseksiyona  devam  edildi  ve  alttaki

fasyayla ayrıldı, künt diseksiyonla ilerlenerek her iki kas bloğu arasına ekartör

yerleştirildi  ve siyatik sinirin 1-2 cm'si  ortaya çıkarıldı.  İnce forseps ve iris

makasıyla,  siyatik  siniri  sıkıştırmamaya veya kesmemeye özen göstererek

siniri  çevreleyen  bağ  dokusundan  dikkatlice  diseke  edilerek  foramenden

çıkan siyatik sinirin tibial  ve peroneal dallarının bifurkasyonuna kadar olan

unifasiküler sinir segmenti görünür hale getirildi (Resim-2). 
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Resim-1: Sol lateral dekübit pozisyonda (A) posterolateral insizyonu takiben
künt diseksiyon ile ilerlenerek sağ siyatik sinir (B) açığa çıkarıldı.

Resim-2: Siyatik sinir ve distal fasiküler dallanma noktası  SS: Siyatik Sinir,
P: Peroneal Fasikül, T: Tibial Fasikül.

Bu  işlemi  takiben,  foramenin  10  mm  uzağında  root  hooku  ile

kaldırılan sinirde dermatom bıçağı  kullanılarak lineer  tam kat  kesi  yapıldı.

Mikroşirurjikal teknikle sinir epinöriyumlarından yapılmak suretiyle sütürasyon

tekniği kullanılarak 8-0 prolen sütür (Prolene, Ethicon® Ltd, Somerville NJ,
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ABD) ile iki  ayrı  noktadan aralarında 180º bulunacak şekilde birleştirilerek

primer anastomoz gerçekleştirildi (Şekil-9, Resim-3). 

Şekil-9: Epinöral sütür tekniğinin şematik gösterimi. 

Resim-3: Künt  diseksiyon ile  ilerlenerek unifasiküler  siyatik  sinir  segmenti
ortaya kondu (A). Takiben root hooku ile kaldırılan siyatik sinirde dermatom
bıçağı  yardımı  ile  tam  kat  sinir  kesisi  oluşturuldu  (B).  Epinöral  sinir
sütürasyon  yöntemi  yardımıyla  aralarında  180°  bulunan  iki  adet  sütür  ile
distal ve proksimal güdük arasında primer anostomoz sağlandı (C).

Künt  diseksiyon  sonrası  açılan  fasya  ve  kas  dokuları  traksiyon

serbestleştikten  sonra  spontan  olarak  siyatik  sinirin  üstünü  kapattığından

sütürasyon işlemi uygulanmadı. Cilt 5-0 prolen sütür ile kapatıldı ve ardından

sıçanlara  analjezik  olarak  tek  doz  buprenorfin  (0,05  mg/kg;  subkutan)  ve
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profilaktik  olarak  tek  doz  50  mg/kg  intraperitoneal  sefazolin  (İespor®,  İE

Menarini İlaç Sanayi A.Ş., İstanbul, Türkiye) uygulandı. 

Mikrocerrahi  ve  tedaviler  sonrasında  tüm  deneklerin  uyanması

beklenerek kafeslere alındı. Cerrahi işlem sonrasında tüm sıçanlar 12 saatlik

döngüye  sahip  aydınlık/karanlık  odalarda,  yiyecek  ve  su  alımları  serbest

bırakılarak tekli kafeslerde takip edildi.

 Tedaviler  cerrahinin  yapıldığı  gün  itibariyle  başlatıldı,  enjeksiyon

tedavileri  öncesinde  tüm  sıçanlar  tartıldı  ve  ağırlık  kaybı  olmadığı  teyit

edilerek tedavileri 7 gün süreyle verildi. Cerrahiden sonraki 8. günde sıçanlar;

enzim ve protein çalışmaları (her gruptan n=8) ve histomorfolojik çalışmalar

(1. gruptan n=10, diğer 2 gruptan n=8) için anestezi altında sakrifiye edilerek

çalışmanın deneysel kısmı tamamlandı (Şekil-10). 

Şekil-10: Deney akış şeması.

II. Makroskopik Değerlendirmeler

Deney  kapsamındaki  bütün  sıçanlar  makroskobik  değerlendirme

kapsamına  alındı.  Kesi  yapılan  insizyon  hattı  ve  8.  gün  deneyin

sonlandırılmasını izleyen cerrahi esnasında operasyon loju kontrol edildi. Cilt,

adele ve fasyanın durumu, siyatik sinirin etraf dokuyla olan ilişkisi, enfektif

bulgular varsa not edildi. Değerlendirmede Petersen ve ark. (48) tarafından

tarif edilen derecelendirme sisteminden faydalanıldı (Tablo-2).
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Tablo-2: Petersen  ve arkadaşları  tarafından  cilt  ve  adele  fasya  durumunu,  sinir
yapışıklığı ve ayırılabilirliğini tanımlayan derecelendirme sistemi (48).

Derece Tanım

Cilt ve adele durumu 1 Tamamen iyileşmiş

2 Kısmen iyileşmiş

3 Tamamen açık

Sinir diseksiyonu 1 Diseksiyon yok ya da hafif künt diseksiyon

2 Biraz kuvvetli künt diseksiyon

3 Keskin diseksiyon

III. Dokuların Elde Edilmesi

Cerrahiden sonra 8. günde rutin prosedürleri takiben sıçanların eski

insizyonları  açıldı  ve  cerrahi  alan  diseke  edilerek  siyatik  sinirleri  ortaya

kondu.  Enzim  ve  protein  analizleri  için  siyatik  sinirler  kesinin  2  mm

proksimal  ve  distalinden  kesilmek  suretiyle  en  block  olarak  çıkarıldı.

Histomorfolojik analizler için ise açığa çıkarılan sinir için operasyon lojuna

yeterli Trump fiksatifi [100 ml başına 1,16 gr NaH2PO4·H2O ile 1xPBS (fosfat

tamponlu  salin)  içinde  %4  formaldehit,  %1  glutaraldehit]  eklendi  ve  10

dakika bekletildi. 10 dakika sonra fiksatif cerrahi sahadan temizlendi ve bu

adım iki  kez daha tekrarlandı.  Mikroskop altında ince diseksiyon makası

kullanarak siyatik siniri germemeye ve sıkıştırmamaya özen gösterilerek her

iki  taraftan  transeksiyon  ve  tam  kat  sütür  yapılan  sağ  siyatik  sinir

anostomoz hattını içerecek şekilde distali işaretli olarak eksize edildi, eksize

edilen parçalar 4°C'de Trump'ın fiksatifini içeren 15 ml'lik tüplere koyularak

histomorfolojik  analizler  için  hazırlanmak  üzere  laboratuvara  bırakıldı.

Enzim ve protein analizleri için çıkarılan örnekler ise eppendorf tüplerde -

80°C’de muhafaza edildi. Tüm doku örneklerinin alınmasını takiben siyatik

sinir  dokusu 2 ml fosfatlı  salin içerisinde homojenize edildikten sonra bu

homojenatlar 5 dakika +4°C’de 10,000 rpm’de santrifüj işlemiyle ELISA ve

Western  Blot  analizlerine  tabi  tutulmak  üzere  hazır  hale  getirildi.  Doku
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örnekleri alınan sıçanlar yüksek doz sevofluran anestezisi altında sakrifiye

edildi.

IV. Enzim ve Protein Analizleri

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

Epigenetik  mekanizmaların  araştırılması  amacıyla,  Histon

deasetilaz 1 (HDAC1) enzim miktarı ELISA yöntemiyle tayin edildi. Enzim

analizleri  için  sıçan  uyumlu  HDAC  (Bioassay  Technology  Laboratory,

Shanghai, Çin) ELISA kiti kullanıldı. Kit prosedürüne uygun şekilde çalışıldı

ve spektrofotometrik (BioTek Quant, BioTek Instruments Inc., ABD) olarak

incelendi. Prosedür aşağıda belirtilmiştir;

1.  Tüm  solüsyonlar,  standart  çözeltiler  ve  numuneler  talimatlara

uygun  olarak  hazırlandı.  Analizden  önce  tüm  maddeler  oda  sıcaklığına

getirildi.

2. Test için gereken strip sayısı belirlendi. Kullanılmayan stripler 2-

8°C'de saklandı.

3.  Standart  dilüsyonları  hazırlandı.  Standart  kuyucuklarına  her

dilüsyondan  eklendi.  Not:  Standart  solüsyon  biyotinlenmiş  antikor

içerdiğinden standart kuyucuklarına antikor eklenmedi.

4. Örnek kuyucuklarına örnek ve ardından biyotinli antikor eklendi.

Bir  kuyucuk boş bırakıldı  ve diğer  kuyucuklara streptavidin-HRP eklendi.

Plate 37°C'de 60 dakika inkübasyona bırakıldı.

5.  Yıkama  solüsyonu  ile  5  kere  plate  yıkandı.  Son  yıkamada

kuyucukların içindeki sıvı vakumlandı.

6.  Substrat  solüsyonu  A  ve  B  her  kuyucuğa  eklendi.  37°C’de

karanlıkta 10 dakika boyunca inkübasyona bırakıldı.

7.  Her  kuyucuğa durdurma solüsyonu eklendi,  mavi  renk hemen

sarıya döndü.

8. Durdurma solüsyonu ilave edilmesini takiben 10 dakikalık sürede

450 nm'ye kalibre edilmiş bir spektrofotmetre cihazıyla her kuyucuğun optik

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

Asetillenmiş Histon-H3 ve asetillenmiş Histon-H4 protein analizleri

ise Western Blot yöntemi kullanılarak tamamlandı. Total proteinlerin miktarı

Bikinkoninik  asit  yöntemine  göre  incelenmesini  takiben  bire  bir  Laemmli

tamponu  ile  hazırlanarak  100  derecede  beş  dakika  süreyle  kaynatıldı.

Yükleme  volümleri  tüm  örneklerde  eşit  ölçüde  protein  içerecek  biçimde

hesaplandı ve SDS-PAGE (SDS-PAGE; Mini Protean II, Bio-Rad, Hercules,

CA, ABD) yöntemiyle örnekler ilerletildi. İlerletme aşamasını geçtikten sonra

jel  üstündeki  protein  dokuları  PVDF  (Millipore,  Billerica,  MA,  ABD)

membranlara aktarıldı. Membranlar tris tamponu ve tween 20 (TBST) içinde

dağıtılmış %5 yağdan arınmış süt tozu çözeltisi (Carnation, Glendale, CA,

ABD)  ile  yarım  saat  bloklandı.  Membranların  bloke  edilmesini  takiben

membranlar TBST ile temizlendi.  İncelenecek proteinlerin miktarları  denk

olmadığından dolayı membranlar uygun olarak kısaltılarak primer antikorlar

ile tüm gece inkübasyon işlemine 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  (ß-Actin;  1:1000;  Cell  Signaling

Technology, Danvers, MA, ABD) kullanıldı. Ertesi gün membranlar TBST ile

yıkanarak  uygun  ikincil  antikorlar  (1:5000,  Cell  Signaling  Technology,

Danvers, MA, ABD) ile 60 dakika inkübasyon yapıldı.  Membranlar tekrar

TBST ile  temizlendi  ve kemilüminesans çözeltisi  (Millipore,  Billerica,  MA,

ABD)  ile  inkübasyon  sonrası  Licor  CDigit  tarayıcısı  (CDigit,  LI-COR

Biotechnology,  Lincoln,  NE,  ABD)  ile  örneklerin  bant  görüntüleri  dijital

ortama aktarılarak analiz edildi.
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V. Histomorfolojik Çalışmalar

V.A. Osmiyum Tetroksit ile Resin Bloklama

4°C'de  Trump'ın  fiksatifini  içeren  15  ml'lik  tüplerde  laboratuvara

getirilen doku örnekleri her 48 saatte bir fiksatifler yenilenerek 1 hafta süre ile

fiksasyon  işlemine  tabi  tutuldu.  Bu  doku  daha  sonra  post-fiksasyon

işlemlerine tabi tutularak (2 saat boyunca 0,1 mol/L fosfat bufferlı %1 osmium

tetroksit  (OsO4)  içerisinde)  histomorfolojik  analizler  için  hazırlanmak üzere

bekletildi. 

Fiksasyondan sonra,  sinirden kalan yağ ve bağ dokuları  dikkatlice

çıkarıldı ve siniri yaklaşık 5 mm uzunluğunda bölümlere ayırmak için keskin

bir  neşter  kullanılarak  plastik  tüplerde  numaralandırıldı.  Trump'ın  fiksatif

solüsyonunda  seyreltilmiş  taze  %1  OsO4 hazırlandı  ve  cam  tüp  içinde

saklandı. Kısa  süre  için  plastik  tüplerde  saklanan  sinir  parçaları  2  saat

boyunca %1 OsO4 ile muamele edildi. Epoksi yerleştirme kiti (Sigma, Epoxy

Embedding Medium Kit,  45359-1EA-F,  Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

kullanarak  solüsyon  formülü  hazırlandı:  8  ml  DDSA  (dodesenil  süksinik

anhidrit)  çözeltisi  ve  5  ml  epoksi  solüsyonu  (karışım  A)  ile,  7  ml  NMA

(metilnadik  anhidrit)  çözeltisi  ve  8  ml  epoksi  solüsyonu  (karışım  B)  ile

karıştırıldı. A  ve  B karışımları  karıştırıcı  (MK318,  Nuve,  Türkiye)  ile  yarım

saatten az olmamak üzere karıştırıldı. Kullanmadan hemen önce, A (13 ml)

ve  B  (15  ml)  karışımı  tekrar  karıştırıldı  ve  aktivatör  DPM-30  (2,4,6-

tris(dimetilaminometil)fenol)  karışımın  toplam  hacminin  %2’si  oranında

eklendi. Bloğun  renginin  koyulaşmasını  ve  kırılgan  olmasını  önlemek  için

DPM-30  solüsyonu  hassas  bir  şekilde  ölçülerek  post-fiksasyon  işlemine

devam edildi. 1,5 ml tüpler ile PBS kullanılarak örnekler temizlendi ve farklı

etanol/distile  su  pasajlarına  yerleştirilerek  dehidrasyon  sürecini  başlatıldı

(%30,%50,%70,%90,%95’lik  konsantrasyonların  her  biri  için  kısa  bir  süre

beklendi ve takiben 2 kez %100 etanolda bekletildi). Resin infiltrasyonu için

dokular  yarım saat  süreyle bir  kısmı  solüsyona ve bir  kısmı  %100 etanol

karışımına,  ardından  yarım  saat  süreyle  her  iki  kısmı  da  %100  etanol

karışımına  yerleştirildi.  Son  olarak  sinir  parçaları  30  dakika  boyunca
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solüsyona konuldu ve doku örnekleri silikon kauçuk kalıplara yerleştirildi ve

kodlandı  (Ted  Pella  INC.  PELCO® Flat  Embedding  Mold,  24  Numbered

Cavities,  Kanada). Spur’s resin  (Agar  Scientific,  Agar Low Viscosity  Resin

Kit, Essex, İngiltere) sinirlerin üzerine tüm sinir segmentlerini kapladığından

ve  hava  kabarcığı  oluşturmadığından  emin  olunarak  dikkatlice  eklendi

(Resim-4). Resin  ile  sinir  segmentleri  içeren  kalıp  68-70°C'de  polimerize

etmek için bir gece bırakıldı.

Resim-4:  Histomorfolojik  analizler  için  eksize  edilen  siyatik  sinir
segmentlerinin  post-fiksasyon  işlemlerinin  tamamlanarak  resin  bloklara
yerleştirildiği görülmektedir. 

V.B. Ultramikrotom ile Kesitleme

Bir  cam  bıçak  makinesi  (LKB  7800  Knifemaker,  A-1150,  Viyana,

Avusturya) kullanarak camlardan (UltraMicrotome Grade Glass, 07667-CE,

2SPİ Supplies, West Chester, ABD) bıçaklar hazırlandı ve distile su üzerinde

yüzen doku örneklerini biriktirmek için teknelerle cam bıçaklar yapıldı (Resim-

5).  Resin  gömülü  sinir  blokları  yamuk  tarafı  yukarı  bakacak  şekilde

ultramikrotom  cihazına  (LKB  Ultrotome  Main  Unit  Type  4801  A,  Viyana,

Avusturya) yerleştirildi. Ultramikrotom ve düz bir cam bıçak kullanarak sinir

dokusunun tek tip bir kesit yüzeyini ortaya çıkarmak için yeterli  birden çok
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kesi  yapıldı. İşlemi  takiben  teknesi  23  derece  sıcaklıkta  distile  suyla

doldurulmuş  bir  cam  bıçağa  geçildi,  ince  kesitleri  oluşturmak  için

ultramikrotom 1-2 μm'ye ayarlandı ve transvers yarı ince kesitler elde edildi.

Metal halka kullanarak cam bıçak teknesinde yüzen ince sinir dokuları alındı

ve  lam  üzerindeki  bir  damla  deiyonize  suya  aktarıldı. Bölümleri  aşırı

ısıtmamaya dikkat ederek, kısa bir süre ısı yayan cihaz üzerinden birkaç kez

geçirerek bölümleri içeren slaytlar kurutuldu. Her lamda 3 kesit örneği olacak

şekilde dokular yerleştirildi.

Resim-5: 1-2 μm kalınlığında kesitleme amacı ile cam bıçak hazırlanması. A
Cam  bıçak  makinesi  B Cam  C-D-E-F Cam  bıçak  ve  tekne  hazırlanışını
göstermektedir.

V.C. Toluidin Mavisi ile Boyama

2 g sodyum boratı 100 ml deiyonize suda çözerek %1 toluidin mavisi

çözeltisi  hazırlandı.  Ardından  1  g  toluidin  mavisi  (Toluidin  Blue,  SERVA,

Heidelberg, Almanya) eklendi ve eriyene kadar karıştırıldı. Çözelti filtre kâğıdı

(gözenek boyutu: 11 µm) kullanarak süzüldü ve çözelti iki haftaya kadar oda

sıcaklığında  opak  bir  şişede  bekletildi.  Mikro-pipet  kullanarak  sinir

bölümlerinin  üstüne bir  damla  toluidin  mavisi  solüsyonu eklendi  ve  20-30

saniye  bekletildi.  Slaytlar  distile  su  kavanozuna  hafifçe  daldırılarak  tüm

toluidin  mavisi  solüsyonunun  fazlası  durulandı  ve  bu  işlem  bölümler

temizlenene kadar birkaç kere tekrarlandı. Preparatlar 60°C'de yaklaşık 15
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dakika  kurutuldu  ve  bir  lamel  (Objektträger,  İsolab,  Almanya)  ile

kapatıldı. Takiben slaytlar mikroskobik analiz için hemen incelenmeye hazır

hale getirilerek oda sıcaklığında saklandı (49).

V.D. Doku Örneklerinin Histomorfolojik Analizleri

Post-fiksasyon işlemlerini takiben boyanan preparatlar akson sayısı ve

milimetre  karede  miyelinli  aksonların  dansitesi  belirlenmesi  için  aşağıdaki

aşamalardan geçirildi: 

Preperatlara alınan örnekler kesit atlanarak ve her örneğin farklı kesit

seviyesinden olması sağlanarak incelemeye hazır hale getirildi. Zeiss Primo

Star ışık mikroskop sistemi ve Zeiss Labscope yazılımı yardımıyla randomize

örnekleme yöntemi kullanılarak kesitlerden 5 megapixel çözünürlükte imajlar

elde edildi. 100’lük büyütme ile alınan kesitler BMP formatına dönüştürüldü.

Bu  amaçla  “ImageJ  1.53t”  yazılımı  işleten  bir  bilgisayar  kullanıldı  ve  tüm

inceleme  ve  sayımlar  öncesinde,  imaj  analiz  programının  “tabla

mikrometresi”  vasıtasıyla  kalibrasyonu sağlandı.  Kalibrasyon  için  Olympus

mikrometrik lam kullanıldı. 

Tüm  preperatlar  için  100x  objektifle  elde  edilen  imajların  üstüne

makrolar kullanılarak bir “sayım çerçevesi” (1500X1000 piksel; 127,19X84,74

µm; 10772 µ2) oluşturuldu ve alanda bulunan myelinli aksonlar non-biased

sayım kuralları  kullanılıp  sayıldı.  Takiben milimetrekaredeki  akson sayıları

(aksonal dansite) belirlendi. Bu amaçla sayım alanı çerçevesinin sol ve üst

kenarlarına değen aksonlar  sayım dışı  bırakılırken,  sağ ve alt  kenarlarına

değenler  ve  çerçeve  içindeki  tüm  myelinli  aksonlar  sayıma  dahil  edildi

(Resim-6).
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Resim-6: ImageJ  yazılımı  üzerinde  akson  sayımından  önce  oluşturulan
sayım çerçevesi görülmektedir.

VI. İstatistiksel Analizler

Sham, Kontrol  ve  Üridin  grubuna ayrılan  sıçanlardan elde  edilen

siyatik sinir dokularının biyokimyasal değerlendirme sonuçlarının istatistiksel

analizi için SigmaPlot (version 12.5) yazılımı kullanıldı. Değerler ortalama ±

standart hata olarak belirtildi. İstatistiksel analizler tek yönlü varyans analizi

(ANOVA)  ve  takiben  post-hoc  Tukey  testi,  histomorfolojik  analizler  ise

Kruskal-Wallis  testiyle  değerlendirildi.  İstatistiki  anlamlılık  değeri  p<0,05

olarak kabul edildi.
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BULGULAR

I. Operatif ve Makroskopik Değerlendirme Verileri

Deney süresi boyunca 50 adet sıçandan faydalanıldı. Petersen ve ark.

tarafından tanımlanan derecelendirme sistemine göre cilt ve adele fasyasının

durumu 3 sıçanda 2 (kısmen iyileşmiş); 2 sıçanda 3 (tamamen açık); diğer

bütün sıçanlarda 1 (tamamen iyileşmiş) olarak kaydedildi. Derece 3 olarak

değerlendirilen  histomorfolojik  analizler  için  kullanılan  1-b  grubundan  2

sıçanda yara yeri  enfeksiyonu tespit  edilerek yüksek doz anestezi  altında

sakrifiye  edildi  ve  araştırmadan  çıkarıldı  (Resim-7).  Diğer  sıçanlar  deney

bitimine kadar komplikasyonsuz bir şekilde yaşadılar.

Resim-7: Yara yeri enfeksiyonu gelişen sıçanların makroskopik görüntüsü.

Cilt ve adele fasya kapanması açısından yapılan değerlendirmemizde 

tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile gruplar arasında istatistiksel anlamlı 

farklılık saptanmadı (p>0,05).

Sinirin yapışıklık ve ayrılabilirlik durumu değerlendirildiğinde tek yönlü

varyans  analizi  (ANOVA)  ile  gruplar  arasında  istatistiksel  olarak  anlamlı

sonuçlar  olduğu  görüldü.  Tedavi  verilmeyen  Kontrol  grubuna  göre

karşılaştırıldığında sinir kesisi uygulanmayan Sham grubunda sinir yapışıklığı

ve fibrotik skar oluşumu yüksek derecede anlamlı  (p<0,001) olarak düşük
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sonuçlanırken  Üridin  grubunda  ise  Kontrol  grubu  ile  kıyaslandığında

tedavinin  sinir  yapışıklığını,  fibrotik  skar  oluşumunu  azalttığı  ve  yapışıklık

derecesinin anlamlı olarak düşük olduğu (p<0,01) görüldü (Grafik-1). 

Grafik-1: Sinir  yapışıklık ve ayrılabilirliğini  gösteren Peterson derecelendirmesinin
kantitatif sonuçları. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol grubuna göre. Her grupta n=16.

Eksize  edilen  siyatik  sinir  segmentleri  makroskobik  olarak
incelendiğinde  Kontrol  grubunda  daha  çok  nöroma  ve  yanlış  kaynama
olduğu,  Üridin  grubunda  ise  sinir  segmentlerinin  daha  intakt  ve  uniform
karakterde olduğu görüldü (Resim-8). 

Resim-8: Üridin ve Kontrol gruplarının eksize edilen sinir örnekleri; A, B, C,
D ve  E Kontrol  grubu,  F,  G,  H,  I ve  İ Üridin  grubuna  ait  siyatik  sinir
segmentlerini göstermektedir.
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II. Enzim ve Protein Analizleri

II.A. ELISA Sonuçları

ELISA yöntemi ile homojenatlardaki HDAC1 enzim miktarı ölçülmüş ve

yapılan istatistiksel analizler sonucunda;

Sham  grubu  ile  karşılaştırıldığında  Kontrol  grubunda  HDAC1

seviyesinin anlamlı olarak yüksek olduğu görülmüştür (p<0,001) (Grafik-2).

Kontrol  grubu  ile  Üridin  grubu  karşılaştırıldığında,  Üridin  grubunda

HDAC1  seviyesinin  anlamlı  olarak  düşük  olduğu  görülmüştür  (p<0,01)

(Grafik-2).

Grafik-2: HDAC1
miktarı. **p<0,01;
***p<0,001
Kontrol  grubuna
göre.  Her  grupta
n=8  (ortalama
değer  ±  standart
hata).

II.B. Western 
Blot Sonuçları

Unilateral siyatik sinir hasarı ve primer anastomozunu takiben 1 hafta

boyunca günlük sistemik yolla verilen üridin 500 mg/kg tedavisinin hasardan

sonraki  8.  günde asetillenmiş Histon-H3 ve asetillenmiş Histon-H4 protein

düzeylerine etkisi Western Blot yöntemi ile belirlendi. Asetillenmiş Histon-H3

ve asetillenmiş Histon-H4 proteinlerinin ekspresyonları Sham grubuna göre

yüzde değişim olarak sunuldu. 

Asetillenmiş Histon-H3 düzeyleri Kontrol grubunda %18,51’e düşerken

(p<0,001), Üridin grubunda %62,54’e yükseldi (p<0,01) (Tablo-3, Grafik-3).
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Tablo-3: Western  Blot  Analizi  ile  Hesaplanan  Asetillenmiş  Histon-H3  Protein
Düzeyleri.

Asetillenmiş Histon-H3 protein düzeyleri ± SH (% değişim)

Sham 100 ± 9,86***

Kontrol 18,51 ± 4,01

Üridin (500mg/kg) 62,54 ± 9,32**

 **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, SH: Standart hata. 

Grafik-3: Asetil-Histon H3 Protein Düzeyleri. **p<0,01; ***p<0,001 Kontrol grubuna
göre. Her grupta n=8 (ortalama değer ± standart hata).

Asetillenmiş  Histon-H4  düzeyleri  Kontrol  grubunda  %20,02’ye

düşerken (p<0,001), Üridin grubunda %51,68’e yükseldi (p<0,05) (Tablo-4,

Grafik-4).
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Tablo-4: Western  Blot  Analizi  ile  Hesaplanan  Asetillenmiş  Histon-H4  Protein
Düzeyleri.

Asetillenmiş Histon-H4 protein düzeyleri ± SH (% değişim)

Sham 100 ± 10,39***

Kontrol 20,02 ± 5,13

Üridin (500 mg/kg) 51,68 ± 6,25*

*p<0,05; ***p<0,001 Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, SH: Standart hata. 

Grafik-4: Asetil-Histon H4 Protein Düzeyleri. *p<0,05; ***p<0,001 Kontrol grubuna
göre. Her grupta n=8 (ortalama değer ± standart hata).

III. Histomorfolojik Analizler
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Sayım çerçevesinde sayılan akson miktarları Kontrol grubu için 

32,5217 ± 0,85111, Sham grubu için 116,3704 ± 3,85904, Üridin grubu için 

66,75 ± 1,73954 (Ortalama ± SEM) olarak bulundu (Tablo-5, Grafik-5).

Tablo-5: Sayım alanındaki akson sayıları.

Minimum Maksimum Ortalama SH SD

Sham 72 147 116,37 3,86 20,05

Kontrol 20 42 32,52 0,85 5,77

Üridin 49 92 66,75 1,74 10,44
SH: Standart hata, SD: Standart deviasyon.
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Grafik-5: Ölçüm alanında sayılan akson sayıları. ***p<0,001 Kontrol grubuna göre. 

Her grupta n=8 (ortalama değer ± standart hata).

Milimetrekare  üzerinden  hesaplanan  sonuçlar  Kontrol  grubu  için

3019,09  ±  79,01  Sham  grubu  için  10803,04  ±  358,24,  Üridin  grubu  için

6196,6 ± 161,48 (Ortalama ± SEM) olarak tespit edildi (Tablo-6, Grafik-6).

Tablo-6: Milimetrekaredeki akson sayıları.

Ortalama Standart Hata

Sham 10803,04 358,25

Kontrol 3019,10 79,01
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Üridin 6196,62 161,49
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Grafik-6: Milimetre karede akson sayıları. ***p<0,001 Kontrol grubuna göre. Her 
grupta n=8 (ortalama değer ± standart hata).

Kruskal  Wallis  testi  kullanılarak  akson  sayısı  gruplar  arasında

değerlendirildi.  Tüm  gruplar  arasında  istatistiksel  olarak  anlamlı  sonuç

(p<0,001) saptandı. Cerrahi sinir kesisi yapılmayan Sham grubunun ölçüm

alanına  giren  miyelinli  akson  sayıları  ve  milimetre  karedeki  aksonal

dansiteleri  Üridin  ve  Kontrol  grubuna  göre  yüksek,  tedavi  verilen  Üridin

grubunun  da  Kontrol  grubuna  göre  yüksek  olduğu,  bu  sonuçların  da

istatistiksel  olarak  yüksek  derecede  anlamlı  (p<0,001)  olduğu  görüldü

(Resim-9). 

Resim 9: %1 boraks-toluidin mavisi ile boyanan ince kesitler. A, Sham grubu;
B, Kontrol grubu; C, Üridin grubu; Bar, 20 mikrometre.

TARTIŞMA VE SONUÇ
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Periferik  sinir  yaralanmaları  özellikle  genç  erişkin  erkeklerde

karşılaşılan, gelişmekte olan ülkelerde prevelansı yaklaşık %2,8 (7), insidansı

13-23/100,000 olan (50), ciddi morbiditelere yol açan problemlerden birisidir.

En sık künt ve penetran travmalar sonrası görülmektedir. Hasarın derecesine

göre periferik sinir yaralanmaları ilk olarak Seddon tarafından 1943 yılında

sınıflandırılmıştır ve sinir yaralanmaları ana olarak 3 kategoride incelenmiştir;

nöropraksi, aksonotmezis ve nörotmezis (8). 1951 yılında Sunderland ise bu

sınıflamayı  5  dereceye  ayırarak  geliştirmiştir  (9).  Nörotmezis  en  kötü

prognoza sahiptir ve spontan iyileşme neredeyse mümkün değildir, cerrahi

altın standart tedavidir. Cerrahiye rağmen bu hastalığın prognozu kötüdür ve

tam fonksiyonel iyileşme neredeyse hiç görülmez.

Hussain  ve  ark.’ları  (3)  periferik  sinir  hasarında  sinirin  proksimal

segmenti dejeneratif değişikliğe giderken distal segmentinin 1850’de Waller

tarafından  tanımlanan  Wallerian  dejenerasyona  (WD)  uğradığını

bildirmişlerdir.  Patofizyolojik  anlamda  pek  çok  olay  periferik  sinir  hasarını

karmaşık hale getirir. Aksotomiyi takiben Schwann hücre fenotipi değişikliğe

uğrar  ve  ortama  sitokin  salınımı  ile  immünreaksiyon  başlatılır.  Schwann

hücreleri  ve  makrofajlar  distal  güdükte  miyelin  kalıntılarını  fagosite  eder.

Nörotrofik  ajanların  salınımı nöronal  hayatta  kalma ve büyümeyi  destekler

(14).  Schwann  hücreleri  çoğalır  ve  Bungner  bantlarını  oluşturmak  üzere

belirgin  bir  uzamayla  (üç  kat)  morfolojik  değişikliklere  uğrar,  bu  bantlar

yeniden şekillenir  ve  yenilenen akson için  bazal  laminayı  hazırlarlar  (15).

Sinir rejenerasyon süreci Schwann hücrelerinin rehberliğinde aksonal filiz ve

büyüme konisi oluşarak devam eder.

Gürünlüoğlu  ve  ark.’larının  (51)  bildirdiğine  göre  periferik  sinir

hasarının tedavisinde yedinci  yüzyılda Paulus Aegineta tarafından nörorafi

teknikli  mikrocerrahi  yöntem  tanımlanmış,  bin  yılı  aşkın  süre  geçmesine

rağmen hasarlı sinirin onarımı ve tam fonksiyonel iyileşmede anlamlı ilerleme

kaydedilememiştir. Mafi ve ark.’larının (52) bildirdiğine göre 1873’te Hueter

tarafından epinöriyumları  içiren  sütürasyon  tekniği  tanımlanmıştır  ve  bunu
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izleyen dönemde otojen sinir greftleme yöntemi, vaskülarize sinir greftleme,

sentetik tüp ile greftleme, uç yan anastomoz gibi  birçok teknik kullanılmış

olsa da bu tedavilerin sonuçları da küratif olmaktan uzaktır. 

Periferik  sinir  hasarı  sonrası  sinir  rejenerasyonu  hakkında  birçok

çalışma mevcuttur. Literatürde yayınlanan çalışmalara göre rejenerasyonun

indüklenmesini  amaçlayan ilaç tedavileri  (koenzim Q10 ve vitamin E (53),

mezenkimal kök hücre (54-56), zencefil ve susam yağı (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)); büyüme konisinin yanlış yönlenmesini önlemek amacı ile

sentetik  greft  kullanımı  (68);  hasar  sonrası  fibrozis  ve  skar  oluşumunu

önlemek için  lokal  tedavi  yöntemleri  (anti-transforming growth faktör  beta,

hyalüronik asit ve insan amniyon sıvısı (69), aprotinin (70), 5-fluorourasil (71),

düşük  doz  radyasyon  (72))  ve  ayrıca  bölümümüzde  daha  önce  yapılan

çalışmalarda  sitidin,  sitikolin,  kolin,  CDP  (sitidin  difosfat)  kolin  (73-77)

denenmiştir ve kısmen faydalı olan tedaviler mevcuttur. Fakat tüm tedavilere

rağmen tam iyileşme mümkün olmamaktadır.

 Üridin insanlarda başlıca dolaşımda (16,21) ve anne sütünde (18)

bulunan major pirimidin nükleozidi olup dokularda da hem kendisi hem de

fosfat bağlı nükleotidleri yaygın olarak bulunur. Üridin; Kennedy yolağı (19)

aracılığıyla  membranlardaki  fosfolipidlerin  üretiminin  prekürsörü  olup  bu

yolakta hız kısıtlayıcı basamak olarak sentezlenen CDP-kolin biyosentezini

labratuvar ortamında (20) ve in vivo (17) koşullarda artırdığı  bilinmektedir.

Geçmiş yayınlarda sistemik yolla üridin uygulanmasının nöronların sinaptik

bağlantılarını  arttırdığı  bildirilmiştir  (21).  Bu  özelliğiyle  siyatik  sinir

transeksiyon  ve  primer  anastomoz  modellerinde  denenen  NGF  (Nöron

Growth  Faktör)’lerin  bu  modelde  bildirilen  etkinliğini  taklit  edebileceği

düşünülmektedir (22).

Üridinin  periferik  sinirlerde  oluşturulan  hasara  karşın  etkinliği  tek

başına nöronlarda proliferasyonu artırıcı etkisi ile değil, ek olarak apoptozu
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önleyici  etkisi  ile  de  ilgilidir.  Yapılan  araştırmalarda  üridin  molekülünün

dışarıdan  uygulanması  suretiyle  deneysel  HİE  (24-26)  ve  hiperoksik  (27)

beyin  yaralanması  modellerinde  apoptoza  sekonder  nöronların  kaybını

önleyerek nöroproteksiyon sağladığı ve uzun dönemde sıçanlardaki kognitif

disfonksiyonu anlamlı şekilde azalttığı gösterilmiştir (26, 27). Buna ek olarak

üridin tedavisi HİE modelinde histon deasetilaz (HDAC) etkinliğini azaltarak

ve asetillenmiş Histon-H3 ile asetillenmiş Histon-H4 seviyelerini artırarak (25)

nöron iyileşmesini sağlamaktadır. Siyatik sinir yaralanmasında da apopitotik

değişiklikler (10) ve nöroinflamasyon (12) gibi değişiklikler nöronal tahribata

katkıda  bulunmakta  ve  nöronun  fonksiyonel  iyileşmesini  engellemektedir.

HDAC inhibitörlerinin  periferik  sinir  hasarı  sonucu gelişen nöropatik  ağrıyı

azalttığı da literatürde gösterilmiştir (28, 29). 

Yakın  zamanda  yapılan  bir  araştırma  ise,  periferik  sinir  hasarının

tedavisinde  ve  fonksiyonel  geri  kazanımın  artırılmasında  epigenetik

mekanizmaların önemini net olarak ortaya koymaktadır. Bu çalışmaya göre

histon  deasetilaz  3  (HDAC3)  enzimine  bağlı  bir  yolak  periferik  miyelin

gelişimine  ve  fonksiyonel  rejenerasyona  engel  olmakta  ve  bu  yolağın

inhibisyonu periferik miyelinizasyonu artırmaktadır (30).

Yaşlılık ve rejeneratif tıp alanında son yıllarda yapılan bir çalışmaya

göre yüksek rejeneratif kapasiteye sahip bir omurgalının (aksolotl) blastema

hücrelerinde ve memelilerde tam rejeneratif kapasiteye sahip tek organ olan

geyik boynuzunda metabolomik analizler gerçekleştirilmiştir.  Aynı zamanda

genç ve yaşlı insan kök hücreleri de incelenmiştir. Yapılan analizlerde yüksek

pirimidin ve yağ asidi metabolizmasının daha yüksek rejeneratif kapasite ile

ilişkili olduğu bulunmuştur. Aynı zamanda türler arasında korunan rejeneratif

aktivitede çok önemli  bir metabolit  efektör belirlenmiştir  ki  bu madde yaşlı

insan  kök  hücrelerini  yenileyebilen,  in  vivo  ortamda  rejenerasyonu  teşvik

edebilen pirimidin nükleozidi olan üridindir. Üridin molekülünün birçok dokuda

rejenerasyonu  artırdığı,  yaşlanan  kök  hücreleri  reaktive  ettiği,  fibrozis  ve

inflamasyonu  azalttığı  gösterilmiştir.  Üridin  tedavisinin  iskelet  kası,  kalp,

karaciğer,  deri,  eklem  kıkırdağı  dahil  olmak  üzere  pek  çok  dokuda

rejenerasyonu  indüklediği  görülmüştür  (78).  Ayrıca  aynı  çalışmada  yaşlı
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farelerde  2  ay  boyunca  oral  üridin  tedavisin  artmış  kognitif  fonksiyon  ve

lokomotor  aktivite  ile  ilişkili  olduğu  saptanmıştır  (78).  Bu  tedavilerin

tümörogenezisi artırıp artırmadığı da irdelenmiştir ve çalışmanın devamında

intraperitoneal olarak 5 ay, oral olarak 7 aya kadar verilen üridin tedavisinin

onkojenik olmadığı da gösterilmiştir (78).

Nörodejenerasyon  dâhil  olmak  üzere  çeşitli  nörolojik  hastalıkların

patofizyolojisinde  anormal  histon  asetilasyonu  veya  histon  asetilasyon

mekanizmasının disfonksiyonu rol oynamaktadır (31,32). Post-translasyonel

modifikasyonlar proteinlerin asetliasyonunu gerektirir ve hücresel aktivitelerin

devamı için önemlidir. İn situ ortamda protein asetilasyonu işlevsel olarak zıt

olan protein asetilazlar ve deasetilazlar tarafından yapılmaktadır (33). Hücre

içindeki  DNA kromatin  formunda  muhafaza  edilir.  Metabolizma,  yaşlanma

gibi  birçok  önemli  hücresel  işlevi  düzenleyen  DNA  kromatin  yapısı

remodeling  ve  transkripsiyonel  regülasyona  uğrar.  Bu  regülasyonda  post-

translasyonel modifikasyonlardan olan protein asetilasyonu önemlidir. 

Histon metabolizmasına dahil olan enzimlerin ve histon proteinlerinin

sinir  sisteminde  yaygın  olarak  bulunduğunu,  periferik  sinir  hasarlarının

patofizyolojisinde  önemli  rolü  olduğunu  ve  HDAC  inhibisyonunun

nöroprotektif  etkinlik  gösterdiğini  söylemek  literatür  kanıtları  çerçevesinde

(45,79,80)  mümkündür.  Çalışma  grubumuzun  daha  önce  gerçekleştirdiği

araştırmada, sistemik yolla verilen üridinin sıçan siyatik sinir transeksiyon ve

primer  anastomoz  modelinde  anti-apoptotik  ve  anti-oksidan  özellikleri  ile

üridinin sinir hasarını azalttığı, siyatik sinirin rejenerasyonunu sağladığı, yara

yeri  fibrozisini  azalttığı  (81),  bu  çalışmanın  devamında  üridin  tedavisinin

kronik  dönemde  elektrofizyolojik  parametreleri  düzelttiği,  myelinizasyonu

artırdığı ve fonksiyonel geri kazanımı sağladığını göstermiştik (82). Şu ana

kadar biriken kanıtlar, üridinin beyin hasarında HDAC aktivitesini  azaltarak

asetillenmiş Histon-H3 ve asetillenmiş Histon-H4 seviyelerini artırdığını (25)

ve  siyatik  sinir  hasarında  sinirin  rejenerasyonunu  uyardığını  (81)  ortaya

koymuştur.  Siyatik  sinir  hasarında  epigenetik  mekanizmaların  rolü  de

bilinmektedir  (30,45,80,81).  Son  olarak  Liu  ve  ark.’ları  (78)  yayınladıkları

benzer  çalışmada  üridinin  yüksek  derecede  rejeneratif  kapasite  ile  ilişkili
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olduğunu ve tedavinin  bizim bulgularımızı  destekleyen sonuçları  olduğunu

bildirmişlerdir.  Bu bilgiler ışığında üridinin sıçan siyatik sinir hasarı sonrası

primer  anostomoz  modelinde  rejenerasyonu  üzerinde  epigenetik

mekanizmaların aracılığının araştırılması amaçlanmıştır.

Çalışmamızda  sistemik  7  gün  süreyle  verilen  üridin  500  mg/kg

tedavisinin hasardan sonraki 8. günde asetillenmiş Histon-H3 ve asetillenmiş

Histon-H4  protein  düzeylerine  etkisi  Western  Blot  yöntemi  ile  belirlendi.

Asetillenmiş  Histon-H3  düzeyleri  Kontrol  grubunda  %18,51’e  düşerken

(p<0,001), Üridin grubunda %62,54’e yükseldi (p<0,01). Asetillenmiş Histon-

H4  düzeyleri  Kontrol  grubunda  %20,02’ye  düşerken  (p<0,001),  Üridin

grubunda %51,68’e yükseldi  (p<0,05).  ELISA yöntemi ile homojenatlardaki

HDAC1 enzim miktarı  ölçüldü.  Sham grubu  ile  karşılaştırıldığında  Kontrol

grubunda HDAC1 seviyesinin anlamlı olarak yüksek olduğu görüldü. Kontrol

grubu  ile  Üridin  grubu  karşılaştırıldığında,  Üridin  grubunda  HDAC1

seviyesinin anlamlı olarak düşük olduğu görüldü (p<0.01). Üridin 500 mg/kg

tedavisinin  hasardan  sonraki  8.  günde  eksize  edilen  sinir  örneklerinin

histopatolojik  incelemesi  (akson sayısı  ve aksonal  dansite)  değerlendirildi.

Tüm gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı sonuç (p<0,001) saptandı.

Cerrahi sinir kesisi yapılmayan Sham grubunun ölçüm alanına giren miyelinli

akson sayıları  ve  milimetre  karedeki  aksonal  dansiteleri  Üridin  ve  Kontrol

grubuna göre yüksek, tedavi verilen Üridin grubunun da Kontrol grubuna göre

yüksek olduğu, bu sonuçların da istatistiksel olarak yüksek derecede anlamlı

(p<0,001) olduğu görüldü.

Sonuç olarak sistemik yolla verilen üridin tedavisinin erken dönemde

sinir  rejenerasyonuna  katkısı  olduğu,  yara  yeri  fibrozisini  azalttığı,  toplam

miyelinli  akson  sayısını  ve  aksonal  dansiteyi  arttırdığı  kanıtlanmıştır  ve

bulgularımız literatür ile uyumlu bulunmuştur. Çalışmamızda ilk kez sistemik

yolla verilen üridin tedavisinin siyatik sinir transeksiyon ve primer anastomoz

modelinde  HDAC1  seviyesini  azaltarak,  asetillenmiş  Histon-H3  ve

asetillenmiş  Histon-H4  protein  düzeylerinde  ise  artışa  yol  açarak  sinir

rejenerasyonda anlamlı artış sağladığı görülmüştür. Çalışmamız siyatik sinir
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hasarında  üridin  tedavisinin  epigenetik  mekanizmalarını  inceleyen  ilk

araştırmadır.  Epigenetik  mekanizmaların  daha  iyi  anlaşılması,  sinir

rejenerasyon sürecindeki kompleks patofizyolojik olayların daha hızlı çözüme

ulaştırılması  adına  önemli  bir  kanıttır.  Bu  sonuçlar  ile  üridin  tedavisinin

rejeneratif etkinliği epigenetik mekanizmaları ile gösterilmiştir. Tedavinin daha

etkin  olabilmesi  adına ilacın  dozu ve  süresinin  araştırılabileceği  daha ileri

çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.
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EK-1: KISALTMALAR

ELISA        Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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WD Wallerian dejenerasyon

CDP-kolin        Sitidin difosfat-kolin

NGF  Nöronal Growth Faktör

UTP      Üridin trifosfat

CTD      Sitidin trifosfat

CDP      Sitidin difosfat

HİE  Hipoksik iskemik ensefalopati

DNA    Deoksiribonükleik asit

HDAC Histon deasetilaz

HAT     Histon asetilaz

HH     Hungtington hastalığı

SIRT              Sirtüinler

NAD Nikotinamid adenin dinükleotid

BUÜTF        Bursa Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi

DENHAB                               Deney Hayvanları Yetiştirme ve Araştırma Birimi

HADYEK    Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

PBS               Fosfat tamponlu salin

OD       Optik dansite

TBST  Tris tamponu ve tween

DDSA                   Dodesinil süksinik anhidrit

NMA          Metilnadik anhidrit

DPM-30                   2,4,6-tris dimetilaminometil fenol

ANOVA         Tek yönlü varyans analizi
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SEM        Ortalamanın standart hatası

SH                 Standart hata

SD        Standart deviasyon

EK-2: ŞEKİL, RESİM, TABLO VE GRAFİK AÇIKLAMALARI

Şekil-1: Nöronun  şematik  gösterimi  D: Dentrit,  N: Nöron,  R: Ranvier

düğümü, A: Akson, M: Miyelin kılıf, Sc: Schwann hücresi.
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Şekil-2: Periferik sinir yaralanma tiplerinin şematik gösterimi.

Şekil-3: Nöronal hasar sonrası Wallerian dejenerasyonun şematik görüntüsü

N: Nissl  substratları,  Mi:  Miyelin,  Sc:  Schwann  hücresi,  K: Kas,  Kr:

Kromatoliz, At: Aksonal transeksiyon, M: Makrofaj, Mid: Miyelin debris, WD:

Wallerian dejenerasyon.

Şekil-4: Schwann hücreleri distal köprüler (Bungner’ in bantları) oluşturarak

rejenerasyon sürecine kılavuzluk eder. Aksonal rejenerasyon (ok yönünde)

distale doğrudur ve rejenerasyon 1 mm/gündür. (2).

Şekil-5:  Üridinin  (C9H12N2O6)  moleküler  yapısı.  Üridin  RNA’nın  yapısına

katılan major pirimidin nükleozididir. Molekül ağırlığı 244,20 g/mol olup post-

translasyonel  modifikasyon  ve  gen  ekspresyonunda  önemli  görevleri

mevcuttur.

Şekil-6:  Kennedy  yolağı  aracılığı  ile  fosfatidilkolin  biyosentezi.  Üridin

Kennedy yolağı aracılığı ile membran fosfolipid biyosentezinin öncüsüdür ve

hız  kısıtlayıcı  basamağı  olan  CDP-kolin  sentezini  deneysel  ve  in  vivo

koşullarda artırdığı bilinmektedir. UTP: Üridin trifosfat, CTP: Sitidin trifosfat,

CDP: Sitidin difosfat. (23).

Şekil-7: Nükleozomun (A) ve N-terminalin (B) şematik gösterimi L: Lizin, As:

Asetil.

Şekil-8: Spesifik  lizin  (L)  kalıntılarındaki  histon  asetil  (As)  molekülünün

asetilasyon  seviyeleri,  histon  asetilazlar  (HAT'ler)  ve  histon  deasetilazlar

(HDAC'ler)  tarafından  asetilasyon  ve  deasetilasyonun  eşzamanlı

gerçekleşmesi ile belirlenir. Histonların asetilasyonu ve deasetilasyonu, DNA-

Kromatin  komplekslerinin  konformasyonel  yapısını  ve  ardından

transkripsiyonel gen ekspresyonunu oluşturmak için hayati  öneme sahiptir.

(33).

Şekil-9: Epinöral sütür tekniğinin şematik gösterimi. 

Şekil-10: Deney akış şeması.
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Resim-1: Sol lateral dekübit pozisyonda (A) posterolateral insizyonu takiben

künt diseksiyon ile ilerlenerek sağ siyatik sinir (B) açığa çıkarıldı.

Resim-2: Siyatik sinir ve distal fasiküler dallanma noktası  SS: Siyatik Sinir,

P: Peroneal Fasikül, T: Tibial Fasikül.

Resim-3: Künt  diseksiyon ile  ilerlenerek unifasiküler  siyatik  sinir  segmenti

ortaya kondu (A). Takiben root hooku ile kaldırılan siyatik sinirde dermatom

bıçağı  yardımı  ile  tam  kat  sinir  kesisi  oluşturuldu  (B).  Epinöral  sinir

sütürasyon  yöntemi  yardımıyla  aralarında  180°  bulunan  iki  adet  sütür  ile

distal ve proksimal güdük arasında primer anostomoz sağlandı (C).

Resim-4:  Histomorfolojik  analizler  için  eksize  edilen  siyatik  sinir

segmentlerinin  post-fiksasyon  işlemlerinin  tamamlanarak  resin  bloklara

yerleştirildiği görülmektedir. 

Resim-5: 1-2 μm kalınlığında kesitleme amacı ile cam bıçak hazırlanması. A

Cam  bıçak  makinesi  B Cam  C-D-E-F Cam  bıçak  ve  tekne  hazırlanışını

göstermektedir.

Resim-6: ImageJ  yazılımı  üzerinde  akson  sayımından  önce  oluşturulan

sayım çerçevesi görülmektedir.

Resim-7: Yara yeri enfeksiyonu gelişen sıçanların makroskopik görüntüsü.

Resim-8: Üridin ve Kontrol gruplarının eksize edilen sinir örnekleri; A, B, C,

D ve  E Kontrol  grubu,  F,  G,  H,  I ve  İ Üridin  grubuna  ait  siyatik  sinir

segmentlerini göstermektedir.

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

B, Kontrol grubu; C, Üridin grubu; Bar, 20 mikrometre.

Tablo-1: HDAC sınıflandırılması ve hücre içi lokalizasyonları (37).

Tablo-2: Petersen ve arkadaşları tarafından cilt ve adele fasya durumunu,

sinir yapışıklığı ve ayırılabilirliğini tanımlayan derecelendirme sistemi (48).

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

Düzeyleri.
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Tablo-4: Western Blot Analizi ile Hesaplanan Asetillenmiş Histon-H4 Protein

Düzeyleri.

Tablo-5: Sayım alanındaki akson sayıları.

Tablo-6: Milimetrekaredeki akson sayıları.

Grafik-1: Sinir  yapışıklık  ve  ayrılabilirliğini  gösteren  Peterson

derecelendirmesinin  kantitatif  sonuçları.  **p<0,01;  ***p<0,001  Kontrol

grubuna göre. Her grupta n=16.

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

grupta n=8 (ortalama değer ± standart hata).

Grafik-3: Asetil-Histon H3 Protein  Düzeyleri.  **p<0,01;  ***p<0,001 Kontrol

grubuna göre. Her grupta n=8 (ortalama değer ± standart hata).

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

grubuna göre. Her grupta n=8 (ortalama değer ± standart hata).

Grafik-5: Ölçüm alanında sayılan akson sayıları,* Kontrol ve Üridin grupları 

arasında (p < 0.001).

Grafik-6: Milimetre karede akson sayıları, * Kontrol ve Üridin grupları 

arasında (p < 0.001).
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