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KISALTMALAR

ACE: Anjiyotensin Konverting Enzim
ACTH: Adrenokortikotropik hormon
ANOVA: Tek YoOnlu Varyans Analizi
ATPaz: Adenozintrifosfataz

BCL-2: B-cell lymphoma 2

Ca: Kalsiyum

CDP-kolin: Sitidindifosfo-kolin

EMG: Elektromyografi

G: Gauge

IL-1: interldkin-1

pmol/kg: mikromol/kilogram

MMP: Matriks metalloproteinaz

M: Mol

MBP: Myelin bazik proteini

P: Probability

PVDF: Poliviniliden flortr

SFi: Siyatik Fonksiyon indeksi
TIMP: Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
TNF alfa: Tumor nekroz faktor alfa
TGF beta: Transformin growth faktor-beta
Zn: Cinko



OZET

CDP-kolin (sitikolin), fosfolipid metabolizmasinda yer alan énemli bir
endojen metabolittir.  Noéral iyilesmede, iskemik noéral hastaliklarda,
norodejeneratif hastaliklarda, noéropatik agrida, bazi kardiyovaskuler ve
endokrin hastaliklarda yararlari bilinmektedir. MMP ve TIMP, hucre disi
matriksin remodelizasyonunda anahtar role sahip proteinlerdir. Bu ¢aligmada
CDP-kolinin, siyatik sinirin transseksiyon-sutlrasyon modeliyle olusturulan néral
hasar sonrasi bu molekuller Gzerindeki etkisi arastirildi.

Calismada 108 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi. Hayvanlar esit
sayida u¢ gruba ayrildi. Birinci grupta sag siyatik sinir cerrahi olarak ortaya
kondu ancak transseksiyon ve enjeksiyon yapilmadi (Sham grubu). ikinci ve
ucuncu gruplarda sag siyatik sinire transseksiyon ve suturasyon uygulandi.
ikinci grupta 3 ml salin, Uglinci grupta 0,3 ml CDP-kolin islem giiniinde
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Her grup Uger alt gruba ayrilarak iglemin 1.
3. ve 7. gunlerinde sag siyatik sinirler eksize edildi. Hayvanlarin yarisina
eksizyondan once anatomik galisma amaciyla perfuzyon islemi yapildi. Alinan
siyatik sinir érneklerinde Western blot yontemi ile aktin, MMP-9, MMP-2, TIMP-1
ve TIMP-3 protein konsantrasyonlarina ve Zimografi yontemiyle MMP-9 ve
MMP-2 aktivitelerine bakildi. Ayni zamanda anatomik olarak akson iyilesmesi
incelendi.

MMP-9 ve MMP-2 miktarlar ve aktiviteleri siyatik sinir hasarini takip
eden 1. ginde Salin ve CDP-kolin gruplarinda Sham grubuna gdére anlamli
olarak artarken, 3. ve 7. gunlerde CDP-kolin grubunda Salin grubuna gore
anlamli olarak azaldi (p<0.001). TIMP-1 ve TIMP-3 miktarlar ise siyatik sinir
hasarini takip eden 1. gunde her Ug¢ grupta da degismezken, 3. ve 7. gunlerde
CDP-kolin grubunda Sham ve Salin gruplarina kiyasla anlamli olarak artig
goOsterdi; Salin grubunda ise Sham grubuna goére higbir donemde anlamli
degisiklik olmadi. Histomorfolojik degerlendirmede, CDP-kolin grubunda yeni
akson olusumlari, adacik formasyonlari (kompartmanlar) seklinde akson
topluluklari ve bu aksonlar Uzerinde myelin olusumunun basladig! ve ilerledigi
g6zlemlendi. Myelinize akson dansitesinin Salin grubunda zamanla koétuleserek

azaldigi, sham grubunda anlamh bir degisim gostermedigi tespit edildi. CDP-



Kolin grubunda ise her U¢ zaman diliminde alinan &6rnekler salin grubu ile
kargilastirildiginda anlamli derecede iyilesme ve artmis myelinli akson dansitesi
gOsterdigi goruldu.

Calismamizda sigan siyatik sinirinin primer kesi ve sutur modelinde
CDP-kolin tedavisinin MMP-9 ve MMP-2 dlzeylerini ve aktivitelerini azalttigi ve
TIMP-1 ile TIMP-3 duzeylerini arttirdigi literatirde ilk kez gosterilmistir.
Calismamiz periferik sinir kesilerinde CDP-kolin uygulamasi ile saglanan
ndroproteksiyonun etki mekanizmasinin aydinlatiimasi bakimindan énemlidir.
Bulgularimiz gelecekte CDP-kolin’in periferik sinir hasarindaki etkinliginin

incelenecedi klinik ¢alismalara 1sik tutar niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Sitikolin, periferik sinir hasari, koruyucu

mekanizmalar.



SUMMARY

Investigation of The Protective Effects of Citicoline on Peripheral Nerve

Injuries

CDP-choline (citicoline) is an endogenous metabolite which plays an
important role in phospholipid metabolism. It has known beneficial effects in
neural trauma, ischemic conditions such as stroke and cerebral infarcts,
neurodegenerative conditions such as Alzheimer’'s or Parkinson’s disease, and
neuropathic pain, as well as various cardiovascular and endocrine diseases.
MMPs and TIMPs are key molecules in the remodelling of the extracellular
matrix. In the current study, the effect of CDP-choline on these molecules after
sciatic nerve injury in the transsection-suturation model in rats was evaluated.

108 Wistar albino male rats were included in the study. Rats were
divided into three groups of equal quantities. The first group was composed of
rats whose right sciatic nerves were surgically exposed but no transsection or
injection was made (the Sham group). The rats in the second and third groups
underwent transsection and immediate primary suturation of the right sciatic
nerve. 3 ml of normal saline and 0.3 ml of CDP-choline were injected
intraperitoneally to rats in the second (the Saline group) and the third (the CDP-
choline group) groups, respectively, at the sime time with the intervention. Each
group was further divided into 3 subgroups, of which the right sciatic nerves
were excised at the 1st, 3rd and 7th days after the initial intervention. Half of the
animals underwent perfusion process for the purpose of anatomic study. The
sciatic nerve specimens were then analyzed with the Western blot technique for
levels of MMP-9, MMP-2, TIMP-1, TIMP-3, and actin and with Zymography
method for MMP-9 and MMP-2 activities. Axonal regeneration was also studied
anatomically.

Levels and activities of MMP-9 ve MMP-2 were significantly higher in
the Saline and CDP-choline groups than in the Sham group on the 1st day
postinjury, albeit being significantly higher in the CDP-choline group than in the
Saline group on the 3rd and 7th days postinjury (p<0.001). On the other hand,

levels of TIMP-1 and TIMP-3 were not different among the three groups on the
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1st day postinjury, but they were significantly higher in the CDP-choline group
than that of the Sham and Saline groups. No significant difference was
observed between the Sham and the Saline groups throughout the study period
(i.,e. 1st or 3rd or 7th days). On histomorphological evaluation, new axon
formation, and formation and advancement of myelination on newly formed
islets (compartments) of axonal regrowth were observed in the CDP-choline
group. Myelinated axon density was increasingly deteriorating in the saline
group while it was steady and significantly increasing in the saline and the CDP-
choline groups respectively.

In our study, for the first time in the literature, CDP-choline was shown
to decrease MMP-2 and MMP-9 levels and activities while increasing TIMP-1
and TIMP-3 levels in rat sciatic nerve transection and suturation model. These
data are significant in terms of revealing the mechanism of action of CDP-
choline in providing neuroprotection in peripheral nerve transection. Our
findings may shed light on future clinical studies investigating the effect of CDP-

choline in peripheral nerve injuries.

Key words: Citicoline, peripheral nerve injury, protective mechanisms.



GiRiS

Wallerian dejenerasyon, bir periferik sinirin transeksiyonunu takiben
olusan olaylar silsilesidir. Periferik sinir hasarindaki yeniden yapilanma
surecinde aksonal dejenerasyon ve rejenerasyon meydana gelir (1, 2). Travma
sonrasinda distal sinir segmentinde meydana gelen Wallerian dejenerasyon,
akson ve myelin kalintilarinin ortadan kaldiriimasini saglar. Rejenere olan
aksonlar, proksimal sinir matriksine girdiginde Schwann hucreleri bunlarin
etrafini sarar ve bunlari remyelinize eder (3-5).

Siganda aksonal dejenerasyon 3 gunde tamamlanmaktadir (6). Aksonal
debrisin temizlenmesi ve myelin yikimi santral ve periferik sinir sisteminde
farkhlik gostermektedir (6). Sigan siyatik sinirinde myelin yikimi ortalama 25
gunde tamamlanmaktadir (7).

Periferik sinir hasarinin gergeklesmesinin hemen ardindan Schwann
hicreleri dedifferansiye ve prolifere olarak myelinin yikilmasini baslatirlar (8-
11). Merkezi sinir sisteminde de oligodendrositler demyelinize olurlar ancak
myelin yikimi ve ortadan kaldiriimasinda aktif degildirler (12, 13). Makrofajlar,
ge¢ donemde (sican siyatik sinirinde transeksiyonu izleyen 3. glnde) ortaya
cikarlar (7, 14). Periferik sinir sisteminde makrofajlar ortamda bulunmasa bile
Schwann hucrelerinin myelin debrisin blyUk bir boluminli temizleyebildigi
gOrulmustur (15, 16). Dolasimdaki makrofajlarin periferik sinire ulagmalari, kan-
sinir bariyerinin, dejenerasyonun basladigl sinir segmenti boyunca yikima
ugramis olmasindan dolayr mumkin olmaktadir (17). Ancak santral sinir
sisteminde kan beyin bariyeri sadece hasara ugrayan boélgede bozuldugundan,
Wallerian dejenerasyon surecine bu bdlgeden gecen az miktarda makrofaj
katilmaktadir (18). Bu nedenle santral sinir sisteminde myelin debrisin ortadan
kaldirimasi, primer olarak, fagositoz yetenegi makrofajlar kadar yuksek
olmayan mikroglialar tarafindan yerine getirilir (19, 20).

Proteolitik aktivite, Wallerian dejenerasyonun tim asamalarinda
izlenmektedir. Proteolizin néral hasari takiben c¢ok kisa bir sure icerisinde
baslamasi, kan-sinir bariyerinin yikimini saglayarak makrofaj infiltrasyonunu
kolaylastirmaktadir. Ayni zamanda hucreler arasi matriksin yikimi saglanarak

hlcreler arasi hareket ve debris yikimi artmaktadir (21).
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Matriks metalloproteinazlar (MMP), dokunun normal geligimi, yaranin
iyilesmesi ve dokularin tamiri sirasinda hucre disi matriksin yapilanmasini
duzenlemekle gorevli proteolitik enzim ailesidir. Bu enzimleri dengeleyen temel
06ge, MMP’larin doku inhibitéra (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases — TIMP)
olarak adlandirilan inhibitdér protein ailesidir. Bu iki protein ailesi hucre ve
matriks etkilesimini duzenler. Doku hasarlarinda ve hucresel disfonksiyonda bu
denge bozulur (22).

MMP ailesi, en az 23 proteinden olusmaktadir. Bu proteinler;
kollajenazlar (MMP-1, 8, 13), jelatinazlar (MMP-2 ve 9), sitomelisinler (MMP-3,
10, 11), matrilisin (MMP-7), metalloelastaz (MMP-12) ve membran tipi
metalloproteinazlar (MMP-14, 15, 16, 17) olarak gruplandiriimigtir. Her bir MMP
farkh bir gen tarafindan eksprese edilir. Membran tipi metalloproteinazlar bir
transmembran alt Unite ile hicre ylzeyine baglanmis halde bulunurken (23),
digerleri ise ekstraselller alanda latent proenzimler olarak salgilanmakta ve
aktiflesmek icin posttranslasyonel modifikasyona ugramaktadir (24). MMP’ler
gen transkripsiyonu, proenzim aktivasyonu ve TIMP aktivasyonu olmak Uzere
uc dedisik asamada kontrol edilmektedir (25). MMP’yi transkripsiyon
asamasinda arttirip azaltabilen stokinler; TNF alfa (26), IL-1 (27), TGF beta (24)
ve prostaglandin E2'dir (28, 29).

Memelilerde bilinen 4 adet TIMP (TIMP-1, 2, 3 ve 4) molekuili
mevcuttur (30). TIMP molekulleri, MMP molekilinin katalitik alt Gnitesine
baglanarak 1:1 nonkovalent kompleksler olustururlar ve sonugta enzim inhibe
olur (31, 32).

Yapilan bir calismada, MMP-9, MMP-3 ve TIMP-1in, travma
sonrasinda siganlarin siyatik sinirinin ezilen ve distal segmentlerinde
induklendikleri; hasarlanan sinirde TIMP-1 aktivitesinin, proteaz aktivitesine
gore daha fazla arttigi gosterilmigtir. TNF alfa ve TGF beta; TIMP-1'in bilinen
modulatérlerdir. Bunlarin ekspresyonu erken (1. gin) ve ge¢ faz (4. gun)
boyunca, TIMP-1 ve MMP-9'un ekspresyonu ile paralellik gostermektedir.
Sonug olarak hasar sonrasinda TIMP-1, bazal membrani kontrolsiiz yikimdan
korumaktadir (33).

MMP-9 ve MMP-2, periferik sinir hasarina bagli noéropatik agrinin
gelisiminde ve surdurtdlmesinde 6nemlidir. MMP-9 ve MMP-2 nin inhibisyonu

sirayla TIMP-1 ve TIMP-2 tarafindan saglanmaktadir. Bir galismada TIMP-1 ve
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TIMP-2'nin, periferik sinir hasarinda dorsal kdk ganglionu Uzerindeki etkisi
Olculmus; gergek zamanl PCR incelemesinde TIMP-1’in arttigi, TIMP-2'nin de
ge¢ fazda azaldigi gorulmustir. Normal sartlarda satellit hicrelerde mevcutken,
periferik sinir hasarinda satellit hicrelerde arttigi gibi sensoéryal sinirlerde de
indUklendigi  gosterilmigtir (34). MMP-9 geni kapatildiginda Schwann
hucrelerinin farklilagmamig ve immatur olarak kaldigi, mitotik aktivitenin arttigi
gorulmastur (35).

Spinal kord hasarinda MMP’lerin kan-spinal kord bariyerinin erken
yikiminda 6énemli rol oynadiklarina dair kanitlar mevcuttur. Lokositler, damar
duvarindan dokuya migrasyonlari sirasinda salgiladiklart MMP’ler ile bazal
laminanin yapisal proteinlerini yikima ugratirlar. Zonula occludens-1, VE-
cadherin ve occludin, MMP-2 ile MMP-9'un spesifik substratlandir (36-39).
Spinal kord hasari yapilmadan 6énce nétrofillerin ortadan kaldirilmasi hasar
sonrasinda MMP-9 aktivitesinin azalmasi ile sonuglanmistir (40). MMP-9
geninden yoksun farelerde ve MMP inhibitor ilaglari verilen farelerde bariyer
yikiminin azaldigi saptanmistir (41).

MMP’ler, reaktif oksijen radikalleri ile regule olurlar (42,43). Major bir
endojen antioksidan olan siuperoksit dismutaz-1’in arttirlldigi1 farelerde normal
bireylere gore spinal kord hasari sonrasi MMP-9 aktivitesinin artmadigi
gOrulmustar (41).

MMP-2’nin apoptotik hicre olumini tesvik ettigi yonunde kanitlar
mevcuttur. MMP-2 inhibitorlerinin verildigi spinal kord hasarli farelerde noéronal
ve glial hucrelerde kontrole gore azalmig apoptoz duzeyleri saptanmistir (44).

Bu veriler 1siginda; MMP’lerin ndral hasar sonrasinda gergeklesen
bariyer yikimi, l16kosit infiltrasyonu ve apoptotik néron kaybi hususlarinda énemli
rolleri oldugu aciktir. Dolayisiyla; MMP aktivitesinin 0zellikle akut dénemde
inhibe edilmesinin kisa ve uzun vadede noroprotektif etkisinin olabilecegi
dusundlebilir (30).

MMP-9 ve MMP-2’nin ndropatik agri olusumunda dejeneratif ve
proinflamatuar vyollarla etkili olabilecegi dusunulmektedir. Periferik sinirin
mekanik olarak hasarlanmasi sonrasinda Schwann hucreleri MMP-9
salgilayarak myelin bazik proteininin (MBP) yikimini ve makrofaj infiltrasyonunu

baslatir (45, 46). Demyelinize olan aksonal membranda Na* kanallar sayica



artar ve hipereksitabilite gelisir. Olusan santral sensitizasyon néropatik agriya
neden olur (47).

Tam formult  5-Ofhidroksi((hidroksi[2-(trimetilamonyo)etoksi]fosforil)
oksi)fosforil]sitidin olan CDP-kolin, basta fosfatidilkolin olmak Uzere hucre
membraninin yapisal fosfolipitlerinin biosentezi icin gerekli bir molekuldir. CDP-
kolin, mitokondrial ATPaz ile membranal Na+/K+ ATPaz aktivitesini arttirarak
serebral metabolizmayi hizlandirir; ayrica, néroadrenalin ve dopamin gibi bazi
norotransmitterlerin merkezi sinir sistemindeki dizeylerini arttirdigi gosterilmistir
(48).
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Sekil-1: CDP-kolinin hicre icindeki etkileri.
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CDP-kolin oral yoldan alindiktan sonra ince bagirsakta sitidin ve kolin
alt birimlerine hidrolize olur (49). Bagirsaktan emilimi takiben, fosfatidilkolin
sentezindeki hiz sinirlayici enzim olan CTP-fosfokolin sitidiltransferaz tarafindan
tekrar CDP-kolin formuna donasturalur (50, 51).

Noronal doku, asetilkolin Uretmek igin kolin kullanmay! tercih eder. Bu
nedenle fosfatidilkolin sentezi i¢in gereken kolin miktari sinirlanmis olur. Kolin
miktarinin dustugu veya asetilkolin miktarinin arttigi durumlarda, ndronal
membranlarda bulunan ve kolin iceren sfingomyelin ve fosfatidilkolin gibi yapisal
fosfolipidler katabolize edilmeye baslar (52). Disaridan CDP-kolin saglanmasi,
ndronal dokudaki kolin miktarini arttirarak, dolayli yoldan ndéronal membran
sentezinin artisini ve yikiminin azaltilmasini saglar (53). Ayrica fosfolipazlarin
aktivitesini azaltarak kardiolipin yikimini ve hidroksil radikallerin tretimini azaltir,
dolayisiyla oksidatif sitresi dusurar (53-55).

CDP-kolinin noroprotektif etkileri; néronal dokudaki kardiolipin ve

sfingomyelin yilkimini engellemesi, fosfoditilkolin seviyelerini ylkseltmesi,



glutatyon sentezini ve glutatyon reduktaz aktivitesini uyarmasi ve fosfolipaz A2
aktivitesini azaltmasi ile bagdastirilabilir (52).

Alzheimer hastalarinda hipokampusteki noronal dejenerasyonu tersine
cevirdigi, apoptotik hiicre sayisini azalttigi gosterilmistir (32).

Bir calismada, iskemik stroke gelisen hastalarin CDP-kolin tedavisi
uygulanmaya baslandiktan sonra lezyonlarinin kaguldugu bildirilmigtir (56).
iskemik stroke sonrasi mortalite ve morbiditeyi azalttigi da idda edilmistir (57).
Bununla birlikte, Avrupa’da yuarutilen orta ve yuksek siddetli akut iskemik stroke
ile takip edilen 2298 hastay! iceren randomize ve plasebo kontrolli ¢alismada
CDP-kolinin stroke mortalite ve morbiditesi tGizerine herhangi bir olumlu etkisinin
olmadigi saptanmistir (58). CDP-kolin, Japonya’da ve Avrupa’da kafa travmasi,
stroke ve noérodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin onay almistir. CDP-kolinin
glokom, ambliopi ve nonarteritik iskemik optik noropati vakalarinda gérme
fonksiyonunu arttirdigi bildirilmistir (48, 59). Kokain bagimliliginda azalan beyin
dopamin seviyelerini arttirarak yeme istegini azalttigi gosterilmigtir (60).

Yapilan bir ¢galismada sistemik CDP-kolin uygulamasinin; skar dokusu
olusumunu engelleyerek, fonksiyonel geri kazanimi arttirarak ve aksonal
rejenerasyonu potansiyelize ederek periferik sinir kesisini takiben primer
onarimda pozitif etki gosterdigi bildirilmigtir (61).

Diger bir calismada doz bagimli olarak CDP-kolin (300 pmol/kg, 600
pmol/kg ve 900 umol/kg) noral yapisiklikta azalma, daha iyi siyatik fonksiyon
indeksi ve elektrofizyolojik sonuglar saglamigtir. Fonksiyonel myelinli aksonlarin
total sayisinda belirgin artis saptanmis ve sitikolinle tedavi edilen tim gruplarda
perindral skar dokusu azalmigtir. Arastirmacilar; sitikolinin, sigcan periferik sinir
kesilme ve primer anostomoz modelinde, aksonal rejenerasyonda ve skar
dokusu olusmadan iyilesmede doza bagimli olarak olumlu etki gosterdigini
belirtmiglerdir (62).

Bu calismada CDP-kolinin sigan siyatik sinir transeksiyon-sttirasyon
modelinde iyilestirici etkinliginin muhtemel etki mekanizmasi olarak hicre digi

matrikse olan etkileri incelendi.



GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetigtirme ve Arastirma Merkezi'nde Agustos 2012-2013 tarihleri arasinda
gerceklestirildi.

UUTF Deney Hayvanlari Bakim ve Kullanim Komitesi'nin onayini
takiben (Etik kurul onay tarihi: 23/08/2011; numarasi: 2011-09/02), ¢alismada
kullanilacak hayvanlar UUTF Deney Hayvanlari Yetigtirme ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edildi.

Cerrahi islem

Calismamizda agirhiklari 250-300 gr arasinda degisen 108 adet Wistar
Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar randomize olarak altta belirtilen 9
gruba ayrildi. Sevofluran (Sevorane ® likit, Abbott Laboratories, lllinois, ABD)
anestezisi altinda prone pozisyonuna getirilen siganlarin ekstremiteleri
operasyon masasina tespit edildi. %10’luk Povidon-iyot solisyonu (Glividon ®,
Bikar ilag San., istanbul) ile saha temizligi saglandiktan sonra sagd gluteal
bdlgeden uyluk posterioruna uzanan 3 cm uzunlugunda posterior longitudinal
cilt insizyonu yapildi. M. gluteus superfisialis ve m. biseps femoris kaslarinin
bileske hatti ve Uzerini gevreleyen fasya kunt diseksiyon ile agilarak siyatik sinir
ortaya konuldu. Bundan sonraki diseksiyon, kesi ve anastomoz iglemleri
mikroskop altinda yapildi (Zeiss Opmi-6, Carl Zeiss Meditec Inc., ABD).

Anestezi altinda sag siyatik sinir steril sartlar altinda diseke edildi. Sham
grubu harig, siyatik foramenden 10 mm uzakta root hooku ile kaldirilarak
mikromakas ile dizgun kat sinir kesisi olusturuldu. Epindral sinir anastomoz
teknigi kullanilarak proksimal ve distal sinir gidukleri 8-0 polipropylene sutir
(Prolene, Ethicon R Ltd, Somerville NJ, ABD) ile aralarinda 180 derece bulunan
iki ayri noktadan suture edilmek suretiyle primer anastomoz yapildi. Cilt
anatomisine uygun olarak kapatildi.



Sekil-3: Cerrahi islemin asamalari. Siyatik sinir disseke edildikten sonra (A),
siyatik foramene 1 cm uzakliktan mikromakas ile sinire tam kat diuzglin kesi
yapildi (B) ve 180 derece araliklarla 2 adet 8-0 polipropilen siutir materyali ile
suture edildi (C).



Il. Gruplar

II.LA. Sham Grubu

Anestezi altinda sag siyatik sinir steril sartlar altinda diseke edildi. Cilt
anatomisine uygun olarak kapatildi (n=36).

[I.B. Salin Grubu

Duzgun kat sinir kesisi ve primer anostomoz sonrasi cilt kapatmasini
takiben sigcanlara 1 ml/kg salin (%0,9 NaCl) intraperitoneal yolla bir kez enjekte
edildi (n=36).

II.C. CDP-Kolin Grubu

Duzgun kat sinir kesisi ve primer anostomoz sonrasi cilt kapatmasini
takiben siganlara CDP-kolin (600 umol/kg; 1 ml/kg salin icinde) intraperitoneal
yolla tek doz olarak enjekte edildi (n=36).

Cerrahi ve enjeksiyonlari takiben tim siganlarin spontan olarak
uyanmasi beklendi. Serbest hareket edebilmeleri icin kafeslerine birakildi.
Siganlar cerrahi girisim Oncesi ve sonrasinda gruplara uygun olarak her bir
kafese 3 adet sican dusecek sekilde numaralandirildi. TUum siganlar serbest
yemleme yontemiyle standart pellet sican yemi ve su ile beslendi. Calisma
suresi boyunca 12’ser saatlik aydinlik-karanlik doéngulsi saglandi. Mobilize

olmalarina izin verildi.

1. Sinir Orneklemesi

Sham, Salin ve CDP-kolin gruplarinin her birinde cerrahiyi takip eden
1., 3., ve 7. gunlerde siyatik sinir 6rnekleri elde edildi (her 6rnekleme gininde
grup basina n=12). Sonraki analizler géz 6nlne alinarak iki farkli yontemle
ornek elde etme gercgeklestirildi. Her gruptaki siganlarin yarisinda (n=6)
sevofluran anestezisi altinda eski cilt insizyonunun agilmasini takiben siyatik
sinir tamir edilen kismi icerecek sekilde enblok olarak c¢ikarildi. -20 santigrat

derecede saklamak Uzere sogutucuya yerlestirildi.



V. Perflizyon

Gruplardaki siganlarin diger yarisinda (n=6) ketamin (21 mg; Ketalar ®,
Eczacibasi, Turkiye) ve ksilazin (3 mg; XylazinBio %2, Bayer, Turkiye)
anestezisi altinda perfiuzyon uygulandi. Bu amagla supin pozisyonda siganlarin
ekstremiteleri sabitlendikten sonra ksifoid alti cilt insizyonu yapildi. insizyon
yanlara ve yukariya dogru genisletildi. Ksifoid gevre kas yapilarindan ayrildiktan
sonra bilateral kotlar da kesilerek gogus kafesi kaldirildi. Diafragma acildi, kalp
cevre dokulardan diseke edildi. Kalbin apeksi digsiz penset ile tutulduktan sonra
paraformaldehit (%2 M fosfat tampon icerisinde % 4’luk paraformaldehit;
Ph:7,4) ve heparinli % 0,9’luk serum fizyolojik (salin) solisyonuna bagl bulunan
enjektor ucu (18 G) apekse yerlestirildi ve klemp ile sabitlendi. Takiben sag
atrium tek darbe ile kesildi ve hemen heparinli salin inflzyonuna baslandi.
Siganin dolagim sistemindeki kan tamamen bosalana kadar salin inflizyonuna
devam edildi (50-100 ml). Sonra paraformaldehit inflizyonuna baglandi ve sigan
katilasana kadar (300-450 ml) bu isleme devam edildi.

Paraformaldehit perfiizyonu ile dokularin fiksasyonunu takiben eski cilt
insizyonu agcildi. Siyatik sinir tamir edilen kismi icerecek sekilde enblok olarak
cikarildi. Siyatik sinirin proksimal kismi ipek sitir ile baglandi. Cikarilan siyatik
sinir paraformaldehit ile dolu cam siselere koyuldu. Adzi parafilm (Parafim®,
Sigma-Aldrich Co., LLC, St Louis, MO, ABD) ile sarildi.

Sekil-4: Perfiuzyon iglemi.
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V. Degerlendirme

V.A. Histomorfolojik Degerlendirme

Calismada Ug¢ ayri deneysel prosedur (Sham, Salin ve CDP-Kolin) ve ¢
ayrt zaman dilimine (1., 3. ve 7. gunler) ait gruplar arasinda yapilan
transseksiyonun etkilerini incelemek ve CDP-kolinin koruyucu etkisini
gostermek amaci ile resin bloklama ve yari ince kesitler kullanilarak morfolojik
degerlendirme yapildi (her grup igin n=6, toplam 9 grup). Bu amagla yaklasik 1 -
1,5 cm’lik siyatik sinir érnekleri, anastamoz ve distal segmenti icerecek ve 0,5
cm boyutlarina gelecek sekilde diseke edildi. Elde edilen 6rnekler kodlanarak,
gece boyu pH 7,4, 0,1 mol/L fosfat tamponlu %4’'luk glutaralaldehit icerisinde
oda isisinda ve rotator kullanilarak fikse edildiler. Takip eden gun, artan
oranlarda etanol serileri ile dehidratasyon iglemine tabi tutulan &rnekler 0,1
mol/L fosfat tamponlu %1 osmium tetraoksit (OsO,) icerisinde postfikse edildi.
Ornekler, propilen oksit ve resin propilen oksit karigimi ile isleme tutulduktan
sonra tekrar kodlanarak resin (Spur's resin, Agar Scientific, Stansted, UK)
icerisine gobmulduler. Resin polimerizasyon islemi gece boyu 70°C’de
gerceklestirildi. Elde edilen resin bloklardan ultramikrotom kullanilarak 0,5 pm’lik
yarl ince kesitler alindi. Lam Uzerine gegirilen kesitler distile su igerisinde %1
toluidin mavisi, %1 borax karigsimi ile boyanarak transvers sinir kesitlerinin doku
elemanlari ve myelin kiliflar gérinur hale getirildi. Preparatlar dijital kamera
takil bir 1g1k mikroskobu altinda fotograflandi. Dijital rneklemenin yapilmasinda
her deney hayvani i¢in 4 farkli sinir kesiti kullanildi. Her sinir kesitinde 10x
blylutmede tim sinir alani, 40x buyltmede ise myelinli aksonlarin gorantisu
alindi. 40x buyutmede goéruntulerin alinmasinda randomize olarak 10 farkl
alanin goéruntusu fotograflandi. Elde edilen dijital goruntuler BMP formatina
cevrildi. Analiz programi olarak Scion Image yazilimi (NIH, ver 4.0.2) kullanildi
ve Scion image programi her analiz dncesi 10x ve 40x blayutmeler kullanilarak
alinmis  milimetrik lam goruntileri ile kalibre edildi. 10x buyutmedeki
goruntltlerde tim sinir alani mikrometre kare dlzeyinde hesaplanirken (Sekil-5),
40x biyutmeli géruntilerde 13674 pum?lik alana sahip bir cerceve icerisindeki
myelinli aksonlarin sayisi hesaplandi (Sekil-6). Aksonlar sayilirken cergeve
icerisindeki tim aksonlar, sag ve Ust kenara temas eden aksonlar sayima dahil

edildi ancak sol ve alt kenara temas eden aksonlar sayim digi birakildi. Alan
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hesabinda Scion Image programinin alan hesaplama araci kullanilirken, akson
sayiminda hiucre sayimi i¢in hazirlanmig 6zel bir makro kullanildi. Elde edilen
veriler Excel programina gegirilerek saklandilar. Verilerden, dnce gruplar ve
deney hayvanlari arasinda daha az hassas bilgiler veren total fasikul alanlari
hesaplandi. Takiben myelinli akson sayilari ve sayim c¢ergevesi alani
verilerinden milimetre karedeki akson sayisi yani aksonal dansite hesaplandi.
Son olarak bu verilerden total myelinli akson sayisi hesaplanarak tim morfolojik

veriler tablo ve grafik haline getirildi.

Sekil-5: Tum siyatik sinir kesit alani (10X blyltme). TUm sinir alaninin (total
fasikdl alani) Scion Image programi kullanilarak hesaplanmasi.
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Sekil-6: Myelinli aksonlarin sayimi amaciyla kullanilan ¢erceve érnegi (40X).
Siyah oklar: érnek myelinli akson transvers kesitleri, kirmizi ok: yeni olusan
aksonlar etrafindaki ince myelin formasyonu; beyaz ok: kan damari ve damar
ici huicreler; sari ok: bag dokusu ve bag dokusu elemanlari.

V.B. Western Blot Analizleri

Total protein icerikleri Lowry yontemine goére tayin edilen siyatik sinir
homojenatlari (her gruptan n=6) esit hacimde Laemmi sollsyonu ile muamele
edilerek 5 dakika kaynatildi. Ornekler esit miktarda protein igerecek sekilde
Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi'nde (SDS-PAGE; Mini
Protean Il, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) elektroforetik olarak ytrutulip protein
bantlar poliviniliden floriGr (PVDF) membranlara (Millipore, Temecula, CA, ABD)
aktarildi. Bu membranlar birinci antikorlar olan anti-MMP-2 (1:1000; Millipore,
Temecula, CA, ABD), anti-MMP-9 (1:1000; Millipore, Temecula, CA, ABD), anti-
TIMP-1 (1:1000; Millipore, Temecula, CA, ABD) ve anti-TIMP-3 (1:1000;
Millipore, Temecula, CA, ABD) ile gece boyunca inkibe edildi. Ertesi giin uygun
ikinci antikorlarla (1:5000; GE Healthcare UK, Buckinghamshire, ingiltere) 1
saat inkiibe edilen membranlar kemiluminesans deteksiyon kitiyle (GE
Healthcare UK, Buckinghamshire, ingiltere) muamele edilip olusan

kemiluminesans film baski makinesinde (Hyperprocessor RPN1700; Amersham
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Life Science, Buckinghamshire, ingiltere) fotograf filmine (Kodak Medical X-ray
film; Carestream Health, Fransa) bastirildi.

Film Uzerinde tespit edilen protein bantlarinin dijital goruntuleri
transparan adaptorli tarayici (UMAX Powerlook 1000, Atlanta, GA, ABD)
kullanilarak elde edildi. Bantlarin dansitesi Image J programi kullanilarak analiz
edildi. Her membran Uzerindeki birinci ve ikinci antikorlar 6zel bir solisyon
(Restore Western Blot Stripping Buffer; Thermo Scientific, Rockford, IL, ABD)
kullanilarak uzaklastirildi ve yeniden anti-Aktin (1:1000; Sigma, St. Louis, MO,
ABD) birinci antikoru ve uygun ikinci antikorla muamele edilerek Aktin protein
dizeyleri tespit edildi. Sonuglar MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-3
proteinlerinin optik dansitelerinin Aktin proteininkine orantilanmasi suretiyle
ifade edildi.

V.C. Jelatin Zimografi

Siyatik sinir homojenatlari (her gruptan n=6) 150 mg jelatin iceren
Laemmi sollisyonu ile esit hacimde kaynatmaksizin karistirildi. Ornekler esit
miktarda protein icerecek sekilde Sodyum Dodesil Salfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi'nde (SDS-PAGE; Mini Protean Il, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD)
elektroforetik olarak yuratulda. Jeller elektroforezden gikarilarak %2,5 Triton X-
100 ile 37°C’de 30 dakika yikandi ve ardindan 5 mM CaCl, ve 1 M ZnCl, iceren
50 mM Tris ¢ozeltisi (pH 7,5) icinde 37°C’de 18 saat inkiibe edildi. inkiibasyonu
takiben jeller %0,5’lik Coomassie Brilliant Blue G-250 iceren %20 asetik asit ve
%20 metanol soliisyonunda 2 saat inkiuibe edilerek boyandi. Boyanin fazlaligi
ise jellerin Coomassie Brilliant Blue G-250 igermeyen ayni solusyonda 30
dakika inkube edilmesi suretiyle uzaklastirildi. MMP-2 ve MMP-9 aktiviteleri jel
uzerindeki jelatinolitik (jelatin proteininin sindirildigine isaret eden) bantlarin
transparan adaptorlu tarayict (UMAX Powerlook 1000, Atlanta, GA, ABD)
yardimiyla dijital goruntulere donusturulmesini takiben bu bantlara ait
dansitometrik degerlerinin Image J programi ile analiz edilmesi ile belirlendi.
Sonuclar Sham grubundaki bantlarin dansitometrik degerlerinin ylzdesi olarak
ifade edildi.
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V. istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler Sigma Plot 12.0 programi kullanilarak yapildi.
Veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak sunuldu. Gruplar arasi
kargilastirmalar icin Tek Yonli Varyans Analizini (ANOVA) takiben post-hoc
Tukey testi kullanildi. Tum karsilagtirmalarda p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

l. Histomorfolojik Degerlendirme

Histomorfolojik olarak CDP-Kolin grubunda yiksek aksonal dansite
yuksek akson sayilari ile birlikte iyilesme ve koruyucu etki goézlemlendi. S6z
konusu grup verileri normal sham grubu verilerine yakin, harabiyetin artmasinin
beklendigi salin grubundan ise yuksekti. CDP-kolin grubunda yeni akson
olusumlari, adacik formasyonlari (kompartmanlar) seklinde akson topluluklari ve
bu aksonlar Uzerinde myelin olusumunun bagladigi ve ilerledigi gozlemlendi.
CDP-Kolin ve sham gruplarinda buyuk ve kuguk enine kesitli aksonlarin duzenli

dagildiklari, perindriumun daha iyi gézlemlendigi ve dizenli oldugu tespit edildi.
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Sekil-7: (A-C) Sham grubu, (D-F) Salin grubu ve (G-I) CDP-Kolin grubu

orneklerinde Toluidin mavisi ile boyanmis yari ince kesitler (0,5 um). Bar skala

25 um.
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Calismamizda elde etti§imiz akson sayilari ve sayim yapilan gergeve
alanindan  hesapladigimiz  “myelinize  akson sayisi” mikronkareden
milimetrekareye cevrilerek myelinize akson dansitesi elde edildi (Sekil-8 ve
Tablo-1). Myelinize akson dansitesi (Myelinize Akson Sayisi / mm?) verilerine
bakildiginda. Salin grubunda 1. gun 13090,54 * 436,75; 3. gun 12261,71 +
15,42 ve 7. gun 10925,84 + 1017,18 olarak gozuken ve giderek kotuleserek
azaldig! tespit edilen akson dansitesinin; sham operasyonu yapilan deney
hayvanlarinda 1. giin 20367,12 £ 479,69; 3. gun 21061,87 + 58,26 ve 7. gin
20147,73 £ 328,41 oldugu ve normal degerlerinde tespit edildigi, deneyin 7.
gune kadar olan ilerleyisinde anlamli bir azalma veya yukselme gostermedigi
tespit edildi. CDP-Kolin grubunda ise her U¢ zaman diliminde alinan ornekler
salin grubundaki ilgili zaman dilimindeki érnekler ile karsilastirildiinda anlamli
derecede iyilesme ve artmis myelinli akson dansitesi gosterdigi goruldu (1., 3.
ve 7. gun orneklerinin timu icin p<0,001). Yine CDP-Kolin grubu verilerinin 1. ve
3. gin zaman dilimlerinde Sham grubuna yakin degerler verdigi; 7. gun
verilerinin ise sham grubundan daha fazla artmis oranda oldugu goérulda
(p>0,05).
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Sekil-8: Milimetrekarede myelinize akson sayisi (dansite). Sham grubu ile
kiyaslandiginda **p<0.01; Salin grubu ile kiyaslandiginda ###p<0.001.
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Tablo-1: Myelinize Akson Sayisi / mm?.

Myelinize Akson Sayisi / mm’ (Ortalama = SEM)

1.gun 3. gln 7.gln
Sham 20367,12 +£ 479,69 | 21061,87 + 58,26 20147,73 £ 328,41
Salin 13090,54 + 436,75 | 12261,71 + 15,42 10925,84 + 1017,18
CDP-kolin | 17875,43 £ 634,71 | 16882,93 + 228,66 20568,23 + 995,75

Myelinize akson dansitesi ve tum fasikul alani verilerinden elde edilen
total myelinize akson sayisi verilerine bakildiginda, CDP-Kolin grubunun salin
grubundan anlamli derecede (p<0,001) yuksek ve sham grubuna yakin (p>0,05)
degerler gosterdigi tespit edildi (Sekil-9 ve Tablo-2).
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Sekil-9: Total myelinize akson sayisi. Salin grubu ile kiyaslandiginda
###p<0,001.

Tablo-2: Total myelinize akson sayisi.

Total Myelinize Akson Sayisi (Ortalama * SEM )

1.gun 3. gun 7. gun
Sham 1571,65 + 139,84 1510,35 + 25,69 1805,07 £ 29,42
Salin 994,18 + 33,17 648,58 + 43,13 695,55 + 64,75
CDP-kolin 1772,92 + 62,95 1750,77 + 160,87 1654,26 + 80,08
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Myelinli akson dansitesi verilerinden daha az hassas bilgiler
edinebilecegimiz total fasikul alani sonuglari agisindan her deney hayvani
grubunda farkli olmakla birlikte yakin sonuglar ortaya c¢iktigi gozlemlendi. Bu
sonuglar da fiksasyon, gdmme, agirlik ve yas gibi sinir kalinigini etkileyebilecek

faktorlerin minimumda tutulduguna isaret etmekteydi (Sekil-10).
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Sekil-10: Total fasikul alanlari.

I. Western Blot Analizleri

[I.LA. MMP-2 Protein Duzeyleri

Siyatik sinirden elde edilen 6rneklerde MMP-2 miktari Sham grubunda
¢cok dusuk duzeylerde tespit edildi. MMP-2 protein dizeyleri siyatik sinir hasarini
takiben Salin ve CDP-kolin gruplarinda anlamli olarak artarken, hasari takip
eden 3. ve 7. gunlerde CDP-kolin tedavisi alan sigcanlarin siyatik sinir
orneklerinde Salin tedavisi alanlara gére anlamli olarak azalmis bulundu (Sekil-
11). Siyatik sinir hasarini takip eden 1. gunde MMP-2/Aktin orani Sham
grubunda 0,095 + 0,008 iken Salin ve CDP-kolin gruplarinda bu oran sirasi ile
1,24 £+ 0,027 (p<0,001) ve 1,18 £ 0,022 (p<0,001) olarak bulundu. Hasarin 3.
guinunde MMP-2/Aktin orani Sham grubunda 0,099 + 0,004 iken, Salin ve CDP-
kolin gruplarinda sirasi ile 1,50 + 0,032 (p<0,001) ve 1,07 + 0,020 (p<0,001) idi.
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CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir orneklerindeki MMP-2 miktari
Salin alanlarinkine kiyasla anlamli (p<0.001) olarak azalmis bulundu. Hasarin 7.
gundnde ise MMP-2/Aktin orani Sham grubunda 0.097 + 0,002 iken, Salin ve
CDP-kolin gruplarinda sirasi ile 1.29 £ 0,026 (p<0,001) ve 1.18 = 0,018
(p<0,001) olarak hesaplandi. CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir
orneklerindeki MMP-2 miktari hasarin 7. guninde Salin alanlarinkine kiyasla

hala anlamli (p<0,05) olarak azalmis idi.
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Sekil-11: Siyatik sinir hasarini takiben 1., 3., ve 7. gunlerde elde edilen
orneklerde MMP-2 protein dizeylerinin analizi. Sonuclar MMP-2 proteininin
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantilanmasi suretiyle ifade
edildi. Sham grubu ile kiyaslandiginda ***p<0,001; Salin grubu ile
kiyaslandiginda #p<0,05 ve ###p<0,001.

[1.B. MMP-9 Protein Duzeyleri

Sham grubuna ait siyatik sinir 6rneklerinde de MMP-9 miktari ¢ok dusuk
bulundu. MMP-9 protein duzeyleri siyatik sinir hasarini takiben Salin ve CDP-
kolin gruplarinda anlamli olarak artarken, hasari takip eden 3. ve 7. glunlerde
CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir orneklerinde Salin tedavisi

alanlara goére anlamli olarak azalmis bulundu (Sekil-12). Siyatik sinir hasarini
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takip eden 1. ginde MMP-9/Aktin orani Sham grubunda 0,085 * 0,004 iken
Salin ve CDP-kolin gruplarinda bu oran sirasi ile 1,10 £ 0,010 (p<0,001) ve 1,06
+ 0,014 (p<0,001) olarak bulundu. Hasarin 3. gunuinde MMP-9/Aktin orani
Sham grubunda 0,096 + 0,002 iken, Salin ve CDP-kolin gruplarinda sirasi ile
1,24 + 0,015 (p<0,001) ve 1,09 + 0,036 (p<0,001) idi. CDP-kolin tedavisi alan
siganlarin siyatik sinir drneklerindeki MMP-9 miktari Salin alanlarinkine kiyasla
anlamli (p<0,05) olarak azalmis bulundu. Hasarin 7. gininde ise MMP-9/Aktin
orani Sham grubunda 0,096 + 0,006 iken, Salin ve CDP-kolin gruplarinda sirasi
ile 1,19 + 0,025 (p<0,001) ve 1,08 £ 0,013 (p<0,001) olarak hesaplandi. CDP-
kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir orneklerindeki MMP-9 miktari hasarin
7. gununde Salin alanlarinkine kiyasla hala anlaml (p<0,05) miktarda azalmis

olarak bulundu.
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Sekil-12: Siyatik sinir hasarini takiben 1., 3., ve 7. gunlerde elde edilen
orneklerde MMP-9 protein dizeylerinin analizi. Sonuclar MMP-9 proteininin
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantilanmasi suretiyle ifade
edildi. Sham grubu ile kiyaslandiginda ***p<0,001; Salin grubu ile
kiyaslandiginda #p<0,05.
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[I.C. TIMP-1 Protein Duzeyleri

Tipki MMP proteinleri gibi, Sham grubuna ait 6rneklerde TIMP-1
proteininin siyatik sinirdeki duzeyleri de ¢ok dusuk bulundu. TIMP-1 proteininin
dizeyleri siyatik sinir hasarini takiben Salin grubunda degismezken, CDP-kolin
grubunda 6zellikle hasari takip eden 3. ve 7. gunlerde anlamli artiglar gosterdi
(Sekil-13). Siyatik sinir hasarini takip eden 1. gunde TIMP-1/Aktin orani Sham,
Salin ve CDP-kolin gruplarinda sirasi ile 0,076 + 0,003, 0,073 + 0,003 ve 0,088
+ 0,005 idi ve aralarinda anlamli fark bulunamadi. Hasarin 3. gininde TIMP-
1/Aktin orani Sham ve Salin gruplarinda sirasi ile 0,079 + 0,001 ve 0,078 %
0,001 iken, CDP-kolin grubunda (0,175 £ 0,006) her iki gruba gore anlamli
(p<0,001) olarak artmig idi. Hasarin 7. gununde CDP-kolin grubu orneklerinde
TIMP-1/Aktin orani (0,146 + 0,006), Sham (0,080 + 0,002) ve Salin (0,072 %

0,001) gruplarininkine gére hala anlamli (p<0,001) olarak artmis bulundu.
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Sekil-13: Siyatik sinir hasarini takiben 1., 3., ve 7. gunlerde elde edilen
orneklerde TIMP-1 protein dizeylerinin analizi. Sonuglar TIMP-1 proteininin
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantilanmasi suretiyle ifade
edildi. Sham grubu ile kiyaslandiginda ***p<0,001; Salin grubu ile
kiyaslandiginda ###p<0,001.
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[I.D. TIMP-3 Protein Duzeyleri

TIMP-3 proteininin siyatik sinirdeki duzeyleri de Sham grubuna ait
orneklerde ¢ok dusuk bulundu. TIMP-3 protein duzeyleri siyatik sinir hasarini
takiben Salin grubunda degismezken, CDP-kolin grubunda yine hasari takip
eden 3. ve 7. gunlerde anlamli artislar gosterdi ($ekil-8). Siyatik sinir hasarini
takip eden 1. ginde TIMP-3/Aktin orani Sham, Salin ve CDP-kolin gruplarinda
sirasi ile 0,076 + 0,002, 0,073 £ 0,004 ve 0,089 + 0,004 idi ve aralarinda anlamli
fark yoktu. Hasarin 3. guninde TIMP-3/Aktin orani Sham ve Salin gruplarinda
sirasi ile 0,080 + 0,001 ve 0,079 £ 0,0008 iken, CDP-kolin grubunda (0,186 +
0,007) her iki gruba gore anlamli (p<0,001) olarak artmig idi. Hasarin 7.
guninde CDP-kolin grubu orneklerinde TIMP-3/Aktin orani (0,155 + 0,006),
Sham (0,080 + 0,002) ve Salin (0,071 + 0,003) gruplarininkine gére hala anlamli
(p<0,001) olarak artmis bulundu.
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Sekil-14: Siyatik sinir hasarini takiben 1., 3., ve 7. gunlerde elde edilen
orneklerde TIMP-3 protein dizeylerinin analizi. Sonucglar TIMP-3 proteininin
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantilanmasi suretiyle ifade
edildi. Sham grubu ile kiyaslandiginda ***p<0,001; Salin grubu ile
kiyaslandiginda ###p<0,001.
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Sekil-15: Tum deney gruplarindan elde edilen siyatik sinir érneklerindeki Aktin,
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-3 proteinlerine ait temsili Western Blot
bantlari.

M. Jelatin Zimografi Analizleri

lILA. MMP-2 Protein Aktivitesi

Siyatik sinirden elde edilen érneklerde MMP-2 aktivitesi Sham grubunda
¢cok dusuk duzeylerde tespit edildi. MMP-2 aktivitesi siyatik sinir hasarini takiben
Salin ve CDP-kolin gruplarinda anlamli olarak artarken, hasari takip eden 3. ve
7. gunlerde CDP-kolin tedavisi alan sicanlarin siyatik sinir 6rneklerinde Salin
tedavisi alanlara gore anlamli olarak azalmis bulundu (Sekil-16). Siyatik sinir
hasarini takip eden 1. ginde MMP-2 aktivitesi Sham grubuna goére Salin ve
CDP-kolin gruplarinda sirasi ile 12.4 kat (p<0,001) ve 12.1 kat (p<0,001) artmis
bulundu. Hasarin 3. guinunde MMP-2 aktivitesi Sham grubuna goére Salin ve
CDP-kolin gruplarinda sirasi ile 14.8 kat (p<0,001) ve 11.2 kat (p<0,001) artmig
idi. CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir 6rneklerindeki MMP-2
aktivitesi Salin alanlarinkine kiyasla anlamh (p<0.001) olarak azalmis bulundu.
Hasarin 7. gununde ise MMP-2 aktivitesi Sham grubuna goére Salin ve CDP-
kolin gruplarinda sirasi ile 13.6 kat (p<0,001) ve 11.8 kat (p<0,001) artmis
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bulundu. CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir érneklerindeki MMP-2
aktivitesi hasarin 7. gununde Salin alanlarinkine kiyasla hala anlamh (p<0,05)
olarak azalmisg idi.
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Sekil-16: Siyatik sinir hasarini takiben 1., 3., ve 7. gunlerde elde edilen
orneklerde MMP-2 aktivitesinin analizi. Sonuglar Sham grubundaki bantlarin
dansitometrik degerlerinin ylzdesi olarak ifade edildi. Sham grubu ile
kiyaslandiginda ***p<0,001; Salin grubu ile kiyaslandiginda #p<0,05 ve
###p<0,001.

[11.B. MMP-9 Protein Aktivitesi

Siyatik sinir érneklerinde MMP-9 aktivitesi Sham grubunda ¢ok diusuk
dizeylerde tespit edildi. MMP-9 aktivitesi siyatik sinir hasarini takiben Salin ve
CDP-kolin gruplarinda anlamli olarak artarken, hasari takip eden 3. ve 7.
gunlerde CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir orneklerinde Salin
tedavisi alanlara gore anlamli olarak azalmis bulundu (Sekil-17). Siyatik sinir
hasarini takip eden 1. ginde MMP-9 aktivitesi Sham grubuna gére Salin ve
CDP-kolin gruplarinda sirasi ile 11 kat (p<0,001) ve 10,6 kat (p<0,001) artmis
bulundu. Hasarin 3. guinunde MMP-9 aktivitesi Sham grubuna goére Salin ve
CDP-kolin gruplarinda sirasi ile 13,7 kat (p<0,001) ve 11 kat (p<0,001) artmis

idi. CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir 6rneklerindeki MMP-2
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aktivitesi Salin alanlarinkine kiyasla anlamli (p<0.001) olarak azalmis bulundu.
Hasarin 7. gununde ise MMP-9 aktivitesi Sham grubuna gére Salin ve CDP-
kolin gruplarinda sirasi ile 12,4 kat (p<0,001) ve 11,5 kat (p<0,001) artmig
bulundu. CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir érneklerindeki MMP-9
aktivitesi hasarin 7. guninde Salin alanlarinkine kiyasla hala anlamh (p<0,05)

olarak azalmisg idi.
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Sekil-17: Siyatik sinir hasarini takiben 1., 3., ve 7. gunlerde elde edilen
orneklerde MMP-9 aktivitesinin analizi. Sonuglar Sham grubundaki bantlarin
dansitometrik degerlerinin yuzdesi olarak ifade edildi. Sham grubu ile
kiyaslandiginda ***p<0,001; Salin grubu ile kiyaslandiginda #p<0,05 ve
###p<0,001.
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Sekil-18: Tum deney gruplarindan elde edilen siyatik sinir 6rneklerinde MMP-2
ve MMP-9 aktivitelerine ait temsili jelatin zimografi bantlari.
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TARTISMA

Bu calismada, CDP-kolin tedavisinin periferik sinir hasarinda
fonksiyonel iyilesmeyi arttirici etkisinin mekanizmasi, sigan siyatik sinir kesisi ve
primer anostomoz modelinde arastiriimigtir. Bu amacla cerrahiyi takip eden 1.,
3., ve 7. gunlerde elde edilen siyatik sinir orneklerinde histomorfolojik ve
molekuler biyolojik analizler yapilmistir. Sonuglarimiz CDP-kolin tedavisinin
birim alana dusen ve total myelinize akson sayisini anlamh sekilde arttirdigini
gOstermektedir. Bu artiglara hucre digi matriks proteinlerinden MMP-2 ve MMP-
9 duzeyleri ile aktivitelerinin baskilanmasinin yaninda TIMP-1 ve TIMP-3
duzeylerinin artisi eslik etmektedir. Bulgularimiz, CDP-kolin’'in periferik sinir
hasarinda fonksiyonel iyilesmeyi arttirici etkinligine hicre digi matriks
proteinlerini dizenlemesinin aracilik ettigini dusindurmektedir.

CDP-kolin vicudumuzda endojen olarak olugsan dogal bir bilegiktir (63).
Yapisal olarak bir ntkleotiddir. Hicre membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolin
sentezi sirasinda hiz kisitlayici basamakta ortaya ¢ikar (64). Disaridan verilen
CDP-kolin’in (ki bu durumda sitikolin adini alir) fosfatidilkolin artisini saglayarak
hidcre membranin yenilenmesi ve onarilmasini arttirici etkileri mevcuttur (65).
Bu yararl etkileri ¢gesitli deneysel ve klinik galismalar ile kanitlanmigtir. Sitikolin,
Alzheimer ve multiinfarkt demans gibi noérodejeneratif hastaliklarda (66),
Parkinson hastaliginda (67), 6grenme ve hafizanin gelistiriimesinde (68), akut
ve kronik serebrovaskuler patolojilerde (52), travmatik beyin hasarinda (69) ve
glokom (70) ile ambliyopi (71) gibi ¢esitli gdéz hastaliklarinda yararl kullanimi
olabilecegi bildirilen bir maddedir. Bu hastaliklardaki etki mekanizmalarinin
uzerinde tek tek durmak gerekir. Alzheimer hastaliginda etkilenmis noronlarda
fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin miktarinda azalma tespit edilmis olup (72)
CDP-kolin verilmesi bu fosfolipidlerin artisini mumkin kilmaktadir (50). Ayrica,
Alzheimer hastaliginda kolinerjik yetmezlik de mevcuttur (66) ve kolin vericisi
olmasi dolayisiyla CDP-kolin bu eksikligi tamamlayabilmektedir. Stroke gegiren
hastalarda, CDP-kolin verilmesinin lezyon hacmini azalttigi (73), motor ve
kognitif bozukluklarda erken geri donusumu sagladigi gosterilmistir (52).
Parkinson hastalarinda, CDP-kolin dopamin miktarini arttirir (74) ve bunu da

muhtemelen beyin asetilkolin miktarini arttirarak (75) yapmaktadir; levodopa ile
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CDP-kolin’in kombine kullanimi, levodopa ihtiyacini anlamli derecede azaltir
(74). Kafa travmali hastalarda CDP-kolin tedavisinin motor, biligsel ve psikolojik
gelisimi hizlandirdigi ve hastanede kalis suresinin kisalttigi rapor edilmistir (76).
Bu etki CDP-kolinin beyinde, asetilkolin ve noradrenalinden bagimsiz olarak,
ACE ve Na/K ATP’az aktivitesini arttirmasi ve membranda fosfatidilkoline
donugmesi ile gerceklestigi ortaya koyulmustur (77) .

Periferik sinir hasarindaki yeniden vyapilanma surecinde aksonal
dejenerasyon ve rejenerasyon meydana gelir (1, 2). Travma sonrasinda distal
sinir segmentinde meydana gelen Wallerian dejenerasyon, akson ve myelin
kalintilarinin ortadan kaldiriimasini saglar. Rejenere olan aksonlar, proksimal
sinir matriksine girdiginde Schwann hucreleri bunlarin etrafini sarar ve bunlari
remyelinize eder (3-5). Wallerian dejenerasyonun tum asamalarinda proteolitik
aktivite izlenmektedir. Proteolizin ndéral hasari takiben c¢ok kisa bir slre
icerisinde baslamasi, kan-sinir bariyerinin yikimini saglayarak makrofaj
infiltrasyonunu kolaylagtirmaktadir. Ayni zamanda hucreler arasi matriksin
yikimi saglanarak hucreler arasi hareket ve debris yikimi artmaktadir (21). Sinir
hasari (aksonal yaralanma) sonrasinda, meydana gelen tamir slreci tUm
noronu kapsamaktadir. Aksonal rejenerasyonun en onemli bolumunu; aksonal
filizienme, biiyiime ve reinnervasyon olusturmaktadir (21). lyilesme asamasinda
g6zlenen epindral skar dokusu, onarim sahasinda olusan aksonal gelisimi
engelleyen mekanik bir bariyer olusturarak (78, 79) ve néral dokuyu cevre
dokulara yapigmasi suretiyle immobilize edip iskemiye maruz birakarak (80)
iyilesmeyi olumsuz yonde etkilemektedir. Sinir ucunda ndrinom gelisimi, aksonal
rejenerasyon dolayisiyla fonksiyonda iyilesmeyi etkileyen en 6nemli faktordar.
Noérinom gelisimini engellemek icin; otojen by-pass teknikleri (81), Schwann
hiicreleri iceren sinir grefti (82), endojen ve eksojen biylume faktorleri (83-86)
ve sinir bogluguna cesitli maddeler iceren tubuler sistemlerin yerlestiirlmesi (87)
yontemlerinde anlamli sonuglar elde edilmistir. Olusmus olan sinir yaralanmasi
sonrasli, mikrogirurjikal olarak primer sutur ile anatomik olarak akson aksona
anastomoz hala altin standart ydntem olarak kabul edilmektedir (88, 89).

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ve bunlarin primer endojen
inhibitorleri olan TIMP molekdlleri (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases)
hicre disi matriksin travma sonrasi remodelizasyonunda kritik 6nem

tasimaktadirlar (22). MMP’ler, aktif bolgelerinde Zn™" bulunduran genis bir
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enzim ailesi olup, bunlardan jelatinaz A ve B olarak bilinen MMP-2 ve MMP-9
normal sartlarda dokuda eser miktarlarda bulunurken, néral hasar sonrasinda
dokudaki konsantrasyonlarinin yukseldigi kanitlanmistir (30). Hasarin mahiyeti
ne olursa olsun (kompresyon, kontiizyon veya transseksiyon), bu molekillerde
artis ayni sekilde olmaktadir (90, 91). Yapilan birgok ¢alismada da gdésterildigi
gibi, MMP-9 yaralanmay takiben ilk 24 saatte hizla artarken, MMP-2'nin artigi
daha yavas olmakta ve 2. ila 5. glnlerde belirginlesmektedir (32, 40, 45, 90-92).

Doku tamiri esnasinda hucre disi matriksin yikilmasi, hicrelerin matriks
icerisinde optimal bicimde yeniden yapilandiriimasi icin gereklidir. Ancak asiri
yikim olumsuz etkilere yol acabilir. TIMP molekulleri MMP’lerin substrata
baglanan alt Uniteleri ile 1:1 nonkovalent bag olusturmak suretiyle inhibisyon
yaparak matriks yikim miktarini sinirlamaktadirlar (31, 32). TNF alfa ve TGF
beta da TIMP-1’in bilinen modulatérlerdir. Bunlarin ekspresyonu erken (1. gun)
ve gec¢ faz (4. gun) boyunca, TIMP-1 ve MMP-9'un ekspresyonu ile paralellik
gOstermektedir. Sonug¢ olarak hasar sonrasinda TIMP-1, bazal membrani
kontrolstiz yikimdan korumaktadir (33).

Sitikolin  tedavisinin  periferik  sinir rejenerasyonundaki etkinligini
inceleyen énceki galismalarimizda Siyatik Fonksiyon indeksi (SFi) kontrole gére
anlamli olarak iyilesmig, akson sayisi ve aksonal organizasyon skoru artmis,
EMG ile deg@erlendirilen sinir rejenerasyonu kuvvetlenmis ve skar dokusu
olusumu azalmistir (93). Daha sonra yapilan ¢alismada, CDP-kolin’nin aksonal
rejenerasyonu potansiyalize ederek fonksiyonel iyilesmeyi arttirma anlamindaki
etkinligi icin sitidin ve kolinin ortamda birlikte bulunmalari gerektigi saptanmistir
(94). Siyatik Fonksiyon indeksi’nin, topikal yolla CDP-kolin veya sitidin+kolin
uygulanan gruplarda sadece sitidin veya kolin verilen gruplara goére anlaml
olarak iyilestigi gdzlenmistir (94). ilaveten, sadece topikal olarak degil, sistemik
yolla uygulanan CDP-kolin veya sitidin+kolin tedavilerinin de siyatik sinir
rejenerasyonunu arttirdigi  ortaya konmustur (61). Yakin zamanl bir
calismamizda ise CDP-kolin’in siyatik sinir kesisi ve primer anastomoz
modelinde rejenerasyonu arttirici etkinliginin doza bagiml olarak ortaya ¢iktigi
g6zlenmistir (62). Ozellikle galismada kullanilan en yiiksek dozda (900 pmol/kg)
gorulmek uzere, doza bagimli olarak siyatik fonksiyon indeksinde iyilesme, sinir

dokusu rejenerasyonunda artis, perindral skar dokusunda azalma, EMG
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latansinda kisalma, sinir adhezyon ve seperabilite skorlarinda iyilesme ile total
miyelinli akson sayisi ve dansitesinde anlamli artiglar tespit edilmistir (62).

MMP’lerin ¢cok sayida selektif ve nonselektif inhibitorleri denenmis fakat
bunlarin baylk bir kisminin biyo-yararlanimlarinin ve sagkalim oranlarinin
dusuk olmasi nedeni ile galismalarina son verilmistir (30). Ancak bazi ekzojen
ajanlarin bu proteinazlar tzerine olan etkileri halen arastiriimaktadir. Ornegin,
MMP’lerin Zn++ baglayan aktif bolgesini iggal ederek inhibisyon yapan
hidroksamik asit turevleri veya anti-MMP9 antikorlarinin siyatik sinir kesisinin
ardindan intraperitoneal olarak verildigi hayvanlarda Wallerian dejenerasyonun
ve miyelin fagositozunun azaldigi, bu etkilerin hidroksamat verilen hayvanlarda
anti-MMP9 verilenlere gore daha belirgin oldugu saptanmistir. Ayni ¢alismada,
MMP-9 miktarlari da o6lgulmus, her iki grupta da MMP-9 d6lciimlerinde kontrol
grubu ile anlamlh fark saptanmamistir; ancak yazarlar bu sonucu elektroforez
sirasinda jelin igindeki MMP-antikor veya MMP-hidroksamat komplekslerinin
ayrismig olabilecegine baglamiglardir (95). Kontrolli bir hayvan calismasinda
doksisiklin ve diger tetrasiklinlerin iskemiye maruz birakilan néral dokuda MMP-
9 ve MMP-2 miktarlarini azalttigi gosterilmistir (96). Yine sicanlarda serebral
iskemi yoluyla noral hasar olusturulan bir baska calismada, kalpain veya
kathepsin B’nin inhibisyonunun, insan glioblastoma ve I6semik hicre
kiltarlerinde MMP-9 aktivasyonunu 6nledigi yontundeki kanitlardan (97,98) yola
cikilarak, bir kalpain + kathepsin B inhibitdéri olan e64d verilen hayvanlarda
postiskemik MMP-9 ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldigr saptanmistir (99). Hidroksamik asit turevi bir MMP inhibitort olan BB-
1107’in pnémokokal menenijitli siganlara verilmesinin, kontrol grubuna goére
MMP-9 miktarinda anlamli azalmaya, ayrica ndbet sikli§i ve mortalitede disus
ile 6grenme yetenegdinin korunmasina neden oldugu bildirilmigtir (100).

MMP ve TIMP molekullerinin néral hasardan sonraki degisimleri,
bunlarin gesitli ekzojen molekullerle karsilikli etkilesimleri ile regulasyonlari
cesitli calismalarla belirlenmig, ancak dogal metabolik yollarla endojen olarak
olusan ve deneysel calismalarin Otesine gecerek bazi ndérodejeneratif
hastaliklarda kullanima sunulmus bir ajan olan CDP-kolin’in bu molekuller
uzerindeki etkisi hakkinda kontrollG bir galisma yapilmamigtir.
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Sunulan c¢alismada sigcan siyatik sinir kesisi ve primer anostomoz
modelinde CDP-kolin tedavisinin MMP ve TIMP molekilleri Utzerine etkileri
arastinldi. Bu amagla 600 umol/kg CDP-kolin intraperitoneal enjeksiyonu
sonrasli 1., 3., ve 7. gunlerde elde edilen siyatik sinir rneklerinde histomorfolojik
ve molekuler biyolojik analizler yapildi.

Histomorfolojik degerlendirmede, CDP-kolin grubunda yeni akson
olusumlari, adacik formasyonlari (kompartmanlar) seklinde akson topluluklari ve
bu aksonlar Gzerinde myelin olusumunun bagladigi ve ilerledigi gozlemlendi.
CDP-Kolin grubunda, perindriumun kontrol (Salin) grubuna kiyasla daha iyi
g6zlemlendigi ve duzenli oldugu tespit edildi. Myelinize akson dansitesi
(Myelinize Akson Sayisi / mm?) verilerine bakildiginda; Salin grubunda 1., 3. ve
7. gunlerde giderek kotuleserek azaldigi tespit edilen akson dansitesinin, CDP-
Kolin grubunda her G¢ zaman diliminde alinan érnekler salin grubundaki ilgili
zaman dilimindeki ornekler ile karsilastirildiginda anlamh derecede artmis
myelinli akson dansitesi gosterdigi goruldi. Hatta CDP-Kolin grubu verilerinin 1.
ve 3. gun zaman dilimlerinde Sham grubuna yakin degerler verdigi; 7. gun
verilerinin ise sham grubundan daha artmis oranda oldugu goéruldu. Myelinize
akson dansitesi ve tum fasikil alani verilerinden elde edilen total myelinize
akson sayisi verilerine bakildiginda, CDP-Kolin grubunun salin grubundan
anlamli derecede yuksek ve sham grubuna yakin degerler gosterdigi tespit
edildi. Myelinli akson dansitesi verilerinden daha az hassas bilgiler
edinebilecegimiz total fasikul alani sonuglari agisindan her deney hayvani
grubunda farkh olmakla birlikte yakin sonuglar ortaya ciktigi goézlemlendi. Bu
sonuglar da fiksasyon, gdmme, agirlik ve yas gibi sinir kalinhgini etkileyebilecek
faktorlerin minimumda tutulduguna isaret etmektedir.

Western blot analizlerde, siyatik sinirden elde edilen érneklerde MMP-2
ve MMP-9 miktarlari Sham grubunda literatlr ile uyumlu olarak ¢ok dusuk
dizeylerde tespit edildi. MMP-2 ve MMP-9 proteinlerinin duzeyleri siyatik sinir
hasarini takiben Salin ve CDP-kolin gruplarinda anlamli olarak artarken, hasari
takip eden 3. ve 7. gunlerde CDP-kolin tedavisi alan siganlarin siyatik sinir
orneklerinde Salin tedavisi alanlara gore anlamli olarak azalmis bulundu. Jelatin
zimografi ile gerceklestirilen enzimatik aktivite analizlerinde CDP-kolin’'in, bu
proteinlerin miktarlarina paralel olarak aktivitelerine de ayni sekilde etki ettigi
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gosterildi. Ozellikle hasari takip eden 3. ve 7. giinlerde CDP-kolin grubunda
Salin grubuna kiyasla anlamli azalmalar goruldu.

Tipki MMP proteinleri gibi, Sham grubuna ait 6rneklerde TIMP-1 ve
TIMP-3 proteininin siyatik sinirdeki dizeyleri de ¢ok dusik bulundu. TIMP-1 ve
TIMP-3 proteininin duizeyleri siyatik sinir hasarini takiben Salin grubunda
degismezken, CDP-kolin grubunda Ozellikle hasari takip eden 3. ve 7. glnlerde
anlaml artiglar gosterdi.

Bu calismada; literatir ile uyumlu olarak, MMP-9 ile MMP-2
seviyelerinin ve aktivitelerinin, ndral travmanin dogal seyrinde (Salin grubu)
anlaml artiglar gosterdigi teyit edildi. Mevcut literatire katki olarak;
kullandigimiz CDP-kolin’in, hem MMP-9 hem de MMP-2 seviyeleri ile
aktivitelerini anlamh olarak dusurdugu, ayni zamanda TIMP-1 ve TIMP-3
seviyelerinde anlaml artiglar sagladigi saptandi.

Sonug olarak CDP-kolin’in, molekuler duzeydeki gesitli etkilesimleri ve
hiacre digi  matriksin  yapilandirlmasinda gorev  alan  proteinlerin
dizenlenmesindeki olumlu etkileri sebebiyle, gelecekte birgok yararli amag igin
kullanilabilecegi ihtimal dahilindedir. Bu nedenle, bu madde ile ilgili molekuler

duzeyde daha kapsamli galismalar yapiimasi uygun olabilir.
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