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KISALTMALAR 
 
 

ACE: Anjiyotensin Konvertíng Enzim  

ACTH: Adrenokortikotropik hormon  

ANOVA: Tek Yönlü Varyans Analizi  

ATPaz: Adenozintrifosfataz 

BCL-2: B-cell lymphoma 2 

Ca: Kalsiyum 

CDP-kolin: Sitidindifosfo-kolin 

EMG: Elektromyografi 

G: Gauge 

IL-1: İnterlökin-1 

μmol/kg: mikromol/kilogram 

MMP: Matriks metalloproteinaz  

M: Mol 

MBP: Myelin bazik proteini 

P: Probability 

PVDF: Poliviniliden florür  

SFİ: Siyatik Fonksiyon İndeksi 

TIMP: Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 

TNF alfa: Tümör nekroz faktör alfa 

TGF beta: Transformin growth faktör-beta 

Zn: Çinko 
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ÖZET 
 

 

CDP-kolin (sitikolin), fosfolipid metabolizmasında yer alan önemli bir 

endojen metabolittir. Nöral iyileşmede, iskemik nöral hastalıklarda, 

nörodejeneratif hastalıklarda, nöropatik ağrıda, bazı kardiyovasküler ve 

endokrin hastalıklarda yararları bilinmektedir. MMP ve TIMP, hücre dışı 

matriksin remodelizasyonunda anahtar role sahip proteinlerdir. Bu çalışmada 

CDP-kolinin, siyatik sinirin transseksiyon-sütürasyon modeliyle oluşturulan nöral 

hasar sonrası bu moleküller üzerindeki etkisi araştırıldı. 

Çalışmada 108 adet Wistar albino erkek sıçan kullanıldı. Hayvanlar eşit 

sayıda üç gruba ayrıldı. Birinci grupta sağ siyatik sinir cerrahi olarak ortaya 

kondu ancak transseksiyon ve enjeksiyon yapılmadı (Sham grubu). İkinci ve 

üçüncü gruplarda sağ siyatik sinire transseksiyon ve sütürasyon uygulandı. 

İkinci grupta 3 ml salin, üçüncü grupta 0,3 ml CDP-kolin işlem gününde 

intraperitoneal olarak enjekte edildi. Her grup üçer alt gruba ayrılarak işlemin 1. 

3. ve 7. günlerinde sağ siyatik sinirler eksize edildi. Hayvanların yarısına 

eksizyondan önce anatomik çalışma amacıyla perfüzyon işlemi yapıldı. Alınan 

siyatik sinir örneklerinde Western blot yöntemi ile aktin, MMP-9, MMP-2, TIMP-1 

ve TIMP-3 protein konsantrasyonlarına ve Zimografi yöntemiyle MMP-9 ve 

MMP-2 aktivitelerine bakıldı. Aynı zamanda anatomik olarak akson iyileşmesi 

incelendi. 

MMP-9 ve MMP-2 miktarları ve aktiviteleri siyatik sinir hasarını takip 

eden 1. günde Salin ve CDP-kolin gruplarında Sham grubuna göre anlamlı 

olarak artarken, 3. ve 7. günlerde CDP-kolin grubunda Salin grubuna göre 

anlamlı olarak azaldı (p<0.001). TIMP-1 ve TIMP-3 miktarları ise siyatik sinir 

hasarını takip eden 1. günde her üç grupta da değişmezken, 3. ve 7. günlerde 

CDP-kolin grubunda Sham ve Salin gruplarına kıyasla anlamlı olarak artış 

gösterdi; Salin grubunda ise Sham grubuna göre hiçbir dönemde anlamlı 

değişiklik olmadı. Histomorfolojik değerlendirmede, CDP-kolin grubunda yeni 

akson oluşumları, adacık formasyonları (kompartmanlar) şeklinde akson 

toplulukları ve bu aksonlar üzerinde myelin oluşumunun başladığı ve ilerlediği 

gözlemlendi. Myelinize akson dansitesinin Salin grubunda zamanla kötüleşerek 

azaldığı, sham grubunda anlamlı bir değişim göstermediği tespit edildi. CDP-

ii 
 



Kolin grubunda ise her üç zaman diliminde alınan örnekler salin grubu ile 

karşılaştırıldığında anlamlı derecede iyileşme ve artmış myelinli akson dansitesi 

gösterdiği görüldü.  

Çalışmamızda sıçan siyatik sinirinin primer kesi ve sütur modelinde 

CDP-kolin tedavisinin MMP-9 ve MMP-2 düzeylerini ve aktivitelerini azalttığı ve 

TIMP-1 ile TIMP-3 düzeylerini arttırdığı literatürde ilk kez gösterilmiştir. 

Çalışmamız periferik sinir kesilerinde CDP-kolin uygulaması ile sağlanan 

nöroproteksiyonun etki mekanizmasının aydınlatılması bakımından önemlidir. 

Bulgularımız gelecekte CDP-kolin’in periferik sinir hasarındaki etkinliğinin 

inceleneceği klinik çalışmalara ışık tutar niteliktedir. 

 
 Anahtar kelimeler: Sitikolin, periferik sinir hasarı, koruyucu 

mekanizmalar.
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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.
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GİRİŞ 
 
 

Wallerian dejenerasyon, bir periferik sinirin transeksiyonunu takiben 

oluşan olaylar silsilesidir. Periferik sinir hasarındaki yeniden yapılanma 

sürecinde aksonal dejenerasyon ve rejenerasyon meydana gelir (1, 2). Travma 

sonrasında distal sinir segmentinde meydana gelen Wallerian dejenerasyon, 

akson ve myelin kalıntılarının ortadan kaldırılmasını sağlar. Rejenere olan 

aksonlar, proksimal sinir matriksine girdiğinde Schwann hücreleri bunların 

etrafını sarar ve bunları remyelinize eder (3-5). 

Sıçanda aksonal dejenerasyon 3 günde tamamlanmaktadır (6). Aksonal 

debrisin temizlenmesi ve myelin yıkımı santral ve periferik sinir sisteminde 

farklılık göstermektedir (6). Sıçan siyatik sinirinde myelin yıkımı ortalama 25 

günde tamamlanmaktadır  (7). 
Periferik sinir hasarının gerçekleşmesinin hemen ardından Schwann 

hücreleri dedifferansiye ve prolifere olarak myelinin yıkılmasını başlatırlar (8-

11).  Merkezi sinir sisteminde de oligodendrositler demyelinize olurlar ancak 

myelin yıkımı ve ortadan kaldırılmasında aktif değildirler (12, 13). Makrofajlar, 

geç dönemde (sıçan siyatik sinirinde transeksiyonu izleyen 3. günde) ortaya 

çıkarlar (7, 14). Periferik sinir sisteminde makrofajlar ortamda bulunmasa bile 

Schwann hücrelerinin myelin debrisin büyük bir bölümünü temizleyebildiği 

görülmüştür (15, 16). Dolaşımdaki makrofajların periferik sinire ulaşmaları, kan-

sinir bariyerinin, dejenerasyonun başladığı sinir segmenti boyunca yıkıma 

uğramış olmasından dolayı mümkün olmaktadır (17). Ancak santral sinir 

sisteminde kan beyin bariyeri sadece hasara uğrayan bölgede bozulduğundan, 

Wallerian dejenerasyon sürecine bu bölgeden geçen az miktarda makrofaj 

katılmaktadır (18). Bu nedenle santral sinir sisteminde myelin debrisin ortadan 

kaldırılması, primer olarak, fagositoz yeteneği makrofajlar kadar yüksek 

olmayan mikroglialar tarafından yerine getirilir (19, 20). 
Proteolitik aktivite, Wallerian dejenerasyonun tüm aşamalarında 

izlenmektedir. Proteolizin nöral hasarı takiben çok kısa bir süre içerisinde 

başlaması, kan-sinir bariyerinin yıkımını sağlayarak makrofaj infiltrasyonunu 

kolaylaştırmaktadır. Aynı zamanda hücreler arası matriksin yıkımı sağlanarak 

hücreler arası hareket ve debris yıkımı artmaktadır (21). 
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Matriks metalloproteinazlar (MMP), dokunun normal gelişimi, yaranın 

iyileşmesi ve dokuların tamiri sırasında hücre dışı matriksin yapılanmasını 

düzenlemekle görevli proteolitik enzim ailesidir. Bu enzimleri dengeleyen temel 

öğe, MMP’ların doku inhibitörü (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases – TIMP) 

olarak adlandırılan inhibitör protein ailesidir. Bu iki protein ailesi hücre ve 

matriks etkileşimini düzenler. Doku hasarlarında ve hücresel disfonksiyonda bu 

denge bozulur (22).  
MMP ailesi, en az 23 proteinden oluşmaktadır. 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 gruplandırılmıştır. Her bir MMP 

farklı bir gen tarafından eksprese edilir. Membran tipi metalloproteinazlar bir 

transmembran alt ünite ile hücre yüzeyine bağlanmış halde bulunurken (23), 

diğerleri ise ekstraselüler alanda latent proenzimler olarak salgılanmakta ve 

aktifleşmek için posttranslasyonel modifikasyona uğramaktadır (24). MMP’ler 

gen transkripsiyonu, proenzim aktivasyonu ve TIMP aktivasyonu olmak üzere 

üç değişik aşamada kontrol edilmektedir (25). MMP’yi transkripsiyon 

aşamasında arttırıp 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) molekülü 

mevcuttur (30). TIMP molekülleri, MMP molekülünün katalitik alt ünitesine 

bağlanarak 1:1 nonkovalent kompleksler oluştururlar ve sonuçta enzim inhibe 

olur (31, 32).  
Yapılan bir çalışmada, MMP-9, MMP-3 ve TIMP-1’in, travma 

sonrasında sıçanların siyatik sinirinin ezilen ve distal segmentlerinde 

indüklendikleri; hasarlanan sinirde TIMP-1 aktivitesinin, proteaz aktivitesine 

göre daha fazla arttığı gösterilmiştir. TNF alfa ve TGF beta; TIMP-1’in bilinen 

modülatörlerdir. Bunların ekspresyonu erken (1. gün) ve geç faz (4. gün) 

boyunca, TIMP-1 ve MMP-9’un ekspresyonu ile paralellik göstermektedir.  

Sonuç olarak hasar sonrasında TIMP-1, bazal membranı kontrolsüz yıkımdan 

korumaktadır (33). 
MMP-9 ve MMP-2, periferik sinir hasarına bağlı nöropatik ağrının 

gelişiminde ve sürdürülmesinde önemlidir. MMP-9 ve MMP-2 nin inhibisyonu 

sırayla TIMP-1 ve TIMP-2 tarafından sağlanmaktadır. Bir çalışmada TIMP-1 ve 
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TIMP-2’nin, periferik sinir hasarında dorsal kök ganglionu üzerindeki etkisi 

ölçülmüş; gerçek zamanlı PCR incelemesinde TIMP-1’in arttığı, TIMP-2’nin de 

geç fazda azaldığı görülmüştür. Normal şartlarda satellit hücrelerde mevcutken, 

periferik sinir hasarında satellit hücrelerde arttığı gibi sensöryal sinirlerde de 

indüklendiği gösterilmiştir (34). MMP-9 geni kapatıldığında Schwann 

hücrelerinin farklılaşmamış ve immatür olarak kaldığı, mitotik aktivitenin arttığı 

görülmüştür (35). 
Spinal kord hasarında MMP’lerin kan-spinal kord bariyerinin erken 

yıkımında önemli rol oynadıklarına dair kanıtlar mevcuttur. Lökositler,  damar 

duvarından dokuya migrasyonları sırasında salgıladıkları MMP’ler ile bazal 

laminanın yapısal proteinlerini yıkıma uğratırlar. Zonula occludens-1, VE-

cadherin ve occludin, MMP-2 ile MMP-9’un spesifik substratlarıdır (36-39). 

Spinal kord hasarı yapılmadan önce nötrofillerin ortadan kaldırılması hasar 

sonrasında MMP-9 aktivitesinin azalması ile sonuçlanmıştır (40). MMP-9 

geninden yoksun farelerde ve MMP inhibitör ilaçları verilen farelerde bariyer 

yıkımının azaldığı saptanmıştır (41).   
MMP’ler, reaktif oksijen radikalleri ile regüle olurlar (42,43). Major bir 

endojen antioksidan olan süperoksit dismutaz-1’in arttırıldığı farelerde normal 

bireylere göre spinal kord hasarı sonrası MMP-9 aktivitesinin artmadığı 

görülmüştür (41).  
MMP-2’nin apoptotik hücre ölümünü teşvik ettiği yönünde kanıtlar 

mevcuttur. MMP-2 inhibitörlerinin verildiği spinal kord hasarlı farelerde nöronal 

ve glial hücrelerde kontrole göre azalmış apoptoz düzeyleri saptanmıştır (44). 
Bu veriler ışığında; MMP’lerin nöral hasar sonrasında gerçekleşen 

bariyer yıkımı, lökosit infiltrasyonu ve apoptotik nöron kaybı hususlarında önemli 

rolleri olduğu açıktır. Dolayısıyla; MMP aktivitesinin özellikle akut dönemde 

inhibe edilmesinin kısa ve uzun vadede nöroprotektif etkisinin olabileceği 

düşünülebilir (30). 
MMP-9 ve MMP-2’nin nöropatik ağrı oluşumunda dejeneratif ve 

proinflamatuar yollarla etkili olabileceği düşünülmektedir. Periferik sinirin 

mekanik olarak hasarlanması sonrasında Schwann hücreleri MMP-9 

salgılayarak myelin bazik proteininin (MBP) yıkımını ve makrofaj infiltrasyonunu 

başlatır (45, 46). Demyelinize olan aksonal membranda Na+ kanalları sayıca 
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artar ve hipereksitabilite gelişir. Oluşan santral sensitizasyon nöropatik ağrıya 

neden olur (47).  
Tam formülü 5’-O[hidroksi((hidroksi[2-(trimetilamonyo)etoksi]fosforil) 

oksi)fosforil]sitidin olan CDP-kolin, başta fosfatidilkolin olmak üzere hücre 

membranının yapısal fosfolipitlerinin biosentezi için gerekli bir moleküldür. CDP-

kolin, mitokondrial ATPaz ile membranal Na+/K+ ATPaz aktivitesini arttırarak 

serebral metabolizmayı hızlandırır; ayrıca, nöroadrenalin ve dopamin gibi bazı 

nörotransmitterlerin merkezi sinir sistemindeki düzeylerini arttırdığı gösterilmiştir 

(48). 

 

 

 

Şekil-1: CDP-kolinin hücre içindeki etkileri. 
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Şekil-2: CDP-kolinin metabolizması. 

 

CDP-kolin oral yoldan alındıktan sonra ince bağırsakta sitidin ve kolin 

alt birimlerine hidrolize olur (49). Bağırsaktan emilimi takiben, fosfatidilkolin 

sentezindeki hız sınırlayıcı enzim olan CTP-fosfokolin sitidiltransferaz tarafından 

tekrar CDP-kolin formuna dönüştürülür (50, 51). 

Nöronal doku, asetilkolin üretmek için kolin kullanmayı tercih eder. Bu 

nedenle fosfatidilkolin sentezi için gereken kolin miktarı sınırlanmış olur. Kolin 

miktarının düştüğü veya asetilkolin miktarının arttığı durumlarda, nöronal 

membranlarda bulunan ve kolin içeren sfingomyelin ve fosfatidilkolin gibi yapısal 

fosfolipidler katabolize edilmeye başlar (52). Dışarıdan CDP-kolin sağlanması, 

nöronal dokudaki kolin miktarını arttırarak, dolaylı yoldan nöronal membran 

sentezinin artışını ve yıkımının azaltılmasını sağlar (53). Ayrıca fosfolipazların 

aktivitesini azaltarak kardiolipin yıkımını ve hidroksil radikallerin üretimini azaltır, 

dolayısıyla oksidatif sitresi düşürür (53-55).  

CDP-kolinin nöroprotektif etkileri; nöronal dokudaki kardiolipin ve 

sfingomyelin yıkımını engellemesi, fosfoditilkolin seviyelerini yükseltmesi, 

Hidroliz 

Defosforilasyon 
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glutatyon sentezini ve glutatyon redüktaz aktivitesini uyarması ve fosfolipaz A2 

aktivitesini azaltması ile bağdaştırılabilir (52). 

Alzheimer hastalarında hipokampüsteki nöronal dejenerasyonu tersine 

çevirdiği, apoptotik hücre sayısını azalttığı gösterilmiştir (32). 

Bir çalışmada, iskemik stroke gelişen hastaların CDP-kolin tedavisi 

uygulanmaya başlandıktan sonra lezyonlarının küçüldüğü bildirilmiştir (56). 

İskemik stroke sonrası mortalite ve morbiditeyi azalttığı da idda edilmiştir (57). 

Bununla birlikte, Avrupa’da yürütülen orta ve yüksek şiddetli akut iskemik stroke 

ile takip edilen 2298 hastayı içeren randomize ve plasebo kontrollü çalışmada 

CDP-kolinin stroke mortalite ve morbiditesi üzerine herhangi bir olumlu etkisinin 

olmadığı saptanmıştır (58). CDP-kolin, Japonya’da ve Avrupa’da kafa travması, 

stroke ve nörodejeneratif hastalıkların tedavisi için onay almıştır. CDP-kolinin 

glokom, ambliopi ve nonarteritik iskemik optik nöropati vakalarında görme 

fonksiyonunu arttırdığı bildirilmiştir (48, 59). Kokain bağımlılığında azalan beyin 

dopamin seviyelerini arttırarak yeme isteğini azalttığı gösterilmiştir (60). 

Yapılan bir çalışmada sistemik CDP-kolin uygulamasının; skar dokusu 

oluşumunu engelleyerek, fonksiyonel geri kazanımı arttırarak ve aksonal 

rejenerasyonu potansiyelize ederek periferik sinir kesisini takiben primer 

onarımda pozitif etki gösterdiği bildirilmiştir (61). 

Diğer bir çalışmada doz bağımlı olarak CDP-kolin (300 μmol/kg, 600 

μmol/kg ve 900 μmol/kg) nöral yapışıklıkta azalma, daha iyi siyatik fonksiyon 

indeksi ve elektrofizyolojik sonuçlar sağlamıştır. Fonksiyonel myelinli aksonların 

total sayısında belirgin artış saptanmış ve sitikolinle tedavi edilen tüm gruplarda 

perinöral skar dokusu azalmıştır. Araştırmacılar; sitikolinin, sıçan periferik sinir 

kesilme ve primer anostomoz modelinde, aksonal rejenerasyonda ve skar 

dokusu oluşmadan iyileşmede doza bağımlı olarak olumlu etki gösterdiğini 

belirtmişlerdir (62).  

Bu çalışmada CDP-kolinin sıçan siyatik sinir transeksiyon-sütürasyon 

modelinde iyileştirici etkinliğinin muhtemel etki mekanizması olarak hücre dışı 

matrikse olan etkileri incelendi. 
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gerçekleştirildi.  
UÜTF Deney Hayvanları Bakım ve Kullanım Komitesi’nin onayını 

takiben (Etik kurul onay tarihi: 23/08/2011; numarası: 2011–09/02), çalışmada 

kullanılacak hayvanlar UÜTF Deney Hayvanları Yetiştirme ve Araştırma 

Merkezi’nden temin edildi. 

 
I. Cerrahi İşlem 
 
Çalışmamızda ağırlıkları 250-300 gr arasında değişen 108 adet Wistar 

Albino cinsi erkek sıçan kullanıldı. Sıçanlar randomize olarak altta belirtilen 9 

gruba ayrıldı. Sevofluran (Sevorane ® likit, Abbott Laboratories, Illinois, ABD) 

anestezisi altında prone pozisyonuna getirilen sıçanların ekstremiteleri 

operasyon masasına tespit edildi. %10’luk Povidon-iyot solüsyonu (Glividon ®, 

Bikar İlaç San., İstanbul) ile saha temizliği sağlandıktan sonra sağ gluteal 

bölgeden uyluk posterioruna uzanan 3 cm uzunluğunda posterior longitudinal 

cilt insizyonu yapıldı. M. gluteus süperfisialis ve m. biseps femoris kaslarının 

bileşke hattı ve üzerini çevreleyen fasya künt diseksiyon ile açılarak siyatik sinir 

ortaya konuldu. Bundan sonraki diseksiyon, kesi ve anastomoz işlemleri 

mikroskop altında yapıldı (Zeiss Opmi-6, Carl Zeiss Meditec Inc., ABD). 

Anestezi altında sağ siyatik sinir steril şartlar altında diseke edildi. Sham 

grubu hariç, siyatik foramenden 10 mm uzakta root hooku ile kaldırılarak 

mikromakas ile düzgün kat sinir kesisi oluşturuldu. Epinöral sinir anastomoz 

tekniği kullanılarak proksimal ve distal sinir güdükleri 8-0 polipropylene sütür 

(Prolene, Ethicon R Ltd, Somerville NJ, ABD) ile aralarında 180 derece bulunan 

iki ayrı noktadan sütüre edilmek suretiyle primer anastomoz yapıldı. Cilt 

anatomisine uygun olarak kapatıldı.  
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Şekil-3: Cerrahi işlemin aşamaları. Siyatik sinir disseke edildikten sonra (A), 
siyatik foramene 1 cm uzaklıktan mikromakas ile sinire tam kat düzgün kesi 
yapıldı (B) ve 180 derece aralıklarla 2 adet 8-0 polipropilen sütür materyali ile 
sütüre edildi (C). 
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II. Gruplar 
 
II.A. Sham Grubu 
Anestezi altında sağ siyatik sinir steril şartlar altında diseke edildi. Cilt 

anatomisine uygun olarak kapatıldı (n=36). 

II.B. Salin Grubu 
Düzgün kat sinir kesisi ve primer anostomoz sonrası cilt kapatmasını 

takiben sıçanlara 1 ml/kg salin (%0,9 NaCl) intraperitoneal yolla bir kez enjekte 

edildi (n=36). 
II.C. CDP-Kolin Grubu  
Düzgün kat sinir kesisi ve primer anostomoz sonrası cilt kapatmasını 

takiben sıçanlara CDP-kolin (600 µmol/kg; 1 ml/kg salin içinde) intraperitoneal 

yolla tek doz olarak enjekte edildi (n=36). 
Cerrahi ve enjeksiyonları takiben tüm sıçanların spontan olarak 

uyanması beklendi. Serbest hareket edebilmeleri için kafeslerine bırakıldı. 

Sıçanlar cerrahi girişim öncesi ve sonrasında gruplara uygun olarak her bir 

kafese 3 adet sıçan düşecek şekilde numaralandırıldı. Tüm sıçanlar serbest 

yemleme yöntemiyle standart pellet sıçan yemi ve su ile beslendi. Çalışma 

süresi boyunca 12’şer saatlik aydınlık-karanlık döngüsü sağlandı. Mobilize 

olmalarına izin verildi. 

 
III. Sinir Örneklemesi 
 
Sham, Salin ve CDP-kolin gruplarının her birinde cerrahiyi takip eden 

1., 3., ve 7. günlerde siyatik sinir örnekleri elde edildi (her örnekleme gününde 

grup başına n=12). Sonraki analizler göz önüne alınarak iki farklı yöntemle 

örnek elde etme gerçekleştirildi. Her gruptaki sıçanların yarısında (n=6) 

sevofluran anestezisi altında eski cilt insizyonunun açılmasını takiben siyatik 

sinir tamir edilen kısmı içerecek şekilde enblok olarak çıkarıldı. -20 santigrat 

derecede saklamak üzere soğutucuya yerleştirildi. 
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IV. Perfüzyon 
 
Gruplardaki sıçanların diğer yarısında (n=6) ketamin (21 mg; Ketalar ®, 

Eczacıbaşı, Türkiye) ve ksilazin (3 mg; XylazinBio %2, Bayer, Türkiye) 

anestezisi altında perfüzyon uygulandı. Bu amaçla supin pozisyonda sıçanların 

ekstremiteleri sabitlendikten sonra ksifoid altı cilt insizyonu yapıldı. İnsizyon 

yanlara ve yukarıya doğru genişletildi. Ksifoid çevre kas yapılarından ayrıldıktan 

sonra bilateral kotlar da kesilerek göğüs kafesi kaldırıldı. Diafragma açıldı, kalp 

çevre dokulardan diseke edildi. Kalbin apeksi dişsiz penset ile tutulduktan sonra 

paraformaldehit (%2 M fosfat tampon içerisinde % 4’lük paraformaldehit; 

Ph:7,4) ve heparinli % 0,9’luk serum fizyolojik (salin) solüsyonuna bağlı bulunan 

enjektör ucu (18 G) apekse yerleştirildi ve klemp ile sabitlendi. Takiben sağ 

atrium tek darbe ile kesildi ve hemen heparinli salin infüzyonuna başlandı. 

Sıçanın dolaşım sistemindeki kan tamamen boşalana kadar salin infüzyonuna 

devam edildi (50-100 ml). Sonra paraformaldehit infüzyonuna başlandı ve sıçan 

katılaşana kadar (300-450 ml) bu işleme devam edildi.  
Paraformaldehit perfüzyonu ile dokuların fiksasyonunu takiben eski cilt 

insizyonu açıldı. Siyatik sinir tamir edilen kısmı içerecek şekilde enblok olarak 

çıkarıldı. Siyatik sinirin proksimal kısmı ipek sütür ile bağlandı. Çıkarılan siyatik 

sinir paraformaldehit ile dolu cam şişelere koyuldu. Ağzı parafilm (Parafilm®, 

Sigma-Aldrich Co., LLC, St Louis, MO, ABD) ile sarıldı. 

 

Şekil-4: Perfüzyon işlemi. 
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V. Değerlendirme 
 
V.A. Histomorfolojik Değerlendirme 
Çalışmada üç ayrı deneysel prosedür (Sham, Salin ve CDP-Kolin) ve üç 

ayrı zaman dilimine (1., 3. ve 7. günler) ait gruplar arasında yapılan 

transseksiyonun etkilerini incelemek ve CDP-kolinin koruyucu etkisini 

göstermek amacı ile resin bloklama ve yarı ince kesitler kullanılarak morfolojik 

değerlendirme yapıldı (her grup için n=6, toplam 9 grup). Bu amaçla yaklaşık 1 -

1,5 cm’lik siyatik sinir örnekleri, anastamoz ve distal segmenti içerecek ve 0,5 

cm boyutlarına gelecek şekilde diseke edildi. Elde edilen örnekler kodlanarak, 

gece boyu pH 7,4, 0,1 mol/L fosfat tamponlu %4’lük glutaralaldehit içerisinde 

oda ısısında ve rotator kullanılarak fikse edildiler. Takip eden gün, artan 

oranlarda etanol serileri ile dehidratasyon işlemine tabi tutulan örnekler 0,1 

mol/L fosfat tamponlu %1 osmium tetraoksit (OsO4) içerisinde postfikse edildi. 

Örnekler, propilen oksit ve resin propilen oksit karışımı ile işleme tutulduktan 

sonra tekrar kodlanarak resin (Spur’s resin, Agar Scientific, Stansted, UK) 

içerisine gömüldüler. Resin polimerizasyon işlemi gece boyu 70°C’de 

gerçekleştirildi. Elde edilen resin bloklardan ultramikrotom kullanılarak 0,5 µm’lik 

yarı ince kesitler alındı. Lam üzerine geçirilen kesitler distile su içerisinde %1 

toluidin mavisi, %1 borax karışımı ile boyanarak transvers sinir kesitlerinin doku 

elemanları ve myelin kılıflar görünür hale getirildi. Preparatlar dijital kamera 

takılı bir ışık mikroskobu altında fotoğraflandı. Dijital örneklemenin yapılmasında 

her deney hayvanı için 4 farklı sinir kesiti kullanıldı. Her sinir kesitinde 10x 

büyütmede tüm sinir alanı, 40x büyütmede ise myelinli aksonların görüntüsü 

alındı. 40x büyütmede görüntülerin alınmasında randomize olarak 10 farklı 

alanın görüntüsü fotoğraflandı. Elde edilen dijital görüntüler BMP formatına 

çevrildi. Analiz programı olarak Scion Image yazılımı (NIH, ver 4.0.2) kullanıldı 

ve Scion image programı her analiz öncesi 10x ve 40x büyütmeler kullanılarak 

alınmış milimetrik lam görüntüleri ile kalibre edildi. 10x büyütmedeki 

görüntülerde tüm sinir alanı mikrometre kare düzeyinde hesaplanırken (Şekil-5), 

40x büyütmeli görüntülerde 13674  µm2’lik alana sahip bir çerçeve içerisindeki 

myelinli aksonların sayısı hesaplandı (Şekil-6). Aksonlar sayılırken çerçeve 

içerisindeki tüm aksonlar, sağ ve üst kenara temas eden aksonlar sayıma dâhil 

edildi ancak sol ve alt kenara temas eden aksonlar sayım dışı bırakıldı. Alan 
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hesabında Scion Image programının alan hesaplama aracı kullanılırken, akson 

sayımında hücre sayımı için hazırlanmış özel bir makro kullanıldı. Elde edilen 

veriler Excel programına geçirilerek saklandılar. Verilerden, önce gruplar ve 

deney hayvanları arasında daha az hassas bilgiler veren total fasikül alanları 

hesaplandı. Takiben myelinli akson sayıları ve sayım çerçevesi alanı 

verilerinden milimetre karedeki akson sayısı yani aksonal dansite hesaplandı. 

Son olarak bu verilerden total myelinli akson sayısı hesaplanarak tüm morfolojik 

veriler tablo ve grafik haline getirildi. 

 

Şekil-5: Tüm siyatik sinir kesit alanı (10X büyütme). Tüm sinir alanının (total 
fasikül alanı) Scion Image programı kullanılarak hesaplanması. 
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Şekil-6: Myelinli aksonların sayımı amacıyla kullanılan çerçeve örneği (40X). 
Siyah oklar: örnek myelinli akson transvers kesitleri, kırmızı ok: yeni oluşan 
aksonlar etrafındaki ince myelin formasyonu; beyaz ok: kan damarı ve damar 
içi hücreler; sarı ok: bağ dokusu ve bağ dokusu elemanları. 

 

V.B. Western Blot Analizleri 
Total protein içerikleri Lowry yöntemine göre tayin edilen siyatik sinir 

homojenatları (her gruptan n=6) eşit hacimde Laemmi solüsyonu ile muamele 

edilerek 5 dakika kaynatıldı. Örnekler eşit miktarda protein içerecek şekilde 

Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi’nde (SDS-PAGE; Mini 

Protean II, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) elektroforetik olarak yürütülüp protein 

bantları poliviniliden florür (PVDF) membranlara (Millipore, Temecula, CA, ABD) 

aktarıldı. 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 inkübe edildi. Ertesi gün uygun 

ikinci antikorlarla (1:5000; GE Healthcare UK, Buckinghamshire, İngiltere) 1 

saat inkübe edilen membranlar kemiluminesans deteksiyon kitiyle (GE 

Healthcare UK, Buckinghamshire, İngiltere) muamele edilip oluşan 

kemiluminesans film baskı makinesinde (Hyperprocessor RPN1700; Amersham 
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Life Science, Buckinghamshire, İngiltere) fotoğraf filmine (Kodak Medical X-ray 

film; Carestream Health, Fransa) bastırıldı.  
Film üzerinde tespit edilen protein bantlarının dijital görüntüleri 

transparan adaptörlü tarayıcı (UMAX Powerlook 1000, Atlanta, GA, ABD) 

kullanılarak elde edildi. Bantların dansitesi Image J programı kullanılarak analiz 

edildi. Her membran üzerindeki birinci ve ikinci antikorlar özel bir solüsyon 

(Restore Western Blot Stripping Buffer; Thermo Scientific, Rockford, IL, ABD) 

kullanılarak uzaklaştırıldı ve yeniden anti-Aktin (1:1000; Sigma, St. Louis, MO, 

ABD) birinci antikoru ve uygun ikinci antikorla muamele edilerek Aktin protein 

düzeyleri tespit edildi. Sonuçlar MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-3 

proteinlerinin optik dansitelerinin Aktin proteininkine orantılanması suretiyle 

ifade edildi. 

V.C. Jelatin Zimografi  
Siyatik sinir homojenatları (her gruptan n=6) 150 mg jelatin içeren 

Laemmi solüsyonu ile eşit hacimde kaynatmaksızın karıştırıldı. Örnekler eşit 

miktarda protein içerecek şekilde Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi’nde (SDS-PAGE; Mini Protean II, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) 

elektroforetik olarak yürütüldü. Jeller elektroforezden çıkarılarak %2,5 Triton X-

100 ile 37oC’de 30 dakika yıkandı ve ardından 5 mM CaCl2 ve 1 M ZnCl2 içeren 

50 mM Tris çözeltisi (pH 7,5) içinde 37oC’de 18 saat inkübe edildi. İnkübasyonu 

takiben jeller %0,5’lik Coomassie Brilliant Blue G-250 içeren %20 asetik asit ve 

%20 metanol solüsyonunda 2 saat inkübe edilerek boyandı. Boyanın fazlalığı 

ise jellerin Coomassie Brilliant Blue G-250 içermeyen aynı solüsyonda 30 

dakika inkübe edilmesi suretiyle uzaklaştırıldı. MMP-2 ve MMP-9 aktiviteleri jel 

üzerindeki jelatinolitik (jelatin proteininin sindirildiğine işaret eden) bantların 

transparan adaptörlü tarayıcı (UMAX Powerlook 1000, Atlanta, GA, ABD) 

yardımıyla dijital görüntülere dönüştürülmesini takiben bu bantlara ait 

dansitometrik değerlerinin Image J programı ile analiz edilmesi ile belirlendi. 

Sonuçlar Sham grubundaki bantların dansitometrik değerlerinin yüzdesi olarak 

ifade edildi. 
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V. İstatistiksel Analiz 
 
İstatistiksel analizler Sigma Plot 12.0 programı kullanılarak yapıldı. 

Veriler ortalama ± standart hata (SEM) olarak sunuldu. Gruplar arası 

karşılaştırmalar için Tek Yönlü Varyans Analizi’ni (ANOVA) takiben post-hoc 

Tukey testi kullanıldı. Tüm karşılaştırmalarda p<0,05 anlamlı olarak kabul edildi. 
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BULGULAR 
 
 

I. Histomorfolojik Değerlendirme 
 
Histomorfolojik olarak CDP-Kolin grubunda yüksek aksonal dansite 

yüksek akson sayıları ile birlikte iyileşme ve koruyucu etki gözlemlendi. Söz 

konusu grup verileri normal sham grubu verilerine yakın, harabiyetin artmasının 

beklendiği salin grubundan ise yüksekti. CDP-kolin grubunda yeni akson 

oluşumları, adacık formasyonları (kompartmanlar) şeklinde akson toplulukları ve 

bu aksonlar üzerinde myelin oluşumunun başladığı ve ilerlediği gözlemlendi. 

CDP-Kolin ve sham gruplarında büyük ve küçük enine kesitli aksonların düzenli 

dağıldıkları, perinöriumun daha iyi gözlemlendiği ve düzenli olduğu tespit edildi. 

 Şekil-7: (A-C) Sham grubu, (D-F) Salin grubu ve (G-I) CDP-Kolin grubu 
örneklerinde Toluidin mavisi ile boyanmış yarı ince kesitler (0,5 µm). Bar skala 
25 µm. 
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Çalışmamızda elde ettiğimiz akson sayıları ve sayım yapılan çerçeve 

alanından hesapladığımız “myelinize akson sayısı” mikronkareden 

milimetrekareye çevrilerek myelinize akson dansitesi elde edildi (Şekil-8 ve 

Tablo-1). Myelinize akson dansitesi (Myelinize Akson Sayısı / mm2) verilerine 

bakıldığında. Salin grubunda 1. gün 13090,54 ± 436,75; 3. gün 12261,71 ± 

15,42 ve 7. gün 10925,84 ± 1017,18 olarak gözüken ve giderek kötüleşerek 

azaldığı tespit edilen akson dansitesinin; sham operasyonu yapılan deney 

hayvanlarında 1. gün 20367,12 ± 479,69; 3. gün 21061,87 ± 58,26 ve 7. gün 

20147,73 ± 328,41 olduğu ve normal değerlerinde tespit edildiği, deneyin 7. 

güne kadar olan ilerleyişinde anlamlı bir azalma veya yükselme göstermediği 

tespit edildi. CDP-Kolin grubunda ise her üç zaman diliminde alınan örnekler 

salin grubundaki ilgili zaman dilimindeki örnekler ile karşılaştırıldığında anlamlı 

derecede iyileşme ve artmış myelinli akson dansitesi gösterdiği görüldü (1., 3. 

ve 7. gün örneklerinin tümü için p<0,001). Yine CDP-Kolin grubu verilerinin 1. ve 

3. gün zaman dilimlerinde Sham grubuna yakın değerler verdiği; 7. gün 

verilerinin ise sham grubundan daha fazla artmış oranda olduğu görüldü 

(p>0,05). 

 

Şekil-8: Milimetrekarede myelinize akson sayısı (dansite). Sham grubu ile 
kıyaslandığında **p<0.01; Salin grubu ile kıyaslandığında ###p<0.001. 
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Tablo-1: Myelinize Akson Sayısı / mm2. 
Myelinize Akson Sayısı / mm2 (Ortalama ± SEM) 
 1. gün 3. gün 7. gün 
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 tüm fasikül alanı verilerinden elde edilen 

total myelinize akson sayısı verilerine bakıldığında, CDP-Kolin grubunun salin 

grubundan anlamlı derecede (p<0,001) yüksek ve sham grubuna yakın (p>0,05) 

değerler gösterdiği tespit edildi (Şekil-9 ve Tablo-2). 

 
Şekil-9: Total myelinize akson sayısı. Salin grubu ile kıyaslandığında 
###p<0,001. 

 

    Tablo-2: Total myelinize akson sayısı. 
Total Myelinize Akson Sayısı (Ortalama ± SEM ) 
 1. gün 3. gün 7. gün 
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 

edinebileceğimiz total fasikül alanı sonuçları açısından her deney hayvanı 

grubunda farklı olmakla birlikte yakın sonuçlar ortaya çıktığı gözlemlendi. Bu 

sonuçlar da fiksasyon, gömme, ağırlık ve yaş gibi sinir kalınlığını etkileyebilecek 

faktörlerin minimumda tutulduğuna işaret etmekteydi (Şekil-10).  

 

Şekil-10: Total fasikül alanları. 

 

II. Western Blot Analizleri 
 
II.A. MMP-2 Protein Düzeyleri 
Siyatik sinirden elde edilen örneklerde MMP-2 miktarı Sham grubunda 

çok düşük düzeylerde tespit edildi. MMP-2 protein düzeyleri siyatik sinir hasarını 

takiben Salin ve CDP-kolin gruplarında anlamlı olarak artarken, hasarı takip 

eden 3. ve 7. günlerde CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir 

örneklerinde Salin tedavisi alanlara göre anlamlı olarak azalmış bulundu (Şekil-

11). Siyatik sinir hasarını takip eden 1. günde MMP-2/Aktin oranı Sham 

grubunda 0,095 ± 0,008 iken Salin ve CDP-kolin gruplarında bu oran sırası ile 

1,24 ± 0,027 (p<0,001) ve 1,18 ± 0,022 (p<0,001) olarak bulundu. Hasarın 3. 

gününde MMP-2/Aktin oranı Sham grubunda 0,099 ± 0,004 iken, Salin ve CDP-

kolin gruplarında sırası 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 sıçanların siyatik sinir örneklerindeki MMP-2 miktarı 

Salin alanlarınkine kıyasla anlamlı (p<0.001) olarak azalmış bulundu. Hasarın 7. 

gününde ise MMP-2/Aktin oranı Sham grubunda 0.097 ± 0,002 iken, Salin ve 

CDP-kolin gruplarında sırası ile 1.29 ± 0,026 (p<0,001) ve 1.18 ± 0,018 

(p<0,001) olarak hesaplandı. CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir 

örneklerindeki MMP-2 miktarı hasarın 7. gününde Salin alanlarınkine kıyasla 

hala anlamlı (p<0,05) olarak azalmış idi.  
 

 

Şekil-11: Siyatik sinir hasarını takiben 1., 3., ve 7. günlerde elde edilen 
örneklerde MMP-2 protein düzeylerinin analizi. Sonuçlar MMP-2 proteininin 
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantılanması suretiyle ifade 
edildi. Sham grubu ile kıyaslandığında ***p<0,001; Salin grubu ile 
kıyaslandığında #p<0,05 ve ###p<0,001. 

 

II.B. MMP-9 Protein Düzeyleri 
Sham grubuna ait siyatik sinir örneklerinde de MMP-9 miktarı çok düşük 

bulundu. MMP-9 protein düzeyleri siyatik sinir hasarını takiben Salin ve CDP-

kolin gruplarında anlamlı olarak artarken, hasarı takip eden 3. ve 7. günlerde 

CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerinde Salin tedavisi 

alanlara göre anlamlı olarak azalmış bulundu (Şekil-12). Siyatik sinir hasarını 
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takip eden 1. günde MMP-9/Aktin oranı Sham grubunda 0,085 ± 0,004 iken 

Salin ve CDP-kolin gruplarında bu oran sırası ile 1,10 ± 0,010 (p<0,001) ve 1,06 

± 0,014 (p<0,001) olarak bulundu. Hasarın 3. gününde MMP-9/Aktin oranı 

Sham grubunda 0,096 ± 0,002 iken, Salin ve CDP-kolin gruplarında sırası ile 

1,24 ± 0,015 (p<0,001) ve 1,09 ± 0,036 (p<0,001) idi. CDP-kolin tedavisi alan 

sıçanların siyatik sinir örneklerindeki MMP-9 miktarı Salin alanlarınkine kıyasla 

anlamlı (p<0,05) olarak azalmış bulundu. Hasarın 7. gününde ise MMP-9/Aktin 

oranı Sham grubunda 0,096 ± 0,006 iken, Salin ve CDP-kolin gruplarında sırası 

ile 1,19 ± 0,025 (p<0,001) ve 1,08 ± 0,013  (p<0,001) olarak hesaplandı. CDP-

kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerindeki MMP-9 miktarı hasarın 

7. gününde Salin alanlarınkine kıyasla hala anlamlı (p<0,05) miktarda azalmış 

olarak bulundu. 

 

 
Şekil-12: Siyatik sinir hasarını takiben 1., 3., ve 7. günlerde elde edilen 

örneklerde MMP-9 protein düzeylerinin analizi. Sonuçlar MMP-9 proteininin 
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantılanması suretiyle ifade 
edildi. Sham grubu ile kıyaslandığında ***p<0,001; Salin grubu ile 
kıyaslandığında #p<0,05. 
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II.C. TIMP-1 Protein Düzeyleri 
Tıpkı MMP proteinleri gibi, Sham grubuna ait örneklerde TIMP-1 

proteininin siyatik sinirdeki düzeyleri de çok düşük bulundu. TIMP-1 proteininin 

düzeyleri siyatik sinir hasarını takiben Salin grubunda değişmezken, CDP-kolin 

grubunda özellikle hasarı takip eden 3. ve 7. günlerde anlamlı artışlar gösterdi 

(Şekil-13). Siyatik sinir hasarını takip eden 1. günde TIMP-1/Aktin oranı Sham, 

Salin ve CDP-kolin gruplarında sırası ile 0,076 ± 0,003, 0,073 ± 0,003 ve 0,088 

± 0,005 idi ve aralarında anlamlı fark bulunamadı. Hasarın 3. gününde TIMP-

1/Aktin oranı Sham ve Salin gruplarında sırası ile 0,079 ± 0,001 ve 0,078 ± 

0,001 iken, CDP-kolin grubunda (0,175 ± 0,006) her iki gruba göre anlamlı 

(p<0,001) olarak artmış idi. Hasarın 7. gününde CDP-kolin grubu örneklerinde 

TIMP-1/Aktin oranı (0,146 ± 0,006), Sham (0,080 ± 0,002) ve Salin (0,072 ± 

0,001) gruplarınınkine göre hala anlamlı (p<0,001) olarak artmış bulundu.  

 
Şekil-13: Siyatik sinir hasarını takiben 1., 3., ve 7. günlerde elde edilen 

örneklerde TIMP-1 protein düzeylerinin analizi. Sonuçlar TIMP-1 proteininin 
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantılanması suretiyle ifade 
edildi. Sham grubu ile kıyaslandığında ***p<0,001; Salin grubu ile 
kıyaslandığında ###p<0,001.  
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II.D. TIMP-3 Protein Düzeyleri 
TIMP-3 proteininin siyatik sinirdeki düzeyleri de Sham grubuna ait 

örneklerde çok düşük bulundu. TIMP-3 protein düzeyleri siyatik sinir hasarını 

takiben Salin grubunda değişmezken, CDP-kolin grubunda yine hasarı takip 

eden 3. ve 7. günlerde anlamlı artışlar gösterdi (Şekil-8). Siyatik sinir hasarını 

takip eden 1. günde TIMP-3/Aktin oranı Sham, Salin ve CDP-kolin gruplarında 

sırası ile 0,076 ± 0,002, 0,073 ± 0,004 ve 0,089 ± 0,004 idi ve aralarında anlamlı 

fark yoktu. Hasarın 3. gününde TIMP-3/Aktin oranı Sham ve Salin gruplarında 

sırası ile 0,080 ± 0,001 ve 0,079 ± 0,0008 iken, CDP-kolin grubunda (0,186 ± 

0,007) her iki gruba göre anlamlı (p<0,001) olarak artmış idi. Hasarın 7. 

gününde CDP-kolin grubu örneklerinde TIMP-3/Aktin oranı (0,155 ± 0,006), 

Sham (0,080 ± 0,002) ve Salin (0,071 ± 0,003) gruplarınınkine göre hala anlamlı 

(p<0,001) olarak artmış bulundu.   

     

Şekil-14: Siyatik sinir hasarını takiben 1., 3., ve 7. günlerde elde edilen 
örneklerde TIMP-3 protein düzeylerinin analizi. Sonuçlar TIMP-3 proteininin 
dansitometrik analizlerinin Aktin proteininkine orantılanması suretiyle ifade 
edildi. Sham grubu ile kıyaslandığında ***p<0,001; Salin grubu ile 
kıyaslandığında ###p<0,001. 
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Şekil-15: Tüm deney gruplarından elde edilen siyatik sinir örneklerindeki Aktin, 
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-3 proteinlerine ait temsili Western Blot 
bantları. 

 

III. Jelatin Zimografi Analizleri 
 
III.A. MMP-2 Protein Aktivitesi 
Siyatik sinirden elde edilen örneklerde MMP-2 aktivitesi Sham grubunda 

çok düşük düzeylerde tespit edildi. MMP-2 aktivitesi siyatik sinir hasarını takiben 

Salin ve CDP-kolin gruplarında anlamlı olarak artarken, hasarı takip eden 3. ve 

7. günlerde CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerinde Salin 

tedavisi alanlara göre anlamlı olarak azalmış bulundu (Şekil-16). Siyatik sinir 

hasarını takip eden 1. günde MMP-2 aktivitesi Sham grubuna göre Salin ve 

CDP-kolin gruplarında sırası ile 12.4 kat (p<0,001) ve 12.1 kat (p<0,001) artmış 

bulundu. Hasarın 3. gününde MMP-2 aktivitesi Sham grubuna göre Salin ve 

CDP-kolin gruplarında sırası ile 14.8 kat (p<0,001) ve 11.2 kat (p<0,001) artmış 

idi. CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerindeki MMP-2 

aktivitesi Salin alanlarınkine kıyasla anlamlı (p<0.001) olarak azalmış bulundu. 

Hasarın 7. gününde ise MMP-2 aktivitesi Sham grubuna göre Salin ve CDP-

kolin gruplarında sırası ile 13.6 kat (p<0,001) ve 11.8 kat (p<0,001) artmış 

24 
 



bulundu. CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerindeki MMP-2 

aktivitesi hasarın 7. gününde Salin alanlarınkine kıyasla hala anlamlı (p<0,05) 

olarak azalmış idi. 

 

Şekil-16: Siyatik sinir hasarını takiben 1., 3., ve 7. günlerde elde edilen 
örneklerde MMP-2 aktivitesinin analizi. Sonuçlar Sham grubundaki bantların 
dansitometrik değerlerinin yüzdesi olarak ifade edildi. Sham grubu ile 
kıyaslandığında ***p<0,001; Salin grubu ile kıyaslandığında #p<0,05 ve 
###p<0,001. 

 

III.B. MMP-9 Protein Aktivitesi 
Siyatik sinir örneklerinde MMP-9 aktivitesi Sham grubunda çok düşük 

düzeylerde tespit edildi. MMP-9 aktivitesi siyatik sinir hasarını takiben Salin ve 

CDP-kolin gruplarında anlamlı olarak artarken, hasarı takip eden 3. ve 7. 

günlerde CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerinde Salin 

tedavisi alanlara göre anlamlı olarak azalmış bulundu (Şekil-17). Siyatik sinir 

hasarını takip eden 1. günde MMP-9 aktivitesi Sham grubuna göre Salin ve 

CDP-kolin gruplarında sırası ile 11 kat (p<0,001) ve 10,6 kat (p<0,001) artmış 

bulundu. Hasarın 3. gününde MMP-9 aktivitesi Sham grubuna göre Salin ve 

CDP-kolin gruplarında sırası ile 13,7 kat (p<0,001) ve 11 kat (p<0,001) artmış 

idi. CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerindeki MMP-2 
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aktivitesi Salin alanlarınkine kıyasla anlamlı (p<0.001) olarak azalmış bulundu. 

Hasarın 7. gününde ise MMP-9 aktivitesi Sham grubuna göre Salin ve CDP-

kolin gruplarında sırası ile 12,4 kat (p<0,001) ve 11,5 kat (p<0,001) artmış 

bulundu. CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir örneklerindeki MMP-9 

aktivitesi hasarın 7. gününde Salin alanlarınkine kıyasla hala anlamlı (p<0,05) 

olarak azalmış idi. 

 
Şekil-17: Siyatik sinir hasarını takiben 1., 3., ve 7. günlerde elde edilen 
örneklerde MMP-9 aktivitesinin analizi. Sonuçlar Sham grubundaki bantların 
dansitometrik değerlerinin yüzdesi olarak ifade edildi. Sham grubu ile 
kıyaslandığında ***p<0,001; Salin grubu ile kıyaslandığında #p<0,05 ve 
###p<0,001. 
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Şekil-18: Tüm deney gruplarından elde edilen siyatik sinir örneklerinde MMP-2 
ve MMP-9 aktivitelerine ait temsili jelatin zimografi bantları. 
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TARTIŞMA 
 
 

Bu çalışmada, CDP-kolin tedavisinin periferik sinir hasarında 

fonksiyonel iyileşmeyi arttırıcı etkisinin mekanizması, sıçan siyatik sinir kesisi ve 

primer anostomoz modelinde araştırılmıştır. Bu amaçla cerrahiyi takip eden 1., 

3., ve 7. günlerde elde edilen siyatik sinir örneklerinde histomorfolojik ve 

moleküler biyolojik analizler yapılmıştır. Sonuçlarımız CDP-kolin tedavisinin 

birim alana düşen ve total myelinize akson sayısını anlamlı şekilde arttırdığını 

göstermektedir. Bu artışlara hücre dışı matriks proteinlerinden MMP-2 ve MMP-

9 düzeyleri ile aktivitelerinin baskılanmasının yanında TIMP-1 ve TIMP-3 

düzeylerinin artışı eşlik etmektedir. Bulgularımız, CDP-kolin’in periferik sinir 

hasarında fonksiyonel iyileşmeyi arttırıcı etkinliğine hücre dışı matriks 

proteinlerini düzenlemesinin aracılık ettiğini düşündürmektedir.  
CDP-kolin vücudumuzda endojen olarak oluşan doğal bir bileşiktir (63). 

Yapısal olarak bir nükleotiddir. Hücre membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolin 

sentezi sırasında hız kısıtlayıcı basamakta ortaya çıkar (64). Dışarıdan verilen 

CDP-kolin’in (ki bu durumda sitikolin adını alır)  fosfatidilkolin artışını sağlayarak 

hücre membranın yenilenmesi ve onarılmasını arttırıcı etkileri mevcuttur (65). 

Bu yararlı etkileri çeşitli deneysel ve klinik çalışmalar ile kanıtlanmıştır. Sitikolin, 

Alzheimer ve multiinfarkt demans gibi nörodejeneratif hastalıklarda  (66), 

Parkinson hastalığında (67), öğrenme ve hafızanın geliştirilmesinde (68), akut 

ve kronik serebrovasküler patolojilerde (52), travmatik beyin hasarında (69) ve 

glokom (70) ile ambliyopi (71) gibi çeşitli göz hastalıklarında yararlı kullanımı 

olabileceği bildirilen bir maddedir. Bu hastalıklardaki etki mekanizmalarının 

üzerinde tek tek durmak gerekir. Alzheimer hastalığında etkilenmiş nöronlarda 

fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin miktarında azalma tespit edilmiş olup (72) 

CDP-kolin verilmesi bu fosfolipidlerin artışını mümkün kılmaktadır (50). Ayrıca, 

Alzheimer hastalığında kolinerjik yetmezlik de mevcuttur (66) ve kolin vericisi 

olması dolayısıyla CDP-kolin bu eksikliği tamamlayabilmektedir. Stroke geçiren 

hastalarda, CDP-kolin verilmesinin lezyon hacmini azalttığı (73), motor ve 

kognitif bozukluklarda erken geri dönüşümü sağladığı gösterilmiştir (52). 

Parkinson hastalarında, CDP-kolin dopamin miktarını arttırır (74) ve bunu da 

muhtemelen beyin asetilkolin miktarını arttırarak (75) yapmaktadır;  levodopa ile 
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CDP-kolin’in kombine kullanımı, levodopa ihtiyacını anlamlı derecede azaltır 

(74). Kafa travmalı hastalarda CDP-kolin tedavisinin motor, bilişsel ve psikolojik 

gelişimi hızlandırdığı ve hastanede kalış süresinin kısalttığı rapor edilmiştir (76). 

Bu etki CDP-kolinin beyinde, asetilkolin ve noradrenalinden bağımsız olarak,  

ACE ve Na/K ATP’az aktivitesini arttırması ve membranda fosfatidilkoline 

dönüşmesi ile gerçekleştiği ortaya koyulmuştur (77) . 
Periferik sinir hasarındaki yeniden yapılanma sürecinde aksonal 

dejenerasyon ve rejenerasyon meydana gelir (1, 2). Travma sonrasında distal 

sinir segmentinde meydana gelen Wallerian dejenerasyon, akson ve myelin 

kalıntılarının ortadan kaldırılmasını sağlar. Rejenere olan aksonlar, proksimal 

sinir matriksine girdiğinde Schwann hücreleri bunların etrafını sarar ve bunları 

remyelinize eder (3-5). Wallerian dejenerasyonun tüm aşamalarında proteolitik 

aktivite izlenmektedir. Proteolizin nöral hasarı takiben çok kısa bir süre 

içerisinde başlaması, kan-sinir bariyerinin yıkımını sağlayarak makrofaj 

infiltrasyonunu kolaylaştırmaktadır. Aynı zamanda hücreler arası matriksin 

yıkımı sağlanarak hücreler arası hareket ve debris yıkımı artmaktadır (21). Sinir 

hasarı (aksonal yaralanma) sonrasında, meydana gelen tamir süreci tüm 

nöronu kapsamaktadır. Aksonal rejenerasyonun en önemli bölümünü; aksonal 

filizlenme, büyüme ve reinnervasyon oluşturmaktadır (21). İyileşme aşamasında 

gözlenen epinöral skar dokusu, onarım sahasında oluşan aksonal gelişimi 

engelleyen mekanik bir bariyer oluşturarak (78, 79) ve nöral dokuyu çevre 

dokulara yapışması suretiyle immobilize edip iskemiye maruz bırakarak (80) 

iyileşmeyi olumsuz yönde etkilemektedir. Sinir ucunda nörinom gelişimi, aksonal 

rejenerasyon dolayısıyla fonksiyonda iyileşmeyi etkileyen en önemli faktördür. 

Nörinom gelişimini engellemek için; otojen by-pass teknikleri (81), Schwann 

hücreleri içeren sinir grefti (82), endojen ve eksojen büyüme faktörleri (83-86) 

ve sinir boşluğuna çeşitli maddeler içeren tübüler sistemlerin yerleştiirlmesi (87) 

yöntemlerinde anlamlı sonuçlar elde edilmiştir. Oluşmuş olan sinir yaralanması 

sonrası, mikroşirürjikal olarak primer sütür ile anatomik olarak akson aksona 

anastomoz hala altın standart yöntem olarak kabul edilmektedir (88, 89). 
Matriks metalloproteinazlar (MMP) ve bunların primer endojen 

inhibitörleri olan TIMP molekülleri (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases) 

hücre dışı matriksin travma sonrası remodelizasyonunda kritik önem 

taşımaktadırlar (22). MMP’ler, aktif bölgelerinde Zn++ bulunduran geniş bir 
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enzim ailesi olup, bunlardan jelatinaz A ve B olarak bilinen MMP-2 ve MMP-9 

normal şartlarda dokuda eser miktarlarda bulunurken, nöral hasar sonrasında 

dokudaki konsantrasyonlarının yükseldiği kanıtlanmıştır (30). Hasarın mahiyeti 

ne olursa olsun (kompresyon, kontüzyon veya transseksiyon), bu moleküllerde 

artış aynı şekilde olmaktadır (90, 91). Yapılan birçok çalışmada da gösterildiği 

gibi, MMP-9 yaralanmayı takiben ilk 24 saatte hızla artarken, MMP-2’nin artışı 

daha yavaş olmakta ve 2. ila 5. günlerde belirginleşmektedir (32, 40, 45, 90-92).  
Doku tamiri esnasında hücre dışı matriksin yıkılması, hücrelerin matriks 

içerisinde optimal biçimde yeniden yapılandırılması için gereklidir. Ancak aşırı 

yıkım olumsuz etkilere yol açabilir. TIMP molekülleri MMP’lerin substrata 

bağlanan alt üniteleri ile 1:1 nonkovalent bağ oluşturmak suretiyle inhibisyon 

yaparak matriks yıkım miktarını sınırlamaktadırlar (31, 32). TNF alfa ve TGF 

beta da TIMP-1’in bilinen modülatörlerdir. Bunların ekspresyonu erken (1. gün) 

ve geç faz (4. gün) boyunca, TIMP-1 ve MMP-9’un ekspresyonu ile paralellik 

göstermektedir.  Sonuç olarak hasar sonrasında TIMP-1, bazal membranı 

kontrolsüz yıkımdan korumaktadır (33).  
Sitikolin tedavisinin periferik sinir rejenerasyonundaki etkinliğini 

inceleyen önceki çalışmalarımızda Siyatik Fonksiyon İndeksi (SFİ) kontrole göre 

anlamlı olarak iyileşmiş, akson sayısı ve aksonal organizasyon skoru artmış, 

EMG ile değerlendirilen sinir rejenerasyonu kuvvetlenmiş ve skar dokusu 

oluşumu azalmıştır (93). Daha sonra yapılan çalışmada, CDP-kolin’nin aksonal 

rejenerasyonu potansiyalize ederek fonksiyonel iyileşmeyi arttırma anlamındaki 

etkinliği için sitidin ve kolinin ortamda birlikte bulunmaları gerektiği saptanmıştır 

(94). Siyatik Fonksiyon İndeksi’nin, topikal yolla CDP-kolin veya sitidin+kolin 

uygulanan gruplarda sadece sitidin veya kolin verilen gruplara göre anlamlı 

olarak iyileştiği gözlenmiştir (94). İlaveten, sadece topikal olarak değil, sistemik 

yolla uygulanan CDP-kolin veya sitidin+kolin tedavilerinin de siyatik sinir 

rejenerasyonunu arttırdığı ortaya konmuştur (61). Yakın zamanlı bir 

çalışmamızda ise CDP-kolin’in siyatik sinir kesisi ve primer anastomoz 

modelinde rejenerasyonu arttırıcı etkinliğinin doza bağımlı olarak ortaya çıktığı 

gözlenmiştir (62). Özellikle çalışmada kullanılan en yüksek dozda (900 µmol/kg) 

görülmek üzere, doza bağımlı olarak siyatik fonksiyon indeksinde iyileşme, sinir 

dokusu rejenerasyonunda artış, perinöral skar dokusunda azalma, EMG 
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latansında kısalma, sinir adhezyon ve seperabilite skorlarında iyileşme ile total 

miyelinli akson sayısı ve dansitesinde anlamlı artışlar tespit edilmiştir (62). 

MMP’lerin çok sayıda selektif ve nonselektif inhibitörleri denenmiş fakat 

bunların büyük bir kısmının biyo-yararlanımlarının ve sağkalım oranlarının 

düşük olması nedeni ile çalışmalarına son verilmiştir (30). Ancak bazı ekzojen 

ajanların bu proteinazlar üzerine olan etkileri halen araştırılmaktadır. Örneğin, 

MMP’lerin Zn++ bağlayan aktif bölgesini işgal ederek inhibisyon yapan 

hidroksamik asit türevleri veya anti-MMP9 antikorlarının siyatik sinir kesisinin 

ardından intraperitoneal olarak verildiği hayvanlarda Wallerian dejenerasyonun 

ve miyelin fagositozunun azaldığı, bu etkilerin hidroksamat verilen hayvanlarda 

anti-MMP9 verilenlere göre daha belirgin olduğu saptanmıştır. Aynı çalışmada, 

MMP-9 miktarları da ölçülmüş, her iki grupta da MMP-9 ölçümlerinde kontrol 

grubu ile anlamlı fark saptanmamıştır; ancak yazarlar bu sonucu elektroforez 

sırasında jelin içindeki MMP-antikor veya MMP-hidroksamat komplekslerinin 

ayrışmış olabileceğine bağlamışlardır (95). Kontrollü bir hayvan çalışmasında 

doksisiklin ve diğer tetrasiklinlerin iskemiye maruz bırakılan nöral dokuda MMP-

9 ve MMP-2 miktarlarını azalttığı gösterilmiştir (96). Yine sıçanlarda serebral 

iskemi yoluyla nöral hasar oluşturulan bir başka çalışmada, kalpain veya 

kathepsin B’nin inhibisyonunun, insan glioblastoma ve lösemik hücre 

kültürlerinde MMP-9 aktivasyonunu önlediği yönündeki kanıtlardan (97,98) yola 

çıkılarak, bir kalpain + kathepsin B inhibitörü olan e64d verilen hayvanlarda 

postiskemik MMP-9 ekspresyonunun kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

azaldığı saptanmıştır (99). Hidroksamik asit türevi bir MMP inhibitörü olan BB-

1101’in pnömokokal menenjitli sıçanlara verilmesinin, kontrol grubuna göre 

MMP-9 miktarında anlamlı azalmaya, ayrıca nöbet sıklığı ve mortalitede düşüş 

ile öğrenme yeteneğinin korunmasına neden olduğu bildirilmiştir (100). 

MMP ve TIMP moleküllerinin nöral hasardan sonraki değişimleri, 

bunların çeşitli ekzojen moleküllerle karşılıklı etkileşimleri ile regülasyonları 

çeşitli çalışmalarla belirlenmiş, ancak doğal metabolik yollarla endojen olarak 

oluşan ve deneysel çalışmaların ötesine geçerek bazı nörodejeneratif 

hastalıklarda kullanıma sunulmuş bir ajan olan CDP-kolin’in bu moleküller 

üzerindeki etkisi hakkında kontrollü bir çalışma yapılmamıştır. 
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Sunulan çalışmada sıçan siyatik sinir kesisi ve primer anostomoz 

modelinde CDP-kolin tedavisinin MMP ve TIMP molekülleri üzerine etkileri 

araştırıldı. Bu amaçla 600 µmol/kg CDP-kolin intraperitoneal enjeksiyonu 

sonrası 1., 3., ve 7. günlerde elde edilen siyatik sinir örneklerinde histomorfolojik 

ve moleküler biyolojik analizler yapıldı.  

Histomorfolojik değerlendirmede, CDP-kolin grubunda yeni akson 

oluşumları, adacık formasyonları (kompartmanlar) şeklinde akson toplulukları ve 

bu aksonlar üzerinde myelin oluşumunun başladığı ve ilerlediği gözlemlendi. 

CDP-Kolin grubunda, perinöriumun kontrol (Salin) grubuna kıyasla daha iyi 

gözlemlendiği ve düzenli olduğu tespit edildi. Myelinize akson dansitesi 

(Myelinize Akson Sayısı / mm2) verilerine bakıldığında; Salin grubunda 1., 3. ve 

7. günlerde giderek kötüleşerek azaldığı tespit edilen akson dansitesinin, CDP-

Kolin grubunda her üç zaman diliminde alınan örnekler salin grubundaki ilgili 

zaman dilimindeki örnekler ile karşılaştırıldığında anlamlı derecede artmış 

myelinli akson dansitesi gösterdiği görüldü. Hatta CDP-Kolin grubu verilerinin 1. 

ve 3. gün zaman dilimlerinde Sham grubuna yakın değerler verdiği; 7. gün 

verilerinin ise sham grubundan daha artmış oranda olduğu görüldü. Myelinize 

akson dansitesi ve tüm fasikül alanı verilerinden elde edilen total myelinize 

akson sayısı verilerine bakıldığında, CDP-Kolin grubunun salin grubundan 

anlamlı derecede yüksek ve sham grubuna yakın değerler gösterdiği tespit 

edildi. Myelinli akson dansitesi verilerinden daha az hassas bilgiler 

edinebileceğimiz total fasikül alanı sonuçları açısından her deney hayvanı 

grubunda farklı olmakla birlikte yakın sonuçlar ortaya çıktığı gözlemlendi. Bu 

sonuçlar da fiksasyon, gömme, ağırlık ve yaş gibi sinir kalınlığını etkileyebilecek 

faktörlerin minimumda tutulduğuna işaret etmektedir.  

Western blot analizlerde, siyatik sinirden elde edilen örneklerde MMP-2 

ve MMP-9 miktarları Sham grubunda literatür ile uyumlu olarak çok düşük 

düzeylerde tespit edildi. MMP-2 ve MMP-9 proteinlerinin düzeyleri siyatik sinir 

hasarını takiben Salin ve CDP-kolin gruplarında anlamlı olarak artarken, hasarı 

takip eden 3. ve 7. günlerde CDP-kolin tedavisi alan sıçanların siyatik sinir 

örneklerinde Salin tedavisi alanlara göre anlamlı olarak azalmış bulundu. Jelatin 

zimografi ile gerçekleştirilen enzimatik aktivite analizlerinde CDP-kolin’in, bu 

proteinlerin miktarlarına paralel olarak aktivitelerine de aynı şekilde etki ettiği 
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gösterildi. Özellikle hasarı takip eden 3. ve 7. günlerde CDP-kolin grubunda 

Salin grubuna kıyasla anlamlı azalmalar görüldü.  

Tıpkı MMP proteinleri gibi, Sham grubuna ait örneklerde TIMP-1 ve 

TIMP-3 proteininin siyatik sinirdeki düzeyleri de çok düşük bulundu. TIMP-1 ve 

TIMP-3 proteininin düzeyleri siyatik sinir hasarını takiben Salin grubunda 

değişmezken, CDP-kolin grubunda özellikle hasarı takip eden 3. ve 7. günlerde 

anlamlı artışlar gösterdi.  

Bu çalışmada; literatür ile uyumlu olarak, MMP-9 ile MMP-2 

seviyelerinin ve aktivitelerinin, nöral travmanın doğal seyrinde (Salin grubu) 

anlamlı artışlar gösterdiği teyit edildi. Mevcut literatüre katkı olarak; 

kullandığımız CDP-kolin’in, hem MMP-9 hem de MMP-2 seviyeleri ile 

aktivitelerini anlamlı olarak düşürdüğü, aynı zamanda TIMP-1 ve TIMP-3 

seviyelerinde anlamlı artışlar sağladığı saptandı.  

Sonuç olarak CDP-kolin’in, moleküler düzeydeki çeşitli etkileşimleri ve 

hücre dışı matriksin yapılandırılmasında görev alan proteinlerin 

düzenlenmesindeki olumlu etkileri sebebiyle, gelecekte birçok yararlı amaç için 

kullanılabileceği ihtimal dâhilindedir. Bu nedenle, bu madde ile ilgili moleküler 

düzeyde daha kapsamlı çalışmalar yapılması uygun olabilir. 
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