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OzET

Amag: Bu calismada segici olarak sistemik ve yerlesik
makrofaj populasyonunu baskilayan bir ajan olan lipozom ile
kaplanmis Klodronatin (LEC: Liposome Encapsulated
Clodronate) periferik sinir hasarli sonrasi dejenerasyon-
rejenerasyon surecine etkisinin arastiriimasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Deneylerimizde 8 haftalik wistar tiiri
erkek sicanlar rastgele olarak 5 gruba ayrildi. A grubu
kontrol grubu olarak segildi. B4 ve B8 gruplari ezilme grubu
olup sa§ siyatik sinirleri hasarlandi. C4 ve C8 gruplari ise
ezilme + LEC uygulanan gruplar olarak segildi. Hasarlanma
sonras| C gruplarina 5. 10. ve 15. giinlerde intravendz LEC
uygulandi. Hasarlanmayi takiben 4 ve 8 hafta sonra B ve C
gruplarinin siyatik sinirlerinden énce EMG kaydi alindi sonra
sinirler disekte edildi. Bu demetlerden, 4-Aminopiridin (4-Ap)
uygulamasi dncesi ve sonrasinda bir in-vitro elektrofizyolojik
yontem olan Sukroz-gap teknidi ile Bilesik Sinir Aksiyon
Potansiyelleri (BSAP) kayitlandi.

Bulgular: B ve C gruplarinda iletim hizlari ile BSAP genligi,
yukselme siresi (DT), yari diisme siresi (2 FT) ve latans
parametreleri (izerine LEC'in anlamli bir etkisi gorilmedi
(p>0.05). Ancak 4-Ap uygulandiktan sonra olusan bir
fenomen olan gecikmis depolarizasyon (del-dep) genligi
tizerinde LEC'in anlamli etkisi gortildi (p<0.05).

Sonug: Elde ettigimiz bulgular isiginda LEC'in yaralanma
sonras| ortaya cikan Wallerian dejenerasyon strecini
kisalttigi ve rejeneratif bir etki olarakta miyelinizasyonu
hizlandirdigini sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Periferik Sinir Hasart,
Klodronate, Sukroz-gap, Aksiyon Potasiyeli

Makrofaj,

ABSTRACT

Aim: In this study, we aimed of the effects of LEC (LEC;
Liposome Encapsulated Clodronate) an agent, to selectively
deplete or reduce resident and systemic macrophages
population during the degeneration-regeneration cycle after
peripheral nerve injury.

Materials-Methods: In our experiments, eight weeks old
male wistar rats randomly divided into 5 groups as control
(Group A), crush (Group B4 and B8) and crush+received
LEC treatment (Groups C4 and C8) (n=40). Nerve crush
injury model was performed on right sciatic nerve of the
animals except the control group. Immediately after injury,
LEC was intravenously injected after the days of post-
operation 5, 10 and 15th (Group C). After 4-8 weeks
following the injury, before EMG measurement was recorded
than sciatic nerve dissected from Group B and C. Before
and after 4-Aminophyridine (4-Ap) administration, the
Compound Action Potential (CAP) were recorded with
modified sucrose-gap system which is an in-vitro
electrophysiological method from these branches

Results: Our data show that LEC administration on
damaged nerve did not significantly change CAP's
parameters which are CV (CV; Conduction Velocity),
amplitude of CAP, depolarization time (DT), latency and half
width of CAP (p>0.05). However, LEC significantly changed
the amplitude of delayed depolarization (del-dep) when
occuring after administration of 4- Ap (p<0.05).

Conclusion: The data obtained from this study, LEC may
be reduce process of WD (Wallerian Degeneration) and
accelerate functional recovery effect on remyelination after
peripheral nerve injury.

Key words: Peripheral Nerve Injury, Macrophage,
Clodronate, Sucrose-gap, Action Potential
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GiRIS
Periferik Sinir Sistemindeki (PSS) sinir hasarlari
ciddi saghk sorunlarindan biri olmakla beraber
hasarlanma sonrasi kayda deger rejeneratif
kapasite gosterirler. PSS’de sinirlerin hasara
ugramasl ya da yapinin bozulmasi “periferik
noropati” olarak isimlendirilen olgularin ortaya
¢ikmasina neden olur ve kaginilmaz olarak
aksonun distal kisminda wallerian dejenerasyon
(Anterograd dejenerasyon) gorilir (1-3).
Yaralanma sonrasi (sinir ezilmesi-crush, diyabet,
basi-travma vb.) hasar gormus sinir demeti ile
yerlesik makrofajlar ve kan vyoluyla gelen
sistemik makrofajlar arasinda aktif iletisim
meydana gelir. Makrofajlar ve schwann
hicreleri dejenere olan aksonlari ve miyelin
tabakasini 1-2 hafta icerisinde fogosite ederek
kaldirirlar (4).

noropatilerin olusumunda 6nemli rol oynadig

ortadan Makrofajlarin
bilinmektedir. Hem travma hem de hastaliga
bagh olarak ortaya ¢ikan noropatiler makrofaj
aktivitesi ile iliskilidir.

Calismamizda makrofajlara 6zgi baskilayici bir
ajan olan lipozom ile kaplanmis Klodronate’in
(LEC: Liposome Encapsulated Clodronate)
periferik sinir hasari sonrasi rejenerasyon
slrecine etkisinin arastirilmasi amaglandi. LEC
periferal makrofajlarin sayisini azaltirken diger
hicreleri etkilememektedir (5).

LEC'in
makrofajlar spesifik olarak baskilamasi sonucu

Daha o6nce vyapilan calismalar da
rejenerasyonun yavasladigi belirtilmistir. Ancak

calismamizda biz tam tersini gostermeye
cahstik. Sistemik olarak hasar bolgesine infiltre
olan makrofajlar hasar goérmis sinir liflerini
ortadan kaldirmanin yani sira halen saglam olan
ortadan

aksonlara ait miyelin kilifi da

kaldirmaktadir. Bu ¢alismadaki hipotezimiz
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spesifik  bir ajan kullanarak makrofajlari
baskilamak ve heniiz hasarlanmamis yolaklar
koruyarak yeni olusacak akson filizciklerinin bu
yolaklardan ilerlemesini saglayarak
dejenerasyon sirecini dolayisiyla rejenerasyonu
one almaktir (6).

Duyusal sinir liflerinde yapilan g¢alismalarda
farmakolojik ve kinetik olarak birbirinden farkli
olan en az 3 tip Na® kanal akimlari (hizli ve
yavas) gosterilmistir (7-10). 4-Ap hizli kinetikli
voltaj-kapili K" kanallarini spesifik bloklamak igin
kullanilmaktadir ve 4-Ap etkisinde birakilan bazi
sinirlerde aksiyon potansiyelini (AP) takiben bazi
depolarizasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Daha
sonraki ¢alismalarda gecikmis
depolarizasyonlarin nedeninin yavas kinetikli
Na® kanallarindan kaynaklandigi anlasiimistir.
(delayed

depolarisation, del-dep) adi verilmistir (11-13).

Buna  gecikmis  depolarizasyon

Kinetik olarak hizli olan 4-Ap duyarli K kanallar
internodal (juxtraparanodal) dagihm gosterirler.

Deneysel olarak demiyelinize veya
rejenerasyonunu tam olarak heniiz
tamamlamamis aksonlar Uzerine 4-Ap ile

yapilan deneyler; 4-Ap’nin AP’nin siresi lzerine
etkisinin miyelin tabakanin tekrar olusmasindan
sonraki etkisinden c¢ok daha blyik oldugunu
gostermistir (14). Bu bulgu 4-Ap duyarh ve hizli
kinetik gosteren K* kanallarinin internodal
lokalizasyon gosterdigi veya miyelin  kilif
tarafindan ortialdiginin o6nemli bir kaniti
sayllmistir. Ozetle sdylemek gerekirse, miyelin
tabaka olustukca

azalmaktadir bu da miyelinizasyonun gelistiginin

4-Ap’ye olan duyarllik
bir gostergesidir.

GUnumiz  imkanlari  ile  rejenerasyonun

basarisinin degerlendirilmesinde,

reienervasyonun Olgllmesi ve fonksiyonlarin



geriye donmesine gore karar verilir. Morfolojik
ve fonksiyonel olarak rejenerasyonun basarisi
rejenere-reinnerve olan aksonun sayisi, ¢apl ve
miyelinizasyonun derecesine baghdir. Her ne
kadar basarili bir dejenerasyon-rejenerasyon
surecinden sonra distal hedef organla tekrar
baglanti saglanabilmis olsa da rejenere olmus
miyelinli sinirler uzun slire anormal 6zelliklerini
devam ettirirler. Basarili bir reinnervasyondan
sonra akson tekrar normal kalinligina yaklasir;
fakat bulylk sinir liflerindeki miyelin kiliflar
akson caplarina gore rolatif olarak ince kalir ve
yeni olusan internodal araliklar kisadir (15-19).

GEREC ve YONTEM

Deneylerimizde kullandigimiz hayvanlar igin
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurul
onayl (2008-6 No:27) alindi ve hayvanlarla ilgili
tim islemlerde "Guide for the Care and Use of
Animals" kurallarina uyuldu. Sicanlar standart
kafeslerde serbestce beslendi, gece-glindiiz
ritmi, ortam 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlhk
olacak sekilde aydinlatilarak saglandi ve ortam
sicakhgr 20-22 °C, rolatif nemi % 40-60 olacak
sekilde tutuldu.

1. Deney hayvani ve kullanilan preparat

Deneylerde 8 haftaliktan blylk Wistar tiri
erkek ratlarin siyatik sinir demetleri kullanildi.
Sicanlar rastgele 5 gruba ayrildi. A grubu kontrol
grubu olarak secildi. B4 ve B8 gruplari ezilme
grubu olup, sag bacak siyatik sinirlerinde
forseps ile ezilerek hasar olusturuldu. C4 ve C8
gruplari ise ezilme + LEC uygulanan gruplar
olarak segildi.

2. Deneysel ezilme (crush) modeli

Sicanlar, intraperitoneal olarak ketamin (80
mg/kg), xylazine (2,5 mg/kg) verilerek anestezi
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edildikten
diizeyinde yaklasik 1 cm’lik bir kesi ile ortaya

sonra, siyatik sinir orta uyluk
cikarildi ve siyatik sinir, standart bir forseps
kullanilarak 30 saniye sire ile sikilarak ezildi.
Daha sonra, kesi 4,0 ipek situr kullanilarak
kapatildi. Cerrahi girisim sonrasi siganlar 4. ve 8.
hafta icin iyilesmeye birakildi.

3. intravenéz LEC uygulamasi

LEC; 10 ml/kg (0,1 mL/10 g) olacak sekilde
intravenoz olarak kuyruk veninden sinir hasarini
takiben 5. 10. ve 15. glinlerde enjekte edildi.

4. Kullanilan Ajanlar ve Cozeltiler

Deneylerde LEC in etkisini daha iyi gozlemlemek
icin hizli tip gecikmis dogrultucu K* kanal
blokoéri olan 4-Ap kullanildi, 2 mm ‘lik
konsantrasyonu,

modifiye krebs igerisinde

¢Ozlildi ve deneylerde sinire 30 dakika
uygulandi.

Kullanilan Krebs, KCl, sukroz ¢ozeltileri deiyonize
ve bidistile su ile hazirlandi ve bitin ¢ozeltiler
%95 0, + %5 CO, gaz karisimi ile gazlandinidi.
Tum deneyler oda sicakhginda (20-25 °C)

yuratilda.

5. in-vitro elektrofizyolojik kayit yéntemi-
Sukroz-gap

Deneylerde, bilesik sinir aksiyon
potansiyellerinin (BSAP) 6l¢imiinde bir in-vitro
elektrofizyolojik teknik olan sukroz-gap teknigi
ve sistemi kullanildi (20). Bu sistem preperatin
kutusu, perflzyon

konuldugu sukroz-gap

sistemi, agar koprulu Ag/AgCl elektrotlar,

yuksek giris empedansli amplifikator,
stimilator, stimulus izolasyon Unitesi,
stimllatér  programmer ve  osiloskoptan

olusmaktadir (Sekil 1). Sinirler, 0,05 ms sireli
supramaksimal elektriksel pulslar ile uyarilarak
BSAP’lar kayitlandi. BSAP’ larin bilgisayara
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aktarilmasinda Biopac MP150 data acqusition
sistemi, kayitlarin Olglilmesinde ise
Acknowledge 3.8.2 yazilimi kullanildi.

6. LEC ve Spesifik Makrofaj Baskilanmasi

Makrofaj baskilanmasi klodronate’in lipozomla
hiicre igine tasinmasinin bir sonucudur (Sekil 2).

* Lipozom dogasi geregi fagosite edilmeye
musaittir

* Makrofaj tarafindan alindiktan sonra,
lipozomun fosfolipid tabakasi lizozomal
fosfolipaz enzimi ile haraplanir.

Hidrofilik ug

Makrofaj

P
Hidrofobil ug ™

4
Fosfalipid Molekil u

Fosfolipld Tabaka

Lipozom WMakrofaj

Clodronate

LEC
Sekil 1. A) Lipozomun olusumu. B,C,D) Klodronate’in lipozom kapsiile hapsedilmesi ve E) makrofaj tarafindan

fagosite edilmesi sonucu hiicre apoptozisi.
http://www.clodronateliposomes.org/ adresinden alintidir.
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Klodronate bu yolla hiicre icine salinir ve
tekrar hiicre disina cikamaz ve belli bir
intrasellliler seviyeden sonra baskilama

yapar.

Klodronate 6li  makrofajlardan ve
lipozomlardan ¢ok az sizabilir bu sizanlar
tekrar non-fagositik hiicre icine giremez
ve dolagimda da ¢ok kalamazlar (yari
Omri = 10-15 dakika)

AT W N 2

LEC'in etki mekanizmasi. Cizimler
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4-Ap uypelamasisdan sonsa olugan

| Kontrol

T e

Sekil 2. Sukroz-gap sistemi. Siyatik sinir, sukroz-gap aparatinin A,B,C ve D havuzcuklarindan gegecek sekilde

yerlestirilmektedir.

7. iletim Hizi Olgimleri

Motor iletim hizini 6lgmek igin siganlar servikal
dislokasyonla olduraldd, hizli bir sekilde siyatik
sinirleri ac¢iga cikarildi ve arasinda 20 mm lik
mesafe bulunan iki uyar elektrot cifti siyatik
sinire yerlestirildi (Sekil 3). Biopac MP150-EMG
amplifikator modill ile gastrocnemius kasina
daldirilmis  konsantrik  igne elektrot ile
kayitlanan kas aksiyon potansiyelleri bilgisayara
aktarildi ve elektrotlar arasi mesafenin latans
farkina bollinmesinden iletim hizi hesaplandi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel hesaplamalar SPSS (vers.10) paket
Coklu grup
karsilastirmalarinda ve anlamhlik dizeylerinin

programi  kullanilarak yapildu.
belirlenmesinde One-Way Anova testi kullanildi.
Sonuglar ortalama * standart hata olarak yazildi.
istatistiksel anlamhhk dizeyi p<0,05 olarak

kabul edildi (21).

20 mm

Siyatik sinir
L‘é'(— y

Konsantrik igne
elektrot

et

Sekil 3. iletim hizi 6l¢cim modeli

BULGULAR
1-BSAP Bulgulari

B ve C gruplarinda BSAP genligi, yikselme siresi
(DT), van FT) ve
parametreleri Gzerine LEC'in anlamh bir etkisi

disme slresi (% latans
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gorilmedi (p>0,05). Ayni sekilde kas aksiyon
potansiyelleri araciligl ile o6lglilen motor sinir
LEC'in
anlaml etkisi; 4-Ap uygulandiktan sonra olusan

iletim hizina da bir etkisi gozlenmedi.

bir fenomen olan gecikmis depolarizasyon (del-
dep) genligi ve bu genligin BSAP genligine orani
Uzerinde gorildi: LEC uygulanmis C4 grubunda,
del-dep potansiyeli ve bunun BSAP’a orani, LEC

uygulanmamis c4 grubunun ayni
[;‘/ Kontrol 4-AP dncesi A
30 mv
}. 10ms
1
i
i
I. i\ 4hf+ezilme
l.ll \(wilme +LEC
I[' o Kontrol 4-AP éncesi C
' 30mv
10ms

Bhi+ezilme
Sh f+ezime+LEC

—

parametrelerine  gore  anlamli  dlizeyde
dismektedir (Sekil 4A-B ve Sekil 5). Kontrol
grubunda del-dep genligi ve BSAP’a orani sirasi
ile 8,3+0,7;, %11,6 + 1,1, B grubunda 23,7 + 3,1
ve %66,4 =+ 7,2, C grubunda ise 13,4 £ 2,1 ve
%48,2 £ 6,7 idi (p<0,05). 8. haftada gruplar
arasinda kiictk farklar olmasina ragmen bunlar
istatistiksel olarak anlamsizdi (Sekil 4C-D)

? 4-AP sonrasi B
Iﬂ‘/ Kontrol
|I 30 mv
|
i
]
"\\ \/4hf+ezlme 10ms
:><4h f+ezime+LEC
AN
! .-.:‘._-m-\"“‘v—'—-:-:-”_
|‘
f La— H ontrol 4-AP sonrasi D
I
I 30mV
|
i
'r\|_'._
th 10ms
Bhi+ezilme
I\\_/ Bhf+ezilme+LEC

Sekil 4. A) 4-Ap 6ncesi 4. haftaya ait tonik BSAP kayitlari. B) 4-Ap uygulamasi sonrasinda kayitlanan 4.haftaya
ait BSAP ve del-dep genlikleri. LEC'in del-dep genligi Gzerine etkisi agik¢a gorilmektedir. C) 4-Ap Oncesi 8.
haftaya ait tonik BSAP kayitlari. D) 4-Ap uygulamasi sonrasinda kayitlanan BSAP ve del-dep genlikleri (8.hafta).

30 4

25 A

20 o

Drel-dep genlidi (my
&

Kantral Ahf+cr Ahf+ert LEC Shfter Shf+ert LEC

% Detdep/BSAP

a0 -

&0 o

20

Kantral dhf+or Ahf+ e+ LEC Shiter Shf+ert LEC

Sekil 5. Gruplara ait gecikmis depolarizasyon genlikleri ve bu genliklerin
BSAP oraninin bar grafikle gésterilmesi.
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2-EMG Kayitlar

LEC uygulamasinin 4. ve 8. haftalarinda EMG
kayitlarinda anlamh bir degisiklik olusturmadigi
gozlendi (Sekil 6).

TARTISMA

Bilindigi tizere 4-Ap uygulamasi hizl kinetik gosteren
K" kanallarini spesifik olarak bloklamaktadir. Daha
once yapmis oldugumuz deneylerde ve literatiirde
in-vitro yapilan calismalarda 4-Ap’nin kutandz lif
iceren sinir demetlerinde ve bunlarin dorsal kdk
aksonlarinda aksiyon potansiyeli sonrasi hump
(horgic) denen bir gecikmis depolarizasyona neden
oldugu (7-112).
depolarizasyon, depolarizasyon

gosterilmistir Gecikmis

sonrasi
potansiyellerden farkli olup, hizl K* kanallarinin 4-Ap
ile bloklanmasi sonrasinda yavas kinetik gosteren
Na® kanallarinin Gzerindeki maskenin kalkmasi ile

ortaya ¢itkmaktadir (7,8-9).

4-Ap ile yapilan cgalismalarda siyatik sinirden
kayitlanan BSAP parametreleri (zerine 4-Ap’nin
miyelinizasyon oncesi etkisinin, miyelin tabakanin
tekrar olusmasindan sonraki etkisinden daha biyik
oldugu ortaya konmustur ve bu bulgular 4-Ap
duyarh  K* kanallarinin  internodal bdlgede
yogunlastiginin bir kaniti sayilmistir. Hasar sonrasi
miyelinizasyonun tamamlanmasinin ardindan sinir

4-Ap’ye daha az duyarli hale gelir.

Kahraman ve ark. 27

IKontrol 10 mv

IIH=572m/s

. dhf+ezilme 10 mv

1l
Irl
T Ty S

|
W
R
||'| m Ul'

Bhi+ezilme

20 ms

h

LlH=122m/s

10 mv
10 ms
\/\— .
\/ IH=202 m/s

Sekil 6. 4 ve 8 haftalik ezilme gruplarinda iletim hizi

distl ve ortaya polifazik EMG kayitlari.

Bu miyelinizasyonla hizlh K* kanallarinin, miyelin kihf
ile kaplanan internodal bélgeye toplandiginin
(lokalize oldugunun) bir isaretidir. Bu yilzden
gecikmis depolarizasyon genligi ve bunun BSAP
genligine  orani  miyelinizasyonla ilgili  bilgi
vermektedir bir baska ifade ile bu oran
rejenerasyonun gelismesi ile kiicilmektedir (10-14-

19).

4-Ap uygulamasi ile ortaya c¢ikan gecikmis
depolarizasyonun genliginin ve bu degerin BAP
genligine oraninin LEC grubunda diger gruplara gore

daha dulsik ¢ikmasi; LEC uygulamasinin miyelin
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yapinin olusumunu hizlandirdigini ya da makrofaj
baskilamasi sonucu saglam yolaklarin korundugunu
gosterebilir. Baska bir deyisle; 4-Ap spesifik olarak
blokladigi hizli kinetik gdsteren K* kanallari miyelin
tabakas! tarafindan ortili  durumdadir. Miyelin
yapida wallerian dejenerasyona bagh meydana
gelebilecek herhangi bir hasarlanma veya bozukluk
4-Ap’nin etkisini dogal olarak arttiracaktir. Bu
durumda c¢ok daha fazla hizl K" kanali 4-Ap
tarafindan blokaja ugrayacak ve yavas Na®
akimlarina bagh gecikmis depolarizasyon daha
belirgin ve ylksek genlikte karsimiza cikacaktir.
Ancak LEC'e maruz birakilan grupta tam aksi bir

durum gorilmektedir.

Literatlrde periferik néropati sonrasi makrofajlarin

rollerini  belirlemek icin vyapilan c¢alismalarda;
makrofajlarin hasar sonrasi miyelin tabakasinin
ortadan kaldirilmasinda gorev aldig1 gosterilmistir
(3-6). Makrofajlar sistemik LEC wuygulamasi ile

baskilandiginda miyelin yikimi durdurulabilir veya

Mustafa Kemal Universitesi Tip Dergisi Cilt: 6, Sayi:21, Yil:2015

yavaslatilabilir. Boylece dejeneratif slireg
engellenebilir veya olduk¢a vyavaslatilabilir ve
rejeneratif siire¢ biraz daha o6ne cekilebilir veya

hizlanabilir.

4. hafta ezilme+LEC grubunda, ila¢ uygulamasi

yapllmayan ezilme grubuna goére gecikmis
depolarizasyon genligini ve bu genligin BSAP’a
oraninin dismesi ilgi c¢ekici bir bulgudur. Elde
ettigimiz bulgular 1s1g8inda LEC'in yaralanma sonrasi
ortaya c¢ikan Wallerian dejenerasyon siirecini

kisalttigi  ve rejeneratif bir etki olarak da
miyelinizasyonu hizlandirdigi sdylenebilir. Ancak bu
bulgularin daha spesifik baska yontemler ile

desteklenmesi gerektigi disiinilmektedir.
Tesekkiir

Bu calisma, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim Dalinca yuritilen 1065220 no’lu
(SBAG-3468) Tubitak Projesiyle desteklenmistir.
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