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2.1- Bashk

Tez dnerisinin icerigini yansitir.
GlnUmuz Turkgesiyle (eski
sdzclkerden ve yabanci dildeki
sodzclklerden kaginarak) yazilir.
Kisaltmalar, kimyasal formiller
kullaniimaz

2.1- Baglik

Pulslu manyetik alanin sicanlarda siyatik sinir rejenerasyonuna
etkisinin arastiriimasi

2.2- Ozet ve
Anahtar Sozciikler

Tez bashgi, 6zeti ve anahtar
sbézclkler (5 adet) Tiirkce ve
ingilizce yazilir. Ozette
konunun literatirdeki yeri cok
kisa belirtilir, Tez 6nerisinin
dayandigi varsayimlar
(hipotezler) ve amag tanimlanir,
Tezin tasarimi ve galismada

kullanilacak yontemler 6zetlenir.

Tezin literatire yapacag katki
vurgulanir. Tez 6neri 6zetleri
birer sayfayi gecemez.

2.2- Ozet ve Anahtar Sozciikler

Periferik sinir sisteminde demiyelinizasyona yol agan hastaliklarda sinir
lifinde olusan lezyonun tipine ve siddetine gore, sinir lifinde kismi veya tam
rejenerasyon olusmaktadir. Ezilme ve demiyelinizasyon nedeniyle iletim
ozelligi kaybolmus veya azalmis sinirlere normal fizyolojik fonksiyonlarini
kazandirabilmek icin, yillardir, pek ¢ok farkli uygulama yapilmaktadir.

Manyetik alanin, siganlarda, ezilmis siyatik sinirlerin rejenerasyonunu ve
fonksiyonel geri dénlsunu hizlandirdigi bildirilmistir. Pulslu elektromanyetik
alanlarin dokulara etkileri, manyetik alanin siddetine, bicimine, frekansina ve
suresine bagli oldugu belirlenmisgtir.

Sinir liflerinin yapisal degisimlerini ve molekiler organizasyonlarini
belirlemek, demiyelinize edici hastaliklarin tedavisinde ¢ok &nemlidir.
Dejenerasyon ve rejenerasyon asamalarinda Ozellikle iyon kanallarinin
Ozelliklerinin  belirlenmesinin, demiyelinize edici hastaliklarda ilag
tedavilerinin gelisimine katkida bulanabilecedi disunidlmektedir.

Bu projede, siganlara uygulanacak sabit siddetli, degisik frekansli ve
modulasyonlu pulslu manyetik alanin (PMA), sicanlarin stimllasyona
uyumlarini azaltacagina ve bdylece PMA’nin sinir rejenerasyonuna olan net
etkisinin belirlenebilecegine inaniimaktadir. Ayrica, PMA etkisinde rejenere
olan sinir demetlerinde yapilacak olan elektrofizyolojik deneylerle, sinir
zarindaki Na+ ve K+ kanallarinin iglevleri hakkinda bilgi edinilecektir.

Pulslu manyetik alanin sinir rejenerasyonu Uzerine etkisinin gesitli in
vitro ve invivo yodntemlerle belirlenmesinin amaclandigi bu c¢alismanin,
sinirlerinin iletim 6zelligi bozulmus hastalarin tedavisinde alternatif bir
yontemin gelistirimesine katki yapacagi dustnulmektedir.

Anahtar Sozcukler: Sinir yaralanmasi, rejenerasyon, pulslu manyetik
alan, fonksiyonel iyilesme, iyon kanall.

ABSTRACT

Investigation effect of pulsed magnetic field on siciatic nerve
regeneration of rats

In peripheral nerve system, nerve fibers partially or completely
regenerate in demyelinating diseases according to the type and intensity of
nerve crush lesions. For a long time several applications have been carried
out to the nerves for return them to their normal physiological functions from
the weakened or lost nerve conduction caused by crush and demyelination.

It is reported that magnetic field accelerates functional recovery and
regenerations of crushed sciatic nerves in rat. Effects of pulsed magnetic
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field (PMF) on the tissues depend on intensity, shape, frequency and
duration of PMF.

Determination of structural changes and molecular organization of the
nerve fibers is very important for the treatments of demyelinating diseases.
We think that particularly the determination of ion channel properties in
degeneration and regeneration processes will contribute to the
advancement of drug therapies in demyelinating disorders.

In this project, we believe that PMF with constant intensity, various
frequency and modulation will decrease to the accommodation of rats to
stimulation and thus net effects of PMF on nerve regeneration could be
determined. Additionally, the electrophysiological experiments on
regenerated nerve bundles under the effect of PMF can give more
information about functions of Na+ and K+ channels on nerve membrane.

We thing that, this project, that aimed to explain the effect of PMF in
nerve regeneration with various in-vivo and in-vitro methods, do contribution
to development of alternative method of treatment of dysfunction nerve.

Key words: Nerve injury, regeneration, pulsed electromagnetic field,
functional recovery, ion channel.

2.3- Tezin Amaci ve Onemi

Tezin amaci ve c¢ikti(lar) yazilir.
Tez Onerisinin dayandidi hipotez
ve bu hipotez Uistiine oturtulan
amag tanimlanir. Hipotezin
dayandig bilimsel temeller
anlatilir. Tezin dnemi, ulasiimasi
hedeflenen nokta belirtilir.

2.3- Tezin Amaci ve Onemi

Bu Tez calismasi, bir néropati modeli olarak secilen ezilme tipi
yaralanma sonrasinda si¢an siyatik sinirinin dejenerasyon ve rejenerasyon
sureclerine uygulanacak pulslu manyetik alanin etkisini elektrofizyolojik,
histolojik ve davranissal olarak arastirmak amaciyla diizenlenmistir. Bu tez
calismasinda yapilmasi planlanan arastirmalar sonrasinda elde edilecek
verilerin, periferik sinir siteminde, demiyelinizasyona yol agan hastaliklarin
daha iyi anlagsilmasina ve tedavisi igin gelistirilebilecek yontemlere katkida
bulunabilecegi dusUnllmektedir. Yapilan literatir taramasinda, ezilme
yontemiyle yaralanma olusturulmus sigan siyatik sinirlerinin rejenerasyonu
sirasinda Na+, K+ kanallari ve yine rejenere olan siyatik sinirinde
fonksiyonel iyilesmeye farkli siddetlerde uygulanan manyetik alanin etkisini
gOsteren galismalarin oldugu goérulmustir. Bu projede, yaralanmadan sonra
siyatik sinirin dejenerasyon ve rejenerasyonu esnasinda, degisik frekansli
ve moduilasyonlu PMA uygulamasinin iyon kanallarina etkisini ve sinirin
fonksiyonel gelisimini bir arada géstermeye calisacagiz.

2.4- Tez Konusu ve Kapsami

Tezin konusu ve kapsami net
olarak tanimlanir; amag ile
iliskisi acgiklanir.

2.4- Tez Konusu ve Kapsam

Planlanan arastirmanin ilk basamaginda, normal si¢gan siyatik sinirlerine,
4-Ap (Aminopyridine), TEA (Tetraetilamonium), lidocaine ve benzocaine gibi
farmakolojik ajanlarin etkisi elektrofizyolojik olarak sukroz-gap teknigiyle
incelenecektir. Ayrica saglam sigcanlarda histoloji, davranis ve bilesik kas
aksiyon potansiyeli (BKAP) calismalarinda kullanilacak kontrol kayitlari
alinacaktir. ikinci basamakta; sicanlarin sag bacak siyatik sinirlerinde ezilme
tipi yaralanma olusturulduktan ve wallarian dejenerasyon olusumu histolojik
olarak tespit edildikten sonra, yaralanma olugturulmasinin 5, 15 ve 38 nci
glnlerinde  birinci basamak uygulamalar tekrarlanacaktir.  Uglincl
basamakta; saglam siganlara degisken moduilasyonlu (siddeti 1,5 mT ve
aralarinda 2 dak. interval bulunan 6 dakikalik 1, 10, 40, 100 Hz lik kare
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dalga bigiminde trenler halinde pulslu manyetik alan) PMA uygulanacak ve
uygulamanin 5, 15 ve 38 nci gunlerinde birinci basamak uygulamalari
tekrarlanarak PMA nin saglam siganlarin sinir demetlerine olan etkisi
belirlenecektir. Dérdincli basamakta; yaralanma olusturulmus siganlara,
Uclncl basmaktaki gibi PMA uygulamasi yapilacak ve birinci basamak
deneyleri tekrarlanarak PMA nin rejenere olan siyatik sinirlerine olan etkileri
tespit edilecektir.

Yapilacak deneyler ile elektrofizyolojik olarak 4-Ap, TEA, lidocaine ve
benzocaine gibi farmakolojik ajanlarin bilesik sinir aksiyon potansiyelleri ve
membran potansiyelleri Uzerine olan etkilerinden iyon kanallarindaki
degisimler; sinirden alinacak histolojik kesitlerin incelenmesiyle sinirin
yapisinda meydana gelen degisimler; davranis testi ve insitu olarak
Olcllecek bilesik kas aksiyon potansiyeliyle de sinirin fonksiyonel gelisimi
takip edilecektir.

2.5- Kaynak Ozeti

Tez konusu ile ilgili Ulusal ve
Uluslararasi literattr taranir ve
kisa bir literatlir analizi verilir,
kesinlikle su literatiirde soyle
denmekte, bu literatiirde
boyle iddia edilmekte gibi
ham bir literatiir listesi
verilmez, Bu analiz, 6nerilen
Tez konusunun literatirdeki
onemini ve doldurulmasi
gereken boslugu ortaya koyar.
Bu analizin arkasina
yararlanilacak literatir siralanir

2.5- Kaynak Ozeti

Klinikte karsilasilan, sinir sisteminde demiyelinizasyona yol agan
hastaliklarda veya cesitli sekillerde olusmus néropatilerde lezyonun tipine ve
siddetine goére sinir lifinde kismi veya tam rejenerasyon gorulir (1-3).
Periferik sinir ezilme yaralanmasi sonrasinda, sinir lifinde ezilme
bdlgesinden distale dejenerasyon ve daha sonrada sadlam kalan distal sinir
kilifi boyunca rejenerasyon meydana gelir.

Klinik iyilesmeye ve periferik hedeflerle baglantinin yeniden kurulmasina
ragmen, yaralanma sonrasinda rejenere olmus sinir lifleri anormal morfolojik
ve fizyolojik dzelliklerini uzun siire devam ettirmektedir (4-15). iletim 6zelligi
kaybolmus veya azalmis sinirlerin tekrar normal fizyolojik fonksiyonlarini
surdurebilmesi i¢in uzun yillardir cerrahi, kimyasal, elektrik ve manyetik alan
uygulamasi gibi pek ¢ok farkli yéntem uygulanmaktadir.

Siganlarla yapilan c¢alismalarda, manyetik alan uygulamasinin
yaralanma sonrasi sinirdeki rejenerasyonu ve fonksiyonel geri doénusu
hizlandirdigi  bildiriimektedir (13,16-18). Pulslu manyetik alan (PMA)
uygulamasinda, dokularin etkilenme derecesi, manyetik alan siddetine,
frekansina ve siresine bagl oldugu rapor edilmektedir (19). Davranis
testleri ile yapilan calismalarda sabit frekansli PMA larin siyatik sinirin
fonksiyonel iyilesmesini yaklasik % 20 hizlandirdigi ileri surilmektedir
(13,16,17). Sinir liflerinde aksiyon potansiyel olugsumuna, ategleme
Ozelliklerinin belirlenmesine ve sinyallerin iletimine katkida bulunan gesitli
tipte Na+ ve K+ kanali vardir (20,21). Sinir liflerinin tim fizyolojik 6zellikleri,
bu iyon kanal tiplerinin ve pompalarin katkilarini yansitmaktadir. Sinir
liflerinin dejenerasyonu ve rejenerasyonu sirasinda bu iyon kanallarinin yapi
ve islevlerinde de degisiklikler olmaktadir. Yapilan c¢alismalarda, 4-Ap’ye
(Aminopyridine) duyarli hizli ve TEA’ya (Tetraetilamonium) duyarl yavas K+
kanallari olmak Uzere iki tip K+ kanalinin varlhidinin, dejenerasyon ve
rejenerasyon sureglerinde ¢ok 6nemli oldugu gosterilmistir. Yeni dogmus
sigan siyatik sinirlerinde, K+ kanallarinin 4-Ap duyarlihdi, dogum sonrasi
gelisimde, tahminen miyelinizasyonun tamamlanmasi yuzinden zayiflarken,
TEA duyarllidi bu siregten etkilenmemektedir. Buradan c¢ikarilan sonugla,
4-Ap-duyarli kanallarin nodlar arasina (internode) yerlestidi, TEA-duyarli
kanallarin ise nodlar da bulundugu gésterilmistir (3-6,8). Yaralanma
sonrasinda sinir liflerinin, internodal bolgelerindeki Na+ kanal yogunluklarini
artiracak sekilde yeniden organize oldugu (22-24) belirlenmistir.
Rejenerasyon sirecinde farkh tiplerdeki K+ kanallarinin lokalizasyonlari, bu
iyon kanallarina 4-Ap ve TEA gibi farmakolojik ajanlarin etkisinin farkh
olmasiyla agiklanmistir (3-6).

Bu arastirma projesinde, sabit siddetli, degisik frekansli ve
modulasyonlu pulslu manyetik alan (PMA) uygulanacak, bdylece siganlarin
stimulasyona uyumlari en aza indirilerek PMA nin sinirdeki rejenerasyona
olan etkisi daha net bir gekilde belirlenebilecektir. Ayrica, PMA etkisinde
rejenere olan sinir demetlerinde, sukroz-gap (7-14,25-27) kayitlama
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teknigiyle yapilacak olan elektrofizyolojik deneylerle, Na+ ve K+
kanallarinin  yogunluk, lokalizasyon ve Kkinetikleri hakkinda da bilgi
edinebilmek mumkin olabilecektir. Yapilacak olan histoloji ¢alismalari ile
sinir liflerindeki yapisal degisimler, davranis calismalari ve bilesik kas
aksiyon potansiyeli (BKAP) élgimleri ile de sinir liflerinin fonksiyonel gelisimi
takip edilebilecektir.
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2.6- Tezin Ozgiin Degeri

Tez Onerisinin ilgili oldugu
konuda bilimsel birikime nasil bir
yenilik getirecedi, yeni bir
teknoloji, yéntem, kuram veya
mevcut yontemin yeni bir alana
uygulanmasi seklinde bir katki
mi yapacagi acgiklanir.

2.6- Tezin Ozgiin Degeri

Literatlrde belirtilenlerden farkli olarak bu ¢alismada uygulanacak
degisik frekansli ve modilasyonlu pulslu manyetik alanin (PMA), siganlarin
stimllasyona uyumlarini en aza indirerek sinirlerdeki rejenerasyonu
hizlandirmasi  beklenmektedir. Elde edilebilecek olumlu sonuglarin
sonrasinda, bu uygulama sisteminin demiyelinizasyona neden olan
hastaliklarin tedavilerinin gelistiriimesine katkida bulunabilecektir. Ayrica,
iyon kanallari hakkinda elde edilecek verilerin, demiyelinize edici
hastaliklarin daha iyi anlasiimasina ve bu hastaliklarin tedavisine ydnelik
ilag gelistirme galismalarina yardimci olabilecedi distunulmektedir.

2.7- Tezin Yaygin Etki ve
Katma Degeri

Tezin gerceklestiriimesi
sonucunda Ulusal ekonomiye,
toplumsal génence ve bilimsel
birikime yapilabilecek katkilar ve
saglanabilecek yararlar tartisilir,
elde edilecegi umulan
sonuglardan kimlerin ne sekilde
yararlanabilecegi belirtilir.

2.7- Tezin Yaygin Etki ve Katma Degeri

Bu galismanin nihai hedefi, demiyelinize hastaliklarin tedavisinde daha
ucuz, yan etkileri olmayan, uygulanmasi kolay alternatif bir yontemin
gelistiriimesidir.  Alternatif tedaviye yonelik teknolojinin  Ulkemizde
geligtiriimesi gerek istihdam gerekse doviz yonunden Ulke ekonomisine
blylk katkilar yapacaktir. Dogal olarak hastalarin hizli iyileserek normal
yasamlarina donmeleri, insanlarin mutlu olmalari ve kisa slrede Uretken
duruma dénmeleri bu arastirmanin yaygin etki ve katma degerini
olusturmaktadir.
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2.8- Gereg ve Yontem

Tez ¢alismasinin amag ve
kapsamiyla uyumlu olmasi
gereken, calismada kullanilacak
deney hayvani, denek, kimyasal
ve sarf malzemeler (gerekirse
akis diyagramlari ile) verilir.
Calismada uygulanacak
yontemler ile kullanilacak
materyaller kullaniima
gerekeeleriyle birlikte agik-secik
bicimde tanimlanir. Yapilacak
olcimler (ya da derlenecek
veriler), kurulacak iligkiler
ayrintili bicimde anlatilir. Anket
calismalarinda érneklerin
alinacagi populasyon
gerekgeleriyle belirtilir.
Kullanilacak anket formu eklenir
ve kullanilma gerekgeleri
aciklanir. Verilerin
degerlendiriimesinde
kullanilacak istatistiksel analiz
tarleri kullanilma gerekgeleri ile
belirtilir.

(NOT: Resim ve Sekiller EK
seklinde verilecekler)

2.8- Gereg ve Yontem

Gereg

Calismalarda deney hayvani olarak, Cukurova universitesi Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma Merkezinden (TIBDAM) temin edilecek, 8 haftaliktan
bayik, 220-260 gram agirliklarinda Wistar tiri disi siganlar kullanilacaktir.

Siganlar saglam, yarali (siyatik sinirleri ezilmis) ve PMA (pulslu manyetik
alan uygulanmig) olmak Uzere U¢ gruba ayrilacak. PMA grubu da saglam-
PMA ve yarali-PMA olmak Uzere iki alt grup igerecektir (EK-1). Davranis
deneyleri ve PMA uygulamalari siganlar, elektrofizyolojik deneyler ve
histolojik incelemeler sicanlardan c¢ikarilacak izole siyatik sinirler Uzerinde
yapilacaktir.

Deneylerde 4-aminopyridine (4-Ap), tetraetilamonium (TEA) gibi K+ ve
lidocaine, benzocaine gibi Na+ kanal blokerleri kullanilacaktir.

Yontem
2.8.1 Saglam sigan siyatik sinir demetlerinde elektofizyolojik kayitlar

Saglam ve vyarali siganlardan izole edilecek siyatik sinir demetleri
kullanilarak sukroz-gap kayitlama teknigiyle yapilacak deneylerde, bilesik
sinir aksiyon potansiyel parametreleri (genlik, sire ve ard potansiyeller) ve
membran potansiyelleri Gzerine, segici K+ kanal blokdrleri olan 4-Ap ve TEA
ile Na+ kanallarina etkili oldugu bilinen lokal anestetiklerden, lidocaine ve
benzocaine'in etkileri belirlenecektir (EK-2).

2.8.2 Sigan siyatik sinirlerinde yaralanma olusturulmasi

Sicanlarin  siyatik  sinirlerinin  yaralanmasi  Biyofizik anabilim dal
laboratuvarinda steril kosullarda gergeklestirilecek ve operasyon sonrasi
bakim Biyofizik anabilim dalinda sinirbilim laboratuvarinda yapilacaktir.
Siganlar, intraperitonal olarak Ketamin (100 mg/kg), Rompun (15 mg/kg)
verilerek, anestezi edilecek. Aseptik sartlar altinda, siyatik sinir orta uyluk
dizeyinde ortaya gikarilacak ve yaralanmis gruba ait sigan sinirleri, fine
forseps kullanilarak 30 saniye sure ile ezilecek. Daha sonra, kesi, ipek sttur
kullanilarak kapatilacaktir. Yaralanma sonrasinda wallarian dejenerasyonun
olusup olugsmadigi, siyatik sinirlerden alinacak kesitlerle histolojik olarak
belirlenecektir (EK-3).

2.8.3 Yaralanma sonrasi deneyler

Yaralanma olusturulmus siganlarla cerrahiden 5, 15 ve 38 gun sonra
asagidaki deneyler yapilacaktir.

2.8.3.1 Davranis calismalari

Farmakoloji anabilim dalinda ses ve isik izolasyonu yapilmis 6zel odada
yapilacak olan deneylerde, sigcanlar, ortama uyumlarinin ardindan, 15
dakika aktivite kafesine konulacak ve spontan lokomotor aktivite kayitlari
alinacaktir. Yaralanma olusturulan sigcanlarin spontan lokomotor aktivite
sonuglarindaki artma veya azalma iyilesmenin derecesinin davranigsal
kaniti olarak degerlendirilecektir.
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2.8.3.2 Histolojik ¢calismalar

Yaralanma sonrasi siyatik sinirin dejenerasyon ve rejenerasyon
asamalarinda meydana gelen yapisal degisiklikler, anestezi ve kardiyak
perflzyon sonrasinda siganlardan izole edilecek olan sinir demetlerinden
alinacak doku kesitlerinin, histoloji anabilim dal laboratuarlarinda elektron
mikroskobu altinda incelenmesiyle belirlenecektir.

2.8.3.3 Bilesik kas aksiyon potansiyellerinin kayitlanmasi

Yaralanma sonrasi siyatik sinirin dejenerasyon ve rejenerasyon
asamalarinda meydana gelen fonksiyonel ve fizyolojik degisiklikler lezyon
bdlgesinin proksimalinde, distalinde ve lezyon bolgesinde farkli olmaktadir.
Sican sabitlendikten sonra siyatik sinir ve gastrokinemius kasi gevre
dokulardan ayrilarak ortaya ¢ikarilacak ve lezyon boélgesinin proksimalinden
ve distalinden supramaksimal olarak uyarilarak gastroknemius kasindan
konsantrik igne elektrot yardimiyla bilesik kas aksiyon potansiyeli kayitlari
alinacaktir (EK-4).

2.8.3.4 izole siyatik sinir demetlerinden elektofizyolojik kayitlar

Yaralanma olusturulmus siganlardan izole edilen siyatik sinir demetlerinde
2.8.1 deki deneyler yapilacaktir.

2.8.4 PMA uygulamasi

Siganlara, PMA 6zel olarak dizayn edilmis manyetik alan uygulama sistemi
ile uygulanacaktir. Pulslu manyetik alan (PMA) sistemi, dairesel yapida bir
¢ift Helmholtz bobin ve programlanabilir pulslu bir gi¢ kaynagindan
olusacaktir. 1,5 mT siddetindeki PMA uygulamasinda, her bir puls treni seti,
aralarinda 2 dakikalik interval bulunan 6 dakikalik 1, 10, 40, 100 Hz lik kare
dalga bicimindeki puls trainlerinden olusacak. PMA uygulama suresi, bir
seansta tekrarlanan 3 tren setinden olusacaktir ve 72 dakika uygulama + 22
dakika susma olmak Uzere toplam 94 dakika sUrecektir. Sicanlar, her gin
ayni saatlerde plastik bir kafes icerisinde Helmholtz bobinlerinin orta
bélimune konularak, oda sicakliginda (20-22 oC) manyetik alana maruz
birakilacaktir (EK-5).

PMA uygulamasi sonrasinda siganlara 2.8.3 teki deneyler yapilacaktir.
2.8.5 Istatistiksel analiz

Deney gruplarina ait elde edilen sayisal degerler ortalama +_ Standart hata
(mean+_SEM) seklinde ifade edilecek ve tablo haline getirilecektir. Ayrica
ort+ SEM degerleri stitun veya ¢izgi grafik ile gorsellestirilecektir.

Sonuglar ¢oklu karsilastirma testleri ve ANOVA (one way ANOVA veya Two
way ANOVA, repeated mesure of ANOVA) ile karsilastirilacak, anlamlilik
duzeyi p<0,05 olarak alinacaktir.
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2.8.6 Verilerin degerlendirilmesi
2.8.6.1 Histolojik veriler

Elde edilecek histolojik verilerden, bir siyatik sinirin normal vyapisi,
dejenerasyon ve rejenerasyon surecindeki yapisi ve bunlara PMA nin
etkisini belirlemek mumkun olacaktir.

2.8.6.2 Davranis kayitlari

Davranis calismalari sonrasinda, 6zellikle yaralanma olusturulmus
siganlarda, fonksiyonel gelisimi belirlemek mimkun olabilecektir.

2.8.6.3 Elektrofizyolojik veriler

Bilesik kas aksiyon potansiyel kayitlari, yaralanma sonrasi siyatik sinirin
rejenerasyonu ve yaralanmis bacagin fonksiyonel gelisimi hakkinda daha
ayrintil bilgilere ulagilmasini saglayacaktir.

Sukroz-gap kayitlama teknigiyle 4-Ap, TEA, lidocaine ve benzocaine
kullanilarak  yapilacak c¢alismalar sonrasinda, &zellikle sinir lifi
rejenerasyonunda ¢ok dnemli olan 4-Ap-duyarli K+ kanallari hakkinda elde
edilecek bilgilerin disinda, TEA-duyarli K+ kanallari ve Na+ kanallari
hakkinda da detayl bilgiler elde edilebilecektir.

2.10- Arastirma Olanaklan

Tez caligsmasinin yapilacagi
yerler (laboratuar, klinik, birim,
kurum) ve bu yerlerin 6zellikleri
ile var olan ve Tez ¢alismasinda
kullanilacak altyapi olanaklari
Tablo halinde verilir.

2.10- Arastirma Olanaklari

C.U Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) biriminden talep edilen makine
teghizat diginda, kalan demirbas ve sarf malzemeleri, C.U Tip Fakiiltesi
Dekanligi, C.U Tip Fakdiltesi arastirma projeleri ve GC.U Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim dali imkanlari kullanilarak tamamlanacaktir.

Projede deney hayvani olarak kullanilacak siganlar Cukurova Universitesi
bunyesinde bulunan TIBDAM tarafindan saglanacak ve siyatik sinir
yaralanmalari Biyofizik Anabilim Dali Sinirbilim Laboratuvari ve/veya
TIBDAM ameliyathanesinde gergeklestirilecek ve yaralanma sonrasi
bakimlari Biyofizik Anabilim Dalinda ilgili laboratuvarda surdurulecektir.

Pulslu manyetik alan uygulamasi Biyofizik anabilim dalinda 6zel olarak
hazirlanan laboratuarda dis ortama manyetik alan yayihmini dnleyen
Faraday kafesi icerisinde gergeklestirilecektir. Bu sartlari saglayan
laboratuar ve programlanabilir manyetik alan Ureteci mevcut ve kullanima
hazir durumdadir.

Davranig ve fonksiyon testlerinin yapilacagi Farmakoloji anabilim dalinda
lokomotor aktivite testleri icin gerekli cihazlar ve laboratuar ortamlari
mevcuttur.

Histolojik degerlendirmeler ise Histoloji anabilim dalinda elektron mikroskop
ile yapilacaktir.
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Elektrofizyolojik kayitlar, klimatizasyon ile oda sicakligi sabit tutulan Biyofizik
anabilim dali laboratuarinda alinacaktir. Laboratuarda sukroz-gap ve in-sutu
kayitlarinin alinmasinda kullanilacak Faraday kafesi ve c¢dzelti perfizyon
sistemi mevcuttur ve tek sinir Gzerinde ¢alisiimasina uygundur. Grass P-16
AC/DC Amplifikator, Nihon Kohden AM-201G EMG amplifikator, Grass S-48
Stimulator ve Grass SIU5 stimulus izolasyon birimi, Hitachi VC-6523 digital
hafizal osiloskop, Cole Parmer iki kanalli pen recorder, Biopac MP150 data
acqusition sistemi, Pentium dualcore2 bilgisayar, hassas terazi, pH metre,
deiyonize ve bidistile su cihazi laboratuarimizda mevcut olup deneylerde
kullanilacaktir. Windows igletim sisteminde c¢alisan AcgKnowledge
(ACK100W-ACKv3.8) yazilimi biyolojik sinyallerin bilgisayara
kayitlanmasinda ve analizlenmesinde kullanilacaktir.
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2.10- Caligma Takvimi: Tez galismasinda yer alacak baslica is paketleri ile galisma asamalari ve bunlar igin 6nerilen zamanlama, is-zaman cizelgesi halinde agsagidaki gizelgede verilir.

AYLAR
YAPILACAK iS

1 2 |3 |4 |5 |6|7 |8 |9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 | 24

Projesinin onayini takiben makine techizat,
deney hayvani, kimyasal ve diger sarf
malzemeleri temin edilecek, cihazlarn | X (X | X | X | OO OO0 |0O0 (OO0 (OO0 (O0[0O0(O0[0O0(0O0 (0O |(0O0(0 (0|0
testleri yapilacak, laboratuar calisma akisi
g6zden gegirilerek deneylerin zamanlamasi
programlanacak, 6n deneyler yapilacaktir.

Yaralanma olusturulmus siganlarda, davra-
nis testleri yapildiktan sonra izole edilecek
siyatik sinirlerden alinacak doku kesitle-
rinde histolojik inceleme vyapilacak, izole | 0 | O |00 XXX |X|O | O|O(0O|O0|/O0|/0|/0]0|0/0|0|0O0|0O(00
edilen sinirler tzerinde farmakolojik ajanla-
rin etkileri elektrofizyolojik calismalarla
incelenerek elde edilen verilerin analizi ve
yorumu yapilacaktir.

Yaralanma olusturulmus siganlara pulslu
manyetik alan  uygulandiktan  sonra,
davranis testleri yapilacak, histolojk |0 |O| O (OO0 00X | K|IK|K | K| X |XK|XK|O|OO|0O|0O|0O|0|0O
incelemeleri gergeklestirilecek ve elektrofiz-
yolojik kayitlari alinarak bir énceki dénemle
karsilastirmali analizi yapilacaktir.

Daha onceki asamalardan elde edilen,
istatistik analizleri yapilan deney bulgulari

literatur bilgileri ile kargilastirilarak sonuclar Iy Sy g O 2O G DX DG DG
kapsamli tartigilacak ve yorumlanacak, tez
yazilarak SBE'ye teslim edilecek.
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2.11- Basan Olgiitleri ve
B Plani

Hangi islemlerin, ne élglide
gerceklestiriimesi durumunda
Tez calismasinin tam anlamiyla
basariya ulagsmis sayilabilecegi
belirtilir. Bu dlgltler agik olarak
siralanir, her birinin Gnem
derecesi agiklanir, timinin
gerceklestirilememesi
durumunda, basari orani
belirlenmesine yardimci
olabilecek ipuglari verilir. Tez
c¢alismasinin Onerildigi sekilde
yuratidlmesini 6nemli élglide
aksatan ongoérilmemis
gelismelerle karsilagiimasi
durumunda basvurulacak "B
Plani" ana hatlariyla agiklanir.

2.11- Basari Olgiitleri ve B Plani

Calisma temelde dort basamaktan olusmaktadir. Her basmakta elde
edilecek verileri ayri ayri ve kombine olarak degerlendirebilmek mimkin
olabilecektir. Ayrica her basamak sonunda elde edilen verilerin makale
haline getiriimesi de amacglanmaktadir.

Birinci basmak, saglam sigan siyatik sinirlerinden elektrofizyolojik ve
histolojik kayitlarin alindigi, saglam sicanlarin davranis parametrelerinin
belirlendigi ve daha sonraki asamalarin karsilastirimasinda kullanilacak
kontrol verilerinin elde edildigi asamadir. Kaynaklardan da gdrulebilecegi
gibi gerceklestiriime olasiligi ¢ok yUksektir. Bu basmakta elde edilecek
veriler, sonraki asamalara referans olusturacaktir.

ikinci basmakta, yaralanma olusturulmus siganlarla ve bu sicanlardan
cikarilacak siyatik sinirleri ile yapilacak elektrofizyoloji (bilesik sinir ve kas
aksiyon potansiyelleri), histoloji ve davranis ¢alismalarindan elde edilecek
veriler tek tek ve birlikte degerlendirilerek literatlr ile karsilastirilacaktir,
daha once literatirde yer almamis veriler ayrica degerlendirilecektir.

Uglincii ve dérdiincii basamaklarda, saglam ve siyatik sinirleri yaralanmis
siganlara uygulanacak PMA nin birinci ve ikinci basmaklarda anlatilan
parametrelere olan etkisi degerlendirilecek. PMA nin rejenerasyon hizini
arttirmasi durumunda, bu uygulama sisteminin demiyelinizasyona neden
olan hastaliklarin tedavilerinde kullanilabilecegi 6nerilebilecektir.

Projenin gerceklestiriimesi sirasinda deney hayvani TIPDAM'dan temin
edilemezse diger Universite deney hayvani Uretim vyerlerinden temin
edilebilecektir. ki elektrofizyolojik dlgiim ve veritoplama sistemi oldugundan,
birisinde ariza olsa bile digeri ile deneylere devam edilebilecektir. Fonksiyon
test sistemlerinin de yedekleri bulunmaktadir. Ayrica gerek elektrofizyolojik
gerekse fonksiyon testlerinde Biyofizik ve Farmakoloji anabilim dallarinda
destek alinabilecek enaz ikiser uzman bulunmaktadir.

2.12- Danigmanin Konuyla ilgili
Calismalan

Danigsmanin

a) Tez konusuyla ilgili ve

b) Diger

gerceklestirdigi projeler ve
yayinlanmis makaleleri listelenir.
(Son 10 yilda olanlar)

2.12 a) Danismanin Tez Projesiyle ilgili Gergeklestirdigi
Projeleri ve Yayinlari

1.Mert T, Gunay I, Ocal I, Guzel A I, Inal T C, Sencar L, Polat S,
Macrophage depletion delays progression of neuropathic pain in diabetic
animals, Naunyn-Schmied Arch Pharmacol, 2009 May;379(5):445-52.

2.Mert T, Gunay |, Ocal |, Neurobiological Effects of Pulsed Magnetic Field
on Diabetes-Induced Neuropathy, Bioelectromagnetics, 2009, 1-9.

3.Mert T, Gunes Y. Gunay |. Role of 4-aminopyridine-sensitive potassium
channels in peripheral antinociception. European Journal of Pharmacology,
2007, 572, 138-141.

4.Guven M, Bozdemir H, Gunay |, Sarica Y, Kahraman |, Koc F. The actions
of lamotrigine and levetiracetam on the conduction properties of isolated rat
sciatic nerve. European Journal of Pharmacology, 2006, 543, 54-62.

5.Mert T, Gunay |, Gocmen C, Kaya M, Polat S. Regenerative Effects of
Pulsed Magnetic Field on Injured Peripheral Nerves. Altern Ther Health
Med, (2006, 12 (5), 42-49.
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6.Mert T, Gunes Y, Ozcengiz D, Gunay |, Polat S. Comparative effects of
lidocaine and tramadol on injured peripheral nerves. European Journal of
Pharmacology, 2006, 543, 54-62.

7.Mert T, Gunay |, Polat S. "Alterations in conduction characteristics of
crushed peripheral nerves", Restorative Neurology and Neuroscience 23
(2005) 347-354.

8.Given M, Giinay I, Ozgiinen K T, Zorludemir S. "The effect of pulsed
electromagnetic field on regenerating rat sciatic nerve: an in-vitro
electrophysiological study", Intern J Neuroscience, 2005; 115:881-892.

9.Guven M, Ozgunen K, Gunay |. "The Conduction blocks of lidocaine on
crushed rat sciatic nerve: an in-vitro study", Int. Journal Neurosci, 2005;
115, 725-734.

10.Guven M, Mert T, Gunay . "Effect of tramadol on nerve action potentials:
Corporations with lidocaine and benzocaine", Int. Journal Neurosci, 2005;
115, 339-349.

11.Mert T, Gunay [; Daglioglu YK. "Role of Potassium Channels in the
Frequency-Dependent Activity of Regenerating Nerves", Pharmacology,
2004; 72:157-166.

12.Mert T, Daglioglu YK, Gunay |, Gocmen C. "Changes in
electrophysiological properties of regenerating rat peripheral nerves after
crush injury", Neurosci Lett, 2004; 363: 212-217.

13.Mert T, Giines Y, Giiven M., Giinay i, Gé¢cmen C. "Differential effects of
lidocaine and tramadol on modified nerve impulse by 4-aminopyridine in
rats", Pharmacollogy, 2003; 69: 68-73.

14.Mert T, Given M, Giinay I. "Effects of calcium and magnesium on
peripheral nerve conduction", Pol.J.Pharmacol. 2003, 55, 25-30. (POLISH
JOURNAL OF PHARMACOLOGY, ISSN: 1230-6002)

15.Mert T, Gunes Y, Guven M, Gunay |, Ozcengiz D. "Comparison of nerve
conduction blocks by an opioid and a local anesthetic", Eur J Pharmacol,
439: 77-81, 2002 (EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACOLOGY,
ISSN:0014-2999)

b) Danigsmanin Gergeklestirdigi Diger Proje ve Yayinlari

TUBITAK PROJELERI

1-Gunay i, Kasap H, Sarica Y, Polat S, inal TC, Ozgir H, Mert T, Gliven M,
Ocal 1, Glzel i, Kahraman i. “Deneysel néropati modellerinde pulslu
manyetik alanin makrofaj aracil etkilerinin arastiriimasi”, Proje No: 1065220
(SBAG 3468), 2006-2008.

2-Ginay I, Mert T, Given M, Daglioglu Yk. inan Sy, Polat S. "Siyatik sinir
rejenerasyonuna pulslu elektromanyetik alanin etkisi", Proje NO: 102S032
(SBAG-2554), 2004-2006.
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MAKALELERI

1-Mert T, Gunes Y, Guven M, Gunay |, Ozcengiz D. "Blocking action of
tramadol on nerve conduction", I.J.Pharm, 2(1), 2001. (The Internet Journal
of Pharmacology; www.ispub.com/journals/ijpharm.htm)

2-Mert T, Gunay I. "Periferik sinirlerde voltaj-bagiml sodyum ve potasyum
kanallar", Arsiv, 11:272-287, 2002.

3-Giines Y, Mert T, Daglioglu YK, Ozbek H, Giinay I, Ozcengiz D, Isik G.
"Deneysel siyatik sinir hasarinin rejenerasyonunda tramadolin etkisi", Agri
17:1,2005.

4-Given M, Giinay |. "Periferik sinir yaralanmalarinda aksiyon potansiyeli
iletimi ve Na+ kanallari", C.U. Tip Fakiltesi Arsiv dergisi, 2005; 14 (2), 322-
334.

2.13- Etik Kurul izin Belgesi

Tez calismasinda yapilacak
insan ve hayvan deneylerine ait
etik kurul karari eklenir

2.13 Etik Kurul izin Belgesi

Ektedir.

2.14- Protokoller

Tez calismasindaki deneylerin
tamami veya bir kismi bagka
kurum/birim
laboratuarlarinda/kliniginde
yapilacaksa, bu kurum/birimlerle
yapilan protokoller eklenir.

2.14- Protokoller

Tez galismasinda Histoloji ve Farmakoloji Anabilim dallariyla ayri ayri
protokoler yapildi.

Histoloji Anabili Dali ile preperatlarin alinmasi, ilgili laboratuvara
goturalmesi, 1siIk ve elektron mikroskobunda incelenmesi, bulgularin
dizenlenmesi, yorumlanmasi, degerlendirilmesi ve sonuglarin
yayinlanmasinda uyulacak kurallari igeren bir protokol yapildi.

Farmakoloji Anabilim Dali ile deney hayvanlarinin 6zel laboratuvarda
bakilmasi, deneylerin yapilmasi, bulgularin dizenlenmesi, yorumlanmasi,
degerlendiriimesi ve sonuglarin yayinlanmasinda uyulacak kurallari igeren
protokol yapildi.

Protokollerin fotokopileri ektedir.
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EK-1. Deney hayvanlari (siganlar) énce saglam, yaral ve pulslu manyetik alan uygulanacak (PMA) olmak Uzere (¢ gruba, daha sonra her
grup kendi icinde Davranis (Dav) ve Histoloji (His) olmak (izere ikiser alt gruba ayrilacaklar. Davranis deneylerinden sonra dekapite edilen
sicanlarin siyatik sinirlerinde EMG sistemi kullanilarak bilesik kas potansiyeli araciligi ile bilesik sinir aksiyon potansiyeli iletim hizi (iH)
Olgulecek, ondan sonra bu sinirler sukroz-gap kutusuna yerlestirilerek elektrofizyolojik deneyler (EFZ) yapilacaktir. Her bir ilacin etkisi bes (5)
sinir demeti Uzerinde belirlenecek. Daha onceki ¢aligmalarda manyetik alanin saglam sinirler tUzerine etkisinin olmadigi belirlendiginden
yukaridaki diyagramda goésterilen PMA grubunda PMA-saglam alt grup cikarilacak, deneyler saglam-yarali-PMA yarali olmak lGzere Ug¢ grup
Uizerinde yapilacaktir.
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EK-2. Deneylerde kullanilacak tekli Sukroz-gap sistemi. Siyatik sinir, sukroz-gap aparatinin
A,B,C ve D havuzcuklarindan gegecek sekilde yerlestirilecektir. A’da normal krebs iginde bir gift
platin uyari elektrodu; B'de Krebs veya test ¢ozeltisi; C'de izotonik sukroz ve D’de izotonik KCI
bulunacaktir. Silikon-vazelin yad karisimiyla havuzcuklar birbirinden izole edilecekler, B ve D
havuzcuklari arasindaki potansiyel farki agar-jel koéprali Ag/AgCl elektrotlarla (E1-E2)
Olgulecektir. Yaral sinirlerde yaralanmis bdlge B havuzcuguna gelecek sekilde sinir sukroz-gap
kutusuna yerlestirilecektir.

EK-2. Sukroz-gap kayitlarinin alinacagi sistemin genel gérinusu.
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_ ilag uygulamasi .
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100 Hz kontrol ilal; uygulamasi 100 Hz ilag

EK-2. Tonik ve fazik uyarimlar yapilarak alinmig érnek bilesik aksiyon potansiyel (BAP)
kayitlari. Ust: Dengelenme peryodundan sonra ilagc konmadan énce sinir tek ve 10, 40, 100
Hz frekansh trenlenmis elektriksel pulslarla uyarilarak kontrol kayitlar alinir. Sonra ortama
ilag konarak, 30 dak boyunca sinir demeti dakikada bir uyarilir, 30 dak sonunda ilagh
deneylerin kontrol BAP’i kayitlanir. Daha sonra sinir ardigik trenlenmis pulslarla uyarilarak
fazik blok élciiminde kullanilacak BAPleri kayitlanir. Alt: ilag éncesi ve ilag (lidokain)
konduktan 30 dak sonra 100 Hz lik puls treni ile uyarilan sinirden kayitlanan BAP lar. Ardisik
uyarilarda ek iletim blogunun olustuguna dikkat edin.
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EK-3. Siyatik sinirin ezilmesi: Anestezi altinda uyutulmus siganin bacagi tras ediliyor ve
bistlri ile 1 cm’lik bir kesi olusturuluyor. Standart bir makasla 30 saniye standart bir kuvvette
sikilip birakiliyor. Sinir aksonu pargalanmadan aksonlar eziliyor. Sonra kesi dikilip sican

iyilesmeye birakiliyor.
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SINIR ILETIM HIZININ OLGULMESI

Konsantrik
igne elektrot

ortam sicakhgi 23-25°C

Sigan siyatik siniri
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EK-4.

Sinir iletim hizinin él¢iilmesi: Siyatik sinir bir
cift elektrotla, rejenerasyonun degisik
evrelerinde ezilen bdlgenin Ustinden ve
altindan uyarilarak yayilma hizlari
Olclimektedir. Bilesik kas potansiyeli konsantrik
igne elektrodu ile kayitlanmaktadir. Ornekte,
saglam bir siyatik sinirindeki yayilma hizi
ortalama 35,7 m/s olarak hesaplanmistir.
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Helmholtz Bobinleri

EK-5. A) Pulslu manyetik alan (PMA) uygulanmasinda kullanilan sistemin genel
gorinist B) Pulslu manyetik alan olusturan Helmoltz bobinlerinin bulundugu ve
sicanlarin konuldugu siyah kutunun bulundugu Faraday kafesinin i¢ gértintsu.

I'___--___-.__j_,_'_____l
/ . "H?Imh(;‘)l_tz__" _ \

A) & . Gift Bobini o ." R Sl :
gIﬁfaI? mianabiir || / | | «—Faraday kafesi

Jeneratérii 1

v v |

|

[

|

I

I
I
I
I
I
I
Glic Kaynagdi i |
I
I
I

1Hz 10 Hz 40 Hz 100 Hz 1Hz
NN

B) <ﬁil:"( 2 dk 32 dk >
< 96 dk .

EK-5. A) Pulslu manyetik alan (PMA) sisteminin sematik gdésterimi. Programlanabilir
sinyal jeneratoru tarafindan module edilen glg kaynagi ve bobinler 1,5 mT siddetinde
PMA dretmektedir. B) PMA uygulama protokoli. Trenlenmis PMA uygulamalari
arasinda 2 dakikalik susma (PMA uygulanmayan) bélimua bulunmaktadir. Ardisik 4-10
(!-10-40-100 Hz lik) puls treni 3 kez tekrar edilerek 96 dakikada PMA uygulamasi
tamamlanmaktadir.
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