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OZET

Periferik sinir kesisi sonrasi iyilesmede fonksiyonel geri kazanim
nadiren tam olarak gorulmektedir. Daha once klinigimizde yapilan
caligmalarda periferik sinir hasarinda CDP-kolin'in perindral skar dokusu,
aksonal rejenerasyon ve fonksiyonel geri kazanim uzerine etkinligini
kanitlanmisti. Bu calismamizda ise sitikolin’in periferik sinir hasarindaki
etkinliginin dozla iligkisini inceledik.

Calismada agirliklart 200-270 (£23) gr arasinda degisen 60 adet
Wistar Albino tipi disi yetigskin sican kullanildi. Tum si¢anlarda sag siyatik
sinire mikromakas ile kesi yapilarak 8/0 prolen ile hemen primer anastomoz
yapildi. Takiben siganlar 4 tedavi grubuna ayrildi: kontrol (K; n=15) grubuna
intraperitoneal yolla 2 cc serum fizyolojik (SF) enjekte edilirken, C-300
(n=15), C-600 (n=15) ve C-900 (n=15) gruplarindaki si¢ganlara 2 cc SF iginde
sulandiriimis sirasiyla 300 umol/kg, 600 pmol/kg ve 900 umol/kg CDP-kolin
uygulandi.

12.haftada tum siganlar yuksek doz Tiopental sodyum uygulamasiyla
sakrifiye edildi. Sicanlar sakrifiye edilmeden once 4, 8, 12 haftada siyatik
fonksiyon indeksi (SFi) ¢alismalari ve 12. haftada elektromiyografik (EMG)
kayitlari alindi. Takiben siganlar sakrifiye edilerek, sinir yapisikhigi, SFi, EMG
sonuglari ve histomorfolojik inceleme yapildi. Sinir yapisikh@i, SFi ve EMG
inceleme degerlendirmelerinde K ve C-300 grubuna goére C-600 ve C-900
grubunda aksonal rejenerasyon ve skarsiz iyilesmenin istatistiksel olarak
anlamli derecede daha iyi oldugu gozlendi (p<0.05).

Yapilan histomorfolojik degerlendirmede gruplar arasindaki akson
sayllari ve aksonal dansite bakildiginda C-900 grubunda istatistiksel olarak
anlamli derecede artma olmasa da (p>0.05); fonksiyonel olarak myelinli
akson sayilarinin arttigi ve morfolojilerinin daha dizgin oldugu gozlendi.

Bu calisma periferik sinir kesisi ve primer anastomoz modelinde
CDP-kolin‘in aksonal rejenerasyon ve skarsiz iyilesme Uzerine etkinliginin

doza bagimli olabilecegini gdstermistir.



Anahtar Kelimeler: Periferik sinir, sitikolin, rejenerasyon



SUMMARY

Investigation of the Effects of CDP-choline Administered Systemically
at Various Doses on Axonal Regeneration and Epineural Scar Tissue in

a Rat Model of Early Primary Suturation

A full functional recovery is rarely seen after peripheral nerve injuries.
We have previously reported effects of citicoline on perineural scar tissue,
axonal regeneration and functional recovery after peripheral nerve injury. In
this study, we investigated the relation of citicoline dose on its effectiveness
in peripheral nerve injury.

Sixty adult female Wistar Albino rats weighing 200 to 270 (£23) g
were used in the study. Right sciatic nerves of all rats were incised using
micro-scissors and primary anastomosis was performed immediately with 8/0
prolene. Rats were then divided into four groups: control (K) (n=15) group
received 2 cc saline (SF) intraperitoneally, while rats in C-300 (n=15), C-600
(n=15) and C-900 (n=15) groups received 300 ymol/kg, 600 ymol/kg and 900
pmol/kg CDP-choline diluted in 2 cc saline, respectively.

At the 12th week, all the rats were sacrificed by administration of high
dose Thiopental sodium. Before rats were sacrificed, the sciatic functional
index (SFI) at the 4th, 8th and 12th weeks and electrophysiological
recordings at the 12th week were recorded. Then, rats were sacrificed and
nerve adhesions, SFI, electrophysiological results and histomorphological
examinations were performed. According to neural adhesion, SFI and
electrophysiological evaluations, it was observed that the results of C-600
and C-900 groups were significantly better than the results of K and C-300
groups (p<0.05).

It was determined that the number of functionally myelinated axons

were increased and they were more uniform in morphology in C-900 group,



even though there was no statistically significant increase in number
observed when the number of axons and axonal density between the groups

were examined by histomorphological evaluation.

We conclude that there is a dose dependent promoting effect of
CDP-choline on axonal regeneration, recovery and scar formation in the

model of peripheral nerve incision and primary anastomosis.

Keywords: Peripheral nerve, citicoline, regeneration



GIiRIS

CDP-kolin (sitikolin) vicudumuzda endojen olarak olusan dogal bir
bilesiktir. Yapisal olarak bir nukleotiddir. Molekul agirligi 488,33 g olan polarize
bir molekulddr. Monosodyum tuzu suda ¢dzunebilen ancak alkolde hemen
hemen hi¢c ¢ozUnmeyen beyaz, kristal gorunumll, sungerimsi ve oldukga
higroskopik bir toz halindedir (1). Hicre membran fosfolipidlerinden
fosfatidilkolin sentezi sirasinda hiz kisitlayici basamakta ortaya gikar.

Travmatik hasarlanma veya iskemik serebral patolojilerde ve serebral
O0demin patofizyolojisinde hiicre membrani ve bunun en 6nemli yapitagi olan
fosfolipidlerin 6nemi bilinmektedir (2).

CDP-kolin’in  noroprotektif  etkileri, yapilan bazi c¢alismalarda
degerlendirilmis (3-7) ve etkisini; fosfotidilkolin sentezini attirarak veya kismen
fosfotidilkolini restore edip sfingomyelin ve kardiolipini tamamen koruyarak
(2,4,8), glutatyon sentezini ve glutatyon reduktaz aktitesini arttirarak (7,9), Na’*-
K*-ATPaz'i restore ederek (10), glutamat salinimini azaltarak (11,12), fosfolipaz
A2 inhibisyonu veya aktivasyonun onlenmesi ile (13), ve anti-apitotik (12,14)
etkileriyle gergeklestirdigi savunulmustur. Genel kani néronal hasarda iyilesme
icin gerekli oldugudur (3-6, 9, 12, 15-17).

Literatire bakildigi zaman sitikolinle ilgili ¢ikmis ¢alismalarda; tikayici-
beyin damar hastaliginda kullaniminda doz arrtikga (min 500 mg-mak 6000mg)
etki artarken maksimum doza ulastiginda etkide belirgin bir duraklama
saptanmistir (18).

Sitikolinle yapilan c¢alismalarda; maksimum lethal dozu 4600mg/kg
olarak bulunmus, oral dozda verildiginde lethal doza ulagilamamistir (19).
Yuksek doz verilen (2000mg/kg) hayvan calismalarinda sitikolinin akut
intoksisitesi gorulmezken, 90 gunluk galismada renal tubudler fosfor ve kalsiyum
aliminda artigla beraber kan-lUre azotu duzeylerinde hafif bir yukselme

saptanmistir (20).



insan tikayici beyin damar hastali§i calismalarinda goriilen en sik yan
etki mide agrisi ve diyare olarak bildirilmigtir (19). Yan etkilerine bakildiginda
sitikolinin guvenilir bir ila¢g oldugundan s6z etmek mumkunddr.

Degisik calismalarda, sitikolin ve metabolitlerinin iskemik ve ya travmatik
sinir sistemi hasarlarinda olumlu etkileri bildirilmis olmasina ragmen periferik
sinir hasarindaki etkilerinin arastirildigi calisma azdir. Daha 6nce klinigimizde bu
konuda Ozay ve ark. (4) tarafindan yapilan calismada periferik sinir hasari
sonras! primer onarim yapilan siganlarda topikal uygulanan sitikolinin perinoral
skar dokusunu azalttigi, aksonal rejenerasyonu ve ayni zamanda fonksiyonel
geri kazanimi arttirdig1 gosterilmistir. Aslan ve ark. (21), siyatik sinirde kesi ve
primer anastomoz sonrasi topikal CDP-kolin, sitidin, kolin, sitidin+kolinin topikal
etkilerini primer anastomoz modelinde incelemis ve sitidin+kolin ve CDP-kolin
uygulamasinin skar dokusu olusumunun engellenmesinde etkili oldugu, sitidin
ve Kkolin birlikte verildiginde aksonal rejenerasyonu potansiyelize ederek
fonksiyonel geri kazanimi arttirdigini saptamistir. Caner ve ark. (22) ise siyatik
sinirde kesiden sonra primer anastomoz uygulayarak, sistemik CDP-kolin
(sitikolin), sitidin, kolin ve sitidin+kolin uygulanmasinin perindral skar dokusu,
aksonal rejenerasyon ve fonksiyonel geri kazanim (zerine etkilerini
degerlendirmis ve CDP-kolin’in sistemik olarak uygulanmasi hem skar dokusu
olusumunu engelleyerek hem fonksiyonel geri kazanimi arttirarak hem de
rejenerasyonu guclendirerek periferik sinir kesisini takiben primer onarimda
pozitif etki gosterdigini gézlemlemisgtir.

Calismamizda klinigimizde daha dnceki yapilan bu ¢alismalardan yola
cikarak primer anastomoz modelinde sistemik olarak uygulanan CDP-kolin’in

farkli dozlarda uygulanmasinin sinir iyilesmesi Uzerine etkileri arastirildi.



GEREG VE YONTEM

Bu calisma Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetigtirme ve Arastirma Merkezi’'nde Ocak 2011-Agustos 2011 tarihleri arasinda
gerceklestirildi.

UUTF Deney Hayvanlari Bakim ve Kullanim Komitesi'nin onayini
takiben (2010-01/06) sicanlar UUTF Deney Hayvanlari Yetistirme ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edildi.

Calismamizda agirliklari 200-270 gram arasinda degisen 60 adet erigkin
Wistar Albino cinsi disi sigan kullanildi. Tarafsiz bir gorevli tarafindan rastgele
secilen siganlardan 4 grup olusturuldu. Tim siganlara sol gluteal bdlgeden
intramuskuler olarak uygulanan Ksilazin 10 mg/kg (Rompun, Bayer, Turkiye) ve
70 mg/kg Ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Turkiye) ile anestezi saglandi. Siganlar
prone pozisyona getirilerek tUm ekstremiteleri operasyon masasina tespit edildi.
Sag uyluk ve inguinal boélge altina yerlestiriimis 1 cm kalinliginda rulo gazh bez
ile operasyon sahasina yukseklik kazandirildi.

Operasyon sahasi povidone iodine (Glividon ®, Bikar ilag San, istanbul)
solusyonu ile temizlendikten sonra girisim yapilacak saha acik kalacak sekilde
deneklerin Uzeri steril olarak 6rtulda. Cerrahi girisim mikroskop (Zeiss Opmi 6)
altinda mikrocerrahi yontemler kullanilarak yapildi.

Tum gruplarda sag gluteal bdlgeden uyluk posterioruna uzanan 3 cm
uzunlugunda posterior longitudinal cilt insizyonu yapildi. M. gluteus superficialis
ve m biceps femoris kaslarinin bilegske hatti ve Uzerini ¢evreleyen fasya kunt
disseksiyon ile acilarak siyatik sinir ortaya kondu. Siyatik sinir siyatik
foramenden tibial ve peroneal dallarin ayrildigi noktaya kadar olan Unifasikuler
oldugu bodlimde Uzerindeki membrandz vyapilar disseke edilerek c¢evre
dokulardan izole edildi. Siyatik sinir siyatik foramenden 10 mm uzaklikta root
hooku ile hafifge kaldirllarak mikro makas ile duzgun tam kat sinir kesisi

olusturuldu. Epindral sinir teknigi kullanilarak proksimal ve distal sinir gudukleri



8-0 polypropylene sitir ile (Prolene, Ethicon ® Ltd, Somerville NJ, USA) ile
aralarinda 180° bulunan iki ayri noktadan suture edildi ve primer anastomoz
saglandi. Anastomoz iglemleri esnasinda gerginlik olusturulmamasina dikkat
edildi. iglemler esnasinda meydana gelen kiigiik kanamalar kompresyon ile
durduruldu. Kunt disseksiyon ile ayrigtirilan fasya ve kas dokusuna uygulanan
traksiyon serbestlestirildiginde spontan olarak siyatik sinirin Gzerini yeniden
kapattidi icin suture edilmedi. Cilt 4-0 polypropylene (Prolene, Ethicon ® Ltd,
Somerville NJ, USA) sutur ile suttre edildi.
1. Kontrol (K) Grubu (n:15): Olusturulan sinir hasarini ve tamirini takiben hemen
tim siganlara intraperitoneal (ip) 2 cc SF enjekte edildi.
2. C-300 Grubu (n:15): Olusturulan sinir hasarini ve tamirini takiben hemen tim
sicanlara 2 cc SF iginde sulandiriimis 300 umol/kg ip CDP-kolin enjekte edildi.
3. C-600 Grubu (n:15): Olusturulan sinir hasarini ve tamirini takiben hemen tim
sicanlara 2 cc SF icinde sulandiriimis 600 umol/kg ip CDP-kolin enjekte edildi.
4.C-900 Grubu: (n:15): Olusturulan sinir hasarini ve tamirini takiben hemen tim
siganlara 2 cc SF iginde sulandiriimis 900 umol/kg ip CDP-kolin enjekte edildi.
Tum denekler deney sonunda spontan olarak uyandirildi ve serbest
hareket edebilmeleri igin kafeslerine birakildi. Siganlar cerrahi girisim oncesi ve
sonrasinda her bir kafese 4 adet sigan dusecek sekilde kafeslerde barindirildi.
Her kafes numaralandirildi ve siganlar kulaklarina konulmus isaretler ile
birbirinden ayrilarak numaralandirildi. Cerrahi islem sonrasinda tium sigcanlar

standart sigan yemi ve su ile beslendi, mobilize olmalarina izin verildi.



Degerlendirme:

Makroskopik degerlendirme :

Batan siganlar kesi ile olugturulan periferik sinir hasari ve yapilan cerrahi
islem sonrasinda kendilerine yonelik zarar verici davraniglari agisindan takip
edildi. Sag ayak parmaklarinda olusan hiperemi, 6dem ve Uulser seklinde
g6zlenen bulgular kaydedildi. Postoperatif 12. hafta sonunda incelemeye alinan
ve yasayan deneklerin tamami uygulanan yuksek doz Tiopental verilerek
sakrifiye edildi. Eski cilt insizyonu acilarak siyatik sinirin gevre dokuya olan
yapisikligi ve bu dokulardan ayrilabilirligi degerlendirildi. Degerlendirmede cilt ve
adele fasyasinin kapanmasini, sinirin ¢cevre kas kutlesine yapisikligini ve bu
yapilardan ayrilabilirligini belirleyen kriterler Petersen ve ark. (23) tarafindan tarif
edilen numerik gradeleme gsemasi kullanilarak kantitatif skorlara donustiraldi
(Tablo-1). Siyatik sinirler baslangici ¢evreleyen dokusu ve tamir edilen
segmentini igcerecek sekilde enblok olarak c¢ikarildi ve histopatolojik inceleme

icin %4 Gluteraldehid igine konuldu.

Tablo-1: Petersen ve ark. (23) tarafindan tanimlanan Makroskopik

Degerlendirme Igin Sayisal Degerlendirme semasi :

Doku Grade Tanimlama
Cilt ve adele fasyasi 1 Tamamen kapanmis
2 Kismen agik
3 Tamamen aglk
Sinir yapisikligi ve [ 1 Disseksiyon yok veya
ayrilabilirligi hafif kiint disseksiyon
2 Biraz kuvvetli kint
disseksiyon
3 Keskin disseksiyon




Histomorfolojik Degerlendirme:

Histomorfolojik degerlendirme Uludag Univesitesi Tip Fakiltesi Anatomi
laboratuvarinda gergeklestirildi. Anastomoz alanini igeren yaklagik 0.5 cm
uzunlugundaki dokular 0.1 mol/L fosfat tamponu icerisindeki %4 gluteraldehit
(pH 7.4) igerisinde bir gece suresince tespit edildi. Ertesi giin 2 saat sure ile 0.1
mol/L fosfat tamponu igerisindeki %1 Osmium tetroksit (OsO,) ile postfikse
edilecek olan doku ornekleri, artan yuzdelerdeki alkol serileri i¢erisinde dehidrate
edilerek, propilen oksit ile muamele edildi ve Spur’s resin(Agar Scientific,
Stansted, UK) icerisine gomulerek 70 C° de bir gece suresince polimerize edildi.

Elde edilen resin bloklardan sinir dokusunun uzun eksenine dik olacak
sekilde 0.5 ym kalinhginda yari ince kesitler alindi ve lam Uzerine gikarilan
kesitler %1 toludin mavisi - %1 boraks karigimi ile boyandi.

Akson sayimlari sinir dokusunun hangi gruba ait oldugunu bilmeyen tek
bir arastirici tarafindan gercgeklestirildi. Goéruntulerin yakalanmasi ve analizi,
“Nikon 4S-2 Alphaphot” 1sik mikroskobuna bagli “Sony Cybershot DSC-F717”
sayisal kamera ve “Scion-Image” yazilimi isleten bir PC kullanilarak
gerceklestirildi. Tum oOlgim ve sayimlar oncesinde, goruntl analiz sistemi, bir
“tabla mikrometresi” araciligiyla kalibre edildi. Siyatik sinir kesit yluzeyi toplam
alani 4x buyutmede yakalanan goruntuler Uzerinde hesaplandiktan sonra, her
bir sinir 6rnegi icin 10 adet mikroskop alani 40x objektif ile yakalandi, yakalanan
goéruntuler GUzerine bir “sayim cercevesi” sUperimpoze edilerek sayim alani
icerisinde bulunan myelinli aksonlar non-biased sayim kurallari dahilinde
sayllarak milimetrekaredeki akson sayilari (aksonal dansite) belirlendi. Daha
sonra siyatik sinir yuzey alani kullanilarak toplam myelinli akson sayilari
hesaplandi. Aksonal dansite ve toplam akson sayilari Kruskal-Wallis testi

kullanilarak kontrol grubundan elde edilen sayilarla kargilagtirildi.



Fonksiyonel Degerlendirme:

Tum siganlar her iki arka ayaklari murekkebe batirildiktan sonra

144x10x10 cm boyutlarinda olusturulmus bir ylUriGme koridorunda yuratuldd.

Yurame iglemi en iyi basi uzunlugu ve parmak arasi mesafeler gorulene dek bir
kac defa tekrarlandi. Cerrahi iglemi takiben 4. - 8. - 12. haftalarda yurime yolu
analizleri tekrar edildi. Tum sicanlarda fonksiyonel degerlendirme tanimlanan
siyatik fonksiyon indeksi (SFi) formiilii kullanilarak kaydedildi (24, 25), (Sekil-1).
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Elektrofizyolojik Degerlendirme:

Tum EMG kayitlari Uludag Universitesi Tip Fakultesi Norofizyoloji
laboratuvarinda Dantec Keypoint 4 (Medtronik) marka cihazda gergeklestirildi.
Tam siganlarda anastomozdan 3 ay sonra, sakrifiye edilmeden 6nce sol gluteal
bdlgeden intramuskuler olarak uygulanan Ksilazin 10 mg/kg (Rompun, Bayer,
Tarkiye) ve 70 mg/kg Ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Turkiye) ile anestezi
saglandi. Siganlar prone pozisyona getirildi ve tim ekstremiteler flaster
yardimiyla EMG uygulanacak masaya fikse edildi. Kayitlar m. gastroknemiustan
yapildi. Aktif kayitlayici elektrod olarak kullanilan cup elektrod m. gastroknemius
karinciginin Gzerine referans cup elektrod ise ayak sirtina yerlestirildi. Toprak
elektrod olarak kullanilan cup elektrod karina yerlestirildi. Uyarici katod elektrod
olarak monopolar igne, anod olarak ise yine cup elektrod kullanildi. Katod ile
anod uglar arasi mesafenin 2 cm olmasina dikkat edildi. Gluteal bolgede cilt
uzerinde Ophtalmic Knife (MANI) ile olusturulmus yaklasik 1-2 mm’lik bir
delikten monopolar igne elektrodu ile girildi. igne elektrodu siyatik sinire en yakin
noktada konumlandirildi. Uyarilar 0.04 msn’lik surelerle giderek artan siddette
verildi. Klinik olarak en iyi plantar fleksiyonun gozlendigi konumda EMG’de en iyi
cevap kaydedildi. Cevabin izoelektrik hattan elektronegatif olarak baglamasina
ve artefaktin az olmasina dikkat edildi. Olusan bilegsik kas aksiyon potansiyelinin

amplitude suresi, alani ve latansi kaydedildi (Sekil-2).



Sekil-2: Ornek EMG kayidi

istatistiksel Analiz

Calismanin analizleri SPSS 13.0 (Chicago, IL.) programinda yapilmistir.
CDP-kolin’in farkli doz gruplari ve kontrol gruplarindan elde edilen makroskopik,
epindral skar dokusu, fonksiyonel, elektrofizyolojik degerlendirme skorlari,
aksonal dansite ve akson sayisi Olgumleri; Kruskal-Wallis testiyle
deg@erlendirilerek anlamli olan gruplar Mann-Whitney-U testi ile analiz edildi.
Kantitatif sonuclarin tima aritmetik ortalama olarak ifade edildi ve istatistiksel

analizde p<0,05 sonucu anlamli olarak kabul edildi.



BULGULAR

Cerrahi Girisim Sonuglari:
islem sonrasi K grubunda 4 hayvan, C-300 grubunda 1 hayvan, C-600
grubunda 2 hayvan, C-900 grubunda 1 hayvan anestezi sirasinda kaybedildi

(Tablo-2).

Tablo-2: Gruplardaki islem sonrasi kalan hayvan sayisi :

Grup sayl oran
K 11 21,2
C-300 14 26,9
C-600 13 25,0
C-900 14 26,9
Toplam 52 100,0

K:Kontrol grubu

C-300: 300 umol/kg uygulanan grup
C-600: 600 umol/kg uygulanan grup
C-900: 900 umol/kg uygulanan grup

ik 4 haftalik siirecte tiim hayvanlar iginde toplam 14 tanesinde sag ayak
3-4 ve 5. parmaklarda noropatik agriya bagh Ulsere yaralar ve amputasyon
goruldi. Bu parmak kayiplarinin yarume yolu analizlerini etkileyeceqgi

disunulerek bu hayvanlar ylrime yolu testine tabi tutulmadi (Sekil-3).
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Sekil-3: Self mutilasyona bagli 3.,4.,5. parmakta amputasyon
Makroskopik Degerlendirme Sonuglari:

Tum siganlarda 12. hafta sonunda yapilan degerlendirmede cilt ve adele
fasyasinin tamamen kapandigi, insizyon hattinda enfeksiyon ve ya enflamatuar
bulgu olmadidi goruldi. 12. hafta sonunda kontrol grubundan 11 hayvan, C-300
ve C-900 grubundan 14 ve diger C-600 grubundan 13 hayvanin tamamen
kapanmig olan insizyon hatti yeniden acgilarak makroskopik degerlendirmeye
tabi tutuldu (Tablo-3). Degerlendirme Petersen ve ark. (22, 23) tarafindan
tanimlanan numerik degerlendirme skalasina gore yapildi (Tablo-1).

12. hafta sonunda cilt ve adele kapanmasi agisindan 4 grup arasinda
Kruskal Wallis testi ile yapilan analiz ile gruplar arasinda anlamli farkhlik
saptandi (p<0.02). Alt grup analizleri Mann - Whitney U testi ile yapilarak
degerlendirildi. K grubuna goére C-300, C-600 ve C-900 grubunda dizelme
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). C-300, C-600 ve C-900 grubu
arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05), (Tablo-4).
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Tablo-3: Makroskopik degerlendirme igin kullanilan sayisal degerlendirme

skalasinin ortalama, minimum ve maksimum degerleri:

Grup Say!
K Grubu
n 1
Med 3
Min 2
Max 3
C-300 Grubu
n 14
Med 2
Min 1
Max 3
C-600 Grubu
n 13
Med 2
Min 1
Max 3
C-900 Grubu
n 14
Med 1
Min 1
Max 3
Toplam
n 52
Med 2
Min 1
Max 3

Tablo-4: Cilt ve adale kapanmasinda gruplar arasindaki karsilastirmanin
istatistiki verileri :

Grup P degerleri
K/ C-300 grubu 0.015
K/ C-600 grubu 0.013
K/ C-900 grubu 0.001
C-300 / C-600 grubu 0.756
C-300/ C-900 grubu 0.104
C-600 / C-900 grubu 0.220

Kirmizi punto ile yazilanlar istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil-4: Cerrahi sahada gelisen ince membrandz doku x4

Sekil-5: Cerrahi sahada gelisen siyah ok ile gOsterilen kalin konnektif doku x4
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Fonksiyonel Degerlendirme Sonuglari:

4, 8, 12. haftalarda yapilan yurime yolu analizi sonucunda hesaplanan
siyatik fonksiyon indeksi sonuglarinin ortalama degerleri Tablo- 5° de verilmisgtir.
Tam gruplara kendi iclerinde 4. 8. ve 12. haftalar arasinda Kruskal wallis testi ile
analiz yapildiginda 12. haftaya dogru siyatik fonksiyon indeksinde (SFi) anlamli
olarak diisme gdzlendi (p<0,01) (Tablo-5).

Tablo-5: 4 - 8 - 12. haftalardaki siyatik fonksiyon indeksi ortalama, minimum ve

maksimum degerleri:

grup 4.hafta SFi 8.hafta SFi 12.hafta SFI
K Grubu
n 11 11 11
Med -93.795 -90.445 -90.0
Min -127.019 -125.736 -101.702
Max -61.068 -66.765 -71.831
C-300 Grubu
n 9 9 9
Med -99.074 -89.074 -85.552
Min -115.638 -105.044 -105.998
Max -72.564 -66.771 -62.043
C-600 Grubu
n 8 8 8
Med -102.608 -72.286 -70.048
Min -113.021 -101.007 -98.847
Max -68.778 -54.830 -52.075
C-900 Grubu
n 10 10 10
Med -113.841 -86.706 -81.449
Min -132.682 -104.025 -92.817
Max -81.446 -72.153 -64.303
Toplam
n 38 38 38
Med -99.422 -85.596 -81.449
Min -132.682 -125.736 -105.998
Max -61.068 -54.830 -52.075
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Gruplar birbiri ile karsilastinldiginda ise K ve C-300 grubuna gore; C-
900 grubunda duzelmenin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05),K grubuna
gore C-600 grubunda da istatistiksel olarak anlamli dizelme oldugu goruldu. C-
600 ve C-900 gruplarinin ise kendi aralarinda degerlendirildiginde istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadigi gorulda (p>0.05), (Tablo-6).

Tablo-6: 4-8-12. hafta siyatik fonksiyon indeksi sonuglarinin gruplara goére

istatistiksel olarak karsilastiriimasi:

Grup P degerleri
K/ C-300 grubu 0.370
K/ C-600 grubu 0.009
K/ C-900 grubu 0.008
C-300 / C-600 grubu 0.167
C-300 / C-900 grubu 0.043
C-600 / C-900 grubu 0.633

istatistiksel olarak anlamli olanlar kirmizi punto ile yazilmistir.

Elektrofizyolojik Degerlendirme Sonuglari:

Elde edilen elektrofizyolojik kayitlamalardan sinir aksiyon potansiyel
amplitid degerleri istatistiksel olarak analiz edildi. 12. hafta sonunda 4 grup
arasinda Kruskal wallis testi ile yapilan analiz ile gruplar arasinda anlamli
farklihk saptandi (p<0.03). Mann whitney U testi ile yapilan analizlerde K
grubuna goére C-600 ve C-900 gruplarinin istatistiksel olarak anlamli derecede
EMG kayitlarinin iyi oldugu gorulda. C-300,C-600 ve C-900 grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi goruldu (p>0.05), (Tablo- 7, 8).
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Tablo-7: Latans degerlerinin gruplara gore ortalama, minimum ve maksimum

degerleri:
Grup Sayi
K Grubu
n 10
Med 2.55
Min 14
Max 5.1
C-300 Grubu
n 14
Med 1.95
Min 14
Max 3.2
C-600 Grubu
n 13
Med 1.8
Min 14
Max 3.4
C-900 Grubu
n 14
Med 1.65
Min 14
Max 2.5
Toplam
n 51
Med 1.8
Min 14
Max 5.1

Tablo-8: Gastroknemius kasindan elde edilen EMG degerlerinin latansinin

gruplara gore p degerleri:

Grup P degerleri
K/ C-300 grubu 0.192
K/ C-600 grubu 0.042
K/ C-900 grubu 0.011
C-300 / C-600 grubu 0.350
C-300 / C-900 grubu 0.062
C-600 / C-900 grubu 0.402

istatistiksel olarak anlamli olanlar kirimiz punto ile yaziimistir.
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Histomorfolojik Degerlendirme Sonugclari:

Toplam akson sayilari de@erlendirildiginde K, C-300, C-600 grubuna
gore C-900 grubunda daha fazla myelinli akson sayildi (Tablo-9, 10).Aksonal
dansite diger gruplara gore daha yuksek olarak goéruldi. C-900 grubundaki
iyilesme istatistiksel olarak diger gruplara gore anlamli olmasa da hem akson
sayisindaki artis hemde diger gruplara bakildiginda morfolojik olarak myelinli
aksonlarinin daha blyuk olarak goérilmesi, fibr6z dokunun daha az goériimesi,
rejenerasyonun C-900 grubunda diger gruplardan daha iyi oldugunu
disundurmustar (Sekil-6, 10).
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Tablo-9: Toplam akson sayisi ve aksonal dansitenin gruplara gore ortalama,

minimum ve maksimum degerleri:

Grup Total akson Aksonal dansite
sayisl
K Grubu
n 6 6
Med 6503.629 20761,72
Min 4950.820 14687.50
Max 7502.380 24765.63
C-300 Grubu
n 6 6
Med 5851.171 15957.030
Min 4461.680 13398.440
Max 9615.430 25390.630
C-600 Grubu
n 6 6
Med 6371.871 19941.410
Min 4928.480 17539.060
Max 7920.440 27578.130
C-900 Grubu
n 6 6
Med 6941.566 24375.000
Min 4360.820 20273.440
Max 11051.870 42070.310
Toplam
n 24 24
Med 6409.203 20996.095
Min 4360.820 13398.440
Max 11051.870 42070.310

Toplam akson sayisi ve aksonal dansite igin her gruptan 6 siganin siyatik sinir érneklemesi
yapilmistir.

Tablo-10: Toplam akson sayisi ve aksonal dansite icin p degerleri:

Grup Total akson sayisi p degeri Aksonal dansite p degeri

K, C-300, C-600, C-900
gruplari 0.646 0.082

18




Sekil -7: C-300 grubuna ait sinir kesiti, Toluidine blue, X40.
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Sekil-9: C-900 grubuna ait sinir kesiti, Toluidine blue, X40.
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Sekil-10:Bazi 6rneklerde gorilen siyak ok ile gosterilmis fibr6z doku bantlari.
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TARTISMA VE SONUG

ideal sinir onariminda etkili olabilecek bir gok faktér vardir. Sinir
yaralanmasi sonrasi canli kalan noron sayisi, aksonal buyumenin ozellidi,
rejenere olan aksonun durumu, hedef dokunun durumu gibi faktorler bu surecte
rol almaktadir (5, 16). Aksonun yaralanmasi sonrasi tamir tim néronu kapsayan
bir sUregtir. Aksonal filizienme, bliylime ve reinnervasyon ile sonuglanan aksonal
rejenerasyon ise bu sdrecin en 6nemli bolimuni Ustlenmektedir (16, 26). Uygun
bir rejenerasyon igin; buyume faktorlerinin ekspresyonu, sitokinler, néropeptidler,
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, enflamatuar yanit gibi mekanizmalar
sorumlu tutulmaktadir (26, 27). Olusmus olan sinir yaralanmasi sonrasi,
mikrogirurjikal teknikle primer satur ile anatomik olarak akson aksona tekrar
birlestirme ginimuzde hala altin standart yontem olarak kabul edilmektedir (16,
26).

Yaralanma sonrasi fonksiyonel geri kazanimi etkileyen pek ¢ok faktor
ortaya atiimistir. NoOrinom gelisimi, travma ve onarim yerinde enfeksiyon,
uygulanan sutur teknikleri, skar dokusu gelisimi, sinirde meydana gelen
traksiyonun etkileri gibi bir gok faktor sinir iyilesmesinde rol oynamaktadir (16,
26). Sinir ucunda nérinom gelisimi aksonal rejenerasyon dolayisiyla fonksiyonel
geri kazanimi etkileyen en oOnemli faktorlerden biridir. Norinom gelisimini
engellemek icin otolog bypass teknikleri (28,29), Schwann hucreleri iceren sinir
greftleri (30, 31), cesitli endojen ve eksojen blyume faktorleri (9, 11-17, 32-40),
sinir bosluguna ¢esitli maddeler igeren tubdler sistemlerin yerlestiriimesi (41-45),
fibrin glue kullanimi (46) tekniklerle yapilan g¢alismalarda olumlu sonuglar elde
edilmistir. Gunumuze gelindiginde bu deneysel caligmalarin ¢ok azi klinik
kullanima girerek basarili olabilmigtir.

Epinoral skar dokusu geligsiminin de fonksiyonel kayip gelismesinde
onemli faktorlerden birisi oldugu gosterilmis ve iyilesmenin skar formasyonu ile

Schwann hdcrelerindeki rejenerasyona baglh oldugu dusundimustir (47).
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Sunderland ve ark. (48), kesi sonrasi distal sinir segmentinde baslayan kollajen
artisi ve endonodral tuplerin buzulmesi gibi yapisal degisikliklerin denervasyon
surecinde de devam ederek fiberlerin ¢apinda % 80-90 azalmaya yol actigini
gOstermistir. Literatlrde bildirilen bir ¢cok ¢alismada topikal uygulanan aprotinin,
mitomycin C, insan amniyon mayi, hyaluronik asit, Adcon T, doku plasminojen
aktivatora (TPA) gibi cesitli maddeler ile skar formasyonunun engellenebildigi
gOsterilmistir (23, 49-53). Ayni sekilde sistemik uygulanan metilprednizolon ve
cishidroksiprolinin antienflamatuar etkileriyle skar dokusu olugsumunu azaltigi
gOsterilmistir (48). Yapilan klinik ¢alismalarda sistemik kullanimiyla yan etki
olusturmayan ve noéronal hasarda iyilesme igin gerekli oldugu dusundlen
sitikolinin daha énce klinigimizde Ozay ve ark. (4), yaptidi bir calismada periferik
sinir kesisini takiben primer siutlrasyon sonrasi topikal uygulamasinin skar
dokusunu Onleyerek kontrol grubuna gore aksonal rejenerasyonu anlamli dlgtde
arttirdigi gosterilmigtir. Bu etkinin detay incelemesi icin yapilan ¢alismada Aslan
ve ark. (21); siyatik sinirde kesi ve primer anastomoz sonrasi topikal CDP-kolin,
sitidin, kolin, sitidin+kolinin topikal etkilerini primer anastomoz modelinde
incelemis ve sitidin+kolin ve CDP-kolin uygulamasinin skar dokusu olusumunda
etkili oldugu, aksiyonel rejenerasyonu potansiyelize ederek fonksiyonel geri
kazanimi arttirdigi ve bu etki igin sitidin ve kolinin ortamda birlikte bulunmalari
gerektigini saptamistir.

Daha o6nce klinigimizde Caner ve ark. (22) ise yaptigi calismada
sistemik kullaniminda bu maddelerin ayni etkilerin elde edilip edilemeyeceqi
arastirildi. 12. hafta sonunda yapilan degerlendirmede kontrol grubuna goére
sitidin, sitidin+kolin ve sadece kolin uygulanan gruplarda skar formasyonu
acisindan farkliik saptanmazken sistemik uygulanan CDP-kolin grubunda
kontrol grubu ve diger gruplara gore belirgin olarak daha az skar formasyonu
gelisgtigi gozlenmistir.

Bizim caligmamizda ise sistemik yolla uygulanan CDP-kolin’in hangi
dozda en iyi etkiyi sagladigi gosterimeye c¢aligildi.Yapilan fonksiyonel

degerlendirme ve elektrofizyolojik ¢alismalarda K ve C-300 grubuna gore , C-
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600 ve C-900 grubunda sonuglar istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmustur.
Histomorfolojik degerlendirmede ise klinik olarak C-900 grubunda en iyi iyilesme
saglanmigken istatistiksel olarak fark saptanmamistir. Bunun da incelenen olgu
sayisinin azhgi ile acgiklanabilecegi dugunulmasgtur.

Fuminori ve ark. (5), tarafindan bildirildigine gore, sinir ileti hizi en hizli
ileten lifleri dlger ve bu dlgcumun; akson g¢api internodal aralik ve myelinizasyon
ile alakal oldugu diasUntlmustir. Sinir aksiyon potansiyelinin amplitid degeri
myelinize aksonlarin olusturdugu toplam elektrik akimina baghdir. Kim ve ark.
(43), tavsan posterior tibial sinir Gzerinde yaptiklari bir calismada sinir aksiyon
potansiyeli amplitid degerinin fonksiyonel geri kazanimin degerlendiriimesinde
kullanilabilecegini gostermiglerdir. Wolthers ve ark. (54), yaptiklari ¢calismada ,
fonksiyonel, elektrofizyolojik ve histopatolojik incelemelerde, sinir hasarindaki
iyilesmenin bu U¢ parametreylede gosterilebileceginden bahsetmiglerdir. Bizim
calismamizda m.gastroknemiustan yapilan kayitlamalarda olusan aksiyon
potansiyelinin amplitudu, alani ve latansi kaydedilmigtir. Fonksiyonel geri
kazanimin degerlendiriimesinde aksiyon potansiyelinin latansi kullaniimigtir. 12.
hafta sonunda yapilan degerlendirmede C-600 ve C-900 gruplarinda diger
gruplara gore belirgin olarak anlaml olacak sekilde iyi degerler saptandi. C-600
ve C-900 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Elde
edilen elektrofizyolojik bulgular diger bulgularla korelasyon gostermektedir. Bu
nedenle elektrofizyolojik kayitlamalarin periferik sinir hasarinda fonksiyonel geri
kazanimin deg@erlendiriimesinde kullanilabilecegi ve 6zellikle doza bagl olarak
degerlendirildiginde 600 ug/kg ve sonrasinda elektrofizyolojik olarak anlamli
derecede duzelme elde edildigi goruimustar.

Sitikolinin metabolize olmasi sonucu ortaya ¢ikan kolin; S-adenosyl-L-
methionine ve sonra da glutatyona doénusebilen bir maddedir. Glutatyon
antioksidan 6zelligi nedeniyle noroprotektif bir ajandir (7, 55, 56). Santral sinir
sisteminde Ozellikle iskemi ve norodejeneratif hastaliklarda sitikolinin etkisi
kanitlanmis fakat etki mekanizmasi tam olarak aciklanamamistir. Ratlarda

yapllan c¢alismalarda yuksek doz kullanilan sitikolinin ,serebral iskemiyi
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azalttigina dair bulgular elde edilmigstir (19, 57, 58). Sitikolinin yiuksek dozlarda,
demansta hipokampus c¢evresindeki noéronal hicre Olumunu azalttig
gOsterilmistir (56). Bir bagska calismada ise kafa travmali olgularda kullanilan
sitikolinin genel son durum skorunu arttirarak fonksiyonel iyilesmeye katkida
bulundugu gdsterilmistir (59). iskemi modelinde yapilan bir diger calismada
sistemik olarak uygulanan sitikolinin doza bagimh olarak apopitozisi engelledigi
ve noron koruyucu etki gosterdigi saptanmistir (60). Bagdas ve ark. (61), yaptigi
calismada sitikolinin neuropatik ve inflamatuvar agri modelinde etkili oldugunu
belirtmiglerdir. Bagka bir calismada ise invitro lokal uygulanmasiyla retinal
ganglion hucrelerinde noéron koruyucu potansiyelinin oldugu, hasar goérmus
hicrelerde antiapopitotik etkisinin mitokondri hticre bagimli 6lim mekanizmasini
Onleyerek gercgeklestirildigi  dusunulmuistur (62). Aksotomize noéronlarin
apopitozis ile oldukleri ve Kkarakteristik morfolojik degigiklikleri ile DNA
fragmantasyonun gergeklestigi bilgisinden yola c¢ikarak (63) sitikolinin hem
topikal hem de sistemik uygulamasinin aksonetmezisin neden oldugu apopitozis
ile gerceklesen noronal olumu engelledigi ve aksonal rejenerasyonu
potansiyelize ettigi dusunudlebilir. Bizim ¢alismamizda K, C-300 ve C-600
grubuna gore yuksek dozda uygulanan C-900 grubunda, sitikolinin akson
rejenerasyonunu daha fazla potansiyelize ederek akson sayisinda artma ve
myelinli akson sayisinin morfolojisinde degisme oldugu gosterilmigtir.

Sitikolinin bir diger koruyucu etki mekanizmalarindan biri ise Fosfolipaz
A2 (PLAz) aktivasyonunu onlemesidir (64, 65). De ve ark. (66), sican siyatik
sinirinde saglam sinirde PLA, goértlmezken periferik sinir hasari sonucu
Schwann hicrelerinde ilk 5 saat 6nemli élgide PLA, nin ortaya ¢iktigi ve sonra
hasar bolgesine makrofajlarin ilerledigini gostermislerdir. Travma sonrasinda 10
gln boyunca distal segmentte Schwann hicrelerinde ve immun hicrelerde
PLA,'nin artan oranda ortaya ¢iktigini gostermislerdir. Bu slre¢ ayni zamanda
myelin yikimi ve fagositozun maksimal duzeyde oldugu donemdir. PLA;
fosfotidilkolini hidrolize ederek lipofosfotidilkolin ve arasidonik asit ortaya

cikarmaktadir ve myelin yikimini induklemektedir. PLA2'nin periferik sinir
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kesisinde bloke edilmesi myelin ve akson yikimi ile fagositozu distal segmentte
azaltmaktadir. Serebral iskemi modellerinde PLA2'nin membran fosfolipidlerinin
yikimiyla arasidonik asit salinimini arttirdigi ve bunun da néronal hicre 6lumunu
tesvik ettigi dusunulmektedir (64, 65). Buradan yola ¢ikarak sitikolinin periferik
sinir hasarinda Wallerian dejenerasyonun tetikleyicisi olan PLA" nin
aktivasyonunu dolayisiyla akson ve myelin yikimini dnleyip, fosfolipid seviyesini
arttirarak (67) enflamatuar yaniti ve skar dokusu olusumunu engelleyerek
aksonal iyilesmeyi arttirdigi distnulebilir. Calismamizda ¢evre dokuda olusan
skar dokusu degerlendirildiginde, K grubuna goére C-300, C-600 ve C-900
gruplarinda daha anlamli sonuglar elde edilmigtir.

Davalos ve ark. (68), 2002 yilinda yaptiklari ¢alismada stroke sonrasi
oral yolla farkli dozlarda verilen sitikolin tedavisinde doz arttikga kontrol grubuna
gore fonksiyonel iyilesmenin arttigi gosterilmigtir. Parisi ve ark. (69), yaptigi
calismada, optik noritli hastalarda kullanilan sitikolinin belirgin olarak goérme
alani defektlerinde iyilesme sagladigini gostermislerdir. Ytcel ve ark. (70), spinal
kord hasari sonrasi sitikolin uygulanan hayvanlarda neuroprotektif etkinin ve
néroanatomik butinligin korunmasinin kontrol grubuna goére daha anlamli
oldugunu goéstermiglerdir. Hurdato ve ark. (71), yaptigi ¢alismada uzun surel
CDP-kolin kullanildiginda neuronal plastisitenin arttigini ve fonksiyonel geri
kazanimin arttigini gostermiglerdir. Calismamizda farkl dozlarda uygulanan
sitikolinin fonksiyonel ve histopatolojik olarak doz bagimli olarak 6zellikle yuksek
dozda iyilesmeyi 12. haftada arttirdigi gérulmustur.

Fosfotidilkolin biyosentezinde onemli olan kolin kinaz,
kolinfosfotransferaz ve fosfokolin  sitidiltransferaz  enzimleri  ndronlarin
aksonlarinda bulunur. Araki ve ark.’nin (72), sigan siyatik sinirinde yaptiklari
caismada PC12 huicrelerinde noérit olusumunun filizlendigi dénemde
fosfotidilkolin ~ sentezinin  arttigini  ve bu artisin da primer olarak
kolinfosfotransferazdaki aktiviteyle ve onun diagilgliserolle doymasiyla kontrol
edildigini dusinmusler ve fosfotidilkolin sentezinin sinir buyume faktorinin

(NGF) ac¢iga cikmasiyla induklenen norit geligsimini arttirdigini bildirmislerdir.
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Sinir aksonunda buylme ve rejenerasyon igin gerekli olan protein lipid gibi
maddelerin hucre govdelerinde barindiklari ve anterograd olarak aksonlara
tagindiklari bildirilmistir (73). Fakat Vance ve ark.’nin (74) bildirdiklerine gore
aksonlarin da fosfotidilkolin, sfingomyelin, fosfotidiletanolamin, fosfotidilserin,
fosfotidilinositol ve serbest yag asitlerini sentezleme yetenekleri vardir. Bu
sebeple aksonal filizlenme icin aksonlarda biyosentetik yolla fosfotidilkolin
sentezinde sitikolinin enzimatik reaksiyonlari gerekmektedir (74-76). Yapilan
calismalarda ortak gorus sitikolinin fosfotidilkolin sentezini arttirarak néroprotektif
etkisini gosterdigidir (7, 8, 60, 77). Sitidin ve kolinin ayni anda verilmesi ile
yapilan deneysel ¢alismalarda serbest yag asitlerinin fosfolipidlerle birlesmesini
artirarak (78) ve amiloid prekursor proteininin  (APP) salinimini  ve
ekspresyonunu stimile ederek (79) membran fofolipidlerinin  sentezini
arttirdiklar1 gosterilmigtir. Daha 6nce klinigimizde yapilan ¢alimalarda; CDP-kolin
verilen sicanlar da aksonal dansite artigi ve fosfotidilkolin sentezini arttirmasi
yoluyla aksonal filizlenmede etki ettigi gosterilmistir (4, 21, 22).

Calismamizda sitikolinin doz bagimli etkinligini kontrol grubu ve ¢ adet
kademeli olarak yiikselen dozlar kullanarak bulmaya hedefledik. SFi,
elektrofizyolojik ¢calisma, akson dansitesi ve sayisi gibi parametreler kullanarak
en uygun dozu arastirdik. Bu parametreler degerlendirildiginde; kontrol grubuna
gore CDP-kolin‘in etkin oldugu ve kademeli olarak C-300 grubuna gére C-600 ve
C-900 grubunda sinir iyilesmesinin daha iyi oldugunu gozlemledik. C-600 ve C-
900 grubu arasinda anlaml bir fark saptamadik. Histomorfolojik incelemede ise
C-900 grubunda sayilari artan ve morfolojileri degisen myelinli akson akson
sayllarina ragmen istatistiksel olarak fark saptanmamistir. Literatlrde sinir
hasarinin rejenerasyonunda kullanilan yontemler kiyaslandiginda;
elektrofizyolojik galismalar, SFi c¢alismalari ve histomorfolojik calismalar
arasinda korelasyon her zaman olmasada , sinir rejenerasyonunu incelemede
gunuimuzde en etkin yontemler olarak gosterilmektedir (54, 80).

Sonu¢ olarak calismamizda sistemik olarak 600 ve 900 umol/kg

dozlarinda uygulanan CDP-kolin‘in kontrol grubuna gére hem skar formasyonu

27



olusumunu engelleyerek hem de aksonal rejenerasyonu potansiyelize ederek
fonksiyonel diizelmeyi sagladigi SFi ve elektrofizyolojik calismalarda
saptanmistir. Daha duguk doz olan 300 umol/kg dozunda ise kontrol tedavisine
gore anlamli fark saptanmamistir. CDP-kolin tedavisi sonrasi total akson sayisi
ve aksonal dansite anlamli olarak degismemis olsada, 6zellikle C-900 grubunda
artan myelinli akson sayisi ve normale donme egilimi gosteren akson
morfolojilerinin fonksiyonel iyilesmeye katkida bulundugu dusdnudimektedir.
Calismamizda elde edilen verilerle periferik sinir kesisi ve primer anastomoz
modelinde CDP-kolin‘in aksonal rejenerasyon ve skarsiz iyilesme Uzerine doz
bagimli olarak etkinliginin oldugu séylenebilir. ilerki ¢alismalarda CDP-kolin‘in

periferik sinir hasarindaki yararli etkilerinin mekanizmalari aydinlatiimalidir.
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