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OZET

Rat Siyatik Sinir Kesi Tamir Modelinde Oral Omega-3 Yag Asitlerinden Zengin
Balik Yag Kullaniminin Elektrofizyolojik ve Histomorfolojik Etkileri

Amac: Ratlarda olusturulan siyatik sinir kesi tamir modelinde oral omega-3 yag
asitleri kullaniminin etkilerini gostermeyi amagladik.

Gere¢-Yontem: Calismamizda 64 adet ratin sag siyatik sinirleri kesildi ve tamir
edildi. Miidahale edilmeyen sol siyatik sinirler sham grubu olarak degerlendirildi. Sag
siyatik siniri opere edilen ratlar kontrol-4, kontrol-8, deney-4 ve deney-8 gruplar
seklinde 4 gruba ayrildi. Bu gruplar degerlendirme asamasinda histomorfolojik ve klinik
ve elektrofizyolojik degerlendirmeler yapilmak iizere 2 gruba ayrildi. Deney
gruplarindaki ratlara 4 hafta ve 8 hafta siireyle, giinliik olarak 150 mg/kg omega-3 yag
asitleri oral olarak gavaj yardimiyla uygulandi. Ratlarin 4. ve 8. haftalarda termal
plantar testler ve mekanik plantar testleri yapildiktan sonra sakrifiye edilerek
histomorfolojik ve elektrofizyolojik deneyler yapildi.

Bulgular: Histomorfolojik incelemede deney gruplari kontrol gruplart ile
karsilagtirildiginda sinir dokusunda yapisal organizasyonun ve miyelin rejenerasyonun
biiyiik 6l¢iide yeniden saglandigini ve miyelin yapist sham grubuna daha yakin oldugu
goriildi. Elektrofizyolojik incelemelerde de latans siire, aksiyon potansiyeli, termal ve
mekanik plantar testleri karsilastirildiginda deney gruplarinin kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,001).

Sonu¢: Bu kanitlara dayanarak oral omega-3 yag asitlerinin periferik sinir
yaralanmasinda kullanimi histomorfolojik ve elektrofizyolojik incelemelerde etkili

oldugu bulundu.

Anahtar sozciikler: Omega-3 yag asidi, sinir iyilesmesi, balik yagi
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ABSTRACT

Electrophysiological and Histomorphological Effects of Oral Omega-3 Fatty Acid-
Rich Fish Oil In a Rat Sciatic Nerve Transection and Repair Model

Objective: This study aimed to investigate the effects of oral omega-3 fatty acids
in a rat model of sciatic nerve transection and repair.

Materials and Methods: In our study, the right sciatic nerves of 64 rats were
transected and repaired. The unoperated left sciatic nerves served as the sham group.
Rats with operated right sciatic nerves were divided into four groups: control-4 weeks,
control-8 weeks, experimental-4 weeks, and experimental-8 weeks. These groups were
further categorized into two subgroups for histomorphological, clinical, and
electrophysiological evaluations. Rats in the experimental groups received oral omega-3
fatty acids at a dosage of 150 mg/kg daily by gavage for a period of 4 weeks and 8
weeks. At the 4™ and 8" weeks, after performing thermal and mechanical plantar tests,
the rats were sacrificed for histomorphological and electrophysiological analyses.

Results: Histomorphological analysis revealed that, compared to the control
groups, the experimental groups exhibited significantly improved structural
organization and myelin regeneration in the nerve tissue, closely resembling the sham
group. Electrophysiological evaluations, including latency period, action potential, and
results of thermal and mechanical plantar tests, demonstrated statistically significant
improvements in the experimental groups compared to controls (p < 0.001).

Conclusion: Based on these findings, oral administration of omega-3 fatty acids
appears to be effective in enhancing nerve regeneration in peripheral nerve injuries, as
evidenced by both histomorphological and electrophysiological outcomes.

Keywords: Omega-3 fatty acid, nerve regeneration, fish oil
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1. GIRIS ve AMAC

Periferik sinir yaralanmasi en yaygin sinir sistemi yaralanmasidir ve Onemli
6lgiide fonksiyonel morbiditeye sebep oluyor.® Periferik sinir yaralanmalari, travma ve
iyatrojenik girisimler gibi yap1 kaybima ve/veya fonksiyon bozukluguna yol acabilen
cesitli etiyolojilere sahip olabilir. Bu degisiklikler motor ve duyusal islevlerin kismen
veya tamamen kaybina, fiziksel sakatliga ve noropatik agriya neden olabilir ve bu da
yasam kalitesini etkileyebilir.? Sinir yaralanmalarimin en eski siniflandirmasi, bugiine
kadar gecerli olan ve yaygin olarak kullanilan Seddon ve Sunderland tarafindan
yapilmistir. Noropraksi, aksonotmezis ve ndrotmez, sinir yaralanmalarinin {ic ana
tiiriidiir.?

Viicuttaki diger dokularin aksine, periferik sinir rejenerasyonu yavastir ve
genellikle eksiktir. Yaralanma sonrasi sinir onarimi gegiren hastalarin yarisindan azi iyi
miikemmel motor veya duyusal fonksiyona kavusur.* Sinir onarimindaki mikrocerrahi
becerilere ragmen, periferik sinir yaralanmalarindan sonra fonksiyonel iyilesme i¢in en
bliyiik zorluk rejenere sinir liflerinin daha once saglamadiklar1 hedefleri reinnerve
etmeleridir. Sinir yaralanmalarindan sonra fonksiyonel iyilesmenin oOniindeki ikinci
biiyiik zorluk, noronal rejeneratif kapasitedeki bozulmadir.” Omega-3 ¢oklu doymamis
yag asitleri (CDYA) olan eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik (DHA)’dan
insan viicudunda biosentezlenen Noroprotektin D-1 cerrahiyi takiben kornea sinirinin
rejenerasyonunu ve periferik sinir yaralanmasindan sonra ndropatik agriyr onledigi
gt')sterilmistir.6

Omega-3 yag asitleri, metil ucundan (®-1 karbon atomundan) tigiincii ve dordiincii
karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag bulunan heterojen bir yag asitleri gmbudur.7 Omega-3
yag asitleri ¢coklu doymamus yag asitleri (CDYA) ailesinden olup besinler araciligiyla
viicudun kullammi igin saglamlmasi zorunludur. insan beslenmesinde 6nemli olan
omega-3 yag asitleri alfa-linolenik asit (ALA), eikosapentaenoik asit (EPA) ve
dokosaheksaenoik asittir (DHA).® Literatirda omega-3 ¢oklu doymamus yag asitleri
(CDYA), eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA), anti-
inflamatuar ve noroprotektif 6zelliklere sahip oldugunu gosteren calismalar meveuttur.’

Ratlar {izerinde yapilmis olan calismada; rat siyatik sinir ligasyon modelinde oral



omega-3 yag asitlerinin ndropatik agriy1 azaltigi ve enflamatuar degisiklikleri korudugu
gésterilmistir.10

Bu c¢alismada rat siyatik sinir kesi tamir modelinde noroprotektif ve anti-
inflamatuar ozellikleri literatiirde gosterilmis olan omega -3 ¢oklu doymamis yag

asitlerinin oral kullaniminin tamir hattindaki iyilesmeye olan etkisi arastirilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Periferik Sinir Sistemi
2.1.1. Embriyoloji

Embriyolojik olarak periferik sinirler “ektoderm” tabakasindan gelisir.
Gestasyonun igiincii ve dordiincii haftalarinda noral krest hiicreleri “néroektoderm”i
olustururlar ve bu yapt mezoderm igine go¢ eder. Burada dorsal kok gangliyonlarina,
Schwann hiicrelerine ve diger noroblastik hiicrelere dontistirler. Spinal kord gelistikge,
bazal plaktaki motor noron aksonlar1 mezodermal tabakadan gelisen kas dokusu igine
dagilirlar. Dorsal kok gangliyonlarindan da perifere dogru dagilim baglar. Fetal yagamin
yaklasik dordiincii ayinda Schwann hiicreleri bu dagilan aksonlarin miyelinizasyonuna
baglarlar. Baz1 motor noronlarda ise bu miyelinizasyon siireci dogum sonrasi birinci yila

kadar uzayabilir."*

2.1.2. Periferi Sinir Sistemi Anotomisi

Periferik sinirler, duysal, motor ve otonomik sinir liflerini igerir. Omuriligin 6n
boynuzunda bulunan alt motor néronlarin aksonlari, 6n kokten omuriligi terk ederek
periferik motor sinir liflerini olusturur. Periferik duysal aksonlarin hiicre govdeleri ise
omurilik diginda, intervertebral foramende yer alan arka kok ganglionunda bulunur. Bu
bolgedeki bipolar duysal noronlarin periferik uzantilari, periferik sinir igerisinde yer
alirken, santral uzantilar arka kok araciligiyla omurilige ulasir.

Her segmentte 6n ve arka kokler, omurilik disinda birleserek spinal siniri
olusturur. Toplamda 31 ¢ift spinal sinir bulunur: 8 servikal, 12 torasik, 5 lumbar, 5
sakral ve 1 koksigeal. Spinal sinirler, arka (dorsal) ve 6n (ventral) dallara ayrilir. Arka
dallar, omurganin {izerindeki cildin duyusunu ve paraspinal kaslarin innervasyonunu
saglar. On dallar ise gogiis bolgesinde interkostal sinirleri olustururken, boyun ve
ekstremitelerde servikal, brakiyal ve lumbosakral pleksuslart meydana getirir. Brakiyal
pleksusu olusturan sinir lifleri once iist, orta ve alt trunkuslar1 olusturur. Bu trunkuslar
daha sonra anterior ve posterior boliimler halinde devam eder ve en sonunda lateral,
posterior ve medial kordlar seklinde sonlanir. Kordlardan, tist ekstremitenin periferik

sinirleri ¢ikar. Alt ekstremitede ise, lomber ve sakral pleksus net bir ayrim gostermedigi



icin lumbosakral pleksus olarak birlestirilir. Lumbosakral pleksus, dorsal ve ventral
boliimlere ayrilir ve nihayetinde periferik sinirleri olusturur.™

Periferik bir sinirin enine kesitinde en dista, sinirin tamamini Orten epinéryum
tabakas1 bulunur. Bunun altinda motor ve duysal aksonlar1 iceren fasikiiller gruplar
halinde yer alir. Bir periferik sinir icinde genellikle 3-5 fasikiil bulunur. Fasikiiller,
perindryum adi verilen bir tabaka ile g¢evrelenir. Periferik sinir boyunca fasikiiliin
icerdigi lifler degiskenlik gosterir. Yani, bir fasikiildeki sinir lifi, periferik sinir boyunca
baska bir fasikiile gegebilir.

Fasikiil i¢inde aksonlar arasindaki bag dokusuna endondryum denir. Periferik
sinirlerde, kan1 tastyan kapiller damar sistemi ise vasa nervorum olarak adlandirilir. Bir
periferik sinirin hiicre govdesi ve aksonu bulunur. Miyelinli liflerde, aksonun etrafini
saran miyelin kilifi yer alir. Hizl iletimi saglayan sinir liflerinde, iletim fonksiyonunda
rol oynayan miyelin, Schwann hiicrelerinin akson etrafini1 ¢evreleyerek olusur. Schwann
hiicreleri, akson boyunca birbiri ardina dizilerek miyelin kilifin1 meydana getirir (Sekil
1)1
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Sekil 1. Periferik sinir anatomisi®®
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2.1.3. Periferik Sinir Yaralanmasi

Periferik sinir yaralanmalari, Seddon ve Sunderland tarafindan, periferik sinirin

anatomik yapisi, noral bilesenler ve bag dokusu hasarlart dikkate alinarak

siiflandirilmistir. Seddon, periferik sinirin akut ya da kronik travmalara maruz kaldig1

durumlarda, yaralanma siddetine gore U¢ farkli lezyon tipi olarak noropraksi,

aksonotmezis ve norotmeziyi (Sekil 2) tanimlamustir.**

Noropraksi: Bu durumda, sinirin yalnizca aksonunda hasar meydana gelir.
Aksonal biitiinlik korunmus olmakla birlikte, aksonal iletimde sorunlar
olusur. Periferik sinir hasarlarinin en hafif formu olarak kabul edilir. Bu hasar
tiiriinde, kiiciik iskemik alanlar ve demiyelinizasyon bolgeleri, iyon iletiminde
blokaj yaratarak motor ve duysal kayiplara neden olabilir. Motor liflerin
hasarlanma olasiligi, duyusal liflere kiyasla daha yiiksektir. Etkilenen sinire
bagli olarak, iyilesme siirecine kadar duyu kaybi veya kuvvet kaybi
goriilebilir. Tam iyilesme, cerrahi miidahale gerektirmeden, genellikle giinler
veya haftalar icinde gerceklesir. Bu tiir bir sinir hasarinda, Wallerian
dejenerasyonu gozlemlenmez.

Aksonotmezi: Bu tiir yaralanma, “crush” (ezilme) yaralanmasi olarak da
tanimlanabilir. Hem akson hem de miyelin yapisinda hasar mevcuttur. Ancak,
perindryum ve epindryum yapilart korunmus durumdadir. Bu yapilar zarar
gormedigi i¢in prognoz olumlu yondedir. Akson iizerindeki hasar belirgin
oldugu i¢in, yaralanmanin distalinde Wallerian dejenerasyonu gozlemlenir.
Norotmezis: Bu tiir sinir hasarinda, sinirlerin tamamen kesilmesi s6z konusu
olup, sinirin tiim fonksiyonlar1 kaybolur. Tedavi, cerrahi miidahale ile
gerceklestirilir. Tiim yapilar hasar gordiigiinden, tam bir rejenerasyon

miimkiin degildir."
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Sekil 2. Periferik sinir yaralanmalarl16

Sunderland, bu smiflamayr bes farkli grup seklinde yapmustir. Ardindan,
McKinnon altiner bir siniflama 6nererek, giinlimiizde Sunderland siniflamasinin altr alt
grup olarak kullanilmasini saglamistir.

1. Derece: Seddon siniflamasindaki noropraksi ile benzerlik gosteren birinci
derece yaralanmada, sinirin biitiinliigli korunur. Sinir kilifi ve aksonlarda herhangi bir
hasar bulunmaz. Sadece travma bolgesindeki miyelin kaybina bagli olarak iletimde
bozulma meydana gelir. Genellikle, 2-3 hafta icinde sinir, fonksiyonel bir kayip
olmaksizin kendiliginden iyilesir.

2. Derece: Seddon smiflamasindaki aksonotmezi ile benzerlik gosteren ikinci
derece yaralanma, sinirin ciddi basiya maruz kalmasi veya traksiyon sonucu olusur.
Sinir kilifinda herhangi bir hasar meydana gelmez, ancak aksonlarda hasar olusur. Bu
durum, hasarin distal kisminda Wallerian dejenerasyonunun gelismesine yol acar.

3. Derece: Seddon siniflamasindaki ndrotmezi ve aksonotmezi arasindaki bir
hasar seviyesi olarak tanimlanir. Hem akson hem de sinir kilifi hasar gérmiistiir. Ancak,
epindryum ve perindryumda herhangi bir hasar bulunmaz. Lezyonun proksimal
kisminda retrograd dejenerasyon, distal kisminda ise Wallerian dejenerasyonu meydana
gelir. Bu seviyedeki lezyonlarda 6dem, dejenerasyon ve iskemi gibi durumlar
gozlemlenebilir.

4. Derece: Bu durumda, sinirin tiim noral ve destekleyici yapilarinda hasar

meydana gelmistir. Yalnizca epindryumda hasar olusmamistir. Epindryum saglam olsa



da, sinir sertlesebilir ve kat1 bir skar dokusu olusabilir. Bu skar dokusuna “nérom” adi
verilir. Sinir biitiinliigli korunmus olsa da, rejenerasyon sinirli olabilir. Fonksiyonel
iyilesme oran1 oldukga diisiik olup, genellikle cerrahi miidahale gereklidir.

5. Derece: Bu seviyede, epindéryum tabakasi da hasar gormiis olup, tam kat kesi
meydana gelir. Seddon smiflamasinda, bu durum nérotmeziye karsilik gelir. Sinirin
biitiinliigli ve devamliligi bozulur. Cerrahi onarim yapilmadigi takdirde, sinirin
lyilesmesi gézlemlenemez.

6. Derece: McKinnon tarafindan 6nerilen bu yaralanma, ilk dort dereceye ait

. - 15,17-1
hasarlarin bir arada bulundugu bir durumdur.*>*"*

2.1.4. Periferik Sinir Hasarimin Patofizyolojisi

Periferik sinir hasarina bagl olarak sinir dokusunda ¢esitli morfolojik ve hiicresel
degisiklikler meydana gelmektedir. Periferik sinir sistemindeki hasarlar, santral sinir
sisteminin aksine, rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Hafif dereceli hasarlarda,
dejenerasyonun ardindan uzun siireli bir rejenerasyon siireci baglamakta, ancak, siddetli
hasarlarda dejenerasyon ve rejenerasyon siireci ayni anda baglamaktadir. Bu siirecte,
tyilesmenin tam anlamiyla gerceklesebilmesi i¢in dejenerasyon ve rejenerasyon
asamalarinin her ikisinin de tamamlanmasi gereklidir.20

Periferik sinir hasarinin ardindan, ilk alti saat icerisinde hasar goren sinir
hiicresinin gévdesinde hacim artis1 gézlemlenir ve hiicre ¢ekirdegi, periferik yonde yer
degistirir. Ilerleyen siirecte, Nissl cisimcikleri ile graniilli endoplazmik retikulum
pargalanarak sitoplazmaya dagilmaya baglar. Bu durum, sitoplazmanin yapisal
biitiinliigiinii bozar. Bu olaya kromatoliz denir. Bu morfolojik degisiklikler, hasarin
ikinci ve tiglincli haftasinda en st seviyeye ulasir. Bu siireglerin temel amaci,
rejenerasyonun gerceklesmesini saglamaktir. Bu olaylarin meydana gelmesi, hiicre ici
6demin olugmasina yol agar.?!

Schwann hiicreleri, sinir dokusundaki hasara bagli olarak gelisen hipoksi ile
birlikte proliferasyon gosterir. Bu siirecle birlikte, sinir biiylime faktorii (NGF) gibi
norotrofik faktorlerin sentezi artar. Bazal membran, paralel kordonlar seklinde
diizenlenerek bantlar olusturur. Bu bantlar, Schwann hiicrelerinin olusturdugu dogrusal

yapilar olup, Bungner bantlar1 olarak adlandirilir. Bungner bantlari, aksonlarin



rejenerasyon slirecini destekleyen onemli yapilardir. Rejenerasyon bu asamalarda

gerceklesemezse, bu yapilar fibréz dokuya doniisiir.

2.1.5. Periferik Sinir Onarim Teknikleri

Periferik sinir onarimi i¢in kullanilan temel cerrahi yontemler, néroliz, u¢ uca
onarim, sinir grefti uygulamasi ve sinir transferini (Sekil 3) icerir.?® Sinir onariminin
(nérorafi) en yaygin yontemi, epindryum iizerinden basit kesintili siitiirlerin
yerlestirilmesidir. Nororafi onarimi i¢in kullanilan siitiirlerin yalnizca epindryumdan

gecirilmesi gerekmekte olup, periferik sinir uglarimin mutlaka yeniden diizenlenmesi
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Sekil 3. Sinir Tamir Cesitleri. Sirasi ile Epinoral tamir, Perinéral tamir ve Sinir Grefti ile tamir®

Perindral nororafi, funikiiler dizilim ve sayilarin eslestirilmesindeki zorluklar
nedeniyle, genellikle el bilegi proksimalinde median sinir ve ulnar sinir ile dirsek

proksimalinde radial sinir gibi daha biiyiik sinir gruplarinda tercih edilmektedir.*®

2.2. Omega 3

Omega-3 yag asitleri, ¢oklu doymamuis yag asitleri (CDYA) grubuna dahil olup,
viicut tarafindan kullanilabilmesi igin besinler araciligiyla disaridan alinmasi
zorunludur. Omega-3 terimi (“n-3” ya da “w-3 olarak da ifade edilebilir), ilk ¢ift bagin,
karbon zincirinin ucundaki (®) metil grubundan itibaren sayildiginda {igiincii karbon-
karbon bagini ifade eder. Insan beslenmesi agisindan onemli omega-3 yag asitleri
sunlardir: alfa-linolenik asit (18:3, ALA), eikosapentaenoik asit (20:5, EPA) ve
dokosaheksaenoik asit (22:6, DHA). Bu ii¢ doymamis yagda, sirastyla 18, 20 ve 22



karbonlu zincirlerde 3, 5 ve 6 cift bag bulunmaktadir. Balik yagi, 6zellikle EPA ve

DHA agisindan 6nemli bir besin kaynagldlr.8

OH

ALA (18:3)

DHA (22:6)

DPA (22:5)

Sekil 4. Omega-3 ¢coklu doymamis yag asitlerinin kimyasal yapilari. Kisaltmalar: ALA, a linolenik
asit; DHA, dokosaheksaenoik asit; DPA, dokosapentaenoik asit; EPA, eikosapentaenoik asit; SDA,
stearidonik asit®

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda omega-3iin  giiglii antiapopitotik,27 anti

28-30 3132 immiinmodiilator, > kemik proliferasyonunu arttirict

néroprotektif,**° antidiyabetik,***’

inflamatuar, antioksidan,

36-39 Kk 40-43
)

ve kikirdak koruyucu, antikanserojeni

480 gibi birgok etkileri kanitlanmustir.

kardiyoprotekti

Omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri (CDYA), sindirildikten sonra neredeyse
tiim hiicrelere dagilir ve hiicre zarmin yapisi ve fonksiyonu, eikozanoid sentezi, hiicre
sinyal iletimi ve gen ekspresyonu gibi pek ¢ok islevde rol alirlar. Besin yoluyla alinan
esterifiye olmamis yag asitleri (YA), viicuda girdikten sonra hizla YA tasiyicilar
araciligiyla hiicre igine tasmir ve Acyl-CoA sentaz enzimi tarafindan YA-CoA
tioesterlerine dontstiiriiliir. YA-CoA’lar, nétiir lipidler, kolesterol ve trigliserol gibi

bilesiklerin yani sira fosfolipidler, sfingolipidler ve plazmatogenler gibi yiiklii lipidlerin



sentezi i¢in substrat olarak kullanilir. Ayrica, elongasyon, desatiirasyon ve beta
oksidasyon gibi biyokimyasal reaksiyonlarda da gérev alirlar.®

Anti-inflamatuar 6zellikler, iki sekilde ortaya ¢ikar: Eikozanoidlere bagimsiz ve
Eikozanoidler tizerindeki etkiler yoluyla. Eikozanoidlere bagimsiz olarak, CDYA’lar
lipid raftlarnin fosfolipid kompozisyonunu degistirerek, T-hiicre aktivasyonu igin
gerekli Kko-stimiilator yiizey proteinlerinin hiicre zarina tutunmasini engeller ve bu
proteinlerin sayisint azaltir. Boylece, THR (T-hiicre Reseptorii) iletimi azalir ve
inflamasyonun gelismesi engellenir. CDYA’larin Eikozanoidler {izerinde yaptigi
degisiklikler ise anti-inflamatuar, anti-agregasyon ve vazodilatasyon gibi etkiler
meydana getirir.?

Omega-3 yag asitlerinin damar {izerindeki endotel bagimli vazorelaksasyonu, iki
farklt mekanizma ile ger¢eklesmektedir: biri prostanoid (eikosanoid) bagimli, digeri ise
prostanoid baglmsmdlr.51 Prostanoid bagimsiz olarak gerceklesen vazorelaksasyonun,
nitrik oksit (NO) ve endotel bagimli hiperpolarizan faktér (EBHF) araciligiyla meydana
gelir.>® Endotel bagimli hiperpolarizan faktor, potasyum kanallari iizerinde etki ederek
hiicreyi hiperpolarize eder ve bu durum vazorelaksasyona yol acar. CDYA’larin NO
salinimini artirmaya yonelik yapilan mekanizma arastirmalarinda, eikosapentaenoik asit
(EPA)’nin, normalde hiicre zarindaki lipid raftlarinda Kaveolin proteinlerine bagl
bulunan endoteliyal nitrik oksit sentazi (eNOS)’yu yerinden ayirarak aktivasyonunu
sagladigi ve bdylece kalsiyumdan bagimsiz olarak NO iretimini artirdigt
g('jsterilmistir.‘r’3

Omega-3 yag asitlerinin bir diger onemli 6zelligi, oksidatif stres iizerindeki
etkisidir. Bu etkinin olasi mekanizmasinin, omega-3 CDYA’larin immiin modiilasyon
etkisi ve 16kosit aktivasyonunu azaltma yoluyla gerceklestigi diisiiniilmektedir.>

Dokozahekzaenoik Asit (DHA) nin beyinde ndronlari koruyucu etki gosterdigi
bilinmektedir. Noronal apoptoz, Raf-1 ve Akt’nin aktivasyonu araciligiyla DHA
tarafindan engellenebilir.”>*® DHA’nin, sigan modelinde serebral iskemi sonrasinda
meydana gelen merkezi sinir sistemi inflamasyonunu ve oksidatif stresi azalttigi, ayrica
noroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir.s7 Yine, sigan modelinde olusturulan bir
travmatik beyin hasar1 modelinde DHA, TLR4/NF«B yolunu baskilayarak ndronal

apoptozu ve noron hasarini azaltmigtir.”®
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3. GEREC ve YONTEM

Sunulan ¢alismada, Cukurova Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi’ nden temin edilen, 64 adet, 250-350 gram, erkek Wistar Albino rat
kullanildi. Calisma protokolii Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (28.05.2024, Toplant1 sayis1 5, Karar no 17) ve deneysel
calismalar etik kurallara uygun olarak gergeklestirildi.

Ratlar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik, yaklasik %55 nemli ortamda, (20-
22°C) oda sicakliginda, 1s1 ve nem kontrollii odalarda tutuldu ve standart sigan yemi ile
beslendi.

Calismamizda 5 grup degerlendirildi. Her grup histomorfolojik ve Klinik
elektrofizyolojik incelemeler i¢in 2 gruba boliindii.

Sham: Ratlarin herhangi bir islem uygulanmayan sol alt ekstremiteleri sham
grubu olarak degerlendirilmeye alindu.

Kontrol-4: Siyatik sinir kesildi ve u¢ uca epinoral tamir uygulandi (4 hafta).

Deney-4: Siyatik sinir kesildi, u¢ uca epindral tamir uygulandi ve giinliik olarak
oral Omega-3 balik yag: verildi (4 hafta).

Kontrol-8: Siyatik sinir kesildi ve ug uca epinoral tamir uygulandi (8 hafta).

Deney-8: Siyatik sinir kesildi, u¢ uca epinéral tamir uygulandi ve giinliik olarak

Omega-3 balik yag verildi (8 hafta).

3.1. Cerrahi Prosediir

Caligmaya alinan tiim ratlar tartildiktan sonra profilaktik olarak intraperitoneal tek
doz 20mg/kg sefazolin sodyum uygulandi. Ardindan 50 mg/kg ketamin (10 ml Ketasol
%10 Richter Pharma ag Wels, Austria) ve 5 mg/kg xylazin (50 ml Xylazinbio %2
Bioveta Cek Cumbhuriyeti) karisimi intraperitoneal olarak verildi. Ardindan cerrahi
bolge tiras edildi ve cilt PVD iodin ile dezenfekte edildi. Prone pozisyonda yatan
ratlarin cildine bistiiri yardimiyla yaklasik 3 cm uzunlugunda sag uyluga paralel bir kesi
yapildi. Cilt insizyonunu takiben ciltalti gec¢ildi ve kas yapilara ulasildi. Femoral ve
gluteal kaslar arasindan kiint disseksiyonla sag siyatik sinire ulasildi. Siyatik sinir

bistiiri yardimiyla tam kat diizgiin kesi yapilarak kesildi. Ardindan kesilen siyatik sinir
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mikroskop esliginde 7-0 prolene ile epindral olarak tamir edildi (Sekil 5). Operasyon
sonras1 anatomik yapiya uygun olacak sekilde tiim katlar kapatildi.

Literatiirde Omega 3 ile ilgili yapilan farkli ¢alismalar bulunmaktadir. Ratlarin
Omega 3’1 200 mg’ a kadar tolere edebildigi ve farkli hastalik gruplarinda onleyici ve
tedavi edici etkilerinin bulundugu arastirmalar mevcuttur.>® Ratlarin bu 6zelligi goz
Online almarak calismamizda Omega 3 kullanimi 150 mg/kg olarak belirlendi.
Calismamizda ‘ZADE/VITAL’ (Konya) ilag firmasindan alinan saf balik yagi (360
mg/kg eikosapentaenoik asit (EPA), 240 mg dokosaheksaenoik asit (DHA) ve diger yag
asitleri) kullanilmistir. Tedavi-4 ve tedavi-8 gruplarindaki ratlara uygun olarak 4 hafta
ve 8 hafta boyunca giinliik olarak oral Omega 3 gavaj yoluyla belirlenen dozda giinde
bir kez verilmistir (Sekil 6). Gavaj sirasinda kontrol-4 grubundan (sol bacak sham
grubu) bir adet, deney-4 grubundan bir adet, deney-8 grubundan 1 adet hayvan
hemoptizi nedeniyle eksitus oldu ve ¢alismaya dahil edilmedi.

Sekil 5. Epinodral tamir sonrasi siyatik sinirin cerrahi mikroskop goriintiisii
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Sekil 6. Ratlara gavaj yardimiyla oral omega 3 uygulanmasi

3.2. Degerlendirme Yontemleri
3.2.1. Fonksiyonel ve Elektrofizyolojik Degerlendirmeler
3.2.1.1. Mekanik Plantar Test (Aesthesiometer)

Calismanin  klinik degerlendirilmesi Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyofizik Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildi. Mekanik plantar test ratin arka
pengesine yapilacak dokunmaya hayvanin duyarliliginin belirlenmesi igin yapilir.
Deneyin 4. ve 8. haftalarinda Mekanik plantar testler Dinamik Aesthesiometer
kullanilarak yapildi (Dynamic Plantar Aesthesiometer 37450 UGO BASILE-ITALY).
Dynamic plantar aesthesiometer, Von Frey filamentlerinin ¢alisma prensiplerine
dayanarak dokunmaya bagli hassasiyet 6l¢iimii yapilir. Ratlar gozenekli temiz metal bir
zemin lizerinde plastik odaciklara yerlestirildi. Daha sonra paslanmaz g¢elikten 0,5 mm
kalinligindaki filamentli uyarici probla ratin sag arka pengesinin plantar yiiziine gelecek
sekilde kuvvet uygulamasi yapildi. Rat pengesini ¢ektiginde, mekanik uyarim otomatik

olarak durur ve kuvvet kaydedildi (Mekanik Esik). Ayni islem deneklerin sol arka ayak

13



pencesine de uygulandi. Bu geri ¢ekme yanitlar1 10 saniyelik araliklarla ve 5 defa
tekrarlandi. Ratlarin arka pengelerinin tabaninda bir hasara yol agmamasi igin
maksimum kuvvet olarak belirlendi (cut off time; 50 gr). Alinan verilerin ortalama +

standart hatalar1 hesapland1 (Sekil 7).

Sekil 7. Mekanik plantar test sistemi

3.2.1.2. Termal Plantar Test

Termal plantar test Olgiimii, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali Laboratuvari’nda deneyin 4.ve 8. haftalarinda Hargreaves metodu
kullanilarak termal latans Olgiimleri yapildi. Hargreaves metodu, ratlarin arka ayak
pengelerinin plantar yiizeylerinin ortasina asagidan radyan 1s1 (kiziltesi 151k kaynag),
fokuslanmis 151k demeti seklinde uygulanarak yapildi. Termal latans Ol¢timleri plantar
test unit (MAY PWAMO903) cihazi ile yapildi. Deneylere baglamadan 6nce ratlarin
ortama uyum saglamalar1 yaklasik 10 dakika, sicakligi 30°C’ye ayarlanmis ve
sabitlenmis piiriizsiiz cam zemin {izerine plastik bdlmeli odaciklara yerlestirildi
(10x20x24 cm). Cam tabakanin altinda bulunan hareketli radyan 1s1 kaynagi (8 V- 50 W
halojen ampul) probu ratin sag arka pengesinin plantar bolgesinin orta kismina termal
olarak bir kiz1l6tesi 151k kaynag ile uyarildi. Rat agriy1 hissedip ayagim c¢ektiginde, bir
fotosel yansiyan 1sik demetindeki kesintiyi dedekte ederek I.R. jeneratorii otomatik
olarak kapar ve zaman sayacinin durdurarak gecikme zamani (Latans) belirlendi. Ayn

islem deneklerin sol arka ayak pencgesine de uygulandi. Maksimum uyarim siiresi (cut
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off time) ratin pengesinde bir hasara yol agmamasi i¢in ayarlandi (25 s). Ardisik
Ol¢timler 5 dakika araliklarla 5 kez alindi. Alinan verilerin ortalama + standart hatalari

hesapland: (Sekil 8).

» -

Sekil 8. Termal plantar test sistemi

3.2.1.3. Elektrofizyolojik Degerlendirme

Ratlara mekanik ve termal plantar test uygulandiktan sonra sinir tamirinin 4. ve 8.
haftalarinda anestezi altinda ilk cerrahi operasyonda kullanilan insizyon hattindan
girilerek cilt, cilt alt1 plan ardindan gluteal ve femoral kaslarin diseksiyonunu takiben
siyatik sinire ulasildi. Ardindan proksimalde siyatik ¢entige, distalde dallanma
noktasina kadar diseke edildi ve bu noktalardan eksize edildi.

Elektrofizyolojik degerlendirmede kullanilmasi i¢in Krebs ¢ozeltisi distile su ile
belirtildigi sekilde [(mM/L); NaCl 120, MgSO4 1.2, KCI 4.6, CaCl2 1.5, Glikoz 11,
KHPO4 1.2, NaHCO3 20] hazirlandi. Cozelti, igerisindeki iyon konsantrasyonun
tamamen homojenize olmast ve ¢Okmenin engellenmesi icin santrifiij cihazi ile
calkalandi.

Hazirlanan ¢6zelti Nerve Chamber cihazinin elektrotlarina yerlestirilen siyatik

sinire temas edecek seviyeye kadar hazneye dolduruldu (Sekil 9).
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Sekil 9. Nerve chamber ile siyatik sinir degerlendirilmesi

Nerve Chamber diizenegi hazirlandiktan sonra Biopac MP150 cihaz1 kullanilarak
bilgisayara baglandi ve BSL Pro programu ile 6lgiimler yapildi. Elektrofizyolojik deney
sirasinda elektrotlardan 10 mV stimiilasyon uygulandi ve siyatik sinirde olusan aksiyon

potansiyeli ile latans siire dl¢iimleri yapilarak kaydedildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Biopac MP150 Nerve Chamber ile aksiyon potansiyeli ve latans siire él¢iimii

3.2.1.4. Fonksiyonel ve Elektrofizyolojik Degerlendirmelerin Istatistiksel

Analizi

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket
programi kullanildi. Kategorik Olgiimler say1 ve yiizde olarak, sayisal Ol¢limlerse
ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum- maksimum) olarak

Ozetlendi. Sayisal dl¢ilimlerin normal dagilim varsayiminmi saglayip saglamadigi Shapiro
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Wilk testi ile test edildi. Ikiden fazla grubun sayisal &lgiimlerinin genel
karsilastirilmasinda varsayimlarin saglanmasi durumunda Tek Yonlii Varyans Analizi,
varsayimlarin saglanmamasi1 durumunda ise Kruskal Wallis testi kullanildi. Bu
karsilagtirmalarda anlamli bulunan durumlar i¢in gruplarin ikili karsilastirilmalarinda
varsayimlarin saglanmast durumunda grup i¢i varyanslar homojen oldugundan
Bonferroni testi kullanildi. Gruplarin ikili karsilastirilmalarinda  varsayimlarin
saglanmamas1 durumunda ise Bonferroni diizeltmesi yapilmis Mann Whitney U testi

kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0,05 olarak alindu.

3.2.2. Histomorfolojik degerlendirmeler
3.2.2.1. Isik Mikroskobi Yontemleri

Isik mikroskobik incelemeler igin biitiin gruplardan alinan siyatik sinir dokusu
ornekleri %10’luk notral formalin icerisine alinarak 3 giin boyunca bekletildi ve tespit
gerceklestirildi. Daha sonra formalinin uzaklastirilmasi i¢in dokular su ile yikandi ve
Leica TP 1020 Ototeknikon Cihazi ile Tablo 1’de belirtilen doku takip yontemi
uygulandi.

Tablo 1. Isik mikroskobik doku takip islemi

Oda sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda sicakliginda %70’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %80’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol+ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat

60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Bloklama islemini takiben mikrotom (Leica TP1020, Germany) ile 5 pm

kalinliginda alinan histolojik kesitlere Kliiver Barrera boyama yontemi uygulandi.

Olimpus BX53 151k mikroskobunda incelendi ve fotograflari alindu.
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Kliiver Barrera Boyama Protokolii

Tim gruplardan elde edilen siyatik sinir doku kesitleri deparaffinize edildikten
sonra distile sudan gegirildi. Boyama oncesinde kesitler sirasiyla %100, %96 ve %80
etanolden gegirilerek deparafinizasyon ve rehidrasyon islemleri gergeklestirilti,
ardindan distile su ile yikandi. Miyelin liflerini boyamak amaciyla kesitler %0.1°lik
Luxol Fast Blue ¢6zeltisinde 56 °C’de 16-18 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
%095 etanol ve distile su ile yikama yapilarak arka plan boyasini uzaklastirmak igin
diferansiyasyon adimi uygulandi. Diferansiyasyon, kesitlerin sirasiyla %0.05 lityum
karbonat ve %70 etanol soliisyonlarina birkag saniyelik araliklarla daldirilmasiyla
gerceklestirildi ve mikroskop altinda kontrol edilerek optimum kontrast elde edildi.
Ardindan krezil viyole ile yaklasik 5-10 dakika siireyle boyama yapildi ve sonrasinda
%95 etanol ile hafifce farklilastirildi. Dehidrasyon ig¢in %95 ve %100 etanol serileri
kullanildi, takiben ksilen ile saydamlastirildi ve lamel ile kapatilarak montaj islemi

tamamlandi. Boyama sonucunda miyelin lifleri mavi renkte degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Siyatik Sinir Isik Mikroskobik Bulgulari
4.1.1. Sham Grubu

Siyatik sinir hasar1 olusturulmayan ve herhangi bir islem yapilmayan sham
grubuna ait sigcanlardan elde edilen ve Kliiver-Barrera ile boyanan siyatik sinir doku
orneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde; normal histo-morfolojik yapinin
korundugu ve periferik sinirin distan bag dokusu yapisinda epindryum ile sarili oldugu
izlenmektedir. Epinéryumdan uzanan daha ince ve bag dokusu yapisinda olan
perindryumun sardig1 sinir fasikiillerinde aksonal organizasyonun homojen ve diizenli
oldugu gozlendi. Sinir fasikiilleri icerisindeki her bir sinir lifini ise perinéryumdan
uzanan ve daha ince bag dokusu yapisinda olan endonéryumun gevreledigi goriildii.
Endondryumun altinda oval ya da yuvarlak cekirdekleri ile ayirt edilen Schwann
hiicrelerinden olugsan ndrilemma kilifinin varligr ayirt edildi. Miyelinli aksonlarin
diizenli dagilim gosterdigi, miyelin kiliflarinin  kompakt yapisinin ve boyanma
yogunlugunun oldukga belirgin oldugu goézlendi. Miyelin kiliflarinin Kliiver-Barrera’ya
Ozgii mavi renkte secildigi, bu da miyelin bitinligiinin korunmus oldugunu
diislindirdii.  Aksoplazmik  yapilar homojen  goriiniim  sergilemekte olup,
demiyelinizasyon, vakuolizasyon veya aksonal dejenerasyon bulgularina rastlanmadi.
Sinir fasikiilii i¢indeki aksonlar arasinda diizenli araliklarin korunmus oldugu ve
aksonal organizasyonun siirdiigii dikkati g¢ekti. Endonéryum alanlarinda glial hiicre
niikleuslar1 smirli sayida izlendi ve herhangi bir reaktif proliferasyon bulgusu
gozlenmedi. Bu bulgular, sham grubunda herhangi bir travmatik ya da dejeneratif
sirecin aktif olmadigin1 ve periferik sinirin fizyolojik biitlinliigiinii korudugunu

gostermektedir (Sekil 11).
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Sekil 11. Sham grubundan elde edilen siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Siyatik
sinirin etrafin1 saran bag dokusu yapisindaki epindoryum (Epi) normal histolojik yapida
izlenmektedir. Aksonlarin (oklar) etrafinda bulunan miyelin kilifin (mk) ise mavi renge boyandigi
ve normal histolojik yapida oldugu gozlenmektedir. Bazi1 alanlarda kan damarlar1 (ok basi)
goriilmektedir. Bar=50pm.

4.1.2. Kontrol Grubu

Siyatik sinirde hasar olusturulan ve hasardan 4 hafta sonra sakrifiye edilen
sicanlardan elde edilen ve Kliiver-Barrera ile boyanan siyatik sinir doku 6rneklerinin
151k mikroskobik degerlendirmesinde; sinirin distan, fibréz bag dokusu yapisinda
epindryumla cevrili oldugu goriildii. Bu gruba ait sicanlardan elde edilen sinir doku
kesitlerinde miyelinli sinir liflerinin cogunda dejeneratif degisikliklerin oldugu, miyelin
kilifin lamellar yapisinda bozulmalarin meydana geldigi tespit edildi. Epindryal bag
dokusu tabakasinin varligr siirmekle birlikte, perindryumun biitlinliigiinde kismi
diizensizlikler ve organizasyon kaybi dikkati ¢ekti. Sinir fasikiilii i¢inde yer alan
endonodryal matrikste hiicresel yogunlukta artigla birlikte belirgin bir diizensizlik
gozlendi. Miyelinli sinir liflerinde, Kliiver-Barrera boyasmin selektif olarak miyelini
boyama 0Ozelligi sayesinde tespit edilen koyu mavi miyelin kiliflarin bir¢ogunda

diizensizlik, soluklagma ve fragmantasyon gdzlendi. Bazi miyelin kiliflarinin seklinin
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bozuldugu, aksonal yapilarin ise yer yer siliklestigi ve soluk boyandigi tespit edildi.
Ayrica, baz1 endondryal bolgelerde hiicresel yogunluk artis1 gézlenmis olup bu durum,
makrofaj infiltrasyonu ya da olas1 bir rejenaratif hiicresel yanitin varligimi diistindiirdii.
Bu bulgular, olusturulan siyatik sinir hasar modelinin ardindan gegen dort haftalik
siirede sinir dokusunda hem miyelin yapisinda hem de hiicresel mimaride 6nemli
diizeyde patolojik degisikliklerin ortaya ¢iktigini ve heniiz etkin bir rejeneratif yanitin

gelismedigini gostermektedir (Sekil 12).
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Sekil 12. Kontrol-4 hafta grubundan elde edilen siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik
goriintiisii. Siyatik siniri distan saran bag dokusu yapisindaki epinéryum (Epi) izlenmektedir. Baz

alanlarda aksonda (oklar) ve bunlar1 cevreleyen miyelin kihif (mk) yapisinda dejeneratif
degisiklikler (ok baslari) goriilmektedir. Bar = SO0pm.

Siyatik sinirde hasar olusturulan ve hasardan 8 hafta sonra sakrifiye edilen
sicanlardan elde edilen ve Kliiver-Barrera ile boyanan siyatik sinir doku 6rneklerinin
151k mikroskobik degerlendirmesinde; sinir fasikiillerini ¢evreleyen epinoryal bag
dokusu yapisinin genel yapisini korudugu goézlemlenirken, epindryuma kiyasla daha
ince olan perindryumun bazi alanlarda biitiinliiglinii kaybettigi ve sinirlarinin

diizensizlestigi tespit edildi. Sinir lifleri arasinda genis diizensiz bosluklarin olustugu,
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miyelinli aksonlarin yer yer daginik ve diizensiz sekilde yerlestigi goriildii. Miyelinli
liflerin birgogunda mavi renkle belirginlesen miyelin kiliflarda siliklesme ve miyelin
kilifin lamellar yapisinda bozulmalar izlendi. Ozellikle kii¢iik ¢apli miyelinli liflerde
miyelin yapisinin fragmante oldugu, bazi aksonlarin ¢evresindeki miyelin kiliflarin
asimetrik veya c¢okiintiilii goriiniim sergiledigi tespit edildi. Miyelinli aksonlarin
Schwann hiicreleri ile sarili olduklar1 tespit edilirken, bazi alanlarda akson ve miyelin
kilif arasinda bosluklarin olustugu gozlendi. Endondryal bolgede hiicresel yogunlugun
artmasima bagli olarak dejeneratif alanlarda makrofaj benzeri hiicre infiltrasyonu
olabilecegi diisiiniildii. Bu bulgular, sinir kesi hasar1 sonrasi gegen sekiz haftalik siirede
sinir dokusunda parsiyel bir rejenerasyon siirecinin baglamis olabilecegini, ancak tam
bir histolojik organizasyonun heniiz saglanamadigin1 ve rezidiiel dejeneratif izlerin

stirdiigiinii ortaya koymaktadir (Sekil 13).
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Sekil 13. Kontrol-8 hafta grubundan elde edilen siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik
goriintiisii. Siyatik siniri distan saran bag dokusu yapisindaki epinéryum (Epi) izlenmektedir. Baz
alanlarda aksonda ve bunlan c¢evreleyen miyelin kihf yapisinda dejeneratif degisiklikler (oklar)
goriilmektedir. Kan damarlar (*) ayirt edilmektedir. Bar = S0pm.
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4.1.3. Deney Grubu

Siyatik sinirde hasar olusturulan ve 4 hafta siire ile balik yagi ile tedavi edilen
sicanlardan elde edilen ve Kliiver-Barrera ile boyanan siyatik sinir doku 6rneklerinin
151k mikroskobik degerlendirmesinde; sinir dokusunu en distan saran epinodryal bag
dokusunun biitiinliiglinii biiylik dl¢iide korudugu izlendi. Perinéryumun ise siirli bir
fibrotik genisleme ile birlikte nispeten diizenli bir yap1 sergiledigi gézlendi. Miyelinli
sinir lifleri Kliiver-Barrera’nin miyeline selektif affinitesi sayesinde belirgin sekilde
ortaya konulmus olup, miyelin kiliflarda yer yer diizensizlik ve incelme gozlendi.
Bununla birlikte, bazi kiigiik ¢apli sinir liflerinde miyelin kaybinin devam ettigi, buna
karsilik bazi alanlarda yeniden yapilanma gostergesi olabilecek diizenli sinirlara sahip
miyelin kiliflarin varligr dikkat ¢ekti. Endondryum igerisinde Schwann hiicrelerine ait
cekirdekler belirgin olarak izlenirken, bu hiicrelerin yerlesimlerinin akSonal yapilar
cevresinde yogunlastigi ve ndrilemma organizasyonunun biiyiik Olgiide yeniden
sekillendigi gozlemlendi. Baz1 bolgelerde hiicresel yogunlukta artis saptanmis olup, bu
durumun rejeneratif siiregte gérev alan immiin hiicre infiltrasyonu ya da proliferatif
Schwann hiicresi yanitiyla iligkili olabilecegi degerlendirildi. Bu histolojik bulgular,
tedavi sonrasi dordiincii haftada sinir dokusunda yapisal diizelmenin basladigini, ancak
miyelin restorasyonunun heniiz tam olarak tamamlanmadigini ve onarim siirecinin

devam ettigini gostermektedir (Sekil 14).
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Sekil 14. Deney-4 hafta grubundan elde edilen siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.
Aksonlarin (oklar) etrafinda bulunan miyelin kilif (mk) gozlenmektedir. Miyelin kilif etrafinda oval
cekirdekli Schwann hiicreleri (ok baslari) ayirt edilmektedir. Bar = 50pm.

Siyatik sinirde hasar olusturulan ve 8 hafta siire ile balik yagi ile tedavi edilen
sicanlardan elde edilen ve Kliiver-Barrera ile boyanan siyatik sinir doku orneklerinin
151k mikroskobik degerlendirmesinde; dis kismi ¢evreleyen epindryal bag dokusunun
morfolojik biitiinliiglinii biiyiik 6l¢lide korudugu izlendi. Epinéryuma oranla daha ince
yapida olan perindryumun, sinir fasikiillerini belirgin bir sekilde ¢evrelemeye devam
ettigi ve kompakt organizasyonun yeniden saglandigi goriildii. Endondryum igerisinde
yer alan sinir liflerinin biiylik ¢cogunlugunda, aksonal ve miyelin yapinin daha diizenli
ve organize bir goriiniim kazandig tespit edildi. Miyelinli sinir liflerinde, mavi renk ile
boyanmis miyelin kiliflarin normal histolojik morfolojiye sahip oldugu ve yogunluk
acisindan homojen dagilim gosterdigi gézlemlendi. Bazi alanlarda miyelin kiliflarin tam
katl goriinlimii belirginlesmis, aksonal yapilar ise soluk ancak daha net sinirli sekilde
ayirt edilebilmistir. Schwann hiicrelerine ait ¢ekirdeklerin, nérilemma kilifi ¢evresinde
diizgiin bir hat boyunca yer aldig1 gozlendi. Endonéryal alanda, hiicresel yogunlugun

fizyolojik sinirlarda oldugu ve dejeneratif bulgularin minimal diizeyde kaldig1 tespit
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edildi. Ayrica kiigiik capli miyelinli liflerde dejenerasyona dair belirgin bir bulguya
rastlanmamasi, tedavinin miyelin biitiinliigiinii koruyucu etkisi ile uyumlu bulundu. Bu
bulgular, 8 haftalik tedavi siirecinin ardindan periferal sinir dokusunda yapisal
organizasyonun ve miyelin rejenerasyonunun biiylik olgiide yeniden saglandigin
gostermektedir (Sekil 15).
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Sekil 15. Deney-8 hafta grubundan elde edilen siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.
Siyatik sinirin etrafim saran bag dokusu yapisindaki epinéryum (Epi) normal histolojik yapida
izlenmektedir. Aksonlarin (oklar) etrafinda bulunan miyelin kilifin (mk) ise mavi renge boyandig:
ve normal histolojik yapida oldugu gozlenmektedir. Miyelin kilif etrafinda oval ¢ekirdekli Schwann
hiicreleri (ok baslari) ayirt edilmektedir. Bar = 50pm.

4.2. Fonksiyonel ve Elektrofizyolojik Bulgular

Caligma gruplarinin termal plantar test tepki siire ortalamalar1 sham grubu igin
9,8+1,5 sn, 4. hafta kontrol grubu i¢in 12,3+1,2 sn, 8. hafta kontrol grubu i¢in 10,2+0,9
sn, 4. hafta deney grubu i¢in 10,4+0,9 sn, 8. hafta deney grubu igin 9,9+0,6 sn olarak
oOl¢iillip gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p=0,001) (Sekil 16). Gruplar arasindaki

farkliliklar incelendiginde kontrol 4 grubunda olan ratlarin kontrol 8, deney 4, deney 8
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ve sham grubundaki ratlara gore termal plantar test ortalamalarinin yiiksek oldugu
istatistiksel agidan anlamli oldugu saptandi (p<0.05) (Tablo 2).

Calisma gruplarinin mekanik plantar test tepki siire ortalamalari sham grubu igin
20,943,7 sn, 4.hafta kontrol grubu i¢in 37,1+3,1 sn, 8.hafta kontrol grubu i¢in 30,3+3,5
sn, 4.hafta deney grubu i¢in 31,8+7,4 sn, 8.hafta deney grubu i¢in 26,8+5,0 sn olarak
Olctliip gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p<0,001) (Sekil 17). Gruplar arasindaki
farkliliklar incelendiginde sham grubunda olan ratlarin kontrol 4 ve deney 4 grubundaki
ratlara gore mekanik plantar test ortalamalarinin diisiik olmasi istatistiksel agidan
anlamli 1di (p<0.05) (Tablo 2).

Calisma gruplarmin mekanik uyart kuvvet test ortalamalari sham grubu igin
21,14+3,6 N, 4.hafta kontrol grubu i¢in 37,3+3,0 N, 8.hafta kontrol grubu i¢in 30,4+3,5
N, 4.hafta deney grubu i¢in 31,9+7,3 N, 8.hafta deney grubu igin 26,9+5,1 N olarak
Olciiliip gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p<0,001) (Sekil 18). Gruplar arasindaki
farkliliklar incelendiginde sham grubunda olan ratlarin kontrol 4 ve deney 4 grubundaki
ratlara gore mekanik uyar1 kuvvet testi ortalamalarinin diisik (p<0,05); kontrol 4
grubunda yer alan ratlarin ise deney 8 grubundaki ratlarin mekanik uyar1 kuvvet testi
ortalamalarina gore yliksek olmasi istatistiksel agidan anlamli bulundu (p<0.05) (Tablo
2).

Calisma gruplarinin ortalama aksiyon potansiyelleri sham grubu i¢in 59,1+7,2
mV, 4.hafta kontrol grubu i¢in 27,6+3,8 mV, 8.hafta kontrol grubu i¢in 35,4+4,9 mV,
4.hafta deney grubu i¢in 41,6+2,8 mV, 8.hafta deney grubu igin 45,7+2,6 mV olarak
Ol¢iiliip gruplar arasi fark anlamli bulunmustur (p<0,001) (Sekil 19). Gruplar arasindaki
farkliliklar incelendiginde Sham grubunda olan ratlarin kontrol 4, kontrol 8, deney 4 ve
deney 8 grubundaki ratlara gore ortalama aksiyon potansiyelleri ortalamalarinin yiiksek
oldugu (p<0,05); Kontrol 4 grubunda olan ratlarin ise Kontrol 8, Deney 4 ve Deney 8
grubunda yer alan ratlara gore ortalama aksiyon potansiyelleri ortalamalarinin diisiik
(p<0,05); Kontrol 8 grubunda olan ratlarinda Deney 8 grubunda yer alan ratlara gore
ortalama aksiyon potansiyelleri ortalamasinin daha diisiik olmasi istatistiksel a¢idan
anlamli idi (p<0.05) (Tablo 2).

Calisma gruplarinin ortalama latans siireleri sham grubu i¢in 9,1+1,3 ms, 4.hafta
kontrol grubu i¢in 12,4+1,1 ms, 8.hafta kontrol grubu i¢in 10,5+0,9 ms, 4.hafta deney
grubu i¢in 10,2+0,8 ms ve 8.hafta deney grubu igin 9,7+1,0 ms olarak oSl¢iiliip gruplar
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aras1 fark anlamli bulunmustur (p<0,001) (Sekil 20). Gruplar arasindaki farkliliklar
incelendiginde kontrol 4 grubunda olan ratlarin sham ve deney 8 grubundaki ratlara

gore ortalama latans siiresi ortalamalarinin yiiksek olmasi istatistiksel a¢idan anlamli

bulundu (p<0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Cahsma gruplarimin termal test, mekanik test, kuvvet test, aksiyon potansiyeli ve latans

siirelerinin ortalama, medyan ve standart sapmalari

Sham Kontrol-4 Kontrol-8 Deney-4 Deney-8 p
(n=7) (n=7) (n=8) (n=7) (n=7)
Termal 9,8+1,5° 12,341,240 10,2+0,9 10,4+0,9 9,9+0,6 0.001
plantar test 9,9(7,2-11,3) 12,2(10,5-14,4) 9,9(9,4-12,3) 10,9(9,3-11,5) 9,9(8,9-10,7) '
Mekanik 20,9+3,7%F 37,143,1 30,343,5 31,8+7,4 26,8+5,0 <0.001
plantar test 19,7(16,6-26,7) 37,0(32,4-41,4) 30,3(24,1-35,5) 29,9 (22,9-41,5) | 24,5(21,2-33,9) '
Kuvvet test 21,1£3,6 %% 37,3+3,0° 30,4+3,5 31,9+7,3 26,9+5,1 <0.001
20,0(16,9-26,9) 37,2(32,7-41,5) 30,4(24,3-35,7) 30,1(23,1-41,6) 24,6(21,5-34,0) '
Aksiyon 59,1£7,2 %% 27,6+3,8%%0 35,4+4,9° 41,6+2,8 45,7+2.6 <0.001
potensiyali 57,0(54,0-75,0) 29,0(23,0-32,0) 33,5(30,0-43,0) 42,0(37,0-45,0) 46,0(42,0-49,0) '
Lo 9,1+1,3° 12,4+1,1° 10,5+0,9 10,2+0,8 9,7+1,0 <0.001
9,3(7,0-10,4) 12,3(10,6-14,1) 10,6(9,0-11,8) 10,1(8,7-11,0) 9,7(8,0-10,9) '

Veriler ortalama+standart sapma, medyan(min-maks) olarak 6zetlenmistir.
PKontrol-4 ile karsilastinldiginda p<0,05, “Kontrol-8 ile karsilagtirildiginda p<0,05, *Deney-4 ile
karsilastirldiginda p<0,05, *Deney-8 ile karsilastirildiginda p<0,05.

p=0,001
12,507 I
| 1 T
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Sekil 16. Termal plantar test tepki siirelerinin karsilastiriimasi
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Sekil 17. Mekanik plantar test tepki siirelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 18. Mekanik uyari sonrasi kuvvet test karsilastirilmasi
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Sekil 20. Latans siirelerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Giliniimiizde trafik ve is kazalariin artmasi, sporun hayatimizda daha fazla yer
almaya baslamasi, toplumsal siddet olaylarinin artmasi sonucu atesli silah ve kesici-
delici aletle olusan yaralanmalara daha sik rastlanmasi periferik sinir yaralanmasi ve
Onemini arttirmaktadir. Travma hastalarinin yaklasik %2,8’inde meydana gelen
periferal sinir hasarlari; motor, duyusal ve otonom islevlerinin kismi veya tam kaybina
neden olmaktadir. Neden ne olursa olsun, periferik sinir yaralanmasi sonucu olusan
klinik tablo kisilerin giinlilk yagamini etkilemekte ve Onemli Olciide is-glic kaybina
neden olmaktadir.*®

Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisi yaralanmanin sekli, lezyonun yeri, ¢evre
dokularin durumu ve eslik eden yaralanmalar nedeniyle degisiklik gostermektedir.
Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde cerrahi tedavi ve medikal tedaviler
uygulanmaktadir. Literatiir incelendiginde bir¢cok deneysel sinir yaralanmalar1 yapilmis
ve kullanilan maddelerin sinir iyilesmesi iizerine etkinligi arastlrllmlstlr.61’62 Bu
kapsamdaki calismalarin ortak noktasi, disardan eklenen farkli biyolojik maddeler ile
travmaya ugramis akson etrafindaki mikro c¢evrenin ve buna bagli olarak sinir
rejenerasyonunun hiicresel diizeyde degistirilmesidir.

Literatiir incelendiginde periferik sinir yaralanmasi ile ilgili; sinir iyilesmesini,
sinir yaralanmas1 sonrast fonksiyonel ve histopatolojik degisiklikleri, farkli etkenleri,
cesitli cerrahi yontemleri ve medikal tedavilerin etkinliklerini degerlendiren
¢aligmalarda sigan siyatik sinirinin yaygin olarak kullamldig tespit edilmistir.®® Siganlar
barindirilmasi ve kullanimi kolay, kiigiik boyutlarda, ve maliyet olarak nispeten
ucuzdurlar. Insan sinirleri ile boyut ve morfoloji agisindan benzerlikleri
bulunmaktadir.*® Sigan siyatik sinirinin uzun seyri, polifasikiiler mikst tip bir sinir
olmasi, kolayca diseke edilebilmesi ve manipiilasyona izin vermesi, sinir trunkuslarinin
insanlarinkine benzer sekilde olmasi, ayni anda ¢okga farkli tip ve boyutta akson
icermesi; ¢alismalarda tercih edilmelerinin 6nemli sebeplerindendir.65’66

Sinir yaralanmalarin1 ve rejenerasyonu degerlendirirken olusturulacak lezyon
tipinin se¢imi ¢alismada onemli bir yer tutmaktadir. Periferik sinir hasarini inceleyen
caligmalarda sican siyatik siniri ezilme hasar modeli ¢okca tercih edilmistir.65 Bu

modelin avantajlari; ezilme yaralanmasi olusturma kisminin kiyasla daha kolay olusu,
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yaralanma sonrasinda cesitli yontemlerle daha kolay degerlendirilebilmesi olarak
gosterilse de sinire verilen hasarin standartlastirilmasi hususunda ortak bir goriise
varilamamistir. Tasarlanan ¢alismada sinir lezyonu sonrasinda tedavinin etkinligi
tizerine calisilacaksa; ezilme tipi yaralanmanin klinik pratikte ¢ok daha az siklikta
goriildiigli konusu 6nem arz etmektedir. Ayrica ezilme yaralanmasinda normal sartlarda
goriilen, herhangi bir miidahale yapilmaksizin neredeyse tam elektrofizyolojik ve
fonksiyonel iyilesme, calisilacak  bir  terapdtik  miidahalenin  islevinin
degerlendirilmesinde olduk¢a az firsat sunar. Calismalarda giinliik pratikte nispeten
daha sik goriilen tam kat kesi lezyonlarinin kullanilmasinin, klinik agidan daha anlaml
ve daha az Ongilriilebilir sonuglar1 ortaya ¢ikardigi gt')rl'ilmektedir.67 Biz de
calismamizdaki hasar modelinde, rat siyatik sinir tam kat kesi lezyonu uygulamasini
tercih ettik.

Bu ¢alismamizdaki amacimiz; periferik sinir yaralanmalarinda oral omega-3 yag
asitlerinin tam kat sinir kesilerinde sinir iyilesmesi {lizerine olan etkisini gostermektir.
Caligmamizda omega-3 yag asitlerini kullanmamizin nedeni omega-3 yag asitlerinin
antioksidan, antiinflamatuar ve antifibrotik maddeler olmalaridir.

Antioksidan maddelerin sinir fonksiyonunu koruyucu etkisi literatiirdeki
caligsmalar ile gosterilmistir. Yapilan arastirmalarda EPA ve DHA’nin ayr1 ayr1 veya
birlikte kullanimindan sonra oksidatif stresin azaldigir gosterilmistir. Bu etkinin olasi
mekanizmasinin omega-3 yag asitlerinin immiin modiilasyon etkisine ve lokosit
aktivasyonunu azaltmasina bagli oldugu dl'isiim'ih'iyor.68

Omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri olan EPA ve DHA ‘dan insan viicudunda
biosentezlenen Noroprotektin D-1 cerrahiyi takiben kornea sinirinin rejenerasyonunu
ve periferik sinir yaralanmasindan sonra noropatik agriyi onledigi gosterilmistir.®
Xiangrong ve ark., sicanlar iizerinde yaptiklart deneysel travmatik beyin hasarini
takiben omega-3 yag asitlerinin mikroglial polarizasyonu modiile ederek inflamatuar
yanit1 azalttigini ve noroprotektif etkilere yol agtigini gostermektedir ®.

Tang ve ark., tarafindan sicanlar iizerinde yapilan ¢aligmada omega-3 yag asitleri
pro-inflamatuar sitokinleri zayiflatarak ve bu sitokinlerin serum seviyelerinde azalma
oldugunu gostererek omega-3 yag asitlerinin antiinflamatuar etkisini gostermisler.”

Periferik sinir hasar1 ve rejenerasyonun degerlendirilme yontemleri igin

calismalarda, histopatolojik incelemeler, elektrofizyolojik testler ve fonksiyonel testler
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gibi bir¢ok farkli degerlendirme metodlari kullanilmstir."* Burada tiim degerlendirme
yontemleri hasarin ve rejenerasyonun; farkli yonlerini, farkli asamalarini daha 1yi
degerlendirebilmektedir. Calismalar uygun testlerin kombine olarak kullanilmasini

gerektigini géstermektedir.63’72

Bizim arastirmada da g¢alisma gruplarina hem
histomorfolojik hem de fonksiyonel ve elektrofizyolojik yontemler uygulandi.

Sinir hasar1 sonrasinda yapilacak histomorfolojik degerlendirmenin siiresi
konusunda literatiirde bir fikir birligi olmadigr gorilmektedir. Unda ve ark.’r ratlar
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada rat siyatik sinir ligasyon modelinde oral omega-3 yag
asitlerinin 21 giin uygulamasindan sonra omega-3 verilen gruptaki ratlarin siyatik
sinirlerinde normal aksonal yogunluk ve morfolojinin korundugu, Schwann hiicre
cekirdeklerinin sayisinda artis gézlemlendigini géstermisler.lo Bizim ¢alismamizda ise
4. hafta ve 8. hafta 151k mikroskopisi karsilastirilmasinda deney gruplarinda kontrol
gruplarmma gore epindral bag dokusunun morfolojik biitiinliigliniin biiyiik o6lciide
korundugu, endondéryum igerisinde yer alan sinir liflerinin biiyilk ¢ogunlugunda,
aksonal ve miyelin yapmin daha diizenli ve organize goriiniim kazandigi, miyelin
kiliflarinin yogunluk acisindan homojen dagilim gosterdigi, Schwann hiicrelerine ait
¢ekirdeklerin norilemma kilifi gevresinde diizgiin bir hat boyunca yer aldigi, endonéral
alanda dejeneratif bulgularin minimal diizeyde kaldigi ve tedavinin miyelin
biitiinliigiinii koruyucu etkisi ile uyumlu bulundu. Bu bulgular omega-3 yag asitleri ile
tedavi stlirecinin ardindan periferal sinir dokusunda yapisal organizasyonun ve miyelin
rejenerasyonunun biiyiik 6l¢iide yeniden sagladigini gostermektedir.

Literatiirde elektrofizyolojik degerlendirmelerin 6nemi siklikla vurgulanmakta
olup, aksiyon potansiyelindeki artisin rejenerasyon siirecini tamamlamig motor iinite
sayisindaki artigla iligkili oldugu bildirilmektedir. Latans siiresindeki azalmanin ise

miyelinizasyon diizeyindeki artis1 yansittigi belirtilmektedir."

Huang ve ark.’1
yaptiklar1 calismalarinda elektrofizyolojik testlerin iyilesme ve rejenerasyonun
durumunu gostermede 6nemli oldugunu, fonksiyonel sonuglarin iyi oldugu gruplarda
latans siirelerinin  de istatistiksel olarak kisa oldugunu gostermistir.”* Bizim
calismamizda da deney-8 grubunun latans siire ortalamasi kontrol-4 grubundan anlamli
olarak kisa oldugu ve sham grubuna yakin oldugu goriildii. Calismamizda deney-8
grubundaki sinirlerin aksiyon potansiyeli kontrol-4 grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 olup, omega -3 yag asitlerinin rejenerasyona etkisini gosterir.
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Plantar testlerle yapilan geri ¢cekme refleks Olclimleri sinir hasar1 sonrasi olusan
kiiciik ve biiyiik capli duyu liflerdeki kaybi, bozulmayi, dejenerasyonu ve tedavi sonrasi
iyilesme ve ya rejenerasyon siireclerini degerlendirmek i¢in kullanilan oldukga etkili ve
anlamli yontemdir.”® Termal ve mekanik plantar testte ratlarin arka pengelerine bir hasar
olusturmadan agr1 hissi olusturan mekanik ve termal uyaran verilir ve verilen mekanik
ve termal uyar1 sonrasinda hayvanin (refleks yaniti) pengesini uyarandan geri ¢ekme
stiresi Olgtiliir. Calismamizda omega-3 balik yag1 verdigimiz deney gruplarinda bu siire
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmustiir.

Martins ve ark.’t periferik sinir yaralanmasi sonrasi tedavi sonuglarmnin
aragtirilmasinda histomorfolojik ve elektrofizyolojik testler arasinda korelasyon
saptayamamislardir.”® Bizim c¢alismamizda ise deney gruplarmin histomorfolojik
incelemesinde ve elektrofizyolojik testlerde kontrol gruplarindan istatistiksel olarak
anlaml1 derecede 1yi oldugu gorildii.

Literatiirde Unda ve ark.’1 tarafindan yapilan rat siyatik sinir ligasyon modelinde
oral omega-3 yag asitlerinin termal hiperaljeziyi ve mekanik allodiniyi etkili bir sekilde
hafiflettigini gostermisler.’® Tapan tarafindan yapilan rat siyatik sinir epinorektomi
sonrasi verilen oral omega-3 yag asitlerinin epindral skar dokusu ve adezyon olusumu
lizerine etkisinin arastirdiklar1 ¢alismada omega-3 yag asitlerinin epindral fibrozisi ve
skar dokusu olusumunu engelledigi ve sinir rejerasyonunu olumlu yonde etkiledigi
goriilmiistiir.”” Literatiirde klinik olarak daha cok rastladigimiz sinir tam kat kesi tamir
modelinde omega-3 yag asitlerinin etkinligi ¢alisilmamisti. Bizim ¢alismamizda oral
omega-3 yag asitlerinin rat siyatik siniri kesi tamir modelinde fonksiyonel,
eletrofizyolojik ve histomorfolojik sonuglariyla etkili bir tedavi olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir.

Calismamizda bazi kisithliklar mevcuttur. Maliyet acgisindan pahali olmasindan
dolay1r c¢alismamizda siyatik sinirin histomorfolojik degerlendirilmesi igin elektron
mikroskopu kullanilmamustir.

Histomorfolojik inceleme yapilabilmesi i¢in eksize edilen siyatik sinirlerden
kesitlerin uygun degerlendirilebilmesi i¢in siitiir materyalinin ¢ikarilmas1 gerekti, siitiir
materyali ¢ikarilirken tamir hattinda sinirli da olsa akut bir yaralanma meydana geldi.

Bu yaralanma histomorfolojik incelemelerin sonuglarina olumsuz etkilemis olabilir.
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6. SONUC

Periferik sinir yaralanmalarinin ardindan sinir dokusunun yeniden yapilanmasi
(rejenerasyonu) ve fonksiyonel iyilesmenin saglanmasi, hastalarin giinliik yasamlarina
ve is hayatlara geri doniisleri agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu iyilesme siirecini
destekleyecek etkili tedavi yaklagimlarina ihtiyac duyulmakta olup, literatiirde sinir
rejenerasyonunu  olumlu yonde etkileyebilecek g¢esitli tedavi  modaliteleri
tanimlanmustir.

Noroprotektif etkisi literatiirde pek ¢cok kaynak tarafindan gosterilmis olan omega-
3 yag asitlerinin kesi tamir sonrasi oral olarak uygulanmasinin pozitif etkilerini
calismamizda gosterdik. Ozellikle deney gruplarmin hem histomorfolojik hem de
fonksiyonel ve elektrofizyolojik testlerde kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gordiik. Istatistiksel analizlerin tiimiinde anlamli sonug elde edilerek
sham grubu ile kontrol ve deney gruplarinin karsilastirilmasinda goriilen fark uygulanan
tedavinin sinir iyilesmesi ve rejenerasyon siirecine olumlu etkisi oldugunu gosterdi.

Omega-3 yag asitlerinin oral olarak uygulamasi hayvan modelinde calisilmistir
fakat uygulanan model insanlarda da kullanima uygundur ve gercek klinik uygulamaya
uyarlanabilecek bir calismadir. Klinik kullanimi durumunda periferik sinir yaralanmasi
sonras1 fonksiyonel ve is giici kaybini minimalize edebilecek bir tedavi segenegi

sunabilir.
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