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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmasi sik goriilen yaralanmalardir. Periferik sinirler
merkezi sinir sistemi ile son organlarin arasinda baglantiyr saglar. Hasarlanmasi
duyusal, otonomik ve motor fonksiyon bozuklugu yapabilmektedir. Insidansi
gelismis toplumlarda 100 binde 13-23’tiir. Parmaktaki dijital sinirlerden peroneal
sinir, radial sinir ve brakial pleksus yaralanmalarina kadar genis bir yelpazede
karsimiza ¢ikmaktadir. Yaralanmalar; ti¢ yaralanma mekanizmasiyla karsimiza

¢ikmaktadir. Bunlar; mekanik, iskemik, kimyasaldir.(1).

Periferik  sinir hiicrelerinin 3 tip yaralanmast vardir; segmental
demyelinizasyon, aksonal dejenerasyon ve wallerian dejenerasyondur. Sinir lifi
yaralandiginda kimyasal, fonksiyonel ve morfolojik degisiklikler olur, sinirde bu
degisikliklere wallerian dejenerasyon adi verilir. Dejenere olmus sinirin iyilesip eski

fonksiyonunu kazanmasina ise rejenerasyon adi verilir.(2)

Notrofil, T hiicreleri, makrafoj gibi immiin hiicreler wallerian dejenerasyonda
patojenik etkilerin nedenlerindendir(3). Yaralanma sonrasi immiin sistem devreye
girip immiin mediatorlerin salinimi1 artmakta ve oksidatif stresi de artirmaktadir.

Oksidatif stres de Wallerian dejenerasyonu olumsuz etkilemektedir(4).

Aloperin; ilk olarak Sophora alopecuroides L. adli bitkinin tohumlarindan ve
yapraklarindan izole edilen kinolizidin tipi bir alkaloiddir. Cesitli caligmalarda
antiviral, antitiimoral, antibakteriyel, metastaz Onleyici, antioksidan ve

antiinflamatuvar 6zellikleri bulunmustur.(5, 6)

Bu ¢aligmada amacimiz antioksidan ve antiinlamatuvar etkinligi gosterilmis
olan aloperinenin periferik sinir iyilesmesi {izerine olast olumlu etkisini histolojik,

fonksiyonel ve biyokimyasal incelemektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Periferik Sinir Sistemi Tarihgesi

Periferik sinir ilk olarak Herophilus tarafindan milattan 6nce tigiincii ylizyilda
tanimlanmistir. ilk siiturizasyon ise Egineli Paul tarafindan yapilmistir(7). 16 ve 18.
yilizyillarda periferik sinir ¢alismalart hiz kazanmistir. Sinirin mikroskop altinda
incelenmesi aksonun ve myelin kilifin tanimlanmasini saglamistir. Theodore sinir
hiicrelerini inceleyerek 19. yiizyillda schwann hiicrelerini agiklamistir(8). Agusutsu
Waller sinir hasarlandiktan sonra distal segmentte gergceklesen wallerian
dejenerasyonu 1850°de tanimlamistir(9). ilk mikroskop altinda sinir onarmmini 1864
yilinda Kurze ve Smith yapmistir(10, 11). Gelisen cerrahi teknikler ve teknolojiyle

beraber sinir onarimi1 giderek artmistir.

2.2. Periferik Sinir Sistemi Yapisi

Periferik sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ile son organlar arasinda iki
yonlii uyar1 tasiyan sistemdir. Medulla spinalisin 6n boynuzunda motor, arka
boynuzunda duyu noronlari vardir. Bunlarin aksonlarinin birlesmesiyle periferik sinir
sistemi olusur. Afferent ve efferent lifler bulunur. Afferentler ¢evreden merkeze

uyar1 tagirken efferentler merkezden gevreye uyari tasir(12).

Noron ve noroglia sinir sisteminin temel iki hiicre tipidir. Noronlar; hiicre
govdesi, akson ve dentritlerden olusur. Impulslar1 alan ve ileten ndronlardir, sinapslar
ile birbirleriyle baglanti saglarlar. Noroglialar ise noronlarin destek hiicreleridir.

Satellit ve schwann adinda periferik sinir sisteminin iki tip hiicresi vardir(13).

Periferik sinir sisteminde myelinsiz ve myelinli iki tip akson vardir(14).
Myelin kilif schwann hiicresi tarafindan olusturulur(13). Akson boyunca myelin kilif
boliimleri vardir. Her iki boliim arasinda demyelinize araliklar bulunur, bu araliklara
‘ranvier bogumu’ denir(15). Myelin kilif igeriginde %20-30 protein, %70-80 lipit
vardir(16).

Noronlarin aksonlarinda transmembran potansiyeli mevcuttur. Uyart geldigi
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zaman aksiyon potansiyeli olusur ve akim iletilir. Myelinsiz bir aksonda dalga
formunda akim vardir. Myelinli aksonda ise ranvier bogumlarinda sigrayici akim

vardir ve bu sayede myelinli aksonda akim daha hizlidir(17).

Periferik sinirler birbirinden ayr1 ii¢ kat bag dokusu tarafindan sarilmistir.
Bunlar en igten disa dogru endondéryum, perindryum ve epindryumdur. (Sekil 2.1.)
Endondéryum; en igteki bag doku tabakasidir, tek bir aksonu sarar. Schwann
hiicresiyle yakindan iligkilidir. Kapiller igerir(18). Endondryum her bir aksonu sarar.
Akson demetleri perinéryum tarafindan sarilir ve fasikiilleri olusturur. Perindryum
icerdigi yliksek miktardaki kollajen sayesinde fasikiilleri tensil kuvvetlere karsi
korur, ayrica kan sinir bariyerini de olusturur(19). Tim fasikiiller epindryum
tarafindan sarilir. Fasikiil demetleri epindryum tarafindan bir arada tutulur. Hem
mekanik destek saglar hem de sinire seklini verir(20). Epinéryumun kalinlig1 sinirin
yerlesim yerine gore degisir. Yiizeyel seyreden periferik sinirlerde kalinlig
artmaktadir. Sinir kesitlerinde kalinlig1 %30 ila %70 arasinda degismektedir(21, 22).
Epinéryum ve perindryum sirkumfarensiyel yapidayken, endonéryum longitudinal

yapidadir (23).

Epindryum

Perinoryum

Endontryum
Myelin Kl

o

Akson

Damarlar

Sekil 2.1. Periferik sinir anatomisi ve bag doku katmanlar



Periferik sinirlerde birbiriyle baglantili, ancak fonksiyonel olarak birbirinden
ayr intrinsek ve ekstrinsek iki damar agi vardir.(Sekil 2.2.) Mezondryum isimli
gevsek bag dokusunda yer alan vaza nervorumlar ekstrensek sistemi olusturur. Bu
sistem lokal ilagtan, sempatik uyaridan etkilenir. Endondryum, perinéryum ve
epindryum arasindaki damar agi ise intrensek sistemi meydana getirmektedir(24).
Sempatik uyari, lokal ilaclar bu sistemi etkilemez. Intrensek ve ekstrensek damar ag

arasin1 dengeleyen mekanizma siniri damarsal sorunlardan korur(25).

Extraneural vascular system

Epineurium

Endoneurium

Radicular vessel
Intraneural vascular system

External vascular system

Sekil 2.2. Periferik sinir damarlanmasi(26)

2.3. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir yaralanmasi goriilme sikligir 1:1000 olup, yasam kalitesinde
diistikliik ve dokuda morbiditeye neden olur. Multitravmali hastalarda periferik sinir
yaralanmas1 oran1 yaklagik %2,8 olarak goriilmektedir(27). Periferik sinir
yaralanmasi etyolojisinde; basi, direkt travma, 1s1, radrasyon, elektrik, kontiizyon,
enjeksiyon uygulamalari ve benzeri nedenler bulunmaktadir(28). Periferik sinir
yaralanmasinda ii¢ mekanizma bulunmaktadir, bunlar; gerilme, laserasyon ve

kontiizyondur. Sinir dokusu elastik bir yapiya sahiptir. Ancak gerilme kuvvetine
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maruz kaldiklarinda kuvvetin siddetine gore avulsiyon olmadan aksonlar hasarlanip
fonksiyonlarimi kaybedebilirler. Kuvvetin siddeti daha da artarsa avulsiyon meydana
gelip sinir biitiinliigii de bozulur. Laserasyon tipi yaralanma, keskin bir cismin sinir
biitlinliigiinii parsiyel ya da total olarak bozmasidir. Sinir dokusuna disaridan bir
baski gelmesi sonucu kompresyon tipi yaralanma olusur. Sinirin biitiinliigii korunsa

dahi fonksiyonunda bozulmalar gelisebilmektedir.

Periferik sinir yaralanmasinda en ¢ok Seddon(29) ve Sunderland(30)

tarafindan olusturulan siniflandirmalar kullanilmaktadir

2.3.1. Seddon Simiflamasi

Seddon sinir yaralanma tiplerini ii¢ gruba ayirmistir:

Noropraksi; aksonlarin biitiinliigliniin  korundugu en hafif yaralanma
tipidir(29). Demyelinize alanlar mevcuttur. Sinirin biitiinliigii korundugu igin
Wallerian dejenerasyon goriilmez. Cerrahi miidahaleye gerek kalmaz, tam iyilesme

goruliir.

Aksonometzis; akson ve myelin kilifin tam olarak kesildigi epindryum,
perinéryum ve endondryumun korundugu yaralanma tipidir(28). Yaralanmanin
distalinde duyu, motor, otonom kayip vardir. Wallerian dejenerasyon goriiliir.
Endondral tiipler saglam oldugundan rejenerasyon stireci kendiliginden baslar ve iyi

sonug beklenir.

Norometzis; sinir total olarak kopmustur. Mezenkimal yapilarin ve noral
yapilarin baglantis1 kalmamistir. Yaralanmanin distalinde duyu, motor, otonom kayip
vardir. Wallerian dejenerasyon hasarin distalinde goriiliir. Aksonal yapiya rehberlik

edecek endonoral tiip saglam olmadigindan cerrahi miidahale gerekmektedir.

2.3.2. Sunderland Simiflamasi

Sunderland sinir yaralanma tiplerini bes gruba ayirmigtir



1. Derece hasar; ndropraksiye karsilik gelir.
2. Derece hasar; aksonometzis ile esdegerdir.

3. Derece hasar; akson, schwann hiicre kilifi ve endonéryum hasarlanmaistir.
Endonéryum hasarlandigi icin iyilesmede fibrozis gorilir ve tam iyilesme

beklenmez(31).

4. Derece hasar; epindryum haricindeki tiim mezenkimal destek yapilar noral
yapilar tamamen hasarlanmistir. Iyilesmede fibrozis goriilecegi igin fonksiyonel

kayiplara neden olur. lyilesme olmast i¢in cerrahi miidahale dnerilir.

5. Derece hasar; norometzis esdegeridir ve iyilesme igin cerrahi onarim

gerekir. Noroma gelisebilir.

Tablo 1. Sinir Yaralanmasi Siniflamasi

SEDDON HASAR SUNDERLAND

Noropraksi Myelin kilif 1. Derece

Akson, myelin kilif etkilenmis,
Aksonotmezis perinéryum Ve epindryum 2. Derece
saglam

Akson, myelin kilif ve endonéral
Aksonotmezis tiip devamlilig1 bozulmus, 3. Derece
perindryum ve epindryum saglam

Akson, ,myelin kilif, endonéral,
Aksonotmezis perinéryum, devamlilig1 bozulmus, 4. Derece
epindryum saglam

Norotmezis Tiim sinirin devamlilig1 bozulmus 5. Derece




2.4. Periferik Sinir Hasar1 Patofizyolojisi

Periferik sinir hasar1 sonrasi rejenerasyon siireci i¢in ¢ok karmasik, bir o
kadar da diizenli metebolik ve morfolojik degisiklikler meydana gelir. Bu olaylar
zincirine Wallerian dejenerasyon denir. Hasar sonrasi degisiklik hasar bolgesinde,
sinir gévdesinde, hasarli1 aksonun proksimal ve distalinde meydana gelir. Hasarin
proksimalinde meydana gelen degisime kromatoliz denirken distalindeki dejeneratif
degisikliklere Wallerian dejenerasyon denir. Hasarlanma sonrasi siire¢ hiicre
igerisine kalsiyum akisiyla baslar. Aksonal hasar sonrasi hasar proksimalinde hiicre
govdesi hacmi artar, niikleus perifere gog¢ eder, graniillii endoplazmik retikulum ve
nissl cisimcikleri par¢alanir; buna kromatoliz denir. Hasarin siddeti ve hasarin hiicre
govdesine yakihigi kromatoliz siddetini etkiler. Hiicre govdesine yakin siddetli

yaralanmalar hiicre i¢in 6liimciil dahi olabilir(20).

Akson hasarmin proksimalinde distaldekine benzer bir dejenerasyon goriiliir.
Hasarin proksimalinde birkag internodal segmentte dejenerasyon olusur. 24 saatlik
latent periyodun ardindan hasarin proksimal ucundan kollateral ve terminal aksonal
tomurcuklar olusur. Kalic1 olarak uzanan her bir tomurcuga rejenerasyon initesi adi
verilirken, u¢ kisimdaki boliime biiyiime konisi denir(32). Biiylime konisi ig¢erdigi
aktin filamanlart ve miyozin sayesinde hareketli filapoid c¢ikintilara sahiptir.
Filapoidler, Schwann hiicrelerinin distal segmentte olusturdugu hiicre kolonlarina
(Biingner bantlar1) hareketi saglar. Biiylime konisinin Schwann hiicre bazal
laminasinda bulunan fibronektin ve laminine afinitesi vardir (ndrotropizm). Bu
sayede aksonal tomurcuklarin biliylime yonii belirlenir(20, 33). Norotropizmi ve

periferik rejenerasyonu potansiyelini Cajal 1928 yilinda ilk defa tanimlamigtir(33).

Akson hasarmin distal segmentinde myelin kilifta ve aksonda gerceklesen
dejenerasyona Wallerian dejenerasyon denir. Wallerian dejenerasyon 48-96 saat
icerisinde gerceklesir. Wallerian dejenerasyonda ana aktdr schwann hiicresidir. Hasar
alan aksondaki schwann hiicresi aktif hale gelir. Aktiflesen schwann hiicresi
salgiladigr sitokin ve kemokinler ile damar gegirgenligini artirir. Makrofajin hasarli

bolgeye go¢ etmesini saglar. Ayrica endondral mast hiicreleri salgiladiklari serotonin



ve histamin ile parmeabiliteyi artirarak makrofaj gegisini hizlandirir. Schwann ve
makrofajlar myelin kilif ve akson kokenli maddeler temizlenir. Tim debris
temizlenince schwann hiicreleri bazal membran boyunca dizilerek biingner bantlar
olarak bilinen hiicre kolonlar1 olusturur. Bilingner bantlar trofik zengindir ve akson

tomurcuklarina rehberlik edecek endonoral tiipti olusturur(34).

Rejenerasyon sirasinda sinir govdesinde kromatolizde ters yonde calismaya
baslar. Niikleus sinir hiicresinin merkezine geri gelir. Aksonal tomurcuklar proksimal
giidiikten endondral tiip rehberliginde distale ilerler. Hedef organa ulastiklarinda
akson filizlerinin olgunlasip iizerleri schwann hiicresi tarafindan miyelin kilif
kaplanir(35). Endonéral tiip yerine bag doku igerisinde ilerleyen akson filizleri
noroma olusumuna neden olur(36). Hedef organa temas: olmayan akson filizleri

zaman igerisinde kaybolurlar(37).

Periferik sinir yaralanmasi sonrasi hedef organda da degisikliklere neden olur.
Klinik etkilenen periferik sinir tiirtine gore farklilik gosterir. Motor sinir
yaralanmalarinda hastalarda refleks kaybi1 ve kaslarda atrofi goriiliir. Duyu siniri
hasar aldiginda etkilenen dermatomda duyu defekti ancak g¢evredeki saglam duyu
sinirleri nedeniyle duyuda total kayip izlenmez. Motor lifler etkilenmis ise
vazomotor yanit kaybolur deride kizariklik ve 1s1 artigi olur. Terleme olmaz ve

soguga refleks yanit gelismez.

2.5. Sinir Rejenerasyonuna Etkileyen Faktorler

2.5.1. inflamasyon

Sinir rejenerasyonu i¢in hizli ve etkin inflamasyon gerekir. Sinir hasarin
distalindeki meydana gelen Wallerian dejenerasyon sinir liflerini etkiledigi gibi
inflamatuar siirecin de baslaticisidir. Wallerian dejenerasyonun erken inflamatuar
stirecinde Schwann hiicre aktivasyonu, miyelin kilif fagositozu ile ilgili inflamatuvar
aracilari, komplemani ve arasidonik asit meteboliklerini igerir. Sinir hasar1 sonrasi
noroinflamasyon siireci baglar(38). Bu siire¢ dinamiktir. Sinir de fonksiyonel

iyilesme elde edebilmek i¢in sinir hasarlandiktan sonra rejenerasyon siirecindeki



dinamik inflamasyon siireci hakkinda detayli bilgi sahibi olmak gerekir(3).
Inflamatuvar yanitta hem hiicresel (Schwann hiicre aktivasyon kapiller gecirgenlik
artis1 makrafoj gogii) hem de hiimoral bagisiklik (kompleman sistem aktivasyonu,

arasidonik asit metebolitleri, sitokinler ) gorev alir(39, 40).

Sinir hasari1 sonrasi kan sinir bariyeri bozulur. Schwann hiicreleri Toll-like
reseprorii (TLR) ekprese edilir. Schwann hiicreleri endojen TLR ligandlan ile
aktiflesir(41). Aktiflesen Schwann hiicreleri inflamatuar sitokinler salarak (IL-6, LIF,

TNF-0, IL10)) immiin hiicrelerin hasar bolgesine toplanmasini saglar(42).

Hasarl1 bolgeden salinan sitokinler dolasimdaki makrofajlarin bolgeye goc
etmesini saglar. Hasar sonrasi 2. giinde baslayan gocg, 7. giinde en yiiksek seviyeye
ulasir. Makrofajlar heterojen yapidadir M1 makrofajlar pro-inflmatuar o6zellige
sahipken, M2 makrofajlar anti-inflamatuar 6zellige sahiptir. Makrofajlarin M1-M2
doniistimii gesitli sitokinler araciligiyla olusur(43). Schwann hiicresinden salinan IL-
10 ve IL-4 makrofajlarin M1-M2 doniisiimiinii saglar(44). M1 makrofajlar akson ve

miyelin fagositozu yaparken M2 makrofajlar rejenerasyona katkida bulunurlar.

Sinir hasar1 sonrasi akson rejenerasyonu igin Sitokinlerin etkileri halen
tartisma konusudur, ¢ilinkii salinan sitokinler ile inflamasyon ve wallerian
dejenerasyon baslar ancak zaman ilerledik¢e dejenerasyonun yerini rejenerasyon
almaktadir. Bu iki zit etki inflamatuar yanitta salinan sitokinler ile ¢ok hassas bir

denge ile ilerler(45). Inflamasyon, sinir hasar1 sonrasi ift tarafli keskin bigaktir.

2.5.1.1. Tiimor Nekrosis Faktor-alfa (TNF-a)

Proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a, Schwann hiicrelerini aktive eder ve
Wallerian dejenerasyonun baslaticisidir(46). Makrofajlar igin kemotaktiktir. Merkezi
sinir sistemi reperflizyon hasarindaki rolii tam olarak aydinlatilsa da periferik sinir
sisteminde iskemi-reperfiizyon hasarindaki rolii tam bilinmemektedir. Ancak

periferik sinir akson bilyiimesini inhibe edici etkisi ¢alismalarda gosterilmistir(47).



2.5.1.2. interkokin-6 (I1L-6)

Interlokin-6 proinflamatuar bir stokindir. Sinir hasar1 sonrasi makrafojlar
birincil IL-6 ireticidir Schwann hiicreleri de IL-6 salgilar. Salgilanan IL-6, immiin
hiicre kemotaksisi i¢in gereklidir. IL-6’nin periferik sinir yaralanmasi iizerine etkisi
tam olarak anlasilamamistir. Yiiksek IL-6’nin periferik sinirde inflamasyonun
uzamasina ve demyelinizasyona neden oldugu gosterilmistir(48). Bir bagka

caligmada ise IL-6’nin pro-rejeneratif oldugu gosterilmistir(49).

2.5.1.3. Interlokin-10 (1L-10)

T ve B lenfositleri, makrofaj ve dentritik hiicreler tarafindan iiretilen
antiinflamatuvar bir sitokindir. Inflamatuvar yamiti sonlandirir bunu makrofajin
saldig1 IL-1, IL-6, TNF-a’y1 azaltarak yapar(50). IL-10’nun aksonal rejenerasyonu
artirdigi ve sinirde skar dokusu olugmasini engelledigi c¢esitli g¢alismalarda

gosterilmistir(51).

2.5.2. Oksidatif Stres ve Antioksidasyon

Hiicrede biyokimyasal tepkimeler sirasinda atom ya da molekiillerin kararli
hallerinden bir elektron eksilerek serbest radikaller olusur. Olusan serbest radikaller
hiicrede bulunan her yapiyla tepkimeye girebilir ve onun yapisin1 bozabilir. Lipid
peroksidasyonu yaparak hiicre zarinin bozulmasina, proteinlerde peptid bagi
hasarina, niikleik asitlerde bozulmalara sebep olabilir. Serbest radikallerin hiicrede
olusturdugu oksidasyon ytikiine oksidatif stres adi verilir. Antioksidan mekanizmalar

ile hiicre bu oksidatif hasardan korunur(52).

Oksidatif stres periferik sinir yaralanmasi sonrasi hasar patogenezinde ciddi
bir etkendir. Yaralanma sonrasi sinir hasarinin esas nedenlerinden biridir ve sinirin
fonksiyonel iyilesmesinde olumsuz etkisi vardir(53). Antioksidan mekanizmalar ile
serbest radikallerin hiicreden uzaklastirilmasi oksidatif stresin inhibe edilmesi sinir

rejenerasyonunu ve fonksiyonel iyilesmesini artirir.(54).
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Periferik sinir sisteminde ¢inko-bakir ve mangan siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, az miktarda katalaz bulunur. Bu metaller ve enzimler
antioksidan tepkimelerden sorumludur. Serbest radikalleri rediikte edip oksidatif

stresi azaltarak hiicreyi oksidatif stresten korurlar.

2.5.3. Norotrofik Etkenler

Travma sonrasi sinir hasar bolgesinden ya da hedef organdan salinirlar.
Akson boyunca retrograd olarak ilerleyip rejenerasyona olumlu katki saglarlar(55).
Iki grup halinde incelemek miimkiindiir. ilk grupta nérotrofin-3, nérotrofin-4, sinir
biiyiime faktdrii ve beyin kaynakli sinir biiyiime faktorii yer alir. ikinci grupta
norotropik etki eden sitokinler vardir ki bunlar, 16kosit inhibitdr faktor ve silier

norotrofik faktordiir.

2.6. Deneysel Periferik Sinir Hasar Modelleri

Deney hayvan modelleri, periferik sinir hasari ve rejenerasyon ¢alismalarinda
siklikla kullamlir. insan ve hayvanlarin periferik sinir anatomisi, fizyolojisi ve
patofizyolojisi birbirine benzerdir, sadece kiiglik farklar vardir. Deney hayvan
modellerinde siklikla kemirgenler kullanilir. Kemirgenlerin anatomisi ve fizyolojisi
iyi bilinir ve insanlara olduk¢a benzerdir. Kemirgenler disinda tavsan, domuz,
maymun, at, kedi, kopek de kullanilabilir ancak hem ulasabilirlik hem de bakim

zorlugu nedeniyle pek tercih edilmez.

Siyatik sinir en ¢ok kullanilan sinirdir. En biiylik sinir olmasindan dolay1
onarim kolayligi saglar(56). Rejenerasyon arastirilmasina yonelik ¢aligmalarda
sinirde aksonotmezis olusturur. Terapotik miidahalelerin arastirildigi deney hayvan

modellerin sinirde siklikla nérotmezis modeli kullanilir.

Hayvan modelinde cesitli parametreler kullanilarak rejenerasyon dereceleri
karsilagtirilir. Duyu ve motor fonksiyon testleri elektrofizyolojik calismalar ve

histolojik incelemelerden elde edilen veriler ile degerlendirme yapilir(57, 58).
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2.7. Periferik Sinir Tamir Teknikleri

Yarali sinirde cerrahi olarak tamirin amaci, Sinir iletiminin esas yapisi olan
aksonlarin devamliligini tekrar saglamaktir. Akson uglart erken donemde dogru

dizilimle kars1 karsiya getirildiginde rehberlik edici 6zellige sahiptir(59).

2.7.1. Siitur ile Dogrudan Tamir

Epindral tamir; klinikte en fazla kullanilan tamir yontemidir. Siitur sinirin en
dis tabakasindan geger(60). Fasikiillere zarar verilmez ve dikis materyali sinir
icerisinde bulunmaz. Fasikiillerden dikis gecilmez ancak uygun fasikiil dizilimi i¢in
kesinin proksimal ve distalinde bulunan fasikiillerin yerlesiminden ve sinir {izerinde

uzunlamasina bulunan epinoral damarlarin seyrinden yararlanilir.

Perinoral (fasikiiler) tamir; fasikiillerin etrafin1 saran perindryumdan dikis
gecilen tamir yontemidir. Fasikiillerin optimal eslesmesini saglayabilir, ancak
teknigin zor kismi1 ayni fasikiilleri karsilikli getirebilmektir. Teknikte sinir icerisinde
dikis materyali kaldig1 i¢in iyilesme sirasinda skar olugsmasina sebep verir. Ek olarak

materyalin yabanci cisim reaksiyonu olusturma riski mevcuttur.

Iki teknigin birbirine iistiinliikleri bulunmamistir(61). En énemli belirleyici,
cerrahin tecriibesinin fazla oldugu tekniktir. Ayrica hangi teknik kullanirsa bir diger
dikkat edilmesi gereken, sinirin gergin tamir edilmemesi, gerekirse greft
kullanilmasidir(62).

Tamir i¢in monoflaman dikisler kullanilir. Emilebilir ya da emilemeyen
Ozellikte tiirleri vardir, ancak daha az yabanci cisim reaksiyonu olusturmasi ve

kullanimin daha rahat olmasi nedeniyle emilemeyen dikisler tercih edilir(31).

2.7.2. Sinir Grefti ile Tamir

Sinirin proksimal ve distal uglar1 arasinda defekt olmasi ya da tamir sirasinda
gerginlik olmast durumunda greft ile tamir yapilir. Altin standart olan otogreft

kullanilmasidir. Siklikla sural sinir otogreft olarak kullanilsa da lateral femoral
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kiitandz sinir, medial antebrakial kiitandz sinirin 6n dali otogreft olarak
kullanilir(31). Allogreftler immiin reaksiyona neden olabildiklerinden ¢ok fazla

tercih edilmezler.

2.7.3. Konduitler ile Tamir

Akson filizlerinin distale ulasmasi i¢in rehberlik edecek kiiclik kanallardir.
Otojen ya da non otojen tiirleri vardir. Non otojenler biyolojik ve non biyolojik
olarak ikiye ayrilir(12). Ven grefti otojen bir kondiiit 6rnegidir ve {li¢ santimetrelik

defektlere kadar kullanilabilir.

2.7.4. Fibrin Yapistirici ile Tamir

Hizli, kolay ve dikis olmadig1 i¢in atravmatik bir metottur. Sinir uclar1 fibrin
yapistircisiyla bir arada tutulur. Dezavantaji inflamatuvar reaksiyonu artirabilir.

Ayrica dikis kadar mekanik giice sahip degildir(63).

2.8. Aloperin

Aloperin, Sophora alopecuroides 1’nin tohum ve yapragindan elde edilen
kinolozidin  alkoloiddir.  Geleneksel Cin tibbindan kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Saflagtirilmig aloperin kristal toz halindedir. Aloperinin sahip
oldugu antiviral, antitiimoral, antibakteriyel, metastaz Onleyici, antioksidan ve

antiinflamatuvar 6zellikler ile ¢ok genis etki spektrumu vardir(5, 6).
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Aloperine

Sekil 2.3. Aloperin molekiiler yapisi (6)

2.8.1. inflamasyon Uzerine Etkileri

Aloperinin giiclii antiinflamatuar 6zelligi vardir. Wang ve ark. aloperinin
inflamatuar infiltrasyonunu azaltip IL-4, IL-5, IL13 salinimini azalttigin1 ve bu
etkiyle hava yollarindaki alerjik inflamasyonu hafiflettigini gostermislerdir(64).
Ayrica yapilan diger ¢alismalarda TNF-a, IL-1p, IL6’y1 azalttigi, IL-10

ekspresyonunu artirdigi ve immiinmadiilator etki ettigi gosterilmistir(6, 65).

2.8.2. Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Oksidatif stres hiicre yapisina zarar verir, hiicrenin bir¢ok yasamsal
faaliyetlerini bozar. Bunlardan dolay:r diyabet, norolojik hastalilar gibi bir¢ok
hastaliga zemin hazirlar. Cesitli galismalar aloperinin antioksidan etkinlige sahip
oldugunu gostermistir. Aloperinin NF-kB yolagmi baskilamak siiretiyle oksijen
radikal olusumunu azalttigi bulunmustur(66). Aloperinin siiperoksid dismutaz
salinimini artirdigl, ayni zamanda glutatyon rediiktaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz

aktivitelerini artirdigr yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir(67).

2.8.3. Tiitmor Uzerine EtKisi

Aloperinin; 6zafagus kanseri, akciger kanseri, hepatoseliiler karsinom gibi
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timorlerde giiclii sitotoksik etki ettigi gosterilmistir(64). Aloperinin prostat kanser
hiicreleri tizerindeki antitimdr aktivitesi aragtirildi. Aloperin, PI3K/Akt ve Ras/Erk
sinyal yolunu inhibe edip, pro-apoptotik gen kaspaz-3'iin ekspresyonunu artirdigi,
Bcl-2/Bax oranmi azalttigi ve tiimor baskilayict p53 ve p2l seviyesini arttirdigi
gosterildi(68).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma 29.07.2022 tarih ve 2022-29 Kkarar sayili Selcuk Universitesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik onay alinmasii takiben baslatildi. (Bakimiz EK-1) Selguk
Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinde cerrahi islemler ve
fonksiyonel testler yapildi. Histolojik ve Immiinohistokimya incelemeleri Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda yapildi.
Serumda inflamatuar mediyator, total oksidan stres (tos) ve total antioksidan status
(tas) 6l¢iimleri Selguk Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda
enzim bagli immiinosorbent deneyi (ELISA) kullanilarak yapildi. Calisma Selguk
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii tarafindan 22122034 proje

numarasiyla desteklendi.

Calismada Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezinde iiretilmis olan 350-400 gram agirliginda 30 adet Wistar Albino cinsi
erkek rat dahil edildi. Ratlara cerrahi islemden 6nce ve sonra sinirsiz(ad-libitum)

besin ve su saglandi, cerrahi islemden sonra ratlar ayr1 kafeslerde barindirildi.

3.1. Gruplar

Toplam 30 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan iki cerrahi ve bir kontrol
grubu olacak sekilde li¢ gruba randomize sekilde ayrildi. (Tablo 2) Cerrahi islem
yapilan sicanlarin sag siyatik sinirlerinde cerrahi iglem ile nérometzis olusturuldu.
Epindral onarim yapildi. A grubuna aloperin verilmedi. B grubuna tek doz

intraperitoneal aloperin uygulandi. C kontrol grubuna cerrahi islem yapilmadi.
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Tablo 2 Deney gruplari ve yapilan islemler

Gruplar Yapilan islem Sayi(N)

A Grubu Kesi sonrasi epindral onarim 10

Kesi sonrasi epindral onarim + tek

B Grubu doz 100mg/kg intraperitoneal 10
aloperin
C Grubu Kontrol grubu 10
3.2. Cerrahi Islem

Tim sicanlarin islem oOncesi agirliklart olgiildii ve not edildi. Sicanlara
Ketamin Hidrokloriir (Ketalar® flakon, Eczacibasi 50 mg/kg ve Xylazin
(Rhompun® enjektabl flakon, Bayerl) 10 mg/kg intraperitoneal enjeksiyonuyla

anestezi saglandi.

Sekil 3.1 Cerrahi isleme baglamadan 6nce siganlarin platform iizerine hazirlanmasi(a) ve

si¢an siyatik sinir eksplorasyonu sonrasi anatomik goriintiisii(b)
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Cerrahi islemler deneyimli ekip ve tek cerrah tarafindan standart cerrahi
tekniklerle uygulandi. Cerrahi islem sirasinda standart pozisyon elde etmek igin
denekler deney tahtasina prone pozisyonda sabitlendi. Cerrahi islem ve pansuman
kolaylig1 agisindan islem Oncesi her iki bacak ve uyluk bélgeleri tiras edildi ve tim
sicanlarda sag siyatik sinir iizerinde c¢alisildi. Sicanlar deney tahtasi iizerine prone
pozisyonu verilerek yatirildi. (Sekil 3.1.) Sicanlarin alt ekstremitesi dolasim
bozulmayacak sekilde flaster ile tespit edildi. Sicanlarin sag bacaklarinin altina 5 cc
hacimli enjektér ve kuyruklarin yerlestirilmesiyle bacaklarinin yiikseltilmesi
saglandi. Sag diz ve sag iskial tiiberkiilii birlestiren ¢izgi cerrahi kalemle isaretlendi.
Bu hat cerrahi insizyon i¢in belirlendi. Cerrahi bolgenin temizliginin %10’luk
povidon iyot ile boyanarak saglanmasiin ardindan bolge steril ortiiyle ortiildi. Sag
alt ekstremitede ¢izilen hat boyunca femoral kemige paralel sekilde 3 santimetrelik
insizyon yapildi. Cildin siyrilmasim takiben gluteus ve biseps femoris kas planlari
arasindan girildi. Vastus lateralis goriildii, daha sonra biceps femoris arkaya dogru
ckarte edilerek siyatik sinire ulasildi. (Sekil 3.1.) Kesi hatti siyatik sinirin
trifukasyoya ayrildigi yerin 1 cm proksimali olarak belirlendi. Sinirin altina steril
edilmig bir adet tahta abeslank, muntazam bir kesi elde etmek i¢in yerlestirildi.
Siyatik sinir mikroskop altinda 11 numara bisturiyle tek hamlede Kkesilerek
norotmezis modeli olusturuldu. (Sekil 3.2.) Abeslank cerrahi aladan dikkatlice
uzaklastirildi. Sinirde kesi yapilan hattin altina mavi renkte fon yerlestirildi ve
epindral u¢ uca koaptasyon asamasina ge¢ildi. Koaptasyon islemi cerrahi mikroskop
altinda (World Precision Instruments; Sarasota, Florida, ABD) 9-0 monofilament
naylon siiturle (Ethilon, Ethicon; Somerville, New Jersey, ABD) yapildi. Dort adet
dikis gecilerek u¢ uca epindral koaptasyon yapildi. Tiim koaptasyon islemi tek bir
deneyimli el cerrahi tarafindan yapildi. (Sekil 3.2.) Kesinin onarimi sirasinda

fasikiillerin uygun sekilde kars1 karsiya gelmesine dikkat edildi.
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Sekil 3.2 Siyati sinirde nérometzis tipi yaralanma(a) ve epinoral koaptasyon sonrasi

goriintii(b)

Koaptasyon isleminin tamamlanmasini takiben cerrahi alan steril izotonik
mayi ile yikandi, kas fasyasi 4/0 vicryl siitiir ile, cilt 4/0 prolen siitiir ile dikildi.
Aloperin grubundaki hayvanlara aloperin (Abcam, Aloperine,>%99 saflik)
100mg\kg’dan 2 mililitre serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek intraperitoneal olarak tek

doz uygulandi.

Cerrahi islemlerin tamamlanmasinin ardindan anestezinin devam ettigi siire
boyunca si¢anlar 1sitma bandinda bekletilerek hipotermiden korundu. Anestezi etkisi

gectikten sonra sicanlar ayr1 ayri kafeslere yerlestirildi.

Sicanlarin 6 haftalik takip siiresinin tamamlanmasinin ardindan yiiksek doz
anestezi ile sakrifikasyon yapildi. Ik olarak intrakardiyak kan drnekleri alindi, daha
sonra uyluk ve bacak bolgeleri tiras edildi. Ardindan eski kesi hattindan girilerek
siyatik sinire ulasildi. Sicanlarin sag siyatik siniri koaptasyon yapilan bdlgesinin
proksimal ve distal 2 cm’lik boliimii igerecek sekilde proksimal ve distaline igaret

dikisleri gegilerek ¢ikarildi. Daha sonra her iki gastroknemius kas1 ¢ikarildi.

3.2. Degerlendirme Yontemleri
Calismada yer alan siganlarda fonksiyonel, biyokimyasal, histolojik ve

immiinohistokimyasal incelemeler ile degerlendirme yapildi. Veriler istatistiksel

olarak incelendi.
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3.2.1 Fonksiyonel incelemeler

Sakrifkasyon Oncesi tiim siganlarin norolojik olarak saglikli oldugu gozlendi.
Sicanlara sakrifikasyon yapilmadan Once pinprick, sicak zemin ve itme kuvveti
(extensor postural thrust) testleri yapildi. Sakrifkasyon sonrasi eksize edilen

gastroknemius kasinin agirlik 6l¢timii yapildi.
3.2.1.1. Pinprick Testi

Duyu fonksiyonu i¢in kullanilir. Agr1 duyusu degerlendirilir. Tiim siganlarin
ciltleri ayaktan dize kadar ayni forceps ile sikistirilarak agriya bagh ayak ¢ekme
yanit1 degerlendirildi ve yanitin oldugu anatomik bdlgeye gore sifirdan lice kadar
puanlama yapildi. Metatars seviyesinden yanit alindiginda 3 puan, topuk ya da ayak
bilegi distal seviyesinden yanit alindiginda 2 puan, ayak bilegi proksimalinden yanit
alindigindan ise 1 puan verildi. Refleks yanitin olmamasi 0 puan olarak

degerlendirilmeye alind1(69).

Test yapilirken duyu dermatomuna dikkat edildi. Agrili uyaran ayak
medialine verilmedi. Ciinkii sicanlarin ayak medial duyusu, femoral sinirin sural
dalim1 alirken, lateral duyusunu safen sinir, santral bolge duyusunu tibial sinir alir.
Her ikisi de siyatik sinirin dalidir(70). (Sekil 3.3.)
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Sekil 3.3. Pinprick testi yapilirken agrili uyarmin ayak lateralden olusturulmasina dikkat
edildi

3.2.1.2. itme Kuvveti Oram (Extensor Postural Thrust Test)

Sicanlarin motor performanslarmni degerlendirmek i¢in kullanildi. Sicanin
sadece tek ayag kalacak sekilde tiim viicudu havlu ile sarildi. Ik olarak sag ayagim
hassas terazi lizerine basmasi saglandi ve itme kuvveti olusturmasi beklendi. (Sekil
3.4)) Islem 5 kere tekrar edildi ve ¢ikan en yiiksek deger degerlendirilmeye alindi.
Ayni islemler sol ayak i¢in de yapildi. Elde edilen veriler Koka ve Hadlock
tarafindan agiklanan itme kuvvet orani formiilii kullanilarak analiz edildi(71).
Formiile goére normal taraftan islem yapilan taraf ile aradaki farkin normal taraf

kuvvetine boliinmesiyle itme kuvvet orani hesaplandi.
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Sekil 3.4. Hassas terazi ile itme kuvveti 6lgiildii ve itme kuvvet oran1 hesaplandi.

3.2.1.3. Sicak Zemin Testi

Siganlarin 1s1 duyusunun testi i¢in kullanildi. Siganlarin opere edilen
ayaklariin lateral kisminin, sicakligi 56°C’ye 1sitilmig sicak zemin {izerine basmasi
saglandi. Siganlarin ayaklarini gekme siiresi kronometre ile tutuldu. (Sekil 3.5.) Islem
iic kere ikiser dakika arayla tekrar edildi. Cikan sonuclarin aritmetik ortalamasi
alarak degerlendirildi. Sigcanlarin ayaklarimi ¢ekmesi i¢in 12 saniyeye kadar

beklendi. Ciltte yanik olusmamasi i¢in 12. Saniyede isleme son verildi.
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Sekil 3.5. Siganlar1 56°C’ye 1sitilmig sicak zemin {izerine basmasi

3.2.1.4. Gastroknemius Kas Agirhk indeksi

Gastroknemius kasinin siniri, Siyatik sinirin posterior dalidir. Siyatik sinir
hasar1 sonrasi kas atrofiye gider. Sinirin iyilesmesiyle beraber kas reinerve olur ve

kas kiitlesi artmaya baslar. Bu artis sinir rejenerasyonunun bir belirtecidir(72).

Takip siiresi tamamlanan ratlar, anestezi altinda deney tahtasina prone
pozisyonunda yatirildi. Siyatik sinirin ¢ikarilmasini takiben ilk olarak opere edilen
taraf gastroknemius kasi, daha sonra saglam taraf gastroknemius kasi eksize edildi.
Kas agirliklari hassas terazi ile tartildi (Sekil 3.6). Opere edilen bolgedeki kas agirligi

kars1 taraf kas agirligina boliinerek kas agirlik indeksi hesaplandi.

23



Sekil 3.6. Siganlarin her iki gastroknemius kaslari ¢ikarildiktan sonra aradaki hacim farki

3.2.2. Biyokimyasal Degerlendirme

Ratlardan etik kurul onayini takiben g¢aligma i¢in gerekli olan kan ornekleri
serum separator jelli tiiplere alinarak 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde
edilen serum Ornekleri ependorflara béliinerek analize kadar -80 derecede
saklanmigtir. Calisma giinii 6rnekler ¢6zdiirtilmiis, serum TNF-a (BT Lab- Biotech
Co.Ltd, China, catalog number: E0764Ra), IL-6 (BT Lab- Biotech Co.Ltd, China,
catalog number: E0135Ra), IL-10 (Katalog no; E0108Ra) rat ELISA kitleri
kullanildi. ELISA test kitleriyle iiretici prosediirlerine uygun olarak gergeklestirilmis
ve Orneklere ait absorbans degerleri CLARIOstar microplate reader cihazinda 450
nm dalga boyunda olgiilmiistiir. Standartlardan hareketle hazirlanan kalibrasyon
grafigi yardimiyla her bir 6rnekteki analit konsantrasyonlari hesaplanmistir. Tim

kitler i¢in intra- ve inter-assay %CV degerleri sirasiyla %8 ve %10’dan diistiktii.

Serum Total Oksidan ve Antioksidan Seviye Olciimii (TAS ve TOS
analizleri), Rel Assay Diagnostics (Turkey) marka ticari kitler kullanilarak (TAS Lot:
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OK22136A, TOS Lot:0OK221500) Roche cobas ¢ 501 (Japan) cihazinda ¢alisiimak
tizere aplike edildi. Aplikasyon islemlerinden sonra Rel Assay Diagnostics (Turkey)
marka kitler kullanilarak Roche cobas ¢ 501 (Japan) marka otoanalizérde fotometrik

yontemle Olciildii.

3.2.3. Histolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme

Histolojik c¢alismalar i¢in taze hazirlanmig ve sogutulmus %4’lik
parafolmaldehitte +4°C’de 24 saat fikse edilen dokular %30’luk siikroz igerisine
alindi. Doku dibe ¢okene kadar -en az 24 saat- bekletildi. Dokular kriyomatriks i¢ine
gomiildii ve kriyostat cihazi (ThermoShandonCryostat 210160GB) ile 4 pm

kalinliginda kesitler alindi.

Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama ile inflamasyon ve genel histolojik
degerlendirme i¢in her denekten rastgele secilen kesitler incelendi. H&E boyama

Tablo 3’deki protokole uygun olarak yapildi.

Tablo 3. Frozen kesitler igin H&E protokolii.

Frozen Kesitler icin H&E protokolii

1 %99,9 Absolii alkol 5 sn (2x)
2 Cesme suyu 5 sn

3 Harris Hematoksilen 2 dk

4 Cesme suyu 5 sn (2x)

5 %99,9 Absolii alkol 5 sn

6 Eozin 1 dk

7 Cesme suyu 5 sn (2x)

8 %99,9 Absolii alkol 5 sn (3x)
9 Ksilen 5sn (2x)

10 Entellan ile kapatma

Sicanlarin siyatik sinir 6rneklerinde rastgele alan secilerek distal ve proksimal
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kesitlerdeki akson kalinligi ortalamasi her sinir igin ayri ayri hesaplandi. Distal
akson kalinlig1 ortalamasi ile proksimal akson kalinlig1 oranlandi. Buna her bir sinir

igin ‘akson cap1 degisim orani’ denildi. Her sinir igin ayr1 ayri oranlama yapildi.

Akson yapisi ve sayisindaki degisimleri gostermek icin Toloudin Blue ile
boyandi. Ilk olarak kesitler parafinden armdirildi. Daha sonra kesitlerin iizerine %2
lik toluidin blue ¢ozeltisi damlatildi. Yaklasik 3 dakika beklemenin ardindan su ile
yikandi. Lam lamel ile kapatildi. Sinirin proksimal ve distalindeki total akson sayisi
NIS-Element ile hesapladi. Distaldeki akson sayisi proksimaldeki akson sayina

oranland1. Bu oran ‘akson sayisi degisim orani’ olarak adlandirildi.

Immiinohistokimyasal Boyamalar;

Tablo 4. Konjuge olmayan antikorlarin isaretleme protokoli.

1 Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izildi.

2 PBS ile 3x5 dakika yikandi.

3 Kesitler %5 BSA ve %0,2 Triton X-100 igeren PBS ile 30 dk inkiibe edildi.

4 PBS ile 3x5dk yikandi.

5 Protein Blok (Ab 64226, Abcam, UK) soliisyonuyla 37°C’de 30 dk inkiibasyon

6 Yikama yapmadan pipet ile blok soliisyonu uzaklastirildi.

7 Anti TNF alfa (ABIN343428, Antibodies.com,UK) (1/200 diliie edilmis) antikoru ile 24 saat, +4°C’de
muamele edildi. Tiim antikorlar farkli kesitlerde boyandi.

8 PBS ile 3x5dk yikand.
Diger antikorlar ile isaretlenmis kesitler Donkey anti-rabbitlgG-FITC: (sc-2090,

9 SantaCruzBiotechnology, USA) sekonder antikor ile 3 saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe
edildi.

10 PBS ile 3x5dk yikand.

11 Kesitler DAPI’li floresan kapatma medyumu ile kapatildi.
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Tablo 5. Konjuge antikorlarin isaretleme protokolii.

Konjuge antikorlarin isaretleme protokolii

10

Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Kesitler %5 BSA ve %0,2 Triton X-100 iceren PBS ile 30 dk inkiibe edildi.

PBS ile 3x5dk yikandi.

Protein Blok (Ab 64226, Abcam, UK) soliisyonuyla 37°C’de 30 dk inkiibasyon

Yikama yapmadan pipet ile blok soliisyonu uzaklagtirild.

Kesitler ayr1 ayr1
Konjuge anti IL-10 (A-2) (AlexaFluor 594, sc-365858, SantaCruzBiotec, USA) +4 °C’de inkiibe edildi

PBS ile 3x5dk yikandi.

Diger antikorlar ile isaretlenmis kesitler Donkey anti-rabbitlgG-FITC: (sc-2090,
SantaCruzBiotechnology, USA) sekonder antikor ile 3 saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda
inkiibe edildi.

Kesitler DAPI’li floresan kapatma medyumu ile kapitildi.

Uygulanan protokol Tablo 4 ve Tablo 5’te gosterildi. Islemler karanlik

ortamda nem ortami olusturularak yapildi. Olympus BX51 Trinokiiler fliioresan

mikroskopta incelendi. 40X biiyiitmede Siyaatik sinir prepartalrindan rastgele 4’er

alan secilerek DP72 kamera ile kaydedildi

Immunflorasan boyama protokiiliinde inflamatuvar sitokin olarak TNF alfa

tercih edildi. FITCH filtresinde bakildi.(Yesil renk)

Antiinflamatuar isaretleme olarak IL-10 kullanildi. TXRED filtresi kullanildi.

Kirmizi isaretleme gozlendi.

3.2.4. istatistik Analiz

Bu calismadaki veriler IBM-SPSS Statistics 21 (IBM, USA) programiyla
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istatistiksel olarak degerlendirildi. Veriler gruplar arasinda bias olmamasi i¢in kor bir
arastirmact tarafindan yapildi. Degerlendirmelerde p<0,05 degeri gruplar arasi
anlaml farklilik olarak kabul edildi. Ikiden fazla bagimsiz parametrik grup icin normal
dagilm ve varyans homojenligi sirayla Kolmogorov-Smirnov ve Levene testleriyle
kontrol edildi. Normal dagilim saglandiginda tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
yapildi ve gruplar arasi anlamli fark oldugunda ikili karsilagtirmalarda LSD post-hoc
analiz yapildi. Normal dagilim olmadiginda ise Kruskal-Wallis testi uygulandi ve
gruplar aras1 anlaml fark oldugunda ikili karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney U testi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Degerlendirme Bulgular:

Alt1 haftalik takip siiresi sonrast 30 rat sakrifiye edildi. Siyatik sinirler
cikarildi ve onarim yapilan tiim sinirlerde riiptiir izlenmedi. Sinir onarimi yapilan
siganlarin onarim yapilan taraf sag gastroknemiuslarinda karsi tarafa gore atrofi

izlendi

4.2. Fonksiyonel Degerlendirme Bulgulari
4.2.1. itme Kuvveti Oram (Extensor Postural Thrust Test) Bulgulari

Gruplarin itme kuvveti oranlar1 istatistiksel olarak karsilastirildiginda
aralarinda anlamli fark bulundu, (p<0,005) A grubu ile B grubu arasinda anlaml
yikseklik (p<.001), yine A grubuyla C grubu arasinda anlamli yiikseklik bulundu
(p<.001). B ve C gruplart karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli yiikseklik
bulundu. (p<.001). (Tablo 6. Grafik 1.)

Tablo 6 Gruplarin itme kuvvet orani (gr) ortalama degerleri

. Gruplar-arasi kiyas
Calisma Gruplari Itme kuvvet oranm
A B C
A Grubu 0,71 +0.20 - <.001 <.001
B Grubu 0,59 +0.01 <.001 - <.001
C Grubu 0,06 +0.01 <.001 <.001 -
Anova p<0,005
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Grafik 1. Gruplarin itme kuvvet oran1 (gr) ortalamasi karsilastirma grafigi

4.2.2. Pinprick Testi Bulgulari

Gruplarin pinprick skor ortalamalar: istatistiksel olarak karsilastirildiginda
aralarinda anlamli fark bulundu (p<0,005). A grubu ile B grubu arasinda anlaml
distiklik (p=.003), yine A grubuyla C grubu arasinda anlamli diistikliik bulundu
(p<.001). B ve C gruplart Kkarsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi. (p<.001). (Tablo 7. Grafik 2.)

Tablo 7. Gruplarin pinprick skoru ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas

Cahsma Gruplan (Pinprick Skoru)

A B C
A Grubu 2,00+0,11 - ,003 <.001
B Grubu 2,80 + 1,33 003 - 424
C Grubu 3,00 + 0,00 <001 424 -

Kruskal Wallis testi p<0,005

30



(5]
|

Pinpric skoru

o T T T
A B C

Grafik 2. Gruplarin pinprick skoru ortalamasi karsilastirma grafigi

4.2.3. Sicak Zemin Testi Bulgular:

Gruplarin sicak zeminden ayak c¢ekme siire ortalamalari karsilastirildiginda
aralarinda anlamli olarak fark bulundu (p<0,005). A ve B gruplart sicak zeminden
ayak ¢ekme siireleri arasinda anlaml yiikseklik bulundu (p=,012). A ve C gruplan
arasinda yine anlamli yiikseklik bulundu (p=,012). B ile C grubu arasinda sicak
zeminden ayak g¢ekme siiresi anlamli olarak yiiksek bulundu. (p<.001) (Tablo 8.
Grafik 3.)

Tablo 8. Gruplarin sicak zemin testi(sn) ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas
Calisma Gruplari Sicak zemin testi(sn) 5 G
A Grubu 3,39+ 0.61 - .012  .006
B Grubu 1,07 £0.03 .012 - <.001
C Grubu 0,80 +0.02 .006 <.001 -
Kruskal Wallis testi p<0,005
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Grafik 3. Gruplarin sicak zemin testi(sn) ortalama degerleri karsilastirma grafigi

4.2.4. Gastroknemius Kas Agirhk indeksi Bulgulari,

Gruplarin gastroknemius kas oranlarinin (gr) ortalamalar istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda aralarinda anlamli fark bulundu (p<0,005). A grubu ile B grubu
arasinda anlamli diisiiklik (p=.003), yine A grubuyla C grubu arasinda anlamli
diisiikliik bulundu (p<.001). B ve C gruplarn karsilastirildiginda gruplar arasinda kas
agirlik oranlari arasinda anlamli diigiikliik bulundu (p<0,001). (Tablo 9. Grafik.4.)
(Sekil 4.1.)
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Sekil 4.1 her iki grupta da kas atrof

enmekte ancak aloperin uygulana B grubunda A

grubuna kiyasla atrofi daha az oldugu goriilmekte

Tablo 9. Gruplarin gastroknemius kas indeks(gr) ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas
Calisma Gruplar Gastroknemius agirlik orani(gr) Py 5 c
A Grubu 0,44 £ 0.03 - .003 <.001
B Grubu 0,59 +0.03 .003 - <.001
C Grubu 0,95+ 0.00 <.001 <.001 -
Anova p<0,005

1,00

0,80

0,60

0,40

Gastroknemius Kas indeksi(gr)

0,20

000

Grafik 4. Gruplarin gastroknemius kas indeks(gr) ortalama degerleri karsilastirma grafigi

4.3. Biyokimyasal Degerlendirme Bulgular:

Siganlarin serum TNF-a(ng/l) seviyesi karsilastirildiginda gruplar arasinda
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istatistiksel olarak anlamli fark bulundu, (p<0,005). A grubu ile B grubu arasinda
anlamli yiikseklik (p=.032) yine A grubuyla C grubu arasinda anlamli yiikseklik

bulundu, (p=.001). B ve C gruplari karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi (p=0,118). (Tablo 10. Grafik 5.)

Tablo 10. Gruplari serum TNF-a (ng/l) ortalama degerleri

Calisma Gruplari

Gruplar-arasi kiyas
(Serum TNF-a ng/l)

B C
A Grubu 256,31 +£21,86 - .032 .001
B Grubu 209,21 + 8,93 032 - 118
C Grubu 175,69 + 9,48 .001 .118 -
Anova testi p<0,005
300,000
—_ 200,000
)
£
5
[T
=
=
100,000
0,000 T T T
A =] [

Grafik 5. Gruplarin serum TNF-a (ng/l) ortalama degerleri karsilastirma grafigi

Siganlarin serum IL-6 (ng/l) seviyesi karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,005). A grubu ile B grubu arasinda
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anlaml yiikseklik (p=.038), yine A grubuyla C grubu arasinda anlamli yiikseklik
bulundu (p=.001). B ve C gruplar1 karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi (p=0,92). (Tablo 11. Grafik 6.)

Tablo 11. Gruplarin serum IL-6 (ng/l) ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas

Calisma Gruplari (Serum IL-6 ng/l) = =
A Grubu 5,06 £ 0,35 - .038 .001
B Grubu 420+0,17 038 - .092
C Grubu 3,51 £0,28 001 .092 -
Anova testi p<0,005

6,000~

5,000

4,000
9
= 3,000

2,000

1,000

0,000 T T T

A B C

Grafik 6. Gruplarin serum IL-6 (ng/l) ortalama degerleri karsilastirma grafigi

Sicanlarin serum IL-10 (pg/ml) seviyesi karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,005). A grubu ile B grubu arasinda
anlaml disiiklik (p<.001), yine A grubuyla C grubu arasinda anlamli diistikliik
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bulundu (p<.001). B ve C gruplar karsilagtirildiginda iki grup arasinda anlaml
dusiikliik bulundu (p<.001). (Tablo9. Grafik7.)

Tablo 12. Gruplarin serum IL-10 (pg/ml) ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas
Calhisma Gruplar: (Serum IL-10 pg/ml) = =
A Grubu 204,42 +2,78 - <.001 <.001
B Grubu 233,58 +3,93 <.001 - <.001
C Grubu 265,54 +4,77 <.001 <.001 -
Anova p<0,005

300,00

200,00

IL-10 (pg/ml)

100,00

0,00 T T T
A B C

Grafik 7. Gruplarin serum IL-10 (pg/ml) ortalama degerleri karsilastirma grafigi

Siganlarin serum TOS (umol/l) seviyesi karsilastirildi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,005). A grubu ile B grubu arasinda
anlaml yiikseklik (p<.001), yine A grubuyla C grubu arasinda anlamli yiikseklik
bulundu (p<.001). B ve C gruplan karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli fark

bulunmadi (p=.401). (Tablo 13. Grafik 8.)
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Tablo 13. Gruplarin serum TOS (pmol/1) ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas
A B C

Calisma Gruplari (Serum TOS pmol/l)

A Grubu 15,31+£2,49 — <.001 <.001
B Grubu 4,98 + 0,52 <.001 — 401
C Grubu 6,80 + 0,59 <001 401 —

Anova testi p<0,005

20,00

15,00

10,00

TOS (umolil)

5,00

0,00

Grafik 8. Gruplarin serum TOS (umol/l) ortalama degerleri karsilagtirma grafigi

Siganlarin serum TAS (mmol/l) seviyesi karsilastirildi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,005). A grubu ile B grubu arasinda
anlaml disiiklik bulundu. (p=.006) A grubuyla C grubu arasinda anlamli fark
bulunmadi (p=.101). B ve C gruplart karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli
fark bulunmadi (p=.202). (Tablo 14. Grafik 9.)
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Tablo 14. Gruplarin serum TAS (mmol/l) ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas
Calisma Gruplar: (Serum TAS mmol/l) 5 =
A Grubu 1,26 £ 0,02 - .006 .101
B Grubu 1,43 £0,05 006 - .220
C Grubu 1,36 £0,03 101 220 -
Anova testi p<0,005

1,50

1,00

TAS (mmolfl)

0,50

0,00 T

Grafik 9. Gruplari serum TAS (mmol/l) ortalama degerleri karsilastirma grafigi

4.4. Histolojik ve iImmiinohistokimyasal Degerlendirme Bulgular

4.4.1. Hematoksilen & Eozin Boyama Bulgular:

Sicanlardan ¢ikarilan siyatik sinir Orneklerinin hemotoksilen&eosin

ile
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boyanmasinin ardindan doku ilk olarak damarlanma, wallerian dejenerasyon,
inflamatuar hiicre bakimindan degerlendirildi. A grubunda onarimin distalinde,
aksonal mimaride bozulma ve aksonal biiziismeye bagli genis agikliklar goriildii.
Schwann hiicre cekirdeklerinde piknotik degisiklikler goriildii. Biizlisme, aradaki
acikliklar ve piknozis 6zellikle sinir periferinde goriiliirken sinir merkezi daha iyi
korunmus olarak goriildii. Nekroze alanlar goriilmezken, inflamasyona yonelik
bulgular izlendi. A grubu onarim proksimalinde, distale gére aksonal mimarisi daha
1yl goriiniimde. Acikliklar yer yer var olup, distale gore az daha, merkeze yakin
perifer daha iyi goriinimde. B grubunda onarim distalinde A grubu kadar belirgin
olmasa da sinir periferinde yer yer agikliklar vardi, merkezi daha iyi korunmus,
kondanse gekirdekler periferde daha yogun izlenmekte. Aksonal mimaride bozulma
olsa da A grubuna gore daha iyi durum, kapiller damarlanmada artis gozlenmekte.
Nekrotik alanlar olmayip inflamasyona yonelik bulgular neredeyse C gurubuyla
benzer diizeyde. B grubu onarim proksimalinde aksonal mimaride bozulma distaline
gore daha az, aksonal biliziigmeye bagli genis agikliklar var schwann hiicre
cekirdeklerinde piknotik degisiklikler goriildii ancak neredeyse C kontrol grubuyla
ayni. (Sekil 4.2.)
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A proksimal A distal

B proksimal | B distal

Kontrol

Sekil 4.2 Gruplarin hemotoksilen&eosin ile boyanmasinda gruplar arasindan anlamli fark
elde edilmistir

4.4.2. Akson Cap1 Degisim Oram Bulgulari

Gruplarin  akson c¢apt de8isim oran ortalamalar1 istatistiksel olarak
karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark bulundu (p<0,005). A grubu, B (p=,008)
grubu ve C grubundan anlamli daha diisiik orana sahip bulundu. (p=.034) B grubu
C(p=0,023) grubundan anlamli olarak daha diisiik oranda bulundu (Tablo 15. Grafik
10.)
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Tablo 15. Gruplarin akson ¢ap1 degisim oran ortalama degerleri
Gruplar-arasi kiyas

Calisma Gruplari (Akson Capi Degisim Orani)

B C
A Grubu 0,90 +0,01 - .008 <.001
B Grubu 0,95+ 0,01 .008 - .023
C Grubu 0,99 + 0,001 <.001 .023 -

Kruskal Wallis Testi p<0,005

1,00

0,80

0,60

Akson gap! degdisim orani

=
=
7

0,20

0,00 T

Grafik 10. Gruplarin akson sayis1 degisim oraninin ortalama degerleri karsilastirma grafigi

4.4.3. Akson Sayisi Degisim Orani Bulgular:

Gruplarin akson sayist de8isim oran ortalamalar1 istatistiksel olarak
karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark bulundu, (p<0,005). A grubu ile B grubu
arasinda anlamli disiiklik bulundu. (p=.034 ) yine A grubuyla C grubu arasinda
anlamli fark bulunmadi (p=,155). B ve C gruplari karsilastirildiginda gruplar oranlar
arasinda anlaml fark bulunmadi (p=,129). (Tablo 16. Grafik.11.)
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Tablo 16. Gruplarin akson sayisi degisim oran ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas

Calisma Gruplari (Akson Sayisi Degisim Orani)

B C
A Grubu 0,79+0,11 - .034 .155
B Grubu 1,15+ 0,05 034 - 129
C Grubu 1,02 £ 0,02 155 124 -

Kruskal Wallis Testi p<0,005

1,20

1,00

0,80

0,60

Akson Sayisi Degigim Orani

0,40

0,20

0,00 T T T
A B [

Grafik 11. Gruplarin akson sayis1 degisim oraninin ortalama degerleri karsilastirma grafigi

4.4.4. Iimmiinohistokimyasal Degerlendirme Bulgular

Gruplarin siyatik sinir 6rneklerinin TNF-a boyanmasindan aldiklart degerler
karsilastirildi. Gruplar aras1 anlamli fark bulundu. ( p<0,005) B grubu A grubundan
anlamli olarak daha diisiik TNF-a degerinde bulundu. (p<.001) A grubu ile C grubu
arasinda anlamli fark yiikseklik bulundu (p<.001). B ve C gruplan
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p=,187). (Tablo 17.
Grafik.12.) (Sekil 4.3.)
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Tablo 17. Gruplarin doku TNF-a ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas
Calisma Gruplari (Doku TNF-a)
B C
A Grubu 2,4+0,22 - <.001 <.001
B Grubu 0,9+0,23 <.001 - 187
C Grubu 0,5+0,16 <.001 187 -
Anova p<0,005
-
o]
g
S o
'—
3
s
a
1
i
1) T T T
A B C

Grafik 12. Gruplarin doku TNF-a ortalama degerleri karsilagtirma grafigi

Sekil 4.3 Sicanlarin siyatik sinirlerinin TNF-o boyanma goriintiisii



Gruplarin siyatik sinir 6rneklerinin IL-10 ile boyanmasindan aldiklar1 degeler
karsilagtirildi.  Gruplar arasi anlamli fark bulundu. ( p<0,005) B grubu, A
grubu(p=,001) ve C grubundan(p=,016) anlamli olarak daha yiiksek IL-10 degerine
sahip olarak bulundu. A grubu ile C grubu arasinda anlamli yiikseklik bulundu.
(p<.001) (Tablo 18. Grafik 13.) (Sekil 4.4.)

Tablo 18. Gruplarin doku IL-10 ortalama degerleri

Gruplar-arasi kiyas
Calisma Gruplari (Doku I1L-10)
B C

A Grubu 1,3+0,21 - .001 .016
B Grubu 2,4+0,22 .001 — <.001
C Grubu 0,5+0,22 .016 <.001 -
Anova p<0,005

.

S
-
’ A 5 ¢

Grafik 13. Gruplarin doku IL-10 ortalama degerleri karsilastirma grafigi

b

Sekil 4.4 Sigcanlarin siyatik sinirlerinin 1L-10 boyanma goriintiisii
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5. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalar1 giiniimiizde is kazasi, trafik kazasi, spor
yaralanmalar1 toplumsal olaylar gibi birgok nedene bagh olarak siklikla
goriilmektedir. Insidansi gelismis toplumlarda 100 binde 13-23 olmakla birlikte
Avrupa da yilda 300 bine yakin vaka goriilmektedir(73). Mekanik, iskemik veya
kimyasal nedenler etyolojisinde yer almaktadir(1). Yaralanmaya bagli olarak duyu
motor veya otonom fonksiyonlarda gecici ya da kalict fonksiyon kaybina neden
olmaktadir. Kiside morbidite olusturmakta isgiicii kaybina neden olmaktadir.
Periferik sinir yaralanmalari neden olduklart morbidite nedeniyle saglik caligsanlar
icin 6nemli bir ig yiikii haline gelmektedir. Ayn1 zamandan toplum i¢inde 6nemli bir
sorun teskil eden periferik sinir yaralanmasi sonrasi daha iyi bir iyilesme
saglayabilmek icin bilim insanlar1 siirekli yeni aragtirma yapmakta yeni metot ve

medikal tedaviler arastirmaktadir.

Sinir yaralanma model arastirmalarinda en fazla sigan siyatik siniri
kullanilmaktadir. Literatiirde de ¢cok fazla sayida sigan siyatik sinir iizerinde yapilan
calisma bulunmaktadir. Bizim c¢alismamizda da sigan siyatik sinir iizerinde
calisilmigtir. Ciinkii sigcan siyatik siniri yap1 olarak insan siyatik sinirine benzemekte
hem de islem siirecinde uzun olmasi, kolay diseke edilebilmesi nedeniyle oncelikli

tercih nedeni olmaktadir.

Sinir yaralanma modellerinde aksonometzis ya da ndrometzis tipi yaralanma
tercin edilebilir. Bizim c¢aligmamizda ndrometzis tipi sinir yaralanma modeli
olusturulmasinin ardindan 9-0 monofilament naylon siitiirle 4 defa dikis gegilerek ug

uca epindral onarim yapildi.

Periferik sinir hasar1 sonrasi inflamasyon ve oksidatif stres rejenerasyon
siirecinde 6nemli iki faktdrdiir(74, 75). inflamasyon sinir hasar1 sonras1 hem hasarli
sinir dokusundaki debrislerin ve metebolik artiklarin temizlenmesi hem de etkin bir
rejenerasyon siireci i¢in gereklidir, ancak uzun sliren ve zamani geldiginde
baskilanmayan inflamasyon sinir iyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir(76).

Hasar sonrasi inflamasyonun baskilanmasi sinir iyilesmesine olumlu etki
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etmektedir(77). Hiicresel ve hiimoral bagisikligin rol aldigi inflamatuar siiregte
sitokinler siirecin temelini olusturmaktadir. Ozellikle proinflamatuvar TNF-a ve IL-
6’ya ek olarak antiinflmatuvar etkinligi olan IL-10 baslica sitokinlerdir. Oksidatif
stres ise periferik yaralanmasi sinir sonrasi hasar patofizyolojisinin 6nemli
etmenlerindendir. Ayrica sinirin fonksiyonel iyilesmesini de olumsuz yonde
etkilemektedir(78, 79). Farkli periferik sinir yaralanmasi farkli derece oksidatif strese
neden olmaktadir(4). Literatiirdeki son c¢alismalarda sinir yaralanmasini takiben
gelisen oksidatif stresin inhibe edilmesi, sinir rejenerasyon siirecini hizlandirdigi, ek
olarak fonksiyonel iyilesmeyi artirdigi gosterilmistir(80). Bu bilgiler 1s1ginda
inflamasyonun zamaninda baskilanmas1 oksidatif stresin azaltilmasit sinir

rejenerasyonunu artiracak boylece fonksiyonel iyilesmeyi artiracaktir(3).

Aloperin  kinolozidin alkoloiddir. Geleneksel Cin tibbindan kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. Aloperinin sahip oldugu antiviral, antitiimdral,
antibakteriyel, metastaz Onleyici, antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikler ile ¢ok
genis etki spektrumu vardir. Zhou ve ark yaptigi calismada aloperinin IL-10
seyisesini artridigi gosterilmistir(81). Ma ve ark. yaptigi caligmada sigan hipokampal
iskemi reperfiizyon hasarinda superoksit dismutaz, glutatyon peroksidazi artirdigi
gosterilmis  ve antioksidan etki ve buna istinaden nordprotektif etkisi
gosterilmistir(5). Yuan ve ark yaptigi calismada TNF-o ve IL-6’y1 azalttigi
gosterilmistir(82). Literatiire baktigimizda aloperinin periferik sinir yaralanmasi
lizerine yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Bu calismamizda aloperinin
antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri ile periferik sinir yaralanmasi ve takiben
epindral onarim sonrasi rejenerasyon ve fonksiyonel iyilesme de olast olumlu etkisi

arastirdik.

Siyatik sinir rejenerasyon seviyesini 6lgmek i¢in birgok fonksiyonel motor
test gelistirilmistir. Bunlardan bazilari; ayak bilek kinematigi, itme kuvvet oran
(extensor postural test), ayak bileginin durus agis1 ve yiirliylis analizidir. Yiriyis
analizi siyatik sinir hasar1 sonrasi fonksiyonel iyilesmede altin standart kabul edilen
siyatik fonksiyon indeksin hesaplanmasinda kullanilir. Ancak sican siyatik sinir

hasar1 modellerinde ¢esitli derecelerde otokanibalizasyon goriilmekte, bu da siyatik
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fonksiyon indeksin yanlis hesaplanasina ya da hesaplanamamasina neden olmaktadir.
Ancak itme kuvvet indeksi siyatik fonksiyonel iyilesmesini 6l¢mede kantitatif dl¢iim
saglar. Kolay uygulanabilirligi sayesinde tekrar 6l¢im yapmaya izin vererek hatayi

en aza indirir.

Calismamizda itme kuvvet oranmi karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli
fark mevcuttu (p<0.005). Yapilan formiilasyona gore oran ne kadar diisiik olursa
iyilesme de o kadar iyi olarak degerlendirilmekte. Kontrol grubu olan C grubu,
onarim yapilan ve Aloperin uygulanan B (p<.001) ve sadece onarim yapilan A
(p<.001) grubundan anlamli olarak diisiik oranda bulunmustur. B grubu, A (p<.001)
grubundan istatistiksel olarak anlamli olarak daha diisiikk orana sahiptir. Bu bulgular

Aloperin ile sinir rejenerasyonunun hizlandigina isaret etmektedir.

Pinprick testi duyusal fonksiyon degerlendirilmesinde siklikla kullanilan bir
testtir. Test, kolay uygulanabilirligi ve tekrarlanabilirligi nedeniyle tercih edilmistir.
Pinprick testinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.005). C kontrol
grubuyla A (p<.001) onarim grubunda istatistiksel anlamli fark bulunmustur.
Aloperin uygulanan B ile A (p=.003) grubu arasinda istatistiksel anlamli yiikseklik
bulunmustur. Ancak B ve C (p=.424) gruplar arasinda anlamli fark bulunmamustir.
Bu verilerden yola ¢ikarak Aloperin sinir iyilesmesinde duyu fonksiyonunda olumlu
etkiye sahiptir.

Sicak zemin testi ile sicanlarin 1s1 duyusundaki fonksiyonel iyilesme test
edildi. Sicak zeminden ayak cekme siireleri degerlendirildiginde gruplar arasinda
anlamli fark bulundu (p<0.005). A ile B (p=.012) grubu arasinda anlamli fark
bulundu. C kontrol grubuyla A (p=.006) ve B (p<,001) gruplar1 arasinda istatistiksel
anlaml fark bulunmustur. B grubunun A grubundan daha kisa siirede ayak ¢ekmesi,

1s1 duyusunun iyilesmesinin daha iyi ve Aloperinin etkili oldugunu gostermektedir.

Sinir yaralanmasi sonrasi yaralanan sinir tarafindan uyarilan kasta atrofi
meydana gelir, sinir iyilesmesiyle beraber kas uyarilmaya baslar ve kasta hipertrofi
baslar(72). Bunu 6l¢mek igin gastroknemius kas agirlik oranimi degerlendirdik ve
gruplar arasinda anlamli farklilik bulduk (p<0,005). C grubu B (p<.001) ve A
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(p<.001) grubundan anlamli olarak daha yiiksek kas agirlik oranina sahipti. Aloperin
uygulanan ve onarim yapilan B grubu, sadece onarim yapilan A (p=.003) grubundan
istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek kas agirlik oranina sahipti. Aloperin, sinir
rejenerasyon siirecini hizlandirarak kasta reinervasyonu daha erken baslatmis ve kas

hipertrofisini artirmistir.

Gruplarin serum TNF-a degerlerini karsilastirdigimizda, istatistiksel olarak
anlamli fark oldugunu bulduk (p<0,005). Sadece epinéral onarim yapilan A
grubuyla, onarim yapilip aloperin uygulanan B (p=.032) grubu ve kontrol C
(p=.001) grubu arasinda anlamli yiikseklik bulduk. B ve C (p=.118) grubu arasinda
anlaml fark bulunmadi. Aloperin uygulanan grupta TNF-a serum seviyesinin diisiik
olmasi antiinflamatuvar etkinligi gostermektedir. Yuan ve ark. kontak dermatit

tizerine yaptig1 ¢alismada Aloperinin TNF-ao diizeyini azalttigi bulunmustur(65).

Sinir yaralanmasi sonrasi inflamasyon siirecinde TNF-a kilit role sahiptir.
Temporin ve ark yaptigi ¢calismada periferik sinir yaralanmasini takiben TNF-a’nin
kanda hizli bir sekilde yiikseldigi bulunmustur(83). Kato ve ark. yaptigi ¢alismada
TNF-a’nin akson biiylimesi {izerine olumsuz etkisi gosterilmistir(47). Baska bir
calismada ise TNF-o’nin periferik sinir yaralanmasi sonrasi fonksiyonel iyilesmeyi

azalttigi bulunmustur(84).

Gruplarin serum IL-6 seviyeleri karsilastirildi ve anlamli fark bulundu
(p<.0,005). C grubuyla B (p=.092) grubu arasinda anlamli fark bulunamadi. B
(P=,038) ve C (p=,001) gruplari, A grubundan anlamli olarak daha diisiikk IL-6
seviyesine sahip oldugu bulundu. Aloperin IL-6’y1 azaltarak antiinflamatuvar etki
etmistir. Fan ver ark. yaptiklar1 ¢aligmada Aloperinin IL-6 seviyesini diigiirdiigiinii
bulmuglardir(85). Sinir yaralanmasindan sonra IL-6 inflamasyon siirecinde hizla
yiikselir(86). Sukiandra ve ark. IL-6 reseptor antagonistinin ratlara verilerek yapilan
caligmasinda sinir iyilesmesini artirdigini bulmuslar(87). Arruda ve ark yaptigi
caligmada, sinir hasari sonrast IL-6 ‘nin sinir iyilesmesini olumsuz etkileyerek

noropatik agriya neden oldugu gosterilmistir(88).
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Gruplarin serum IL-10 seviyeleri karsilastirildi ve anlamli fark bulundu
(p<.0,005). B grubunda C(p<.001) grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek serum
IL-10 seviyesi bulundu. B (p<.001) ve C (p<.001) gruplari, A grubundan anlamli
olarak daha yiiksek serum IL-10 seviyesine sahip olarak bulundu. IL-10 seviyesinin,
Aloperin verilen B grubunda iki gruptan daha yiiksek ¢ikmasi antiinflamatuar etkiyi
gostermektedir. Yuan ve ark. yaptiklar1 ¢calismada Aloperinin atopik dermatitde IL-
10 diizeyini artirdigini bulunmustur.(65). Mietto ve ark. yaptig1 ¢alismada IL-10’nun

sinir rejenerasyonunu artirdigini gosterilmistir. (76)

Calismamizda Aloperinin antioksidan etkinligini degerlendirmek igin
serumda TAS ve TOS 6l¢iimii yaptik. Oksidatif stresi 6lgmek ve degerlendirmek i¢in
pek ¢ok molekiil mevcuttu; ancak otomatik ve ucuz bir yontemle giivenilir, hassas
sonuclar elde etmemize izin verdigi icin TAS ve TOS 6l¢iimii yaptik. Gruplar
arasinda serum TAS ve TOS degerleri karsilastirildiginda anlamli fark bulundu
(p<0.005). Epinoral onarim yapilan A grubunda TAS seviyesi diisiikk, TOS seviyesi
yiksek olarak bulunurken epinoral onarim yapilan ve Aloperin uygulanan B
grubuyla kontol C grubu TAS ve TOS seviyeleri bakimindan anlamli olarak farkli
bulunamadi. Zhao ve ark yaptigi ¢alismada in vitro noral ¢alismada antioksidan
etkinligi gosterilmistir(89). Song ve ark subaraknoid kanama sonrasi olusan hasara,
Aloperinin antioksidan etkiyle iyilestirmeye yardimci olacagi gosterildi(90). Cikan
degerler literatiir ile uyumluydu. Aloperinin sinir hasari sonrasi antioksidan etki

gosterecegi hipotezimizi dogruladi.

Periferik sinir hasar1 sonrast metabolik ve morfolojik degisiklikler meydana
gelir. Bu siirece Wallerian dejenerasyon adi verilir. Wallerian dejenerasyonda
hasarlanan bolgesinin proksimalinde rejenerasyon tinitesi denilen akson tomurcuklart
olusur, bunun ug¢ kismina biiyiime konisi denir. Bu koninin ucunda filapoid ¢ikintilar
vardir. Bu ¢ikintilar distaldeki schwann hiicre kolonilere tutunur(20, 32, 33). Boylece
proksimalde akson filizleri distale gecer. Bu rejenerasyon basarisinda distale gecen
akson sayisi Onemlidir(91). Eger akson filizleri distale taginamazsa fonksiyonel
iyilesmeden bahsedilemez. Bu fizyolojik siirece ek olarak periferik sinir hasari

sonrasi iyilesmenin gerceklesebilmesi i¢in ilk olarak sinirin cerrahiyle devamliligin
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saglamak gerekir. Aksi halde akson sinirin devamlilig1 saglanamadigi i¢in distale
gecemez. Biz de bu calismamizda sinir Orneklerinde distaldeki akson sayisini
proksimaldeki akson sayisina oranladik. Gruplar arasi karsilastirmalarda epindral
onarim yapilip Aloperin uygulanan B grubu, sadece epinoral onarim yapilan A ve C
kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksek orana sahipti. B grubunda distale
gecen akson sayisinin fazla olmasi hipotezimizi destekler niteliktedir. Aloperin
oksidatif stresi azaltmasi ve inflamasyonu baskilamasiyla akson olusumunu ve

aksonlarin distale gecisini artirmistir.

Aloperinin rejenerasyonu etkisini arastirmak i¢in akson c¢apmi da
degerlendirdik. Her sinir orneginde distal ve proksimalde bulunan akson ¢ap
ortalamalarini oranladik. Istatistiksel olarak karsilastirdigimizda B grubunun anlaml
olarak A grubundan daha yiiksek akson ¢ap1 ortalama degerine sahip oldugunu
bulduk. Bu sonug aloperinin akson sayisini artirdig1 gibi akson hacmini de artirdigini

gosterdi ve hipotezimizi destekledi.

Periferik sinir yaralanmasi sonrasi inflamatuar siire¢ baslar ve bu siirecte
sitokinler aracili haberlesme saglanir. Biz de ¢alismamizda sicanlarin sinir
dokusunda TNF-a ve IL-10 seviyelerini degerlendirdik. Proinflamatuar bir sitokin
olan TNF-a , bu siiregte 6nemlidir. Calismamizda B grubunun TNF-a miktarini, A
grubundan anlamli olarak diigiik bulduk. B grubuyla C grubu arasinda anlamli fark
bulunmazken, A grubunun TNF-a miktari C grubundan anlaml olarak yiiksek ¢ikti.
Yuan ve ark yaptiklar1 ¢alismada, Aloperinin kanda TNF-a seviyesine diistirdiigiini
gosterdi(65). Biz de calismamizda Aloperinin periferik sinir dokusunda da TNF-a

seviyesini azalttigini1 gordiik ve hipotezimizi dogruladik.

Caligmamizda deneklerin periferik sinir Orneklerinde IL-10 diizeyini
karsilastirdik. C grubunu, A ve B grubundan anlamli olarak daha diisiik IL-10’na
degerine sahip olarak bulduk. B grubu, A grubundan anlamli olarak daha yiiksek IL-
10 boyanmasina sahip olarak bulduk. IL-10 antiinflamatuar etkinligi olan bir
sitokindir. Sakalidou ve ark yaptiklari ¢alismada IL-10’nun periferik sinir hasari
sonrasi rejenerasyonu artirdigl gosterilmistir(51). Mietto ve ark yaptiklar ¢alismada

da periferik sinir yaralanmasi sonrast IL-10’nun roliinii degerlenmis ve IL-10’nun
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inflamasyonu baskilayip rejenerasyonu artirdigini gostermislerdir(76). Yuan ve
arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢alismada Aloperinin IL-10’nu artirdigint gosterdi. Bizim
calismamizda da Aloperinin sinir dokusunda IL-10’nu artirdigini bulduk, bu da bizim
Aloperinin doku diizeyinde antiinflamatuar etki edebilecegi hipotezimizi dogrulamis

oldu.

Yapilan tiim analizlerden elde edilen veriler dogrultusunda Aloperinin
periferik sinir yaralanmasi sonras1 kanda TAS, TOS, TNF-a ve IL-6’y1 azaltip, IL-
10’u artirarak antiinflamatuar ve antioksidan etkinligi ilk defa gosterildi. Aloperinin
periferik sinir yaralanmasinda antioksidan ve antiinflamatuar etkisini, yaralanan sinir
dokusunda TNF-a ‘y1 azaltip, IL-10’nu artirdigini immiinohistokimya boyanmayla
ilk kez gosterdik. Aloperin antioksidan ve antiinflamatuar etki gostererek
fonksiyonel olarak itme kuvvetini artirdigi, gastroknemius kas hacmini artirdigi,
yapilan sicak zemin testi ve pinprick testleriyle 1s1 ve agr1 duyusunda iyilesmeyi
artirdigr tespit edildi. Histolojik olarak da wallerian dejenerasyonu, inflamasyonu
azalttigini, damarlanmayi, akson sayisini artirdigin1 ve aksonal yapiyr korudugunu

tespit ettik.

Calismamizda bazi kisitliklar bulunmaktadir. Insanlarda periferik = sinir
yaralanmasi sonrasi rejenerasyon hizi giinde 1 mm olarak tahmin edilmekte ve kabul
edilmektedir(28). Sicanlarda ise bu rejenerasyon hizi giinde 2 ila 3 mm, hatta daha
fazla olarak tahmin edilmektedir(35). Alt1 haftalik takip siiresi, sigan siyatik siniri ile
hedef organ arasindaki mesafenin birka¢ milimetre olarak degerlendirildiginde
iyilesme igin yeterli goriilebilmekte. Ancak rejenerasyon siirecinin daha uzun
stirmesi ve fonksiyonel iyilesmesinin daha uzun siire almasi takip siiresi agisindan
kisithlik olusturmaktadir. Calismada siganlardan c¢ikarilan siyatik sinir 6rnekleri
histolojik ve immiinohistokimya i¢in ayrilinca dokuda TAS ve TOS 6l¢limii yapmak
i¢cin ayrilan numunelerden degerlendirme yapilamadi. Doku diizeyinde IL-6 6l¢timii
teknik aksakliklardan dolay1 yapilamadi. Calismada elektrofizyolojik inceleme
yapilmadi. Her ne kadar elektrofizyolojik sonuglar fonksiyonel sonuglar ile
korelasyon gostermedigine dair diisenceler olsa da(92) calismayr daha aydinlatici

yapabilme ihtimali de vardir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada sicanlarda nérometzis tipi yaralanma modeli olusturuldu. Ug
uca epinoral onarim yapildi. Bir gruba intraperitoneal yolla tek doz aloperin
uygulandi. Biyokimyasal ve immniinohistokimyasal testlerde aloperinin antioksidan
ve antiinflamatuar etkisi gosterdik. Bu etkiler ile periferik sinir rejenerasyon
stirecinde inflamasyonu azalttigi, akson sayisini ve ¢apini artirdigi, reinervasyon ile

kas hacim kaybini azalttig1 ve fonksiyonel iyilesmeyi artirdigi gosterildi.

Bu c¢alismada elde edilen veriler 1s18inda nérometzis tipi  sinir
yaralanmasinda, sistemik uygulana Aloperinin; antioksidan ve antiinflamatuar
etkiyle sinir rejenerasyonunu olumlu etkiledigini, rejenerasyonu hizlandirdigini ve
fonksiyonel iyilesmeyi de yiikselttigini literatiirde ilk defa gdsterdik. Bu ¢alismada
Aloperinin periferik sinir lizerindeki etkisini arastiran ilk ¢alisma olmasi nedeniyle

gelecekte yapilacak caligsmalar i¢in fikir verici olacag diisiincesindeyiz.
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

Deneysel Siyatik Sinir Hasar1 Modelinde Aloperine’nin Anti-Enflamatuvar Ve
Anti-Oksidan Ozelliklerinin Tyilesme Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

“Mehmet Ertamidir”
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali

TIPTA UZMANLIK TEZi / Konya, 2023

Amag: Periferik sinirler mekanik, iskemik, kimyasal nedenlere bagli olarak yaralanmaktadir.
Periferik sinir yaralanmasi sonrasi kiside fonksiyonel bozukluklara yol acar ve yasam kalitesini
distirtir. Sinir kopma ndrometzis tipi yaralanmalar da cerrahi onarim gerekir. Onarim sonrasi
rejenerasyonu siirecinde inflamasyon ve oksidatif stres olumsuz etki eder. Biz de buradan yola ¢ikarak
antioksidan ve antiinflamatuvar etkinligi gosterilmis aloperinin periferik sinir rejenerasyonu iizerine
olast olumlu etkisini inceledik. Inceleme igin fonksiyonel biyokimyasal ve histolojik degerlendirmeler
kullandik.

Gerec¢ ve Yontem: Calismamizda 30 adet Wistar- albino cinsi erkek si¢an kullanildi. 3 grubu
ayrildi ilk grubun siyatik sinirlerinde ndrometzis tipi yaralanma olusturuldu ardindan ug¢ uca epinoral
koaptasyon yapildi. ikinci grupta ayni sekilde nérometzis tipi yaralanma olusturuldu ug uca epindral
koaptasyon yapild: ve tek doz intraperitoneal 100mg/kg dozuyla Aloperin uygulandi. Uciincii gruba
cerrahi islem yapilmadi. Siganlar alti hafta takip edildi. Alt1 haftanin sonunda fonksiyonel
degerlendirme igin itme kuvvet testi, pinprick testi ve sicak zeminden ayak ¢ekme testi uygulandi
takiben sakrifikasyon yapildi. Intrakardiyak kan alindi kan 6rneklerinden IL-6, 1L-10, TNF- a, TAS ve
TOS degerlerinin dlglimleri yapildi. Siyatik sinirleri ¢ikarildi ve histolojik incelmesi yapildi, akson
sayisi ¢ap1, wallerian dejenerasyon degerlendirildi. Siyatik sinir dokusunda IL-10 ve TNF-a 6l¢iimleri
yapildi. Her iki taraf gastroknemius kaslar ¢ikarildi. Gastroknemius kas agirlik dlgiimleri yapilarak kas
agirlik orani hesaplandi.

Bulgular: Aloperin uygulanan grupta fonksiyonel olarak kas hacmi orani ve pinprick skoru
sadece onarim yapilan gruptan daha yiiksek bulundu. Sicak zeminden ayak ¢ekme siiresi daha kisa
bulundu. itme kuvvet oran1 yapilan formiilasyona gore diisiik ¢iktikca daha fazla iyilesme oldugunu
gostermekte Aloperin uygulanan grupta itme kuvvet oram daha diisik olarak bulundu. Aloperin
uygulanan grubun kaninda sinir dokusunda IL-10 yiiksek TNF-a diisiik olarak saptandi. Yine bu
grubunun kaninda IL-6 miktar1 daha diisiik olarak &l¢iildii. Histolojik incelemede aloperin uygulana
grupta akson sayisi ve ¢apinin arttigi wallerian dejenerasyonun azaldigr gorildii.

Sonu¢ Bu caligmada elde edilen veriler 1s1ginda ndrometzis tipi sinir yaralanmasinda,
sistemik uygulana Aloperinin; antioksidan ve antiinflamatuar etkiyle sinir rejenerasyonunu olumlu
etkiledigini, rejenerasyonu hizlandirdigin1 ve fonksiyonel iyilesmeyi de yiikselttigini literatiirde ilk
defa gosterdik. Bu ¢alismada Aloperinin periferik sinir {izerindeki etkisini aragtiran ilk ¢alisma olmasi
nedeniyle gelecekte yapilacak ¢alismalar igin fikir verici olacag: diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Aloperin, periferik sinir iyilesmesi, antioksidan, antiinflamatuvar
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SUMMARY

Evaluation of the Effect of Anti-Inflammatory and Anti-Oxidant Properties of

Aloperine on Healing in an Experimental Model of Sciatic Nerve Injury

Aim: Peripheral nerves are injured due to mechanical, ischemic and chemical causes. After peripheral
nerve injury, it causes functional disorders and reduces the quality of life. Nerve rupture neurometsis
type injuries also require surgical repair. Inflammation and oxidative stress affect the regeneration
process after repair negatively, so we examined the possible positive effect of aloperine, which has
shown antioxidant and anti-inflammatory activity, on peripheral nerve regeneration. We used
functional biochemical and histological evaluations for the review.

Material and Method: In our study, 30 male Wistar-albino rats were used. Three groups were
separated, neurometsis type injury was created in the sciatic nerves of the first group, and then end-to-
end epineural coaptation was performed. In the second group, neurometsis type injury was created in
the same way, end-to-end epineural coaptation was performed and a single intraperitoneal dose of
100mg/kg Aloperin was administered. No surgical procedure was performed in the third group. The
rats were followed for six weeks. At the end of six weeks, push-pull test, pinprick test, and foot pull
test were applied for functional evaluation, followed by sacrification. IL-6, IL-10, TNF-a, TAS and
TOS values were measured from blood samples from intracardiac blood samples. Sciatic nerves were
removed and histologically examined, axon number diameter, wallerian degeneration were evaluated.
IL-10 and TNF-a measurements were made in the sciatic nerve tissue. Both sides gastrocnemius
muscles were removed. Muscle weight ratio was calculated by measuring gastrocnemius muscle
weight

Result: Functionally, muscle volume ratio and pinprick score were found to be higher in the aloperine
administered group than in the repair-only group. The time to take foot from the warm floor was
found to be shorter. It shows that there is more improvement as the thrust force ratio is lower than the
formulation applied, while the thrust force ratio was found to be lower in the Aloperin applied group.
In the blood of the aloperine administered group, IL-10 was high and TNF-a was low in the nerve
tissue. Again, the amount of IL-6 in the blood of this group was measured to be lower. In histological
examination, it was observed that the number and diameter of axons increased and the wallerian
degeneration decreased in the group treated with alloperine.

Conclusion: As a result of the data obtained in this study, systemic application of Aloperin in
neurometsis type nerve injury; We have shown for the first time in the literature that it positively
affects nerve regeneration, accelerates regeneration and increases functional recovery with its
antioxidant and anti-inflammatory effects. Since this study is the first to investigate the effect of
Aloperin on the peripheral nerve, we think that it will be informative for future studies

Keywords: Aloperin, peripheral nerve healing, antioxidant. anti-inflammatory
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HAYVAN DENEYLERI ETiK KURUL KARAR
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Selcuk Universitesi Tip Fakiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilm Dal'ndan Dr. Ogrt. Uyesi
Sadettin GIFTCI ve Aras. Gor. Mehmet ERTANIDIR, Prof. Dr. Bahadir OZTURK, Aras. Gér. Erkan Sabri
ERTAS tarafindan sunulan “Deneysel Siyatik Sinir Hasar Modelinde Aloperine'nin Anti-Enflamatuvar
ve Anti-Oksidan Ozelliklerinin iyilesme Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi” baglikli uzmaniik tezi
projesi kurul tarafindan degerlendirildi.

Projede belirtilen anestezik maddenin (Xylazine 10 mg/kg. Ketamin 70 mg/kg) kullanimasi uygun
goriimistir. Projede belirtien ve istatistiksel olarak en glvenilir sonug elde edilebilecek asgari sayida
kullanilacak olan (30 adet sigan.) hayvan sayisi uygun goriilmdstir.

Projenin hayvan deneylerine iliskin yonlerinin Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesinde belitilen “Etik Kurallar’ dikkate alinarak
hazirlandidi belirlenmigtir.

Selouk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastima Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Yonergesinde yer alan kurallar ve belirtilen “Hayvan Deneyleri lle ligili Etik llkeler” sakli kalmak kogulu ile
projenin hazirlanmasinda “Etik Kurul Yonergesi fkelerine Uyulduguna’ calismanin deneysel kismini
yapacak calismacinin “Deney Hayvanlar Kullanim Sertifikasina” sahip oldudu dikkate alinarak projenin
hayvan kullanim etigi agisindan “uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir




