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1.GIRIS

Travmatik periferik sinir yaralanmalari tiim yaslarda kisinin ve ekstremite
disfonksiyonunun en Onemli sebeplerindendir. Periferik sinir yaralanmalar1 tim
diinya ¢apinda is giicii kaybina neden olan 6nemli yaralanmalardandir. Yaralanma
sonrasi o sinirin uyardigi kasa uyar1 gidemez ve kas atrofiye ugrar. Yaralanma ve
yenilenme mekanizmalart hakkinda c¢ok fazla bilgi olmasma ragmen, tam

fonksiyonel iyilesmeyi saglayan giivenilir tedaviler nadirdir [1].

Savas dis1 zamanlarda periferik sinir yaralanmalar1 genellikle motorlu tasit
kazalarina bagli travma ve daha az yaygin travma, diisme ve endiistriyel kazalar
nedeniyle gergeklesmektedir. Travmaya bagvuran tiim hastalarin yaklasik % 2 ila
3'liniin periferik sinir yaralanmalar1 nedeniyle bagvurduklari bilinmektedir. Pleksus
ve kok yaralanmalartyla birlikte bu oran %5 lere ¢ikmaktadir [2]. Periferik sinir
yaralanmalarmin ayn1 zamanda kafa i¢i yaralanmalarla birlikte goriilme orani da
yiiksektir. Kafa i¢i yaralanmali ve yogun bakim tinitelerinde takip edilen hastalarda
%34 oraninda periferik sinir yaralanmasinin da oldugu gosterilmistir. Bundan dolay1

gbzden kagirilmasida kolay bir durumdur [3].

Periferik sinirler uzun seyirli olduklarindan dolay1 travmaya kolaylikla maruz
kalabilirler. Periferik sinir sistemi (PSS) onarim ve rejenerasyon i¢in kendine 6zgii
bir yetenege sahiptir. Rejenerasyon kapasitesi hastanin yasi, yaralanma mekanizmasi
ve Ozellikle de yaralanmanin sinir hiicresi govdesine yakinligi ile ilgilidir. Distal
dijital sinir yaralanmalar1 parmak ucunda duyu kaybi ile sonuglanir ve iyi bir sekilde
rejenere olurken, proksimal brakiyal pleksus aviilsiyonlar1 bozulmus el hissi, azalmis
motor fonksiyonu ve siklikla agr1 ve soguk intoleransi ile fonksiyonel olarak
yikicidir. Bu tiir yaralanmalarin hasta ve giinliik yagam aktivitelerini gerceklestirme
yetenekleri tizerinde derin ve kalic1 bir etkisi vardir, ayrica ise doniisii 6nler [4]. Su
anda, tercih edilen tedavi, gergin olmayan epindral siitiirlerle titiz mikrocerrahi
onarimdir. Ugtan uca dikisin miimkiin olmadig: bir sinir boslugu varliginda, otolog
sinir greftleme altin standart olarak kalir[4]. Bununla birlikte, bu saglikli bir siniri
feda eder, daha kapsamli bir cerrahi gerektirir ve donor sinirleri sinirli miktarda
bulunur. Sinir yaralanmalari tatmin edici duyusal ve motor iyilesme i¢in erken
onarilmalidir. Sinir yaralanmas: i¢in klinik tedavide ilkeler, néropatofizyolojinin
onemli Ol¢iide artmasina ragmen son 30 yilda degismemistir ve buna bagl olarak

klinik sonuglar zayif kalmaktadir [4].



Sinir hasarimi azaltmak i¢in bir oneri antioksidanlarin eszamanl kullanimidir.
Gergekten de caligmalar, E vitamini, melatonin, statinler ve trapidil gibi
antioksidanlarin reperflizyon kaynakli yaralanmay1 azaltma yeteneklerini bildirmistir.
Bu nedenle gozler diger yiiksek antioksidan 6zellikteki maddelere cevrilmistir.
Quercetin, sebze, meyve, cay, yaprak ve tahillarda bulunan flavonoid ailesinin bir
tiyesi. Quercetin, anti-enflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahiptir[5, 6]. Giigli bir
antioksidan, serbest radikal temizleyici ve lipit peroksidasyon inhibitorii oldugundan,

quercetin, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin dnlenmesinde kullanilmistir[6].

Propolis, bal arilar1 tarafindan bitkisel kaynaklardan toplanan bir maddedir ve
diinyanin bir¢ok bolgesinde geleneksel bir ilag olarak kullanilir. Propolis
antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar, immiinomodiilatoér, antitiimor,

antitilser, hepatoprotektif, kardiyoprotektif ve noroprotektif 6zelliklere sahiptir[7].

Propolis 6zii, dogal maddelerin son derece karmasik bir karigimidir. Amino
asitler, fenolik asitler, fenolik asit esterleri, flavonoidler, sinnamik asit, terpenler ve
kafeik asit igerir[7]. Propolis tiim diinyada halk tibbinda kullanilmistir.
Antienflamatuar, immiin sistemi uyarici, antiviral ve antibakteriyel aktivitelere sahip
oldugu gosterilmistir[7, 8]. Propolisin farmakolojik 06zellikleri temel olarak
flavonoidlerin varligina atfedilir. Bunlarin anti-enflamatuar, antihepatotoksik,
antikanser ve antiviral aktivitelerin yani sira antibakteriyel etkileri oldugu
bildirilmektedir. Hakim goriis, flavonoidlerin genis biyolojik aktivitelerinin, en
azindan kismen, serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruma yetenekleriyle

iliskili oldugudur[8].

Iste bu serbest radikallere karsi koruma etkisi, periferik sinir hasarindan sonra
ortaya c¢ikan serbest radikallerin yok edilmesinde ve daha sonraki tamir sonrasi

reperfiizyon hasarinin engellemesinde kullanilabilir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1 Periferik Sinir Sistemi Tarihcesi

[k defa MO 3. yy’da Herophilus sinirleri medulla spinalise kadar takip edip,
motor-duyu ayirimi yapmis olmasina ragmen sinir-tendon karigikligi 16. yy’a kadar
stirmiistiir. MS 130°da Bergama’da dogan Galen, hayvan deneyiyle PSS’nin ayrintili
anatomisini ¢ikarmistir. Uzun bir siire sinir kesisinin tamirinin miimkiin olmadigina

inanild1 [9].

17. yy da Virchow ve Swan gibi otorler kesik sinirlerin kendilerini
tyilestirdigine inanirken, 18 yy da yaygin inanis kesik sinir ug¢larinin siiture
edilmesinin daha kotii sonuglar getirdigi yoniindeydi. Bu gorliis ve akimlar
Cruikshank ve Haighhtyon’un sinirin tekrar fonksiyonel olmasi i¢in mutlak anatomik

devamliligini geri kazanmasi gerektigini gosteren ¢alismalariyla son buldu [9].

19. yy da sinirin mikroskobik anatomisinin goriilmesiyle tedaviler gelisti.
Sinirin tibiiler yapisin1 Du Trocheti , sinir kilifini Schwann, aksonlar1 Golgi, myelini
Weigert tarifledi [10]. Bu yapilarin ve sinirini katmanli tabakalar1 olan
epindrylim,perindryiim,endondryumun  bulunmasi sinir tamiri i¢in muazzam
onemlidir. 1850 de August Waller giinlimiizde herkes¢e bilinen Wallerian
dejenerasyonu gozlemledi ve tarifini yapti [10]. Aksonlarin hasar aldiklar1 seviyenin
distalinde dejenere olduklarini, proksimalinde ise rejenere olduklarini tarifledi[10,

11].

Sinir sisteminin fonksiyonel anatomisi {izerine yaptiklari ¢aligmalariyla Golgi
Ve Cajal 1906 da Nobel aldilar.[12] 1917’ de Langley ve Hashimoto Perinoral
onarimi gosterdi. Tinel 1. Diinya Savasi’nda tingling (karincalanma) bulgusunu
aksonlarina rejenerasyonu nedeniyle gerceklestigini gosterdi ve buna tinel bulgusu
adr verildi. 1944 de Erlanger ve Gasser Sinir hiicrelerinin baglantilarimin farkli
fonksiyonlart oldugunu tanimlayarak Nobel aldi. Bu verilerle Hodes, Larrabee ve

German klinik emg testlerinin temellerini attilar[11, 13].

Sinir greftleri 1876 da Eduard Albert tarafindan ilk olarak uygulandi[14] .
1.Diinya savas1 sirasinda bir ¢ok greftlenen sinirlerde basarisizlik ¢cok fazla bulundu.
Seddon’a gore enfeksiyon bunun ana sebebiydi. Kurze ve Smith 1964 de

mikroskopla onarim yaptilar. 1970’lerde Julia Terzis gerilimsiz onarimin faydalarin

gosterdi [11, 14].



Giincel arastirmalar ve bilgi birikimleriyle Mackinnon periferik sinir cerrahisi

icin 8 temel prensip bildirmistir[15, 16].

Motor ve duyu sisteminin pre ve postoperatif klinik degerlendirilmesi
yapilmalidir.

Glincel mikrocerrahi aletler ve teknikler kullanilmalidir

Gerilimsiz sinir onarimi yapilmalidir

Gerilimsiz onarim yapilamazsa sinir grefti sarttir

Hem ucg-uca onarim hem sinir grefti uygulamasi ekstremitenin notral
pozisyonunda yapilmalidir

Imkanlar el verdikge primer sinir onarim tercih edilmelidir.

Sinirin intrandral topografisi uygunsa, fasikiiler onarim tercih edilmelidir.
Eger fasikiil mix fonksiyona sahipse ve motor duyu ayirimi iyi yapilamiyorsa
epindral onarim tercih edilmelidir.

Postoperatif motor ve duyu rehabilitasyonu ¢ok 6nemlidir[16].

2.2 Periferik Sinir Sistemi Anatomi ve Embriyolojik Kokeni

PSS dis diinya ile MSS arasindaki baglantiy1 saglayan sistemin adidir. Dig

diinyadan bilgiyi alir MSS’ne iletir ve MSS’nin cevabini dis diinyaya iletir. Duyu,

motor ve mikst tip olmak tiizere 3 tip periferik sinir vardir [17, 18]. Medulla

spinalisten ayrilan duyu kokleri tagiyan dorsal ve motor kok tasiyan ventral koklerin

birlesmesiyle periferik sinirler meydana gelir [17]. (Sekil 1) Periferik siniriler, ndron

govdesinden perifere uzana perikaryon uzantisidir. Bu periferik sinirler kranial,

spinal ve otonom sinirleri dallaridir[17, 18].

Embriyolojik olarak PSS ektodermden gelisir. Gelisimin 4. Haftasinda

noroektoderm i¢inde noral krest gelisir ve mezoderem go¢ ederler. Schwann

hiicreleri ve diger norablastik hiicreleri gelisimi burda baslar [18].



Spinal cord

Dorsal root

Sekil 1 : Periferik sinir sistemi sematik ¢izim
2.2.1 Noron

Sinir sistemi ¢ogunlukla sinir hiicrelerinden olusur. Ayni1 zamanda kan
damarlar1 ve bag dokusu igerir. Sinir sisteminin ana hiicreleri noronlar ve noroglial
hiicrelerdir. Noronlar arasinda iliski dendrit denilen uzantilarla saglanir. Sinirler
akson demetidir. Neuroglial hiicreleri de bosluklari doldurmak ve ¢evrelemek veya
desteklemek i¢in yaratilmig hiicrelerdir. Sinir sisteminin hiicresel diizeyde 6nemli bir
pargasi arasindaki kii¢iik bosluktur. Noronlarin iletisim kurdugu bu bosluga sinaps

denir.

Bir noéronun hiicre govdesi (soma veya perikaryon) sunlari igerir:graniiler
sitoplazma, mitokondri, lizozomlar, bir Golgi aparat1 ve bircok mikrotiibiil [19]. Iyi
bir ag norofibril adi verilen iplikler aksonlara uzanir ve onlart destekler[19].
Norofibriller metabolit tasinmasi ve hiicre seklinin korunmasidna ¢ok énemlidir[19].
Cekirdek, nucleolus ve protein sentezinden sorumlu graniillii endoplazmik retikulum
olan Nissl cisimciklerini igerir. Bu cisimler sinirde rejenerasyon zamani artig

gosterir[18, 19]. (Sekil 2)

Bir sinir hiicresinin aksonu tektir fakat dentritleri bir ¢ok sayida olabilir.

Aksonlarin temel amaci uyariy1 periferdeki hedef dokuya tagimaktir[18, 19].



Sekil 2 : Standart bir néron yapisi [20]

Noronlarin sekli ve boyutu islevine gore degisir. Bazilar iletiyi beyne veya
omurilige tasir. Bazilar1 ise tam tersini yapar. Noronlar sekillerine gore unipolar,

bipolar ve multipolar olmak tizere 3 major grupta degerlendirilir[19]. (sekil 3)

_ Dendrites — —

= e ——— 8

e

Parnpheral
process

— Axon

Axon

(a) Muitipotar (b) Bipolar (c) Unipolar

Sekil 3: Noron tipleri
2.2.2 Aksonal Iletim
Bu sistem, Ca-Mg ATPaz tarafindan saglanan ATP‘ye bagimhidir ve iki

yonliidiir. Anterograd (somatofugal) transport ile sinir hiicre govdesinde sentezlenen

pek ¢ok madde degisken hizlarda akson boyunca taginir. ki farkli hizda antegrad



tasima vardir [20]:

Yavas tasima: Aksonlarin sitoskeletal elemanlarinin ve aktin, tiibiilin
gibi mikrotiibiil proteinleri, nérofilaman ve mikrofilamanlar bu yolla taGinir. Hiz: 1—

6 mm/giin

Hizli1 tasima: glikoprotein, lipid gibi hiicre zar1 bilesenleri, cesitli

enzimler ve ndrotransmitter igeren vezikiiller taginir . Hiz: 400 mm/gilin

Retrograd (somatopedal) tasima, akson terminalinden hiicre govdesine
dogru olan tagima sistemidir. Ortalama hiz 240 mm/giin kadardir. Norotransmitter
vezikiillerinin ve intra-aksonal proteinlerin geri doniisiimii saglanir. Ayrica akson
terminalindeki ya da kesilmis akson ucundaki sinir biiyiime faktorii gibi norotrofik

faktorler ve herpessimpleks, polio gibi viriisler de geriye dogru tasinabilirler [20].

2.2.3 Schwann Hiicreleri ve Miyelin Kilif

Schwann hiicreleri, iyon dengesinin saglanmasina, ndrotransmitterlerin
dagilimina ve aksolemma boyunca sodyum kanallarinin yerlesimine katkida bulunan,
noroektodermal kokenli, periferik sinir sisteminin uydu hiicreleridir ve akson
cevresinde konsantrik karakterde fosfolipid bir tabaka olan miyelin kilifim
sentezlerler [10]. Miyelin kilifin gelisimi gestasyonun 12—18. haftalarinda baslar ve
dogum sonrasi da degisken hizlarda devam etmektedir. Miyelin esas olarak santral
sinir sisteminde oligodentrositlerin, periferik sinir sisteminde ise Schwann
hiicrelerinin plazma membranlarindan olusur [10]. Miyelinli ya da miyelinsiz olsun,
her sinir lifinde aksonlar ucuca dizilmis Schwann hiicreleri ile sarilmiglardir.
Miyelinli liflerde her bir Schwann hiicresi tek bir aksonu g¢evrelerken, miyelinsiz
liflerde bir Schwann hiicresi birden fazla aksonu ¢evrelemektedir. Ayrica schwann
hiicreleri tip 4 kollajen ve lamininden olusan bir bazal membran {iretirler ve bu sinir

lifini cevrelemektedir [10].

Miyelin yapisi hiicre zar yapisina benzemekle beraber, %75 lipid ve %25
protein icermesiyle farklilik gosterir, lipidlerin %20 ila %30‘unu olusturan
kolesterol, multilamellar yapinin stabilizasyonunu saglar [21]. Miyelin igeriginde
bulunan diger lipidler, glikolipid yapisinda olan siilfatid, gangliosid ve

galaktoserebroziddir. Proteinler ise glikoprotein yapisinda olup; baslicalar1 protein



zero, periferik miyelin protein 22 kDa, miyelin iligkili glikoprotein, epiteliyal
kadherin ve periaksindir. Biiyiik ¢apli aksonlar miyelinli iken, ¢apt 1 mikrometreden

(um) kiigtikler genellikle miyelinsizdir [21].

Memelilerde dorsal spinal koklerin ve kutandz sinirlerin yaklagik %75¢1,
kasa giden liflerin %50‘si ve postganglionik otonomik liflerin tamamina yakin
miyelinsizdir [21, 22]. Miyelinli aksonlarin da iki Schwann hiicresi arasinda kalan
bolge olan Ranvier diigiimleri ve akson ¢ikis bolgesi olan akson tepeciginde
miyelinsiz kisimlar1 vardir [21]. Ranvier diigiimleri sinir ileti hiz1 ag¢isindan 6nem
tasir, uyarinin sigrayici (saltatuar) sekilde iletimi ile ¢ok hizli taginmasini saglar [21,

22].(sekild)

Sinirin miyelinli olmas: ileti hiz1 ¢cok 6nemli derecede etkiler. Sinirler iletim

hiz1 ve ¢apina gore 3 gruba ayrilir [22, 23].

— A grubu lifler:  Caplar1 2.5-22 pum, Miyelinli somatik afferent ve
efferent liflerdir, ileti hizlar1 15-100 m/sn arasindadir [23].

— B grubu lifler: Caplar1t 3 pum, Miyelinli otonomik preganglionik
liflerdir, ileti hizlar1 3—15 m/sn kadardir [23].

— C grubu lifler: Caplart 0.2-1.5 um, Miyelinsiz somatik ve visseral
afferent lifler ile postganglionik liflerdir, ileti hizlar1 0.3—1.6 m/sn kadardir [23].

P tre—— Perinériyum Endon&riyum
— A

Epinériyum /
)

y Miyelin kihf
Ranvier Bazal membran

[24] Sekil 4 : Sinir tabakalar1 ve mikro diizeyde incelenmesi



2.2.4 Sinir Cevreleyen Bag Dokusu Elemanlar:

Periferik sinirler birbirinden ayr1 3 adet destek dokuyla cevrelidir. Her sinir
lifi en i¢ kisimda kollajen ve retikiiler liflerden olusmus endondriyumla sarili
haldedir [22]. Bu alan sinire uygun bir ¢alisma ortami saglar. Sinir lifleri bir araya
gelerek fasikiilleri olustururken bu fasikiillerin etrafi perindryum denilen ¢ok kath
yass1 tabakayla sarilmistir. Kan sinir bariyerini saglayan ve sinir iskemik olaylarla
birlikte travmaya karsi koruyan bu katmandir [22]. En dista bulunan epinéryum sinir
dis harcketlere ve travmalara karsi koruyan kisimdir. Tip 1 ve tip 3
kollajenden,elastik 1if ve yag dokudan zengindir [22]. Epinéryum ¢ift katmanlidir.
Internal epindryiim derin tabakadir ve fasikiilleri tek tek sarar. En dis tabaka destek
amagli bulunan eksternal epinéryumdur. Sinirin bulundugu pozisyona gore
epindryum kalinhigr degisir. Yumusak doku arasinda daha inceyken sinirin

ylizeysellestigi ve eklemli bolgelerde kalindir [22].

2.2.5 Vaskiiler Yap1

Sinirler ekstrensek ve intrensek 2 ayri sistemle beslenir. Ekstrensek sistem
vazo nervozum denilen vaskuler yapidan olusur. Bu sistem ilaglardan ve sempatik
olaylardan etkilenir. Intrensek sistem dis faktdrlerden etkilenmez epindryum,
perinéryum, endondryum arasindaki vaskuler damarlanmalardan olusur (sekil 5)

[25].
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Sekil 5 : Sinir tabakalar1 ve vaskuler yapisi

[26]



2.3 Periferik Sinir Yaralanmalar1

Periferik sinir sistemi hasarlanmalarinda tan1 ve tedavi oldukg¢a 6nemli ve bir
0 kadar da giigtiir. Periferik sinir biyolojisinin ve bunun sinir onarimina, 6zellikle
de sinir dejenerasyonuna ve rejenerasyonuna etkisinin iyi degerlendirilmesi
gerekmektedir. Periferik sinir yaralanmalari; genellikle travma sonucunda olusan
laserasyon kontiizyon, gerilme, traksiyon, delici, kesici yaralanmalar, anormal uyku
pozisyonu ve anestezi sirasinda olusabilecek eksternal basi, internal kompresyon,
iskemi ve enjeksiyon sonrasinda meydana gelebilmektedir. Ayrica elektrik ¢arpmasi

ve termal travmalarda da olusabilmektedir [27].

Kesilen sinirin distalinde zamanla ‘Wallerian dejenerasyonu’ olusmaktadir.
Akson ve miyelin kiliflar1 dejenerasyona ugrar ve tedavi edilmezse distalde kalan
endondral bos tiiplerde zamanla atrofi olusur [27]. Kesinin bulundugu yerden
proksimale, yani spinal kdklere dogru ayni tiirde degisiklikler olur. Ancak proksimal
u¢ daha hizli rejenere olabilmektedir. Rejenerasyon hizi yaklasik olarak 1-2
mm/giin’diir [27]. Kesinin serbest ucuna ulasan aksonal rejenerasyon distal ugtaki
fasikiillere ulasamazsa zamanla kendi etrafinda bir yumak yapabilmekte ve fibrotik
dokuyla kaplanabilmektedir. Bu yapiya aksonal yumak olsun veya olmasin ‘noroma’
ad1 verilir. Eger sinir devamliligi gross olarak bozulmamigsa ve epindriyum saglam
ise bu tiir bir néromaya “neuroma-in-continuity” adi verilir [27]. Palpasyonla bu
bolgenin sigskin ve sertlesmis oldugu hissedilir. Devamliligi olan sinir dokusu
icindeki bu patolojik durum; genellikle lokal ekstremite kontiizyonlarinda meydana
gelmektedir. Ayrica sinire yakin gegen atesli silah yaralanmalarinda da

rastlanmaktadir.

Seddon 1942 wyilinda 3 tip hasar tanimlamistir: noropraksi,
aksonotimezis, norotimezis [28] . Sunderland 1951 de daha detayli 5 grup yaralanma

tipi tanimlamistir [29]. 1988 de Mackinnon 6. Dereceyi eklemistir [30].

2.3.1 Seddon Siniflamasi

Noropraksi: Fizyolojik iletim bozuklugu vardir. Wallerian dejenerasyonu
yoktur ve aksonlar anatomik olarak saglamdir. Sadece aksonal transport
bozulmustur. Tedavi edilmeksizin bir kag saat ile bir kag ay icinde spontan
iyilesme goriiliir [28].
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Aksonotmezis: Akson ve miyelin kiliflarinda ha- sar vardir. Endonoriyum ve
disindaki katmanlar intakttir. Wallerian dejenerasyonu olusur. Bazen spontan

iyilesme olabilmektedir [28].

Norotmezis: Sinir tam olarak kesilmistir ve skar dokusu organizasyonu

vardir. Spontan olarak iyilesme imkan1 yoktur [28].

2.3.2 Sunderland Simiflamasi [31]

1.Derece: Sinir devamliligit mevcut olup, sadece fizyolojik iletim bozuklugu
vardir (=Noropraksiya). Kompresyon ve iskemi sonucunda olabilir. Fokal demi-

yelinizas- yon sahalar1 goriilebilir. Genellikle 2-3 hafta- da tam iyilesme gosterir.

2.Derece: Akson ve miyelin kilifi hasart vardir. Endondriyum dahil dis

katmanlar normaldir. Wallerian dejenerasyonu olusur (=Aksonotmezis).
3.Derece: Endonériyum hasarlidir ve perindriyum ile epindriyum saglamdir.

4.Derece: Epinériyum disindaki tiim noral ve destekleyici yapilar hasarlidir.

Sinirde endurasyon ve genisleme goriilebilir.
5.Derece : Sinir tam olarak kesiktir ve devamlilik yoktur (=Norotmezis).

6.Derece: 1-4. derecelerin bir kombinasyonu olup, bazi sensoriyal

fasikiillerin intakt olmasina bagli ‘Tinel bulgusu’ pozitif olabilmektedir [29]. (sekil
6)

Hasarh
akson ve miyelin
kilif kaviteler Skarh Saglam ekstarnal

Hasarli miyelin e iy
endondnyum epindryum

kilif kaviteler

\.»; ‘Saglam- Zfﬁ i .
' perindriyum | Saglam mezonGriyum
3. Derece 4. Derece

Sekil 6 : Sinir hasar1 derecelerinin sematik gosterimi[32]
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2.4 SINIR DEJENERASYONU VE REJENERASYONU

Sinir liflerinin rejenerasyonu basglamadan Once bir dizi dejeneratif siireg
gerceklesmelidir. Bu dejeneratif siire¢ rejenerasyonun baglangicidir. Rejenerasyonun
basaris1 bliyiikk Olgiide ilk yaralanmanin siddetine baghdir. Patolojik degisiklikler
birinci derece yaralanmalarda hafif veya yok derecesindedir. Mckanizma tek basina
iletim blogudur ve gercek bir rejenerasyon meydana gelmez. Ikinci derece
yaralanmalarda (aksonotmesis) yaralanma bolgesinde veya proksimalinde ¢ok az
histolojik degisiklik vardir; ancak yaralanmanin distalinde Wallerian dejenerasyon
olarak bilinen kalsiyum aracili bir siire¢ meydana geldigi bilinmektedir. Wallerian
dejenerasyonunda birincil histolojik degisim hem aksonlarin hem de miyelinin
saatler i¢inde parcalanmasina neden olan bir siirectir. Ultrayapisal olarak, hem
norotiipler hem de norofilamentler daginik hale gelir ve aksonal kontur dokusal 6dem
nedeniylediizensiz hale gelir.Yaralanmadan 48 ila 96 saat sonra aksonal siireklilik
kaybolur ve sinir iletisi artik miimkiin degildir.. Miyelin par¢alanmasi biraz daha

sonra yaklasik 36 ila 48 saat arasinda gelisir [33].

Schwann hiicreleri Wallerian dejenerasyonunda anahtar rol oynar.
Baslangicta, yaralanmadan sonraki 24 saat icinde aktif hale gelirler ve niikleer ve
sitoplazmik genisleme gosterirler. Bu hiicreler dejenerasyonun tamiri agamasinda
yardimcr olmak i¢in hizlica farklilasmis yavru hiicreler olusturmak {izere boliiniir.
Schwann hiicresinin rolii, dejenere aksonal ve miyelin kalintilarinin giderilmesine
yardimci olmak ve daha sonra makrofajlara aktarmaktir. Makrofajlar travmatize
bolgeye yaralanma bolgesinin  gegirgen hale gelen kilcal damar duvarlarindan
gecerek gelirler. Schwann hiicreleri ve makrofajlar, fagositoz ve 1 hafta ila birkag ay

gerektiren bir siiregte yaralanma bolgesini temizlemek igin birlikte ¢alisir [33].

Endondral mast hiicreleri de bunda 6nemli bir rol oynar. ilk 2 hafta icinde
belirgin bir sekilde gogalirlar. Histamin ve serotonin salgilarlar.Bu salgilama kilcal
gecirgenligi arttirir ve makrofajlarin gogiinii kolaylastirir 11k asamalarda endoniiriyal
tiipler travmaya yanit olarak siger, ancak ilk 2 haftadan sonra ¢aplar1 kiigiiliir. 5 ila 8
haftaya kadar, dejeneratif siire¢ genellikle tamamlanir ve sinir lifi bir endoneurial

kilif icinde Schwann hiicrelerinden olusan kalintilar geriye kalanlardir.

Ucgiincii derece yaralanmalarda, travmaya bagli daha belirgin bir lokal
reaksiyon meydana gelir. Bu intrafasikiiler yaralanmalar nedeniyle kopmus sinir lifi
uclarinin geri ¢ekilmesini igerir. Lokal vaskiiler travma siddetli bir inflamatuar yanit
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ile sonuglanan kanama ve 6deme neden olur. Fibroblastlar ¢ogalir ve yogun bir lifli
skar, yaralanan segmentin fusiform bir sismesine neden olur. Interfasikiiler skar

dokusu da gelisir, boylece tiim sinir gévdesi kalici olarak genisler [31].

Yarali segmentin distalinde, Wallerian dejenerasyonu ikinci derece
yaralanmalarda gdzlenene ¢ok benzer bir sekans izler. Onemli bir fark, intrafasikiiler
hasarin aksonal rejenerasyonu bozmasina ragmen bu nedenle endonéral tiiplerin uzun
stire boyunca denerve edilmesidir. Denerve edilmis olsa da, endonéryal borular 3-4
ay ic¢inde kiigtliip biizilmeye baslar [31, 34]. Endoneurial kilif, Schwann hiicresinin
dis yiizeyi taban zar1 boyunca kolajen birikmesine ikincil olarak giderek kalinlasir.
Endoneurial tiip akson yenilenmesini yapamazsa, ilerleyici fibroz nihayetinde onu
yok eder. Schwann hiicre siitunlar1 Biingner bantlar1 olarak bilinir ve rejenerasyon

sirasinda aksonlarin filizlenmesi igin 6nemli kilavuzlar haline gelir [34].

Dérdiincii ve besinci derece yaralanmalarda,siddetli travma telaffuz edilir.
Endonoral tiipler de bozulur ve Schwann hiicreleri ve aksonlar artik belirli bir sinira
sahip degildir [34]. Epineuryum da zarar goriir reaktif epindral fibroblastlar kopmus
uclara 24 saat i¢cinde ulasir. Rejenere aksonlar proksimal giidiik sismis kabartisina
ulasir ve daha fazla biiylime icin zorlu engellerle karsilagir [34]. Bir ¢ok akson
distaldeki bu engeli asamaz ve bag dokusu i¢inde dagilarak néroma denilen olusuma

neden olur. (Sekil 7)

Yaralanma proksimalinde distale benzer degisiklikler goriiliir. Latent periyot
sonras1 proksimal kesik ugta aksonal tomurcuklanmalar goriiliir. Tomurcuklanmlarin
ucu biiylime konisidir. Bu koni aktin ve miyozin igerir ve hareketlidir. Biiyiime
konisinin, distal sinir segmentindeki Schwann hiicre kolonlarina (Biingner bantlar1)
ve Schwann hiicrelerinin bazal tabakasinda bulunan fibronektin ve laminine,
affinitesi vardir (ndrotropizm) [35]. Aksonal tomurcuklarin biiyiime yOniini
belirleyen faktorlerden biri de bu affinitedir. Periferik sinir rejenerasyon kapasitesini

ve norotropizmi, ilk kez 1928 yilinda Cajal tarafindan gosterilmistir [33, 35].
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Sekil 7: Sinir hasar1 ve iyilesme donemleri

[36]
2.4.1 Molekiiler Yamtlar ve Post travmatik Oksidasyon

Periferal sinirlerin kesilmesi veya zedelenmesi distal sinir segmentindeki
molekiiler kompozisyonda dramatik degisikliklere neden olur [37]. Miyelinize
Schwann hiicrelerinin aksonla temasi kayboldugunda 2 giin igerisinde miyelin bazik
protein (MBP), miyelinin eslik ettigi glikoprotein (MAG), protein sifir (PO),
periferal miyelin proteini-22 (PMP22) ve periaksin gibi miyelin komponentlerinin
mRNA diizeyleri hizla azalir [38]. Siyatik sinir hasarini takip eden ilk 2 giinde akut-
faz proteini olarak bilinen ve Schwann hiicreleri ile makrofajlarin migrasyon ve
proliferasyonunda rolii olan hemapeksinin mRNA diizeyleri ile sentezi artar ve
sinirde birikir. Bu gegici artist IL-6 kontrol edebilir ve rejenere sinirde ise

hemapeksin ¢ikist azalir [39, 40].

Dejenere sinir segmentinde norotrofik faktorler ve bunlarin reseptorleri artar.
Akson kayb1 sonrasindaki, Wallerian dejenerasyonu sirasinda Schwann hiicreleri
boliiniirler. In vitro sartlarda glial biiyiime faktdrleri (GGF)'nin potent Schwann
hiicresi mitojeni oldugu ve in vivo satlarda da hiicre proliferasyonuna katildigi
saptanmustir [41]. Sinir ezilmesinden sonraki ilk 24 saat i¢inde periferik sinirlerin
distal segmentlerinde IL-1-mRNA diizeyleri artar bir hafta boyunca yiiksek
diizeylerde kalir [41, 42]. Schwann hiicrelerinde IL-1, NGF (noral growth faktor)
sentezini indiikler [41, 42].

Oksidatif stress cevabi travma sonrasi yasamin siirdiiriilmesi bakimindan ¢ok

onemlidir. Serbest radikallerin noron icerisinde belirli bir konsantrasyonda tutulmasi
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gerekmektedir [40]. Hidrojen peroksit, peroksi nitrit, siiperoksit gibi serbest
radikallerin belirli bir diizeyin iizerinde olmas1 hiicreyi apoptoza gotiirebilir. Bir cok
olayda antioksidan ozelligi gosterilmis olan E vitamini kullanimiyla siyatik sinir
aksotomisi sonrast olusan denervasyon atrofisini onledigi gozlenmistir [43]. Sinir
sistemi, bakir-¢inko ve mangan superoksit dismutaz SOD (Cu-Zn, Mn-SOD),
glutatyon peroksidaz daha az oranda katalaz igerir. Baz1 trofik faktorler noronal
antioksidan mekanizmalar1 aktive edebilir. Ornegin, NGF'nin glutatyon peroksidaz
ve katalaz aktivitelerini arttirdig1 gosterilmistir[44] . Cu-Zn SOD néronlarda ve diger
hiicrelerde serbest radikalleri detoksifiye ederek hiicreyi hasardan koruyan
enzimlerden biridir [45]. Kesi yapilmis periferik sinirlerin proksimal segmentinin
siskin uglarinda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve noronal nitrik oksit sentaz
(NNOS) birikmesi lokal nitrik oksit (NO) yapimina neden olurlar. NO'nun sinir hasari
sonrasinda bazi lokal etkileri oldugu goriilmektedir. Hasardan 14 giin sonra nitrik

oksit sentaz [11] aktivitesindeki artis belirgindir [46].

NO, peptidlerle birlikte mikrodamarlar tizerindeki etkisine ilaveten, noropatik
agr ve rejeneratif aktiviteyi etkiliyebilir [47, 48]. Ornegin, erken donemde saliverilen
NO, hasarli sinirden mekanosensitif ektopik agr1 akimlarini baslatabilir ve biiyiime
konilerini ¢okertebilir. Daha sonraki donemde Schwann hiicreleri ve inflamatuar
hiicrelerdeki indiiklenebilen nitrik oksit sentaz (INOS) tarafindan olusturulan NO ise;
miyelin artiklarinin pargalanmasi ve distal sinir kisimlarina aksonun yeniden
biiytimesi i¢in gerekli olabilir [48]. Ciinkii, iNOS bozuklugu olan farelerde Wallerian
dejenerasyonu ve sonrasinda miyelinli liflerin yeniden biiyiimesi asamalarinda

gecikme oldugu gozlenmistir [48, 49].
2.4.2 Quercetin

Flavonol quercetin (3,3’,4'5,7-pentahydroxy-flavone) gidalarimizda en bol
bulunan dogal polifenolden biridir [50]. Ikincil bir bitki metaboliti olarak olusumu,
bitki kralliginda yaygindir, burada cogunlukla quercetin glikozitler formunda
bulunur. Cok sayida fenol yapisal birim igeren polifenoller, sebzeler, soya fasulyesi
ve meyveler gibi bitkilerde yaygin olarak bulunur ve anti-enflamatuar ve anti-
oksidan eylemler yoluyla anti-hipertansif eylemler de dahil olmak iizere bir ¢ok
faydasinin oldugu bilinmektedir [51]. Polifenoller, siklooksijenaz, lipooksijenaz ve
timor nekroz faktor alfa protein (TNF-a) gibi inflamasyona neden olan enzimlerin

aktivitesini ve veya liretimini inhibe ederek anti-enflamatuar etkiler gosterir.
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Quercetin, streptozotosin kaynakli diyabetik siganlar ve alkolik ndoropati
modelleri gibi farkli hayvan modellerinde agr1 iizerinde etkileri test edilmis ve
kanitlanmis giivenli bir maddedir [52, 53]. Ayrica deneysel bir omurilik yaralanmasi
modelinde test edilmis ve olumlu sonuglar vermistir [54]. Bilesik, insan

denemelerinde de basarili sonuglar ald1 [55].

Suzuki ve Hara , insanlarin quercetin dahil giinliik flavonoidleri nasil absorbe
iyice Ozetlediler [56]. Quercetin aglikon ve glikosile formlarda bulunur Quercetin
aglycone, yapisina bagl olarak lipofiliktir . Bu lipofilik 6zelliginden dolay1 quercetin
aglycone, bagirsak mukozal epitel hiicrelerinin fosfolipid ¢ift tabakasi yoluyla
kolayca emilir.(sekil 8) Ote yandan, quercetin glikosile formu lipofilik degildir ve
meyveler, sebzeler ve soya fasulyesi gibi bitkilerde yaygin olarak bulunur. Bu
glikosile quercetin formu, lipofilik olmayan 6zelligi nedeniyle viicuda kolayca
emilmez. Bununla birlikte, Day ve ark. sican bagirsagmin firga kenar zarinda
eksprese edilen laktaz filorizin hidrolazin (LPH), quercetinin glikosile formunu
aglikon formuna hidrolize ettigini bildirmistir [57]. Quercetin aglycone, bagirsak
mukozal epitel hiicrelerinin fosfolipid ¢ift katmanlarindan difiizyonla emilirken,
monoglikozid formu intestinal firgamsi1 hiicrelerden SGLT-1(sodyum glukoz
transporter-1) mekanizmasiyla da emilir [58]. Hiicrelerde quercetin aglikonu
glukuronidatlanir, siilfatlanir veya metillenir ve bu modifiye edilmis quercetin
molekiilleri dolagima girer [59]. Ratlarda major metabolitler, glukuronide, siilfat ve /
veya metillenmis olanlar gibi quercetinin di- Ve tri-konjiigatlaridir, insanlarda ise
quercetin-3'-O-glukuronid, ana dolagsan metabolittir [60]. Bu gozlemler, quercetin'in
major dolasan metabolitlerinde oOnemli tiir farkliliklarinin  ortaya ¢iktigim
gostermektedir. Bu nedenle, sican iyi modellerden biri olmasina ragmen, viicut ve
hiicre fonksiyonlar1 iizerindeki quercetin etkilerini incelemek i¢in dolasimdaki

quercetin metabolitlerindeki bu spesifik farkliliklar1 dikkate almaliy1z.
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Sekil 8 : Quercetin Formlari[60]

2.4.3 Propolis

Arn tutkali olarak da adlandirilan Propolis, ¢cok sayida farmakolojik aktivitesi
nedeniyle ilag olarak biiyiikk potansiyele sahip 6nemli bir ari iriiniidiir. Propolis,
ozellikle antik cagda, Misir'da kullanildi. MO 1000 de, propolis ¢ok iyi biliniyordu.
Tip, kimya ve mumyalama iizerinde kullanilirdi [61]. Ibn-i Sina da eserlerinde siyah
balmumundan sifali olarak bahseder. Bunun propolis oldugunu anliyoruz. Daha
sonra doktorlar, Anglo-Boer savasi ve II. Diinya Savasi sirasinda propolisi yaralarda
etkili bir sekilde kullandilar [61]. 1969 yilinda, SSCB'deki Ortodoks tibb1 tedavide
propolis (% 30 alkollii ¢dzelti) kullanimini kabul etti [61].

Propolisin ekstraktlarinin tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite de dahil
olmak iizere antimikrobiyal ve antioksidan oOzellikler bulundurdugu gosterilmistir
[62, 63]. Arlar propolis kovan korunmasinda, petek yapiminda, bdcekleri
uzaklastirmada kullanmaktadirlar [64]. Propolis igerisinde 300 civar1 kimyasal
molekiil oldugu tespit edilmistir [64]. Propolisin kimyasal bilesimi arasinda
flavonoidler, aromatik asitler ve esterler, aldehitler ve ketonlar, yag asitleri ve
esterler, terpenler, steroidler, amino asitler, polisakkaritler, hidrokarbonlar, alkoller,
hidroksibenzen bulunur [65]. On iki farkli flavonoid, pinokembrin, akasetin, chrysin,
rutin, katesin, naringenin, galangin, luteolin, kaempferol, apigenin, myricetin ve
quercetin, iki fenolikasitler, sinnamik asit ve kafeik asit, resveratrol, kapiller bolge

elektroforezi ile belirlenmistir [61].
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Kimyasal bilesimine dayanarak ve faaliyetlerini giiglii bir anti-enflamatuar ve
antioksidan bilesik olarak degerlendirerek, propolis uygulamasinin siyatik sinir

hasarindan sonra ndrorejenerasyon siirecini iyilestirebilecegini diislinliyoruz.
2.4.4 Dimetil Siilfoksit

Dimetil siilfoksit (DMSO), test bilesiklerinin in vivo ve in vitro uygulamasi
icin yaygin olarak kullanilan bir ¢6ziicii ve aragtir. Ayrica bir takim romatizmal
hastaliklarda ajan olarak kullanilir[66] . DMSO’nun klinik tedavide bazi biyolojik
etkileri mevcuttur; serbest radikal temziler, giiclii ditiretiktir,platelet deagregatoriidiir
[67]. Morfolojik plastisite veya norotoksik yanitlari inceleyen ¢alismalarda oldugu
gibi DMSO'nun test bilesiginden bagimsiz etkileri sahte sonuglara yol agabilir .
Bununla birlikte, konsantrasyona bagli olarak, tek basina DMSO, anti-enflamatuar,
antioksidan, néroprotektif dahil olmak iizere g¢esitli ve ¢ogu zaman aksine etkiler

uygulayabilir [68].

Sanli ve ark.[69] tarafindan yapilan deneysel calismalarda DMSO’nun

periferik sinir iyilesmesi lizerine yararl etkileri gosterilmistir .
2.5 Periferik Sinir cerrahisi

Periferik sinir cerrahisi ¢ok eskilere dayanir. Galen (MS 130-200) sinir
hasarinin sensoriyel ve motor hasara yol actigin1 bulmustur . Sinir onarimiyla ilgili
ilk kayitlar William’a(13.yy) aittir. Ilk bagarili sinir onarimi Paget tarafindan 1847
yilinda yapilmustir. ilk greftleme 1878 de Albert tarafindan yapilmistir [70].

Sinir onarim basaris1 20.yy da artmistir. Ozellikle 2 tane diinya savasmin
yasandigr 20.yy da ¢ok fazla yaralanmanin goriilmesi ve mikroskoplarin devreye
girmesiyle perindral onarimin bulunmasi sinir cerrahisi agisindan mihenk tasidir
[71]. Giiniimiizde onarimla ilgili ¢esitli siitur ve onarim teknikleri, fibrin
yapistiricilar, tiip materyallerle koaptasyon hattinin desteklenmesi, topikal tedaviler

gibi ¢ok sayida ¢alisma vardir.
2.5.1 Onarim Teknikleri

Gilinlimiizde yaralanmig bir sinirin yapilabiliyorsa dogru konumda fasikiillerin
kars1 karsiya getirilerek koaptasyonu en Onemli cerrahi hedefidir. Bunun i¢in en
uygun zaman yaralanma sonrasi en erken donemdir. Epindral, perindral, epiperinoral

teknikler olarak kabaca siniflandirabiliriz.
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2.5.1.1 Epinoral Onarmm: En sik kullanilan tekniktir. Siitur koaptasyonun hattinin
proksimal ve distalindeki epindryumdan gecer. Sinir uglarinin uygun sekilde karsi
karsiya gelmesi igin epindéryum fiizerinde seyreden kan damarlari rehber olarak
kullanilabilir. Sinir ¢apina gore 8/0,9/0 veya 10/0 monoflaman siiturlar tercih edilir.
Dikis sayisi sinir uglarin1 yakinlagtiracak fakat stres yaratmayacak sekilde

olabildigince az sayida olmalidir [72]. Sekil 9

Onarim bu teknikte digerlerine nazaran daha basit ve kisa siirer. Sinir
igerisinden siitur materyali gegmez, fasikiillere verilen zarar minimaldir. Dezavantaji

ise ayni fasikiiller karsilikli gelemeyebilir.

Internal epineurium
External epineurium

[73] Sekil 9 : Epinoral Onarim Teknigi

2.5.1.2 Perinoral (Fasikiiler) Onarim: Bu teknikte temel prensip es fasikiillerin
birbirine siiture edilmesidir (Sekil 10). Her fasikiilde 2-3 siiture yeterlidir. Fakat en
zor tarafi fasikiillerin uygun eslesmesinin yapilmasidir. Duyusal fasikiillerin yanlis
eslesmesi kortikal yeniden Ogrenmeyle telafi edilebilir fakat motor aksonlarin
duyusal aksonlara veya epindryuma yonelmesiyle fonksiyon kaybi olusur [74]. Bir
diger dezavantaj siitur materyalinin sinir iginde yarattigi yabanci cisim

reaksiyonudur. Siire olarak da epindrala gére uzun ve daha fazla beceri istemektedir.

Epindral ve perinoral tekniklerin bir ¢ok karsilastirmasi bulunmaktadir [20].
Genel olarak cerrah hangi teknikte deneyimli ise onu kullanmasi1 mantiklidir. Kalin
ve diizenli seyirli fasikiillerin varliginda perindral, fasikiil ayrimi zor ve diizensiz

kesi varliginda epindral teknik onerilmistir [75].
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Sekil 10 : Perindral Onarim Teknigi

2.5.1.3 Epiperinoral Onarim: 1964 de Edshage tanimlamistir [76]. Her iki teknigin

kombinasyonudur. Intranéral travma ihtimali yiiksektir.

2.5.1.4 Diger Yontemler: Cerrahi yontemlerle tamir sonrasi olusan fibrozis, siitur
materal reaksiyonlari, tamir sirasinda sinire hasar vermek, graniilom olusmasi gibi
nedenlerden dolayr siitursuz tamir teknikleri arayisina girilmistir. Bunlardan bir
tanesi sinir uglarini birbirlerine 2 adet siiturla yaklastirdiktan sonra diisiik doz lazer
kullanmaktir[77] .Bir digeri fibrin yapistirict kullanmaktir. Sinir uglar1 2 adet siiturla
yaklastirildiktan sonra fibrin yapistirici kullanilarak stabilizasyon yapilir [78]. Fibrin
yapistirict  FDA  onayli bir tekniktir ve gilniimiizde bir ¢ok merkezde

kullanilmaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM
3.1 Etik Kurul Ve Proje Onay1

Calisma 27.08.2019 tarihli ve 2019-36 karar sayili Selguk Universitesi
Deneysel Tip Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Etik Kurul onay1 alinarak Kasim
2019 ve ocak 2020 tarihleri arasinda cerrahi islemleri yapilmistir. Histopatolojik
incelemeler 6zel bir merkezde Eskisehir’de yapilmistir. Calismamiz Selguk
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 19102059 proje

numarasiyla desteklendi.
3.2 Cahisma Plami

Calismada Selguk Universitesi Deneysel Hayvan Arastirma Laboratuari
(SUDAM)(Konya) tarafindan iiretilen yaklasik 250-350 gr agirliklarinda Wistar
albino cinsi 46 adet eriskin disi rat kullanildi. Ratlarin yaslar1 12-24 hafta arasinda
degismekteydi. Cerrahi islemler SUDAM’da gergeklestirildi. Tiim ratlar ¢alisma
stiresince ad libitum standart besin rejimiyle(pellet yem ve su) ile beslendi. Ratlarin
bakim odasi1 ve cerrahi islem ameliyathanesi sabit 22 santigrat derecede tutularak 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik siklusuyla bakildilar. Kafesler diizenli araliklarla

temizlenmistir.

Tim cerrahi prosediir ayni1 cerrah tarafindan yapildi. Cerrahi Oncesi ratlara
50mgr/kg Ketamin-HCI(Ketalar,Pfizer),10mg/kg Xylazin-HCI(Rompun;Bayer) ile
anestezi uygulandi. Her rat cerrahi sonrasi ayr1 kafeslerde bakildi.Cerrahi sonras1 10.
Haftada ratlarin klinik testleri yapildi. Servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek opere
taraf siyatik sinirleri ¢ikarilarak elektron mikroskopisi ve histopatolojik incelemesi
yapildi. Her iki taraf gastrokinemius kaslar1 ¢ikarilarak saglam taraf ile cerrahi taraf

arasindaki oran gruplar arasinda istatiksel anlamda degerlendirildi.
3.3 Deney Gruplari

Ratlar 5 ana gruba ayrilmistir. Gliniimiizde hala sinir tamirinde gold standart
olan Siitur grubu (SUT), Dimetil Siilfoksit (DMSO) grubu, Quercetin grubu [63],
Propolis grubu(PRO), Quercetin ve Propolis (QUE+PRO) olarak isimlendirildi. 4
grup 9, 1 grup 10 rattan olusacak sekilde ayarlandi. Primer siitur grubu hari¢ diger
gruptakiler postop 8 giin ,grubuna uygun ilag tedavisini almigtir. Her gruptaki ratlar
cerrahi sonras1 10 hafta takip edildi ve sonrasinda testleri uygulanarak sakrifiye
edildi. (Tablo 1)
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Koaptasyon hattindan alinan 6rnekler elektron mikroskopisi incelemesi igin
gluteraldehit soliisyonda fikse edilerek, diger d6rnekler histopatolojik inceleme igin

%10’luk formaldehit soliisyonu igerisinde saklanarak histopatolojik incelemeye

gonderilmistir.
Tablo 1: Deney Gruplari ve Sayilar

Grup Ad1 Aciklama Say1
Sadece Siitur(SUT) Sadece kesi sonrasinda primer siiturasyon | 9

yapildi
Coziicii Kesi ve siiturasyon sonrasi 8 giin i.p DMSO | 9
Dimetil SiilfoksitdMs0) | Verildi
Quercetin [63] Kesi ve siliturasyon sonrast 8 giin ip |9

Quercetin verildi.

Propolis (PRO) Kesi ve siiturasyon sonrast 8 giin propolis | 9
gavajla verildi

Quercetin+Propolis(QUE+ | Kesi ve siiturasyon sonrast 8 giin quercetin | 10
PRO) i.p, propolis gavaj ile verildi

3.4 Cerrahi Islem

Tiim cerrahi islem SUDAM’da deneyimli bir ekibin destegiyle tek bir cerrah
tarafindan gerceklestirildi. Tiim ratlara kilosuna uygun 50mgr/kg Ketamin-
HCI(Ketalar,Pfizer),10mg/kg Xylazin-HCI(Rompun;Bayer) ile anestezi uygulandi.
Operasyon Oncesi sol femurda girisim yapilacak bolge ve ¢evresi genisge tras edildi.
Operasyon tahtasina prone yatirilarak bantlarla tespit yapildi (sekil 11). Her ratin sol
siyatik siniri opere edildi. Sol femur altina 5 cc lik enjektor koyularak ve kuyrugua
tespit edilerek sinirin ylizeyellestirilmesi kolaylastirildi. Operasyon bolgesi genisce

povidon iodin ile boyanarak antisepsi saglandu. (sekil 11).
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Sekil 11 : Prone pozisyonda tespit ve cerrahi bdlgenin temizlik ve antisepsisi

Cerrahi yesil ortii alana serilerek ¢evresel ortamdan kontaminasyon minimale
indirildi. Daha sonra diz ekleminden iskiuma dogru palpe edildi. Femur referans
alinarak paralel cilt kesisi yapildi. Inter muskuler alandan siyatik sinir eksplore edidi
(sekil 12).

X

Sekil 12 : Mikrocerrahi aletler Siyatik sinir eksplorasyonu

Keskin, steril bisturi ile sinir trifurkasyon bdlgesinin 1 cm proksimalinden

tam kat kesilerek norotimezis uygulandi (sekil 13).
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Sekil 13: Norotimezis

Cerrahi mikroskop altinda 9-0 yuvarlak monoflaman prolenle 4 veya 5 adet
stiturla, epindryumdaki damarsal yapilar rehber alinarak ve sinir uglarinin
koaptasyondan tasmasi engellenerek WPI(Worldprecision
Instruments,Sarasota,Florida;ABD) marka cerrahi mikroskop kullanilarak koapte
edildi(sekil 14,15). Daha sonra dokular katlarina uygun kapatildi. Postop termal
battaniye ile 1sitma ve postop rehabilitasyon uyguland: (sekil 16). I¢gme sularina
2mg/ml parasetamol analjezik 3 giin boyunca verildi. Normal- gece giindiiz siklusuna

birakildi.

00 SHOTON MIST PRO
Al TRIPLE CAMERA

Sekil 14 : Mikrocerrahi mikroskop
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Sekil 16 : Postop 1sitici ile rehabilitasyon siireci

Postop 8 giin boyunca DMSO grubuna %0.5’lik 1,0 ml DMSO (Dimethyl
Sulfoxide,Sigma Aldrich) i.p, QUE grubuna giinde 200 mg/kg Quercetin (Sigma
Chemicals,St Louis, MO, USA), 1.0 ml DMSO iginde ¢oziilerek i.p , PRO grubuna
200 mg/kg Propolis (Propolis Shiffa Home,Aksu Vital, Tiirkiye) 0.5 cc misir yaginda
coziilerek gavaj yontemiyle, QUE+PRO grubuna hem quercetin dmso iginde

coziilerek i.p, hem propolis misir yaginda ¢oziilerek gavaj yontemiyle ayni dozlarda

verilmistir. (sekil 17)
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Sekil 17 : Ratlara gavaj ve intraperitoneal enjeksiyon
uygulamalari

Cerrahi sonrast 10. haftada ratlarin 6nce fizyolojik testleri yapildi. Daha sonra
servikal dislokasyon yontemiyle sakrifikasyon uygulanarak cerrahi taraf siyatik
sinirleri ¢ikarildi. Elektron mikroskopisi ve histopatolojik incelemeye gonderildi. Her

iki taraf gastrokinemius kaslar1 ¢ikarilarak agriliklari 6l¢tildii ve karsilagtirildi.
3.5 Degerlendirme Yontemleri
3.5.1 Genel Degerlendirme

Degerlendirmeye alinan hayvanlarda 10 haftalik donem siiresince olusan

genel degisiklikler belirlendi. Makroskopik olarak ratlar gézlendi.
3.5.2 Fonksiyonel Degerlendirme

Sakrifiye edilmeden once 10 haftalik takip siiresi dolunca fonksiyonel testler
yapildi. Deneklerin 2 tanesinde ¢esitli derecelerde otokanibalizasyon goriildii.(sekil

18)
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Sekil 18 : Otokanibalizasyon

3.5.2.1Gastrokinemius Agirhk Olgiimii

Gastrokinemius kas1 nervus tibialis tarafindan innerve edilir. Sinirde meydana
gelen hasar kasin atrofiye gitmesiyle sonuglanir. Sinirden uyari tekrar kasa iletilmeye
basladik¢a bu atrofi zamanla geriler ve eski haline donebilir. Bu mantiktan yola
cikilarak ratlarin her iki taraf gastrokinemius kaslari ¢ikartildi. Ohaus PA224C
analitik terazide (sekil 19) 0.0001 gr hassasiyetle kaslarin 1slak agirliklar1 olgiildii
(sekil 19). Her hayvanda, cerrahi yapilan taraf saglam taraf kas agriligina bolinerek

iyilesme oran1 hesaplandi. Istatiksel olarak farklilik arandi.(sekil 20)

Sekil 19 : Hassas analitik terazi ve gastrokinemius kasi diseksiyonu

Kas lIyilesme Orami % = (Opere taraf gastrokinemius/Saglam taraf

gastrokinemius)x100

Sekil 20 : Gastrokinemius agirliklarina gore iyilesme oraninin hesaplanmast
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3.5.2.2 Extansor Postural Thrust

Ratlarin basma kuvvetleri 1995 senesinde Thalhammer ve ark. Tarafindan
tariflenen Extansor Postural Thrust (EPT) testiyle degerlendirildi [79]. Ratin ayaklar1
serbest birakilarak gévdesi havlu ile sarildi (sekil 21). Bosta kalan ayak tabani alttan
desteklenerek diger ayagini itmesi saglandi. Dijital hassas terazi ile saglam taraf ve
cerrahi yapilan taraf basma kuvveti gram olarak 6lgiildii . Testin daha saglikli olmasi
icin iglem birkag¢ kez tekrarlandi ve her iki tarafta da en yiiksek degerler kaydedildi.
formulize edilerek ¢ikan fark istatiksel olarak incelendi [80] (sekil 22).

Sekil 21: Ept uygulanisi

MOTOR DEFICIT : (NEPT-EEPT)/EEPT X 100

Sekil 22 : Extansor Postural Thrust (EPT) Formiil

3.5.2.3 Toe Spread Test

Tiim ratlara postop 10. Haftada toe-spread testle motor fonksiyon iyilesmesi
bakildi. Bu testte rat kuyrugundan kaldirilarak her iki taraf parmak hareketlerine
abduksiyona ve acgikligina bakildi. Normal yanit olan tam ayak parmagi ekstansiyon
ve abduksiyonu 3 puan, sadece abduksiyon 2 puan, herhangi bir hareket varsa 1
puan, hi¢ hareket yoksa 0 puan verildi (tablo 2) (Sekil 25). Sonuglar istatiksel
karsilastirildi.
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Tablo 2: Toe Spread Test Skorlar1

Skor Kuyruktan tutularak kaldirmaya
deney tarafi ayak parmaklarimnin
cevabi

0 (kotii) Hareket yok

1 (orta) Herhangi bir hareket belirtsi

2 (iyi) Abduksiyon

3 (miikemmel) Ekstansiyon+ Abduksiyon

Sekil 23 : Toe Spread test yapilist
3.5.2.4 Pin-Prick Test

Tiim ratlara postop 10 . haftada pin-prick testiyle duyusal iyilesme testi
yapildi. Cerrahi yapilan sol arka ekstremiteye en distalden baslayip disli pensetle
cilde agrili uyaran verildi (sekil 24). Geri ¢ekme cevabi alinana kadar proksimale
ilerlendi. Cevap alinan segment ayak bileginde distalinde ise 3 puan, diz ve ayak
bilegi aras1 2 puan, diz {istli 1puan, hi¢ cevap yoksa 0 puan verildi. Sonuglar istatiksel

olarak karsilastirildi (tablo 3).
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Sekil 24 : Pin prick test yapiligi

Tablo 3: Pin Prick Test Skorlari

Skor Agrili uyariya geri cekme cevabi

alinan segment

0 (kotii) Duyu (cevap) yok

1 (orta) Diz tizeri

2 (iyi) Ayak bilegi ile diz arasi
3 (miikemmel) Ayak bilegi distali

3.5.3 Elektron Mikroskopik Inceleme

Postop 10 .haftada cerrahi taraf sinirleri disseke edilip ¢ikarildiktan sonra
koaptasyon bolgesinden 5 mm kalinliginda kesitler alinarak elektron mikroskopi
incelemesi i¢in Eskisehir’de 6zel bir merkeze gonderildi. Cerrahi sonrasinda
c¢ikarilan biyopsi 6rnekleri uygun sekilde ve dikkatlice kiigiiltiildiikten sonra zaman
kaybetmeden 0.1 M fosfat tampon iceren % 2.5’luk glutaraldehit i¢inde 24 saat siire
ile primer fiksasyona alinmislardir (+4°C’). Siire bitiminde Ornekler fosfat
tamponuyla ii¢ kez 15’er dakika yikanarak fazla glutaraldehitten uzaklastirildi . Daha
sonra 0.1 M fosfat tampon igeren %]1’lik osmiyum tetroksit i¢cinde, oda sicakliginda,
karanlikta ve rotator yardimiyla sekonder fiksasyon yapildi (2 saat). Sekonder
fiksasyon sonrasi ornekler fosfat tamponuyla tekrar {i¢ kez yikandi. Dehidrasyon
islemi ile dokudaki fazla suyun alinmasi amaciyla, 6rnekler giderek artan

konsantrasyonlarda ve Once +4°C’de ve sonra oda sicakliginda, belirli tekrar ve
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stirelerde etil alkol serilerinden gegirildi (%30, %50, %70, %90, %96, %100). Daha
sonra propilenoksitte 30 dk boyunca iki kere seffaflastirma islemi yapildi . Propilen
oksit- araldite karisiminda iki saat rotatorda dondiiriilen 6rnekler sonra saf araldite
alinarak bir gece boyunca rotatorda bekletildi . Ertesi giin araldite gomiilerek

60°C’de 48 saat siire polimerizasyon yapildi ve bloklar elde edilmistir.

Bu bloklardan bir ultramikrotom yardimiyla (Leica Ultracut R) 6nce bolge
belirlemesi yapilarak ve daha sonra 60 nm kalinliginda tam ince kesitler alinmustir.
Bakir gridlere alinan bu kesitler uranil asetat-kursun sitrat ile boyandiktan sonra

gecirimli elektron mikroskopta [77] (Hitachi HT 7800) incelenmistir.
3.5.4 Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik incelemede postop 10. haftada cerrahi taraf siyatik sinirleri
lumbal pleksus bolgesinden trifurkasyo bolgesine kadar disseke edilip ¢ikarildi.
Koaptasyon icin kullanilan siitur materyalleri bdlgesi izlendi.Siitur etrafinda
graniilasyon dokusu goriildii. Cikarilan sinirlerin proksimal ve distal uglar
koaptasyon bolgesine uzak olacak sekilde farkli renkli siiturlarla isaretlendi.
koaptasyon hattindan ince bir kesit halinde ¢ikarilan segment elektron mikroskobik
inceleme icin glutarelaldehid soliisyonuna koyularak vakit kaybetmeden 24 saat
icinde incelemenin yapilacagi Eskisehir’de 6zel laboratuvara gonderildi. Sinirin
proksimal ve dsital segmentleri 6zel kutulara ve %10 luk formaldehid ¢ozeltisine

koyularak ayni sekilde histopatolojik incelemeye gonderildi.

Sinir doku ornekleri 151k mikroskobik inceleme icin ilk olarak; 2 saat PBS
icindeki %2 Osmium Tetraoxide (OsO4) soliisyonunda tespit edildi. Tespit
isleminden sonra dokudaki suyun uzaklastirilmasi i¢in dokular artan derecelerde
alkol serilerinden (%60,%70, %80, %90, %96 %100) gegcirildiler. Sonrasinda
dokular parlatilmalar1 amaciyla ksilolden gecirildi ve ardindan erimis parafine

gomildiiler.

Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen kesitlere tiim gruplar i¢in
Histokimyasal Boyama;Luxol Fast Blue,Tolluoidin Blue Boyama yontemleri

uygulanda.
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3.5.4.1 Histopatolojik Boyama Yontemleri
3.5.4.1.1 Luxol Fast Blue Histokimyasal Boyama Yontemi :

Tiim deney gruplarina ait Sinir dokusu bloklarindan lamlara 8§ um
kalinliginda kesitler alindi. Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 60 dakika
bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalar1 saglandi.
Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gecirilip (%100, %96, %90,
%70) 1 dakika akar suda yikandiktan sonra, luxol fast blue solution for 56 derece
etiivde 1 gece bekletildi. %70 alkol 2-3 saniye lamlar ¢alkalandi. Lamlar ¢esme
suyunda yikandi. Diferansiye etmek i¢in lithium carbonate soliisyonunda 30 saniye
bekletildi. Lamlar ¢gesme suyunda yikandi. Cresyl violet soliisyonu: 10 dk bekletildi.
Diferansiye etmek igin,cresyl violet differentiator soliisyonunda 5 saniye bekletildi.
Lamlar ¢esme suyunda yikandi. Artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek ( %70,
%80, %96, %100), 2x1 dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi. Sonug olarak

myelin mavi, nissl cisimleri menekse tonlarindan boyandi.

KIT BILGILERI

Marka: Atom Scientific

CatNo: RRSK345

3.5.4.1.2 Tolluoidin Blue Histokimyasal Boyama Yontemi :

Tiim deney gruplarina ait Sinir dokusu bloklarindan lamlara 6 pm
kalinliginda kesitler alindi. Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 60 dakika
bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalar1 saglandi.
Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %90,
%70) 1 dakika akar suda yikandiktan sonra, Tolluoidin blue soliisyonunda 3 dk
bekletildi. Lamlar ¢esme suyunda yikandi. Artan dereceli alkol serilerinden
gecirilerek ( %70, %80, %96, %100), 2x1 dakika ksilole alind1 ve entellan ile
kapatildi. Mast Cells hiicreleri menekse renginde, arka plan mavinin tonlariyla

boyandi.
KIT BILGILERI
Marka: Atom Scientific
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CatNo: RRSK609-100

Sinir doku 6rnekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in ilk olarak % 10’ luk
Neutral Buffer formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden sonra doku
ornekleri kasetlere konularak akar su altinda 2 saat siiresince yikandi. Suyun
uzaklastirilmasi i¢in dokular artan derecelerde alkol serilerinden ( %60,%70, %80,
%90, %96 %100) gegirildiler. Sonrasinda dokular parlatilmalar1 amactyla ksilolden

gecirildi ve ardindan erimis parafine gomiildiiler.

Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen kesitlere tiim gruplar i¢in
Histokimyasal BoyamaH&E ve Immunhistokimyasal; S100,Neurofilament Boyama

yontemleri uygulandi.
3.5.4.1.3 Hematoksilen-Eosin Boyama Yontemi :

Tiim deney gruplarina ait Sinir dokusu bloklarindan lamlara 4 pym
kalinliginda kesitler alind1 Kesitler 60°C etiivde 60 dakika bekletildikten sonra, 3x10
dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalari saglandi. Daha sonra lamlar
sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %90, %70) . 1 dakika akar
suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de 2 dakika boyandi1 ve 2x2 dakika
akar suda yikandilar. %1 Amonyak-Su karisimina batirilip tekrar 1 dakika akar suda
yikandi. Lamlar 2 dakika Eozinde bekletilip artan dereceli alkol serilerinden
gecirilerek ( %70, %80, %96, %100), 2x1 dakika ksilole alind1 ve entellan ile
kapatildu.

3.5.4.1.4 immunhistokimyasal Boyama (S100,Neurofilament ) Yéntemi:

Tiim deney gruplarina ait Sinir dokusu bloklarindan lamlara 4 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 60°C etlivde 1 saat bekletildikten sonra, 3x10
dakika ksilole alinarak deparifinizasyonlar1 saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla
azalan alkol serilerinden gegirilip Rehidrate (%100, %96, %80, %70) edildi.Kesitler
alkolden arindirilmak amaciyla iki kez 1’er dakika distile sudan geg¢irildi.Antigen
maskesini kaldirmak i¢in 1/10 dilue Citrat Buffer (AP-9003-999 Thermo
scientific)Diidiiklii Tencere ile uygulandi. .Distile su ile yikama asamasindan sonra
10 dakika %3’liik hidrojen peroksit(TA-125-HP ThermoScientific) ile etkin
birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. PBS ile yikanan
kesitler 30 dakika Protein Bloke(TA-125-PBQ ThermoScientific) edildi.60 dakika
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nemli ortamda inkube edildi. Amplifier Quanto (TL-125-QPB ThermoScientific ) 20
dakika bekletildi. HRP Polymer Quanto (TL-125-QPH ThermoScientific) 30
dakika bekletildi.Her asamada PBS ile dikkatlice yikama yapildi. Ki-67 pozitif
hiicreleri belirleyebilmek i¢in DAB ile boyama yapildi. Zemin boyamasi i¢in 30
saniye siireyle Hematoksilen (HHS32 Sigma) uygulandi.

Boyanan camlar artan alkol serilerinden gegirilerek suyu alindiktan sonra 5
dakika seffaflastirmak icin ksilolde bekletildiler. Ardindan entellan (C1795 Merck)
ile kapatildi.
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4 BULGULAR

Calismaya toplam 46 ratla baslandi. Fakat postop donemde ve bekleme
stirecinde anestezi etkisiyle veya bilinmeyen sebeplerden 1 adet quercetin, 3 adet
quercetin+propolis grubundan olmak {izere toplam 4 adet rat 6liimii yasandi. Bununla
birlikte ¢alisma istatistiki veri saglanabilecek sayilarda bitirebildi. Bazi1 ratlarda
otomutilasyon goriildii (sekil 27). Literatiirde de %25 lere varan oranlarda telef s6z

konusudur.
4.1 Fonksiyonel Degerlendirme Bulgular:
4.1.1 Ekstensor Postural Thrust Bulgulari

10. haftada motor fonksiyon ekstensor postural thrust (EPT) testiyle
degerlendirildi. Cerrahi yapilan tarafla saglam taraf EPT motor defisit formiiliine
gore hesaplanarak istatiksel olarak karsilastirildi. Bulgular tablo 4 de sunulmustur.
Literattirde EPT testiyle siyatif fonksiyon testinin korele oldugunu belirten ¢aligmalar
mevcuttur [81].

Tablo 4: EPT Bulgulari, gram cinsinden sayisal degerler

SUTUR 1 792 170,2 53,467
2 842 148,4 43,261
3 1016 171,6 40,793
4 726 110,3 34,180
5 683 142,8 52,171
6 756 149,4 49,398
7 636 173,5 63,343
8 95 197,4 51,976
9 60,9 145,2 58,058

GRUP CERRAHI SAGLAM MOTOR DEFISIT

DMSO 1 693 131,20 47,180
2 110,2 147,40 25,237
3 565 146,50 61,433
4 50,8 141,20 64,023
5 639 152,80 58,181
6 734 160,30 54,211
7 895 148,50 39,731
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8 1495 162,20 69,482

9 1103 164,20 32,826
GRUP CERRAHI SAGLAM MOTOR DEFISIT
QUERCETIN 1 1142 162,5 29,72307692

2 1284 170,2 24,55934195

3 90,6 165,3 45,19056261

4 99,8 156,3 36,1484325

5 110,6 160,2 30,96129838

6 982 164,2 40,19488429

7 885 147,8 40,1217862

8 98,6 158,2 37,67383059
GRUP CERRAHI SAGLAM MOTOR DEFISIT
PROPOLIS 1 1453 184,2 21,118

2 983 164,5 40,243

3 936 150,0 37,600

4 1132 181,2 37,528

5 955 148,7 35,777

6 56,6 161,9 65,040

7 928 210,2 55,852

8 854 172,5 50,493

9 749 134,9 44,477
GRUP CERRAHI SAGLAM MOTOR DEFISIT
Q+P 1 1214 198,2 38,749

2 1085 176,4 38,492

3 1456 205,5 29,148

4 1222 168,5 27,478

5 1679 202,0 16,881

6 985 156,8 37,181

7 2056 284,0 27,606

4.1.2 Pin Prick Test Bulgulan

10. haftada duyusal fonksiyon pin prick testiyle degerlendirildi. Puanlama
sonugclari istatiksel karsilastirildi. Veriler tablo 5 de sunuldu.
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Tablo 5 : Pin Prick Testi Bulgular

SUTUR 1 3 QUERCETIN 1 3
2 3 2 3
3 3 3 2
4 3 4 3
5 3 5 3
6 2 6 2
7 3 7 3
8 3 8 3
9 3
GRUP PUAN GRUP PUAN
DMSO 1 3 PROPOLIS 1 3
2 3 2 3
3 3 3 3
4 2 4 3
5 3 5 3
6 3 6 3
7 3 7 2
8 3 8 3
9 3 9 3
GRUP PUAN
Q+P 1 3
2 3
3 3
4 3
5 3
6 3
7 3

4.1.3 Toe Spread Test Bulgular:

Motor fonksiyonu degerlendiren testlerden biri olan toe spread testi 10
.haftada ratlara uygulandi. Sonuglar istatiksel degerlendirildi. Veriler tablo 6 da

sunuldu.

37



Tablo 6: Toe Spread Test Bulgulari

SUTUR 1 |2 DMSO 1 |1
2 1 2 2
3 1 3 1
4 1 4 1
5 1 5 2
6 2 6 0
7 |2 7 |1
8 3 8 0
9 2 9 1

GRUP PUAN GRUP

QUERCETIN 1 |2 PROPOLIS 1 |2
2 2 2 2
3 1 3 1
4 2 4 3
5 2 5 2
6 1 6 1
7 |2 7 |2
8 2 8 2
9 9 1

GRUP PUAN

Q+P

~N o oA, WN
N WNWNDNDDN

4.1.4 Gastrokinemius Kas Kiitlesi Agriik Olciim Bulgular

10.haftada bilateral gastrokinemius kaslar1 ¢ikarilarak 1slak agirliklart
ol¢iildii. Bu veriler istatiksel olarak karsilastirildi. Iyilesme yiizdesi formiilizasyona

gore hesaplanarak istatiksel karsilagtirildi. Veriler tablo 7 de sunuldu.

Tablo 7: Gastrokinemius Agirliklari ve iyilesme yiizdesi

SUTUR 1 1.021 1.960 52,092
2 0818 1,738 47,066
3 1,039 1,919 54,143
4 0,720 1,777 40,518
5 0,672 1,970 34,112
6 0,854 2,025 42,173
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7 0,925 1,558 59,371

8  1.097 1.805 60,776

9 0,684 1,626 42,066
GRUP CERRAHI SAGLAM IYILESME YUZDESI
DMSO 1 1,167 1,974 59,119

2 0,762 1,721 44,277

3 0,643 1,848 34,794

4 0,853 1,898 44,942

5 0,605 1,112 54,406

6 0,844 1,528 55,236

7 0,758 1,725 43,942

8 0,904 1,825 49,534

9 0,604 1,679 35,974
GRUP CERRAHI SAGLAM IYILESME YUZDESI
QUERCETIN 1 0811 2,015 40,248

2 0,707 1,680 42,083

3 0,683 1,198 57,012

4 0,842 1,623 51,879

5 0,677 1,723 39,292

6 0,793 1,442 54,993

7 0474 0,88 53,864

8 1,113 1,970 56,497
GRUP CERRAHI SAGLAM IYILESME YUZDESI
PROPOLIS 1 0,822 1,347 61,024

2 0,927 1,598 58,010

3 0,908 1,595 56,928

4 0,907 1,716 52,855

5 0,824 1,119 73,637

6 0,96 1,700 56,471

7 0,748 1,833 40,807

8 0,687 1,341 51,230

9 0,755 1,771 42,631
GRUP CERRAHI SAGLAM IYILESME YUZDESI
Q+P 1 0,935 1,792 52,176

2 0,946 1,839 51,441

3 0,898 1,542 58,236

4 0,805 1,703 47,270

5 0,889 1,855 47,925

6 0,955 1,772 53,894

7 0,923 1,688 54,680

4.2 Elektron Mikroskopisi Degerlendirme Analizi
4.2.1 Siitur Grubu Elektron Mikroskopik Bulgular

llag verilmeyen bu grupta en dikkat cekici bulgu bilyiik miyelinli
aksonlardaki ileri derecede hasarli olmasidir. Bu aksonlardaki hasarli bulgular ileri
derecede aksonal biiziilmen ve hasarin tim aksoplazmay1 kapsamasidir. Kiigiik

miyelinli aksonlarda ise yapilar nispeten daha iyi korunmus ancak bazi miyelinli

39



liflerde akson miyelin ayrilmalari, aksonal ice cokmeler olarak gozlenmistir.
Mitokondri goriiniimleri genel olarak normaldir ancak bazi mitokondrilerde sismeler
tespit edilmistir (Sekil 25). Ozellikle baz1 miyelinli aksonlarda miyelin ayrilma ve

dagilmalar1 gozlenmektedir. Ancak bu nadiren gézlenen bir bulgudur (Sekil 25).

Sekil 25 : Normal miyelinli aksonlar ve 2. Sekilde miyelinli aksonlarda ayrilma
ve dagilmalar

4.2.2 DMSO Grubu Elektron Mikroskopik Bulgular

Bu grup orneklerde miyelin ve genel doku morfolojileri siitur grubuna gore
daha diizenli olmakla beraber, baz1 orneklerde yogu aksonal ice ¢okmeler , bazi
orneklerde ise aksonal biiziismeler gozlenmistir (Sekil 26). Yer yer hafif akson
miyelin ayrilmalar1 vardir. Mitokondri gorliniimleri genel olarak normaldir. Yer yer

kollagen lif dagilimlar1 ve daha diizenli myelin lif morfolojisi izlenmistir (Sekil 27).

Sekil 27 : Diizgiin miyelin lifleri ve dogal korunmus mitokondriyal yap1
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4.2.3 Propolis Grubu Elektron Mikroskopik Bulgular

Bu gruptan aliman mikrograflarda akson miyelin ayrilmalari, mitokondriyal
sismeler ve krista hasarlar1 gozlenmistir (Sekil 28). Yer yer diizenli kollagen lifler

vardir ve miyelin morfolojisi nispeten iyi korunmustur.

Baz1 6rneklerde aksoplazmik erimeler , bazi 6rneklerde miyelin erimeleri mevcuttur .
Yer yer miyelinli aksonlarin i¢ kisimlarindaki dizilimlerin daha diizenli bir
morfolojide oldugu goriilmiistir . Ancak bazi mitokondrilerde sismeler seklinde

hasarlar mevcuttur ve aksoplazmik erimler izlenmektedir.

Aksonal ice ¢cokmeler , akson-miyelin ayrilmalari gézlenmekle beraber myelin
dagilmalarina ¢ok rastlanmamistir ve genel olarak miyelin lifler daha biitin bir

yapida izlenmistir (Sekil 29).

Sekil 29 : Propolis genel olarak iyi korunmus aksonlar
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4.2.4 Quercetin Grubu Elektron Mikroskopik Bulgular

Bu grup orneklerde kiiglik miyelinli aksonlarda daha diizenli bir miyelin
morfolojisi olmakla beraber, biiyiikk miyelinli aksonlarda az miktarda akson-miyelin
ayrilmast vardir. Mitokondri goériiniimleri nispeten normaldir. Kollagen lifler bol
miktardadir. Baz1 kesitlerde az sayida akson-miyelin ayrilmasi vardir, ancak miyelin

lifler diizenlidir ve akson sitoplazmasinda yogun ve homojen bir dagilim vardir

(Sekil 30)

Sekil 30 : Quercetin grubu elektron
calismasindan kesit, diizenli miyelin lifler

4.2.5 Quercetin+Propolis Grubu Elektron Mikroskopik Bulgular

Bazi alanlarda aksonal erime ve kofullara rastlanirken myelin dagilmasi
gozlenmemistir. Yer yer mitokondri hasari vardir. Bir ¢ok alanda miyelin ve akson
yapisinin iyi korundugu, ve az sayida koful olusumu oldugu sdylenebilir.
Aksoplazmada yogun bir filament ag1 vardir. Biiyiik miyelinli aksonlarda miyelinler

oldukca iyi korunmustur. Aksoplazma homojen bir dagilimdadir ve mitokondriler
normaldir (sekil 31).
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Sekil 31 : Quercetin+Propolis grubu elektron ¢alismasi diizenli
miyelin ve akson yapist

4.3 Histopatolojik Analiz Bulgular

Dokularin Histolojik degerlendirme i¢in immuno histokimyasal S-100 |,
neurofilament yontemleri ve luxol fast, toluidin blue, hematoksilen eozin ile
boyamalar1 yapilan preparatlarmn Image goriintiileme sistemi kullamlarak Fiji
(ImageJ version: 2.0.0-rc-69/1.52p) programinda Analyze - Tools - Grid (400

micron?) saymmi yapildi.

Neurofilament (NF) ile immiinohistokimyasal boyanan 5 mikron kesitlerde,
40x biyiitme ile siyatik sinir kesitinin sag ve sol yarisindan iki bdlge belirlendi. Bu
bolgelere FiJi programinin (ImagelJ versiyon: 2.0.0-rc-69/1.52p grid modiilii ile 20 x
20 mikron boyutunda grid uygulandi. Sistematik randomize sekilde iki bolgede 5’er
sayim g¢ercevesi (20 x 20 mikron) i¢inde NF (+) boyanan aksonlar sayildu.

Her siyatik sinirin proksimal, orta ve distal kisimlarindan 10 sayim gercevesi
icindeki aksonlar sayildi ve ortalamalar1 alind1. Degerler akson sayis1 / 400 pu? olarak
gosterildi (Sekil 32).Veriler tablo 8 de sunulmustur.
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Quersetin Propolis

Proksimal

Orta

Distal

Sekil 32 : Proksimal, orta ve distal bolgelerden alinan neurofilament boyama
temsili gortintiileri. Proksimal kesitlerde normal siyatik sinir morfolojisine yakin
goriintli gozlenmektedir. Ancak, orta ve distal kesitlerde hem akson ¢aplarinda
kii¢ilme hem de akson yogunl yogunlugunun arttig1 gézlenmektedir. Ayrica
ozellikle distal kesitlerde neurofilament boyanmayan ve hematoksilen ile
boyanan bag doku elemanlar1 daha yogun gézlenmektedir. Skala = 50 mikron.

Tablo 8: Akson Sayisit ve Distal/Proksimal Oranlari

Akson sayis1 / 400 micron2

Proximal Middle Distal Distal/Prox
Suture 1 |51 11,5 4,6 0,902
2 196 10,6 4,6 0,479
3 16,3 7,8 8,6 1,365
4 1133 10 9,3 0,699
5 1133 55 4,1 0,308
6 |3 74 55 1,833
7 16,6 11,3 4,2 0,636
8 |72 14,3 35 0,486
9 193 12,3 4,9 0,527
DMSO 1 (8 6,1 7,6 0,950
2 |58 7,7 8,5 1,466
3 |68 13,4 11 1,618
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4 |6 143 7,5 1,250
5 185 9,7 7,6 0,894
6 |54 10,4 6,6 1,222
7 138 8 8,8 2,316
8 |64 8,3 58 0,906
9 |75 12,3 8,3 1,107
Quercetin 1 |36 8,6 8,5 2,361
2 |52 10,7 7,5 1,442
3 /6,8 7,5 8,1 1,191
4 |86 15,1 9,2 1,070
5 165 13,3 10 1,538
6 |64 9 13,6 2,125
7 182 12,4 55 0,671
8 |74 14,5 6,5 0,878
Propolis 1 ]101 15,6 6,5 0,644
2 |47 9,7 7,8 1,660
3 |84 8,4 8,2 0,976
4 16,3 13,5 10,6 1,683
5 |54 8,6 12 2,222
6 |52 8,2 8,2 1,577
7 |48 10,4 7,5 1,563
8 |32 10,7 6,9 2,156
9 |4 9,2 7,2 1,800
Q+P 1 |58 17,2 10,4 1,793
2 |77 16,4 9,3 1,208
3 |65 9,7 12,7 1,954
4 179 11,9 14,4 1,823
5 |51 13,8 10,3 2,020
6 |79 9,5 6,9 0,873
7 |56 9,8 7,8 1,393

Osmium tetroksit ve toluidin mavisi boyanan kesitlerde 40x biiyiitmede
rastgele baslangic noktasi olan bir grid uygulandi. Bu grid i¢indeki her alanda bir
adet yuvarlak goriiniimlii aksonun uzun ¢ap1 (a) ve buna dik olan kisa ¢ap1 (b)

Olctildii. Akson ¢ap1 = karekok (a x b) formiilii ile hesaplandi. Her siyatik sinirin ii¢
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farkl1 bolgesinden (proksimal, orta ve distal) 50’ser ndéronun c¢ap1 Olgiilerek

ortalamasi alinda.

Akson cap1 6l¢iimii yapilan néronlarda ayni zamanda 4 kadrandan (saat 12, 3,
6, 9 yonii) myelin kilif kalinlig1 6l¢iildii. Bu 6l¢iimlerin ortalamasi alindi (Sekil 33 ve
34). . Veriler tablo 9 sunuldu.

Sutir DMSO Quersetin Propolis Q+P

Proksimal

Orta

Distal

Sekil 33 : Proksimal, orta ve distal bolgelerden alinan Osmium tetroksit ve Toluidin
mavisi boyama temsili goriintiileri. Proksimal kesitlerde normal siyatik sinir -
morfolojisine yakin goriintii gozlenmektedir. Ancak, orta ve distal kesitlerde hem
akson hem de myelin k1 kilif ¢aplar1 belirgin oranda azalmaktadir. Ayrica 6zellikle

distal kesitlerde akson morfolojisi iyice bozulmaktadir. Skala = 50 mikron.
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Sekil 34 : Proksimal bolgelerden alinan Osmium tetroksit ve Toluidin mavisi

boyamada temsili akson ve myelin ¢ap1 6l¢limii. Aksonun uzun ¢ap1 ve buna dik kisa

capi olgiildil (Kirmizi ok). Ayrica ayni aksonda myelin kilif kalinlig1 saat 12, 3, 6, 9

kadranlarindan 6lg¢iildii (yesil ¢izgi). Skala = 10 mikron.

Tablo 9: Akson kalinlik 6lgtimleri sayisal verileri

Axon kalinh@1 (mikron)

Proximal Middle Distal Distal/Prox
Suture 1 /10,88 7,08 0,86 0,079
2 19,2 2,24 2,45 0,266
3 |77 7,34 0,98 0,127
4 11,38 5,98 3,02 0,265
5 |8,46 7,4 2,3 0,272
6 9,36 2,28 1,96 0,209
7 110,78 4,24 4,18 0,388
8 |7,54 3,08 2,14 0,284
9 [11,42 3,66 5,28 0,462
DMSO 1 8,76 2 1,58 0,180
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2 19,78 7,74 3,66
3 854 4,64 4,5
4 19,18 6,66 0,96
5 |8,46 2,84 5,82
6 [11,62 2,82 5,96
7 110,8 7,9 2,32
8 11,82 5,54 5,38
9 19,98 8,08 1,9
Quercetin 1 112,34 5,68 3,82
2 (10,58 6,16 6,62
3 19,56 4,94 3,68
4 111,68 9,32 3,56
5 112,98 7,6 2,52
6 |14,52 9,78 5,72
7 |8,64 3,64 6,34
8 [9,26 5,54 1,84
Propolis 1 (10,76 6,84 2,26
2 (9,64 4,02 58
3 | 13,32 6,8 2,44
4 112,48 5,48 2,8
5 |8 4,84 5,7
6 |10,64 5,04 3,46
7 19,42 8,14 3
8 (854 6,48 2,12
9 |7,38 7,54 5,44
Q+P 1 18,48 7,34 4,62
2 |8,36 9,32 6,78
3 |10,58 7,24 2,24
4 114,36 4,9 1,56
5 [10,64 3,7 4,62
6 [10,52 8,86 6,1
7 123 8,62 5,62

0,374
0,527
0,105
0,688
0513
0,215
0,455
0,190
0,310
0,626
0,385
0,305
0,194
0,394
0,734
0,199
0,210
0,602
0,183
0,224
0,713
0,325
0,318
0,248
0,737
0,545
0,811
0,212
0,109
0,434
0,580
0,457
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Osmium tetroksitli luxol fast boyama slaytlarinda x40 biiyiitmede, 20x20
micron sayim ¢ercevesi icindeki myelinli aksonlarin myelin kalinlig1 6l¢iildii. Myelin
cap1 dort kadrandan oOlgiilen kalinligin ortalamas: ile 6l¢iildii. Her slayttan 50 myelin
kilif 6lgtimii yapildi. Sinirin distal miyelin kalinliklar1 proksimal miyelin kalinlar1 ile

oranlanarak iyilesme oranlar1 hesaplandi. Veriler tablo 10 da sunulmustur.

Tablo 10 : Miyelin kalinliklar1 6lglimii sayisal verileri

Myelin kilif kalinh@ (mikron)

Proximal Middle Distal Distal/Prox
Suture 1 [1,56 2,68 2,54 1,628
2 4,32 2,08 2,48 0,574
3 |49 3,34 1,82 0,371
4 12,92 4,42 3,24 1,110
5 (4,44 3 0,84 0,189
6 |5,38 1,78 0,98 0,182
7 12,18 1,3 2,12 0,972
8 2,12 2,64 1,84 0,868
9 13,88 3,1 0,88 0,227
DMSO 1 |27 3,22 0,82 0,304
2 [5,36 2,02 3,34 0,623
3 11,02 0,94 0,86 0,843
4 244 3,16 2,02 0,828
5 138 0,98 1,06 0,279
6 |1,86 1,84 1 0,538
7 14,12 2,7 3,34 0,811
8 |41 1,82 1,88 0,459
9 14,52 3,14 2,9 0,642
Quercetin 1 |15 3,16 1,98 1,320
2 394 3,6 0,9 0,228
3 4,46 4,86 0,92 0,206
4 |53 2,36 34 0,642
5 |3,08 1,84 1,38 0,448
6 |2,74 1,68 2,86 1,044
7 |544 3,38 1,88 0,346
8 (2,22 1,84 2,06 0,928
Propolis 1 (514 2,64 0,96 0,187
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2 (2,2 3,1 1,82 0,827
3 13,36 4,12 2,32 0,690
4 135 3,4 1,76 0,503
5 |258 1,96 2,32 0,899
6 14,94 4,12 0,88 0,178
7 1552 2,72 1,6 0,290
8 |504 0,94 1,52 0,302
9 (2,92 2,84 1,08 0,370
Q+P 1 |33 1,56 1,24 0,376
2 (6,9 1,3 2,28 0,330
3 13,48 3,22 2,24 0,644
4 12,12 4,4 3,64 1,717
5 (3,28 1,88 2,1 0,640
6 (4 3,18 1,8 0,450
7 (4,72 3,66 1,32 0,280

S100 immunohistokimyasal boyama slaytlarinda x40 biiylitmede, 20x20

micron sayim c¢ergevesi igindeki S100 boyanan Schwann hiicreler sayildi. Her

slayttan 10 bolge sayilarak ortalamasi alindi. Elde edilen sayilar distal schwann hiicre

sayis1 proksimale boliinerek oranlandi. Veriler tablo 11 de paylasildi.

Tablo 11: Schwann hiicre sayim1 sayisal verileri

Proximal Middle Distal
Suture 1 |12 5,2 4,6
2 |25 2,8 5,2
3 (14 4,6 4.4
4 139 4,7 34
5 (19 2,9 2,1
6 |59 2,2 34
7 |3,6 1,8 41
8 |18 4,6 3,9
9 |19 41 4.3
DMSO 1 43 2,9 3,1
2 |32 1,9 13
3 |19 5,8 1,7

Distal/Prox

3,833
2,080
3,143
0,872
1,105
0,576
1,139
2,167
2,263
0,721
0,406
0,895
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4 |24 4,2 3,6 1,500
5 |5 2,9 4,1 0,820
6 |14 44 3,8 2,714
7 |11 57 55 5,000
8 (34 3 2,8 0,824
9 (3 2,9 6,1 2,033
Quercetin 1 |34 4,9 5,9 1,735
2 |41 4,5 54 1,317
3 |19 58 2,6 1,368
4 |31 3,2 3,5 1,129
5 11,6 3,2 3,6 2,250
6 |27 2,8 41 1,519
7 |24 1 3,1 1,292
8 |25 1,8 1,6 0,640
Propolis 1 |42 53 5,6 1,333
2 |56 2,3 7,6 1,357
3 123 4,6 5,6 2,435
4 129 43 2,9 1,000
5 |38 41 4.3 1,132
6 |45 2,6 7,4 1,644
7 122 3,1 2 0,909
8 |39 3,2 1,8 0,462
9 (19 2,1 2,4 1,263
Q+P 1 (48 2,1 2,3 0,479
2 (1,7 39 43 2,529
3 |31 2,9 2,2 0,710
4 119 2,5 51 2,684
5 |2 2,6 5,2 2,600
6 |23 5 3,9 1,696
7 (24 4 2,6 1,083

Hematoksilen — Eozin boyanan distal kesit preparatlarinda 40x biiyiitme ile
rastgele 10 adet alan se¢ildi. Bu alanlarda 100 x 100 mikron boyutundaki sayim alani
igerisine 20 x 20 boyutlarinda Cavalieri noktali gridi uygulandi. Noron haricindeki

dokulara denk gelen noktalar bag dokusu komponenti (fibrozis, adipositler veya
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perineurium, endoneurium) olarak degerlendirildi. Fibrozis olarak degerlendirilen
nokta sayisini toplam nokta sayisina oranlayarak fibrozis yiizdesi hesaplandi (Sekil

35). Veriler tablo 12 de verildi.

Quercetin Q+P

Sekil 35 : Anastomoz hattinin distalinden alinan Hematoksilen- Eozin ile boyanan
temsili goriintiiler. Tiim distal kesitlerde ¢esitli oranlarda fibrotik doku (yesil yildiz)
ve adiposit diferansiyasyonu (sar1 y1ldiz) gézlenmekteydi. Ozellikle distal kesitlerde

akson ve myelin morfolojisi iyice bozularak dejenere aksonlar sayica artmaktaydi

(Kirmizi tiggen). Tiim kesitlerde farkli miktarlarda kapiller (kirmiz1 ok) mevcuttu.

Skala = 50 mikron.

Tablo 12: Fibrozisli alan sayisal verileri

Fibrosis (akson olmayan icerik (%)

Suture

PO 00N~ WN B

DMSO
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Quercetin

Propolis

Q+P

~N O OTRARWNREROOONOOOGEAWNERIONO OE WNPRP|OOWNOO O WN

Dejenere noronlart hesaplamak i¢in her ratta sistematik randomize sekilde 10
adet 100*100 micron alan secilerek bu alandaki dejenere ndronlar sayildi. Dejenere
axon / 10.000 micron? olarak gosterildi. Fibrozis oran1 hesaplarken rastgele segilen
100 x 100 mikron boyutlarindaki sayim alaninda ayn1 zamanda dejenerasyon

bulgusu gosteren aksonlar sayildi. (Sekil 35). Veriler tablo 13 de sunuldu.
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Tablo 13 : Dejenere néron sayisal verileri

Dejenerasyon bulgusu olan akson sayisi / 10.000 micron2

Distal

Suture

2,6
3,2
6,6
6,7
5,5
53
7,9
4,6
5,6

DMSO

2,3
6,1
4,5
5

3

4,7
2,3
4,1
4,6

Quercetin

7,5
4,8
6,1
5,4
3,5
5,2
5

3,3

Propolis

3,3
2,9
4,9
3,5
2,9
5,7
1,9
2,3
3,1

Q+P

~N O Ol WNREFP OO0 NOOHE WNEFPOONO O WN PO 00N Ol WwNNEFPOooNOO OIS WN -

1,9
3,3
1,3
0,8
2,2
3,1
4,6
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Rejenerasyonun gostergelerinden olan kapiller damar sayis1 x40 biiylitmede
200*200 micron boyutlarinda sistematik randomize 10 adet sayim alan1 belirlenerek
vaskiilarite hesaplandi.Standartize etmek i¢in ¢apt 10 micron'dan kiigiik kan
damarlari kapiller olarak sayildi (sekil 35). Veriler tablo 14 de sunuldu.

Tablo 14 : Kapiller damar sayis1 verileri

Kapiller damar sayisi / 40.000 mikron2

Distal

2

1,7
3,6
1,7
1,9
3,1
1,9
4,2
1,6

Suture

DMSO 0,9
2,2
1,6
1,7
1,6
0,8
2,8
1,9

2,9

14
6,2
2,3
2,6
13
3,2
3,2
2,7

Quercetin

| 0 N O O] A WO DN P © 00 N O O A WO DN PO 0NN OO OF B WO N B

Propolis 4.4
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1,9
4,6
53
2,1
3,7
2,3
3,4

Q+P

~N OO 0o A WN PO 00N OO O BN

2,7
3.9
ol
19
S5
4,6

4.4 Istatiksel Degerlendirme

Bu calismada elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirmesi SPSS

Statistics 26 (SPSS Inc., Chicago, USA) programi kullanilarak yapilmistir. Gruplara

gore Olclimler arasinda anlami bir farkin olup olmadigi parametrik olmayan

testlerden Kruskal Wallis testi ile test edilmistir. Gruplar arasinda fark bulunmasi

durumunda ¢oklu karsilastirmalar varyanslar homojen ise LSD degilse Tamhane testi

ile yapilmistir.

Tablo 15: Ekstensor Postural Thrust Testi Istatistiksel Analizi

Kruskal
Motor Defisit
Wallis Testi
Anlamli
Ki- Fark
n|Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. |kare |p
degeri
Siitur 949,63 8,97 51,98 |[34,18|63,34 *35.Q
14,307 | ,006*
DMSO 9150,26 15,05 5421 |25,24169,48 * S-
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QUERCETIN|8|35,57 |6,72 |36,91 |24,5645,19 Q+P
PROPOLIS 943,13 12,78 |4024 |21,12|65,04 *DMSO-
Q
*DMSO-
Q+P 7/30,79 797 |29,15 |16,8838,75 Q+P
* P_
Q+P
*p<0.05

Rat gruplarma gore ekstensor postural thrust testi sonucunda hesaplanan

motor defisit dlgiimleri kruskal Wallis testiyle degerlendirilmis ve gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunmustur(p<0.05). LSD ¢oklu karsilastirmalar testine gore fark

bulunan gruplar tablonun anlamli fark siitununda belirtilmistir. Sonuglar Tablo 15°de

paylasilmistir. Q+P grubunun diger gruplara gore motor defisit degerlerinin anlamli

olarak daha iyi oldugu gorilmiistiir. Quercetin grubunun sadece siiturasyon

uygulanilan gruba gore Ustiin oldugu goriilmiistiir. Verilerin analizi sekil 36’da

grafikle gosterilmistir.

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

EPT Testi Motor Defisit Veriler Grafigi

Satur

DMSO

QUERCETIN

PROPOLIS

Q+P

Sekil 36 : EPT Testi Motor Defisit Veriler Grafigi

Gastrokinemius kas kiitlesi 6l¢iim testinde iyilesme yilizdesi hesaplanmis ve

degerler istatistiksel

gosterilmektedir.

olarak  degerlendirilmis

olup

veriler Tablo 16°da
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Tablo 16: Gastrokinemius Kas kiitlesi Testi Istatistiksel Analizi

Iyilesme % Kruskal Wallis Testi
_ Ki-kare
n| Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. |p
degeri
Stitur 948,04 9,12 47,07 |34,11/60,78
DMSO 946,91 8,42 44,94 134,79159,12

QUERCETIN | 849,48 7,61 52,87 139,29|57,01|3,767 |,438

PROPOLIS |9|54,84 9,82 56,47 |40,81|73,64

Q+P 7152,23 3,84 52,18 |47,27|58,24

Iyilesme yiizdeleri arasinda istatiksel anlaml bir fark
bulunamamistir(p>0.05). Gruplar arasinda propolis grubunun en yiiksek iyilesme
degerlerine sahip oldugunu goriiyoruz. Fakat (p<0.05) degerinin anlamli oldugu
kabul edilerek iyilesme vyiizdeleri gruplara goére farklilasmamaktadir. Iyilesme

yiizdesi grafigi sekil 37°de gosterilmistir.

lyilesme %
60,00
55,00
50,00
45,00
40,00
Satur DMSO QUERCETIN PROPOLIS Q+P

Sekil 37 : Gastrokinemius Kas kiitlesi Testi lyilesme Yiizdesi Grafigi

Motor fonksiyonel testlerden toe spread testi sonuglar1 kruksal Wallis testiyle
istatiksel olarak analiz edilmistir. Gruplara gére Toe Spread sonuglart arasinda
anlamli bir fark bulunmustur(p<0.05). LSD c¢oklu karsilastirmalar testine gore fark
bulunan gruplar tablonun anlaml fark siitununda belirtilmistir. Veriler tablo 17°de

sunulmustur.
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Tablo 17 : Toe Spread Testi Istatiksel Analizi

Kruskal
Toe Spread sonucu ) )
Wallis Testi
Anlaml
Ki- Fark
n|Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. | kare |p
degeri
Stitur 911,67 (1 2 1 3 *Siitur-
DMSO
DMSO 911,00 71 1 0 2
*DMsO-
QUERCETIN |8/1,75 46 2 1 2 Q
12,665|,013*
PROPOLIS [9]1,78 67 2 1 3 *DMSO-
P
Q+P 712,29 49 2 2 3 *DMSO-
Q+P
*p<0.05
Toe Spread sonucu
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00
Sutur DMSO QUERCETIN PROPOLIS Q+P

Sekil 38: Toe Spread Testi Grafik Analizi

Deney gruplarina gore Q+P grubu en yiiksek skorlar1 aldi. DMSO grubuna

kiyasla diger tiim gruplar anlamli farklilik gésterdi. En yiiksek ortalama skorlar Q+P

grubunda yer alirken en diisiik ortalama degerler DMSO grubunda gozlendi.

Grafiksel verileri sekil 38°de paylasilmistir.
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Tablo 18 : Pin Prick Test Istatiksel Analiz

o Kruskal Wallis
Pin prick sonucu _
Testi
_ Ki-kare
n | Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. p
degeri
Siitur 912,89 33 3 2 3
DMSO 912,89 33 3 2 3
QUERCETIN (82,75 46 3 2 3 2,216 ,696
PROPOLIS |9{2,89 33 3 2 43
Q+P 713,00 ,00 3 3 3

Gruplara gore Oolgiilen Pin

bulunamamistir(p>0.05). Bir bagka

prick sonuglari arasinda anlamli bir fark

deyisle, Pin prick sonuglari gruplara gore

farklilagmamaktadir. Duyusal fonksiyon iyilesme gostergelerinden olan pin prick

testi tiim deney gruplarinda yiiksek iyilesme orami goriildiiglinden dolay1 gruplar

arast fark bulunmamistir. Veriler Tablo 18’ de paylasilmistir. Tablo analiz

edildiginde Q+P grubunda en yiiksek skorlarin oldugu diger gruplarin verilerinin

brbirine yakin fakat p>0,05 olmasiyla anlaml farklilasmadig: goriilebilir. Grafiksel

veriler Sekil 39°da sunulmustur.
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3,00
2,95
2,90
2,85
2,80
2,75
2,70
2,65
2,60

Satur

DMSO

Pin prick sonucu

QUERCETIN

PROPOLIS

Q+P
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Sekil 39: Pin Prick Grafik Analiz

Histopatolojik verilerden akson sayisi dl¢iimleri yapilmis, verilerin istaitksel

analizi Tablo 19’ da sunulmustur.

Tablo 19: Akson sayisi Istatiksel Analizi

Kruskal
Akson Sayisi ] )
Wallis Testi
Anlaml
Ki- Fark
n|Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. | kare |p
degeri
Stitur 91,80 49 ,64 31 1,83 *S-.Q
DMSO 9]1,30 45 1,22 89 (2,32 *S-Q+P
QUERCETIN | 81,41 ,59 1,32 67 12,36 |11,433|,022* | xg.
PROPOLIS |9]1,59 51 166 |64 [2,22 DMSO
Q+P 711,58 43 1,79 |87 |202 *S-P

*p<0.05

Gruplara gore Axon sayilari arasinda anlamli bir fark bulunmustur(p<0.05).
LSD c¢oklu karsilastirmalar testine gore fark bulunan gruplar tablonun anlamli fark
stitununda belirtilmistir. Stitur grubuna gore diger tiim gruplar anlaml farklilagmistir.

Grafik analiz Sekil 40°da gosterilmistir.
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Sekil 40: Akson Sayis1 Grafik Analiz

Akson Sayisi

QUERCETIN

Gruplara gore Olgiilen akson kalinliklart

PROPOLIS

Q+P

arasinda anlamli bir

fark

bulunamamistir(p>0.05). Bir baska deyisle, akson kalinliklar1 gruplara gore

farklilagsmamaktadir. Veriler Tablo 20’de paylasilmistir. Grafiksel analizi Sekil 41°

de verilmistir.

Tablo 20 : Akson Kalinhig: Istatiksel Analiz

Kruskal
Akson kalinligi ) )
Wallis Testi
Ki-
n |Ortalama |S.sapma |Ortanca |Min. |Max. |Kkare p
degeri
Siitur 9 |,26 12 27 ,08 |,46
DMSO 9 |,36 20 37 10 |,69
i 48
QUERCETIN |8 |,39 ,19 ,35 19 |73 3,426 9
PROPOLIS 9 |,40 22 ,32 18 |74
Q+P 7 1,45 23 46 11 |81
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Akson kalinhgi

,50
,45
,40
,35
,30
,25
,20
,15
,10
,05
,00

Sttur DMSO QUERCETIN PROPOLIS Q+P

Sekil 41: Akson Kalinlig1 Grafiksel Analiz

Gruplara gore Olglilen Miyelin kilif kalinliklar1 arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir(p>0.05). Bir baska deyisle, miyelin kilif kalinliklar1 gruplara gore
farklilasmamaktadir. Veriler Tablo 21’ de sunulmustur. Grafiksel analiz Sekil 42°de

gosterilmektedir.

Tablo 21 : Miyelin Kilif Kalinlig1 istatiksel Analizi

Miyelin kilif kalinhig1 Kruskal Wallis Testi
n | Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. Ki-kare p
degeri
Siitur 91,68 50 57 ,18 11,63
DMSO 9,59 22 ,62 28 |,84
QUERCETIN | 81,65 41 54 21 1,32 (1,372 |,849
PROPOLIS |[9|,47 27 37 ,18 1,90
Q+P 71,63 ,50 45 28 1,72
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Miyelin kilif kalinhgi
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,50
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Situr DMSO QUERCETIN PROPOLIS Q+P

Sekil 42: Miyelin Kilif Kalinlig1 Grafik Analiz

Gruplara gore Olgiilen Schwann hiicre sayilari arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir(p>0.05). Bir baska deyisle, Schwann hiicre sayilar1 gruplara gore

farklilasmamaktadir. Veriler Tablo 22’ de paylasilmistir. Grafiksel analiz Sekil 43°de

sunulmustur.
Tablo 22 : Schwann Hiicre Sayisi Istatiksel Analizi
S100 (+) Schwann hiicre sayisi Kruskal Wallis Testi
n| Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. Ki-kare p
degeri
Siitur 911,91 1,09 2,08 ,58 13,83
DMSO 9|1,66 1,45 89 41 15,00
QUERCETIN 81,41 AT 1,34 64 12,25 |1,610 |,807
PROPOLIS [9]1,28 55 1,26 46 12,43
Q+P 711,68 94 1,70 48 12,68
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0,00

Satur

DMSO

QUERCETIN

PROPOLIS

Sekil 43: Schwann Hiicre Sayis1 Grafik Analiz

Gruplara  gore

Fibrosis

Olciimleri

arasinda

anlaml

Q+P

bir

fark

bulunmustur(p<0.05). Tamhane coklu karsilastirmalar testine gore fark bulunan

gruplar tablonun anlamli fark siitununda belirtilmistir. Q+P grubu diger gruplara gore

fibrozis skoru en diisiik olan grup olarak goze carpmaktadir. Onemli dl¢iide fibrozisi

azalttig1 iyilesmeyi hizlandirdig1 diistintilmiistiir. Veriler Tablo 23’de paylasilmistir.

Grafiksel analizi Sekil 44’de sunulmustur.

Tablo 23: Fibrozis Degerleri Istatiksel Analizi

o Kruskal
Fibrosis ) )
Wallis Testi
Anlam
Ki- 11 Fark
n|Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. |Max. |kare |p
degeri
Siitur 9130,11 9,07 28,20 |16,30(44,20
DMSO 923,98 10,87 20,50 |12,30|40,20
*Q_
QUERCETIN (817,86 7,01 18,45 (8,30 [28,10(11,471|,022* 0+p
+
PROPOLIS [9]20,47 11,22 |16,70 8,60 |36,50
Q+P 7114,23 3,98 12,90 |8,10 |20,60
*p<0.05
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Fibrozis
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Sttur DMSO QUERCETIN PROPOLIS Q+P

Sekil 44 : Fibrozis Skorlar1 Grafik Analizi

Rejenerasyonun tahmini i¢in dejenere akson sayilart hesaplanmistir.
Verilerin istatiksel analizi Tablo 24 © de verilmistir. Gruplara gore Dejenerasyon
bulgusu olan akson sayilar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur(p<0.05). LSD
coklu karsilastirmalar testine gore fark bulunan gruplar tablonun anlamli fark
stitununda belirtilmistir. Q+P grubunu Siitur, DMSO, Quercetin gruplarina goére
anlamli farklilastigi rejenerasyonda etkili oldugu goriilmiistiir. Yalniz Propolis
grubunun sadece Siitur uygulana gruba gore anlamli farklhilastigi goriilmiistiir.

Grafiksel analiz Sekil 45°de gdsterilmistir.

Tablo 24 : Dejenere Akson Sayist Istatiksel Analizi

) Kruskal
Dejenerasyon bulgusu olan akson sayisi ) )
Wallis Testi
Anlaml1
Ki- Fark
n| Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. |kare |p
degeri
Stitur 95,33 1,69 5,50 2,60 7,90 *S-Q+P
DMSO 914,07 129 [450 [2,30 (6,10 *S-P
. *DMSO-
QUERCETIN (85,10 1,35 5,10 3,30 | 7,50 |16,213,003* 0P
PROPOLIS (93,39 1,20 3,10 1,90 [5,70 *Q-P
Q+P 7(2,46 1,30 2,20 ,80 (4,60 *Q-Q+P

*p<0.05
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Dejenerasyon bulgusu olan akson sayisi
6,00
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0,00
Situr DMSO QUERCETIN PROPOLIS Q+P

Sekil 45: Dejenere Akson sayis1 Grafik Analiz

Gruplara gore Kapiller damar sayilar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmustur(p<0.05). LSD ¢oklu karsilastirmalar testine gore fark bulunan gruplar
tablonun anlamli fark siitununda belirtilmistir. Q+P grubunun ve Propolis grubunun
diger gruplara oranla kapiller damar sayisinda daha fazla iyilesme sagladigi, DMSO
grubuna gore de anlamli farklilagtigi goriilmistiir. Veriler Tablo 25 ‘de sunulmustur.

Grafiksel analizi Sekil 46’da gosterilmistir.

Tablo 25 : Kapiller Damar Sayisi Istatiksel Analizi

Kruskal
Kapiller damar sayist ) )
Wallis Testi
Anlaml
K- Fark
n| Ortalama | S.sapma | Ortanca | Min. | Max. |kare |p
degeri
Siitur 912,41 ,96 1,90 1,60 | 4,20 *DMSO
_Q+P
DMSO 9(1,82 73 1,70 ,80 (2,90
. *DMSO
QUERCETIN (82,86 1,53 2,65 1,30 [6,20 12,947 |,012*
PROPOLIS [9|3,41 1,20 3,40 1,90 (5,30 Propolis
Q+P 713,41 90 3,50 1,90 (4,60
*p<0.05
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Sekil 46 : Kapiller Damar Sayis1 Grafiksel Analizi

Q+P
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5. TARTISMA VE SONUC

Periferik sinir yaralanmalar1 hem maddi hem manevi kayiplarla modern
yasami etkilemekte ve gilinlimiizde tip camiasi tarafindan hala popiilaritesini
korumaktadir. lyilesme siiresi en uzun ve bir o kadar zorlu bir siire¢ olan periferik
sinir yaralanmalarinda yiiz giildiiriicii sonuglar elde etme oranlar1 baska tedavilere
nazaran daha diisiiktiir. Bu nedenle bu alandaki en ufak gelismeler dahi tedavi
metodlarinda  yeni  bir umut 15181 olarak  goriilmekte ve kiymetle
degerlendirilmektedir. Insanligin bu yoldaki calismalar1 asla bitecek degildir. Her
giin eklenen yeni bilimsel yontemlerle bu 1sik gelecege tasinmaktadir. Sinirler
tizerinde yeni modellemeler yapilmakta ve yeni terapotik ajanlar, onarim teknikleri,
onarim materyalleri veya bunlara yardimci olabilecek , siireci hizlandiracak ajanlar

denenmektedir.

Ezilme tarzi yaralanmalarda standartizasyon veya sinir liflerinin tiimiiniin
etkilenmeme ihtimali nedeniyle bu ¢alismada sinir kesisi hasar modelini tercih edildi.
Kesi modelinin de koaptasyonu yapan kisinin tecriibesine bagli olarak sonuglarinin
etkilenebilecegi sdylenebilir. Fakat tiim gruplar1 kesi ve koaptasyon isleminin ayni
cerrah tarafindan yapilmasiyla bu hata orani minimale indirilmis ve gruplar arasi
farklarin olusmasinin 6niine gecgilmeye c¢alisilmistir. Her iki hasar modeli de yaygin

olarak kullanildigindan burda tercih deney sahibine kalmaktadir.

Gilinlimiizde sinir hasar1 sonrasinda erken onarim, greftleme vb. tekniklerin
uygulanmasiyla aninda pozitif feedback alinamamaktadir. Belli bir siire gozlem takip
ve belki de bu siire¢ sonrasi olumsuz sonuglarla kars1 karsiya kalinabilmektedir.
Periferik sinir hasar1 sonrasi fonksiyonel iyilesme, etkilenen néronlarin hayatta
kalmasina ve yarali aksonlar1 rejenere etme ve hedef dokulari yeniden koruma
kapasitelerine baglidir [82]. Sinir segmentinde, yaralanma bolgesine uzak, metabolik
ve yapisal degisikliklere ugrayan mikro ortamin, yarali aksonlarin rejenerasyonunda
ve denerve hedef dokularin fonksiyonel olarak yeniden korunmasinda belirleyici bir
faktor oldugu gosterilmistir . Sinir yaralanmalar1 sonrast akut donemde meydana
gelen oksidatif molekiiller sekonder sinir hasarina yol agmakta ve iyilesmeyi

bozdugu bilinmektedir [83].

Quercetin ve propolis sinir hasariyla ortaya c¢ikan oksidatif stress
molekiillerinin ortadan kaldirilmasinda etkili antioksidanlardir. Bu amagla bir ¢ok
hastaligin ve patolojinin tedavi ve yan tedavisinde c¢alisilmistir. Literatiirde
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flavanoidlerin kanser hiicreleri iizerine antiproliferatif etkileriyle ilgili olumlu

sonuglar vardir [84-86]

Noriko ve ark. Quercetinin ratlarda ndropatik agri iizerine etkilerini arastirdi.
Quercetinin  kronik agr1 tizerinde kullanilmasinda biiyiikk bir potansiyele sahip
oldugunu sdylemektedirler [87]. Marc ve ark. Polifenol tiirevi antioksidanlarin ciddi
patolojik durumlarda yasanan kas kaybini azalttigini farelerde yaptigi caligmalarda
tespit etmislerdir [88]. Sibel ve ark. Ratlar lizernde yaptigi ¢alismada quercetinin
periferik sinir iyilesmesinde etkisini 7 ve 28 giinliik periyotlarda biyokimyasal ve
morfolojik incelemesini yapmuislar , hiicresel hasarin kontrol grubuna gore azaldigini,
aksonal rejenerasyonun arttigini, serum katalaz aktivitesinin arttigini ve bu
sonuglarin quercetin'in sinir rejenerasyonu iizerinde faydali etkileri oldugunu ve
ezilme tipi siyatik sinir yaralanmalarinda iyilesme siiresini kisaltabilecegini
soylemislerdir [89]. Quercetinin noroprotektif etkisinin gozlenmesi hususunda
Shamsher ve ark. Siganlarda parkinson benzeri semptom olusturmak i¢in nérotoksin
olan  1-Methy-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) enjekte etmisler
sonrasinda piperine (2.5 mg/kg) ile kombine ve ayri ayr1 quercetin 50mg/kg
intragastric gavaj yoluyla deneyin 8. giiniinden itibaren 14 giin vermislerdir. Ratlar
22.giinde sakrifiye edilmis ve striatum oksidatif stres parametrelerine (tiyobarbitiirik
asit reaktif maddeler, nitrit ve glutatyon) , noroinflamatuar sitokinlere bakilmis.
Sonu¢ olarak piperin quercetin antioksidan ve antienflamatuar 6zelliklerini
artirabildigini gostermisler ve piperin ile birlikte quercetinin, MPTP'nin neden

oldugu norotoksisiteye karsi giiclii noroprotektif etkiler gosterdigini sdylemislerdir
[90].

Bir bagka caligmada Soner ve ark. 42 wistar rat ile 2 asamali ¢calisma yapmas.
[k béliimde, sham, kontrol, quercetin, morfin ve gabapentin gruplarindaki hayvanlar
siyatik sinirlerine kronik ezilme hasar1 yapilmis ve tek bir doz quercetin, morfin ve
gabapentin verilmis. Ikinci boliimde, farkli hayvan gruplarma farkli quercetin doz
rejimleri uygulanmis. Mekanik asir1 duyarlilik, termal duyarlilik, lokomotor aktivite
ve anksiyete i¢in yaralanma Oncesi ve yaralanma sonrasi degerlendirmeler
kaydedilmis ve farkli gruplar arasinda istatistiksel karsilagtirmalar yapilmistir.
Sonugta quercetin verilen grubun morfin ve gabapentin ile karsilastirilmasi, bu ajanin

mevcut kronik ezilme yaralanmasi modelinde onemli etkileri oldugunu ortaya
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koymustur. Yine aymi sekilde quercetin, mekanik ve termal asir1 duyarlilig:

hafifletme agisindan gabapentin ve morfinden 6nemli dl¢iide iistiin bulunmus [91].

Mohammedreza ve ark. Ratlarin siyatik sinirleri tizerinde yaptiklari ¢aligmada
quercetinin protektif etkisinin iskemi reperfiizyon hasarina karst koruyuculuguna
bakmuslar. Iskemi sirasinda reperfiizyondan hemen &nce quercetin (20 mg / Kg)
verilmis. Dort rat grubu (Q + IR3, Q + IR7, Q + IR14 ve Q + IR28), quersetin
intraperitoneal enjeksiyonundan sonra sirasiyla 3, 7, 14 ve 28 giinliik reperflizyon
yapilmis. Daha sonra ratlarin davranigsal testleri, siyatik fonksiyon indeksleri
Ol¢iilmiistiir. NF-alfa ve NF-kappa B'yi saptamak i¢in immiinohistokimyasal boyama
ve apoptozu saptamak i¢in TUNEL boyamasi yapilmis. Bildirdikleri sonuglarda
quercetin'in, antiapoptotik ve antienflamatuar etkileri ve NF-kappa B ekspresyonunu
azaltma kabiliyeti nedeniyle siyatik iskemi reperfiizyon hasarinin tedavisinde faydal
olabilecegini gostermislerdir [92]. Bunun gibi quercetinin ndroprotektif iyilesme,
motor ve duyusal fonksiyonlarin geri kazanilmasinda yardimei oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur [93] . Sadece periferik sinir sisteminde degil santral sinir
sisteminde de akut yaralanma sonrasi lokomotor ve elektrofizyolojik fonksiyonel
lyilesmeyi, astrosit aktivasyonunu ve aksonal rejenerasyonu tesvik ettigini bildiren
yayinlar literatiirde mevcuttur [94].Tian ve ark. diabetik ensefalopatiye karsi SIRT1
/ NLRP3 yolaginin , quercetin'in noroprotektif etkisi i¢cin énemli bir mekanizma
olabilecegini gostermistir [95]. Wang ve ark. yaptiklart 8 haftalik ¢aligmada
quercetin tedavisinin, rejenere periferik sinirlerin geri kazanimi i¢in umut verici bir
bitkisel ilaca yol acabilecek sinir biiylimesini tesvik edici etkilere sahip oldugunu
gostermislerdir [96]. Yine retina lizerine protektif , anti inflamatuar, anti oksidan

etkileri deneysel calismalarla gosterilmistir [97].

Propolis de aymt quercetin gibi antioksidan, antienflamatuar,
immiinomodiilatér ve noroprotektif ozelliklere sahiptir [98]. Ari tutkali olarak da
adlandirilan Propolis, ¢ok sayida farmakolojik aktivitesi nedeniyle ila¢ olarak biiytik
potansiyele sahip onemli bir ar1 triiniidiir [99]. Kimyasal bilesimine dayanarak gii¢lii

bir anti-enflamatuar ve antioksidan bilesik olarak biliniyor [100].

Roberta ve ark. periferik akson yaralanmasi ve dejenerasyonuna genellikle
oksidatif stres ve inflamasyon aracilik ettigini sdylerek bu konuda deneysel ¢alisma
yapmus, ratlar lizerinde yapilan ¢aligmada siyatik sinirlerine aksonotimezis yapilan

ratlara 28 giin boyunca propolis verilmis motor fonksiyon test sonuglarini, ve
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histopatolojik miyelin akson sayilarinin 6l¢timlerini karsilastirmislardir. Propolisin
siyatik sinir ezilmesinden sonra rejeneratif yanitlar1 arttirdigini ve fonksiyonel

iyilesmeyi hizlandirdigini tespit etmislerdir [101].

Yiice ve ark yaptiklari ¢calismada propolis, curcumin ve metilprednisolonun
siyatik sinir ezilme yaralanmasinda ki noroportektif etkilerine bakmisglar, curcumin
ve propolisin kontrol ve diger gruba gore belirgin Ustlinligi oldugunu tespit

etmislerdir [98].

Bir baska calismada santral sinir sistemindeki ndrodejeneratif siireci
yavaslatmada yararli oldugu bildirilen ¢alismalar vardir [102-107]. Bunlarla birlikte
propolisin literatiirde sinir iyilesmesi ve rejenerasyonuna yardimi iizerine ¢alisma

sayis1 azdir.

Quercetin ve propolisin birlikte kullanildigi ve karsilastirmasinin yapildigi
calisma ise bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda amacimiz bu antioksidanlarin
hem ayr1 ayr1 hemde birlikte kullaniminda sinir iyilesmesi lizerine olumlu veya
olumsuz varsa etkilerinin arastirilmasiydi. Quercetinin bir ¢oziiciisii olarak kullanilan
ve suda ¢dziinmeyen molekiiller i¢inde deneysel caligmalarda siklikla kullanilan
DMSO’nun da kendi basina iskemik oksidatif yaralanmaya karsi kullanilan bir
antioksidan ve antienflamatuar ajan 6zelligi bulunmaktadir [108, 109]. Sanli ve ark.
yaptiklar1 ¢aligmada DMSO’nun periferik sinir lizerine 12 hafta boyunca lokal ve
sistemik intraperitoneal uygulamada etkilerini histopatolojik ve Kklinik testlerle
degerlendirmis , DMSO’nun 6zellikle lokal uygulamada daha fazla etkili oldugunu
soylemislerdir [110]. Periferik sinir rejenerasyonuna faydali etkileri oldugunu
sOylemiglerdir. Chen ve ark. yaptig1 hiicresel ¢alismada faz kontrast mikroskopide
noron markirt NeuN ve astrosit markorii glial fibriler asidik proteinin (GFAP)
ekspresyon seviyeleri immiinofloresan ve western blot teknigi ile belirlenmistir.
DMSO derisimi 0.25%-10.00% arasinda degisen oranlarda ¢ozeltilerle 12-48 hiicre
kiiltirleri tedavi edilmis. DMSO>% 0,5 kisa siireli maruziyetten sonra bile néronal
morfolojiyi belirgin sekilde bozdugunu ve yasayabilirligi azalttigin1 bulmuslardir

[111] .

Periferik sinir cerrahisinde tekniklerin hizla gelismesiyle birlikte rejenerasyon
basaris1 istenilen diizeyde degildir. Sinir iyilesmesini hizlandirmak icin farkli ilag,

hormon veya biyolojik materyallerin kullanildig1 bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. insan
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amniyon sivist [112], hyaluronik asit [113] , topikal steroid tedavisi [114], fibrin
yapistirict [114, 115], asetil salisilik asit [116] , trapidil [117], hiperbarik oksijen
tedavisi [118], lazer uygulamasi bunlardan bir kismidir. Bu kapsamdaki ¢aligmalarin
ortak noktasi, disardan eklenen farkli biyolojik maddeler ile travmaya ugramis akson
etrafindaki mikro gevrenin ve buna bagli olarak sinir rejenerasyonunun hiicresel
diizeyde degistirilmesidir. Heniiz hi¢ birinin rutin klinik kullanimda yeri olmamasina
karsin, sinir iyilesmesi iizerine degisik derecelerde olumlu etkileri oldugu
gbzlenmistir. Ayrica yapilan tiim bu caligmalar, sinir rejenerasyon mekanizmalarinin

molekiiler diizeydeki temellerine de 151k tutmada yardimci olmustur.

Siyatik sinir rejenerasyonunu degerlendirmek farkli motor fonksiyonel testler

gelistirilmistir. Ornek vermek gerekirse : ayak bilegi durus agis1 (ankle stance

angle) [119], toe spread test [120], yiiriiylis analizi (gait analysis) [121], ayak bilegi
kinematigi (ankle kinematics) [122], ekstansor postural itme (extensor postural
thrust) [81]. Siyatik sinir yaralanmalarin1 takiben fonksiyonel iyilesme
degerlendirmesi i¢in mevcut standart, siyatik fonksiyon indeksin hesaplanmasini
saglayan yiirime yolu analizi olmustur. EPT Ol¢iimleri ayrica fonksiyonel
iyilesmenin kantitatif bir Olglimiinii saglar, ancak basit, yiiriitiilmesi kolaydir ve
Olgtimler arasinda siirekli olarak daha az degisiklik saglar .Calismamizda ekstensor
postural itme ve parmak ayirma (toe spread) testlerini kolay uygulanabilirligi |,
ratlarda siyatik sinir kesi modellerinde sik¢a rastlanabilen hafif derecelerdeki
otokanibalizasyondan etkilenmemeleri tercih sebebidir. Hafif derecelerde de olsa
otokanibalizasyon sonrasi siyatik fonksiyon indexi 6l¢limii yapilan yliriiyiis analizi
sonuglart degismekte veya tamamen hesaplanamaz duruma gelebilmektedir.
Ortalama olarak, yiiriiylis analizini gerceklestirmek, baskilari kaydetmek, hayvani
temizlemek ve iligkileri 6lgmek, SFI'yi hesaplamak i¢in gecen siire, hayvan basina
yaklagik 20-30 dakika siirer. EPT testi 30 saniyenin altinda yapilir. Basitligi goz
oniine alindiginda, daha sik ¢alismak kolaydir. Motor agigimin yiizdesini hesaplamak

icin minimum veri manipiilasyonu gerektirmesi de ek bir avantaja sahiptir [81].

Calismamizda EPT ve Toe Spread testlerini degerlendirdigimizde 5.grup olan
Quercetin+Propolis grubunun motor fonksiyon testleri diger gruplara gore istatiksel
olarak anlamli farklilagmistir (p<0.05). Bu grubun motor defisit degerleri en diisiik
degerlerdir. EPT testinde yalniz Quercetin verilen 3. grupla yalniz Propolis verilen

4. Grubun ,yalniz koaptasyon uygulanan 1.grup Siitur grubuna goére hesaplanan
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motor defisit degerleri daha iyi olmasma istatiksel istiinliigli saptanmamistir
(p>0.05). Siitur grubuyla 2.grup olan DMSO grubu arasinda fark saptanmamistir. Bu
bulgular 6zellikle Quercetin ve Propolisin birlikte kullaniminin motor fonksiyonlarin

tyilesmesinde yardimc1 oldugunu desteklemektedir.

Pin prick testi duyusal fonksiyonlarin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan bir testtir. Testin uygulanabilirliginin ve tekrarlanmasinin basit olmasi
nedeniyle tercih edilmistir. 5. Grup olan Q+P grubunda skorlarin ortalamasinin daha
yiiksek bulunmasina ragmen tiim gruplarda duyusal fonksiyonlarin iyi bir sekilde

geri dondiigii de gozlenerek istatiksel olarak anlamli fark elde edilmemistir.

Calismamizda hedef organ olan gastrokinemius kasindaki atrofi ve bunun geri
doniis oranini hesaplayabilmek icin, gastrokinemius 1slak agirliklar1 10 haftalik takip

sonrast Ol¢iilmiistlir. Gruplar arasinda istatiksel olarak fark goriilmemistir.

Saglam akson sayisi iyilesme ve rejenerasyon yoniinde bilgi verebilir. Tek
basina akson sayisi, akson kalinlig1 , miyelin kalinlig1 vb. histopatolojik 6l¢iimler
rejenerasyon hakkinda bilgi vermeyebilir bunlarin  fonksiyonel testlerle
korelasyonuna da bakmak gerekir [123]. Calismamiz da akson sayisi 6l¢iimiide Grup
1 olan sadece siiture edilen gruba gore diger tiim gruplarimizin akson sayimlari
istatiksel anlamli yiiksek bulunmustur. (p<0.05). Akson ¢aplar1 ve miyelin kalinlig
Grup 5 ( Q+P) grubunda veriler daha iyi bulunsa da istatiksel anlamli degildir.Bu
durumun ¢aligmanin siiresinden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Akson cap1 ve
miyelin kalinliklar rejenerasyon siireciyle alakali verilerdir. Rejenerasyon siirecenin
1 yila kadar siirebilmesi bazi verilerimizin anlamli ¢ikmamasina neden oldugunu
diistinmekteyiz [123]. Schwann hiicre sayisinda da anlamli fark bulunmamistir. Anti
oksidanlarimizin miyelin olusumunda rol alan bu hiicrelerin sayisini arttirmak gibi

bir fonksiyonu olmamuistir.

Sinir yaralanmalar1 sonrasi problemlerden biri de olusan fibrozisdir. Siddetli
hasarla birlikte fibroblastlar bolgeye goc¢ ederek kollajen iireterek sinir iletimini
bozarlar. Endonoral tiip darali ve aksonlar gegisi igin kisithi alan kalir [124]. Bu skar1
azaltmak icin pek c¢ok ajan denenmistir. Hatta bunun i¢in radyasyondan
faydalananlar olmustur [124]. Bu a¢idan bizde c¢alismamizda fibrozisi
degerlendirdik. Tiim gruplarimizda sadece siiture edilen gruba fibrozis skorlarinda
azalma goriilmiistiir. Ozellikle Grup 5 olan Q+P grubunda istaitksel olarak anlamli
fark bulnumustur. Q+P birlikte verilmesi iyilesmeyi hizlandirmis, fibrozis skorlarin

74



onemli Ol¢lide azaltmistir.Sinir organizasyonu artmis, aksonlar gelisimi i¢in daha
fazla alan kalmistir. Bizim g¢alismamiz 10 haftalikti, rejenerasyon siiresinin daha
uzun olabilecegi diisiiniiliince bu skorlarin uzun dénemde daha da olumlu yonde

degisebilecedi sOylenebilir.

Sinir yaralanmasiyla birlikte sinir dolasiminin bozulmasi dejenerasyonu
tetikleyen faktorlerden bir tanesidir. Bozulan mikro dolagimin ve kapiller akimin
yeninden saglanmasi rejenerasyon ic¢in dnemlidir. Bu agamada gergeklesen travma
sonrasi serbest radikallerin ortama salinarak yeni damar olusumunu engellemesi,
doku oksijenizasyonunu bozmasi ve vazokonstruksiyona yol agmasini engellemek
icin Quercetin ve Propolis gibi anti oksidanlarin etkili olabilecegini diislindiik. Buna
yonelik yapilan histopatolojik arastirmamizda yeni kapiller damar olusumu ve
dejenerasyon degerlerini hesaplayarak istatistiki veri elde ettik. Grup 5 olan Q+P
grubunun Grup 1 Siitur, Grup 2 DMSO, Grup 3 Quercetin gruplarina gore anlamh
farklilastig1 rejenerasyonda etkili oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Yalniz Propolis
uygulana Grup 4’iin sadece Siitur uygulanan gruba gore anlamli farklilastigi
gorlilmiistiir. Kapiller damar sayisi verileri istatistiksel analizinde Grup 5 olan Q+P
grubunun ve Grup 4 Propolis grubunun diger gruplara oranla kapiller damar
sayisinda daha fazla iyilesme sagladigi, DMSO grubuna gore de anlamli farklilastigi
goriilmustiir. Bu bilgiler ve sayisal analiz 1s1831inda 6zellikle Quercetin ve Propolisin
birlikte verilmesinin kapiller damar sayisin artirip , dejenerasyonu hizla diizelterek
rejenerasyona katki sagladigini sdyleyebiliriz. Eletron mikroskopisi incelemelerinde
bir ¢cok alanda miyelin ve akson yapisinin iyi korundugu, aksoplazmada yogun bir
filament agi varhigt  biiyiikk miyelinli aksonlarda miyelinlerin iyi korundugu

gbzlemlenerek histopatolojik verileri destekler niteliktedir.

Sonug olarak bu ¢alismada amag, hem sinir iyilesme hizinin hem de iyilesme
kalitesinin  degerlendirilmesi oldugu igin, fonksiyonel ve histomorfometrik
degerlendirmeler birlikte yapilmigtir. Munro ve ark. sinir rejenerasyonunu
degerlendirmek icin yaptiklar1 calismada 16 parametreyi degerlendirerek bir
korelasyon olup olmadigina bakmis ve bu parametreler arasinda korelasyon
olmadigini saptamiglardir [125]. Bu nedenle her ¢aligmanin aradigi sonuca gore
testler segmesi gerekir. Bizim ¢alismamizda fonksiyonel motor testler de Quercetin
ve Propolisin birlikte verilmesinin fonksiyonlarin diizelmesine yardimci oldugu

goriilmistiir. Quercetin ve propolisin birbirlerine istiinliigii ise saptanmamuistir.
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Quercetin ve Propolisin birlikte verilmesinin rejenerasyona katki sagladigi, akson
sayisini artirip, fibrozis ve dejenerasyonu azaltarak daha kaliteli iyilesme de yardimct
olabilecegini gdsterdik. DMSO’nun sinir iyilesmesi ve rejenerasyonu ilizerine anlamli
farkim1 bulamadik. Calismamizda teknik bir aksaklik ve malzeme tedarikinde
yasanan problemlerden dolayr elektromiyografik test yapamamak eksik tarafiydi.
Kullanilan antioksidan dozlar1 ve siiresinin farkli olmasi halinde sonuclarin nasil
degisecegini bilmiyoruz. Bulgularimiz gelecekteki antioksidan ve sinir caligsmalariyla

alakal1 caligmalara 6ngorii saglayabilir.
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Giris: Travmatik periferik sinir yaralanmalar tiim yaslarda kisinin ve ekstremite disfonksiyonunun en
onemli sebeplerindendir. Travmaya basvuran tiim hastalarin yaklasik % 2 ila 3'{iniin periferik sinir
yaralanmalar1 nedeniyle basvurduklari bilinmektedir. Pleksus ve kok yaralanmalariyla birlikte bu oran
%S5 lere ¢ikmaktadir. Tedavide cerrahi halen altin standarttir. Fakat iyilesmeyi hizlandiric1 ve yardimel
cok sayida ajan arastirilmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci antioksidan antienflamatuar etkili 2 ajanin sinir
iyilesmesine etkisinin incelenmesidir. The aim of this study is to investigate the effect of 2 antioxidant
anti-inflammatory agents on nerve healing.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 46 adet wistar albino rat kullanildi. Her ratin sol siyatik siniri
trifurkasyonun 1 cm proksimalinden nérotimezis uygulanarak hasar verildi. Ratlar, Sadece
ndrotimezis sonrast koaptasyon uygulanan Siitur grubu, nérotimezis sonrasi koaptasyon uygulanan ve
dimetil siilfoksit verilen DMSO grubu, nérotimezis sonrasi koaptasyon uygulanan ve quercetin verilen
Quercetin grubu, nérotimezis sonrasi koaptasyon uygulanan ve propolis verilen Propolis grubu ,
ndrotimezis sonrasi koaptasyon uygulanan ve Quercetin+Propolis verilen Quercetin + Propolis
gruplarina ayrildi. 8 giin grubuna uygun ajani almis ve 10 hafta boyunca takip edilmistir.10 hafta
sonunda ratlara dncelikle fonksiyonel testler yapilmig, daha sonra sakrifiye edilerek gastrokinemius
1slak agirlik testi, histopatolojik ve ultrastructural elektron mikroskopisi incelemeleri yapilmustir.

Bulgular: Motor fonksiyon testlerinde Quercetin+Propolis grubunun,Propolis, DMSO ve Siitur
gruplarina gore istatiksel olarak anlamli fark: bulundu (p<0,006). Quercetin grubunun DMSO ve
Siitur gruplarina gore daha iyi motor iyilesme sagladigi goriilmiistiir. Duyu fonksiyon testlerinde
gruplar arasi anlamli fark goriilmemistir (p=0,696). Histopatolojik incelemede Q+P grubunun diger
gruplara oranla daha iyi fibrozis skorlar1 (p<0,022) ,dejenerasyon degerlerinde diisiiklik (p<0,003),
rejenerasyonun saglanmasi ve akson sayisinda artis (p<0,022) sagladig: goriilmiistiir ve istatiksel
olarak anlamli bulunmustur . Kapiller damar sayisinda ortalama degerleri 3,41 olan Propolis ile
Quercetin+Propolis grubunun DMSO grubuna gore anlamli iyilesme sagladigi goriilmiistiir.
Gastrokinemius 1slak agirliklari 6l¢iilerek elde edilen iyilesme yiizdesi degerlerinde gruplar arasinda
anlamli fark bulunamamustir (p=0,438).

Tartisma ve Sonug : Bu ¢aligmada Quercetin ve Propolisin dzellikle birlikte kullaniminin sinir
rejenerasyonu ve iyilesme siirecine olumlu etkilerinin oldugu diisiiniilmiistiir. Bulgularimiz sinir
iyilesmesi iizerine yapilan ¢aligmalara 6ngdrii saglayabilir.

Anahtar Sozciikler : Sinir Iyilesmesi, Sinir Rejenerasyonu, Antioksidan, Quercetin , Propolis
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SUMMARY

Comparison of the Effects of Strong Antioxidants Quercetin and
Propolis on Peripheral Nerve Healing

Introduction: Traumatic peripheral nerve injuries are the most important causes of the person and
limb dysfunction at all ages. It is known that approximately 2 to 3% of all patients who apply to
trauma apply due to peripheral nerve injuries. This rate increases to 5% with plexus and root injuries.
Surgery is still the gold standard in treatment. However, many agents that accelerate recovery and
help.

Materials and Methods: 46 wistar albino rats were used in the study. Damage was applied by
applying neurotimesis 1 cm proximal to the left sciatic nerve trifurcation of each rat. Rats divided into,
Suture group, where coaptation was performed only after neurotimesis, DMSO group, where
coaptation was applied after neurotimesis and given dimethyl sulfoxide, Quercetin group, where
coaptation was applied after neurotimesis and quercetin was given, Propolis group, where coaptation
was applied after neurotimesis and given propolis, Quercetin + Propolis groups that applied
neurotimezis and were given Quercetin + Propolis. They took the appropriate agent to the group for 8
days and was followed for 10 weeks. At the end of 10 weeks, the rats were firstly functional tested,
then sacrificed and gastrocnemius wet weight test, histopathological and ultrastructural electron
microscopy were examined.

Results: In motor function tests, a statistically significant difference was found between the Quercetin
+ Propolis group compared to the Propolis, DMSO and Sutur groups (p <0.006). Quercetin group has
been shown to provide better motor recovery than DMSO and Sutur groups. There was no significant
difference between sensory function tests between groups (p = 0.696). In histopathological
examination, it was observed that the Q + P group provided better fibrosis scores (p <0.022), low
degeneration values (p <0.003), providing regeneration and an increase in axon numbers (p <0.022)
compared to other groups and was found statistically significant. It was observed that Propolis and
Quercetin + Propolis groups, whose mean values were 3.41 in the capillary number, provided
significant improvement compared to the DMSO group. No significant difference was found between
the groups in the percentage of improvement obtained by measuring gastrocnemius wet weights (p =
0.438).

Discussion and Conclusion: In this study, it was thought that the use of Quercetin and Propolis in
particular has positive effects on nerve regeneration and healing process. Our findings may provide
insight into studies on nerve healing.

Keywords: Nerve Healing, Nerve Regeneration, Antioxidant, Quercetin, PropoliS
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Selguk Universitesi Tip Fakultesi Ortopedi ve Travmatoloji Ana Bilim Dali’'ndan Dog. Dr. Mehmet Ali
ACAR ve Dr. Yusuf Ziya YESIL, Uzman Dr. Ali OZDEMIR tarafindan sunulan “Giiglii Anti Oksidanlar
Quercetin ve Propolis’in Periferik Sinir Rejenerasyonu Uzerine Etkisinin Karsgilagtinnimasi” baslikl
uzmanlik tezi projesi kurul tarafindan degerlendirildi.

Projede belirtilen anestezik maddenin (Rompun 10 mg/kg ve Ketalar 50 mg/kg) kullanilimasi uygun
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