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1. 0ZET

Sicanlarda Deneysel Siyatik Sinir Hasar1 Uzerine Quercetinin Etkilerinin

Morfolojik ve Biyokimyasal Olarak Degerlendirilmesi

Bu calismada siyatik sinir ezilme hasar1 modelinde, Quercetinin néroprotektif ve
antioksidan etkinligini histopatolojik, morfometrik ve biyokimyasal yontemler ile

degerlendirmeyi amacladik

Calismamizda 48 adet 10-12 haftalik Spraque Dawley tiirii erkek siganlar rastgele
8 gruba ayrildi. Gruplar,Sham (S-7; S-28), Quercetin (Q-7; Q-28; 200mg/kg/7 giin),
travma (T-7; T-28; siyatik sinirde mikro vaskiiler klemp ile 1 dk’lik ezilme) ve
travma+Quercetin (T+Q-7; T+Q-28; travma ile birlikte Quercetin 200mg/kg/7 giin)
olarak isimlendirildi, hasarlanmay1 takiben 7. ve 28. giinde sakrifiye edildi. Tim
gruplardan elde edilen sinir ve kas dokularinda, oksidan-antioksidan biyokimaysal
parametreler ile birlikte histopatolojik olarak; Toluidin blue, Hematoksilen&Eozin ve

Masson - Trikrom boyamalar1 ile morfoloji degerlendirmeleri yapildi.

Morfoloji degerlendirmelerinde, T-7 ve T-28 gruplarinda akson ve miyelin
kilifta yaygin dejenerasyon, miyelin kilifin konsantrik lamellar yapisinda ciddi derecede
bozulma ve aksonal sisme izlendi. Miyelin kilif kalinlig1, sinir lifi ¢ap1 ve miyelinli sinir
lifi sayis1 belirgin sekilde azaldi ve Apoptotik indekste (Al) artis izlendi. T+Q-7 ve
T+Q-28 gruplarinda ise morfolojik olarak rejenerasyon siirecinin basladigi, hiicresel
hasarin ve aksonal yapinin iyilesmeye basladigi gozlendi. Ayrica Al belirgin derecede
azald1. Bu degerlerin T+Q-28 grubu S-28 ile karsilastirildiginda normale yakin oldugu
gozlendi. Biyokimyasal parametrelerden malondialdehit (MDA) ve siiperoksit dismutaz
seviyeleri, T-7 grubunda S-7 ile karsilastirildiginda bir miktar artis izlensede anlamli
degildi; T-28 grubunda katalaz aktivitesinde belirgin bir diisiis izlendi. T+Q-7 ile T-7
grubu karsilagtirildiginda T+Q-7 grubunda MDA seviyesi anlamli derecede azaldi,

serum katalaz aktivitesi ise artti.

Ezilme tipi siyatik sinir yaralanmasinda, Quercetinin sinir rejenerasyonuna olumlu
katk1 sagladigi, yarali bolgede fibrozis ve lipid peroksidasyonunu onleyerek iyilesme

siiresini kisaltabilecegi sonucuna varildi.
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Anahtar Kelimeler: Siyatik Sinir Yaralanmasi, Quercetin, Lipid Peroksidasyonu,
Apopitozis.
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2. SUMMARY

Morphological and Biochemical Evaluation of the Effects of Quercetin on the

Experimantal Sciatic Nevre Damage in Rats

The purpose of this study was to evaluate the neuroprotective and antioxidant
effectiveness of quercetin in a model of sciatic nerve crush injury using

histopathological, morphometric and biochemical methods.

Forty-eight male Sprague Dawley rats aged 10-12 weeks were randomly assigned
into eight groups; sham (S-7; S-28), quercetin (Q-7 and Q-28; 200 mg/kg/7 days),
trauma (T-7 and T-28; 1-min crush of the sciatic nerve with micro vascular clamps) and
trauma + quercetin (T+Q-7 and T+Q-28; trauma and quercetin 200 mg/kg/7 days),
Animals were sacrificed 7 and 28 days after injury. Oxidant-antioxidant biochemical
parameters were analyzed in muscle and nerve tissues from all groups, together with
morphological evaluation at histopathological staining with toluidine blue, hematoxylin
and eosin and Masson’s trichrome. At morphological evaluation, diffuse degeneration
was observed in axons and the myelin sheath in groups T-7 and T-28, together with
severe impairment of the concentric lamellar structure of the myelin sheath and axonal
swelling. Myelin sheath thickness, nerve fiber diameter and myelinated nerve fiber
numbers decreased significantly, while apoptotic index (Al) increased. In groups T+Q-7
and T+Q-28, the morphological regeneration process and healing of cellular damage
and axonal structure were observed to have begun. Al also decreased significantly.
Morphology was close to normal in T+Q-28 compared to S-28. In terms of biochemical
parameters, Malondialdehyde and superoxide dismutase activity were increased, when
group T-7 was compared with group S-7, this was not statistically significant. A
significant decrease was observed in CAT activity in group T-28. When group T+Q-7
was compared with group T-7, malondialdehyde values decreased significantly; catalase

activity increased.

We concluded that quercetin makes a positive contribution to crush-type injuries
of the sciatic nerve and can shorten the healing process by preventing lipid peroxidation

and fibrosis in the injured region.

Key words: Sciatic Nerve Injury, Quercetin, Lipid Peroxidation Apoptosis
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3. GIRIS ve AMAC

Siyatik sinir hasari; ¢ogunlukla trafik ve is kazalar1 basta olmak iizere pek ¢ok
kazada, delici, batici ve atesli silah yaralanmalarin sonucu sikistirma, ezilme, gerdirme,
laserasyon, kirik gibi gesitli etkenlerin bir sonucu olarak meydana gelmektedir (1). Sinir
yaralanmalarinin etkisiz tedavisi kismi veya tamamen duyu kaybi, motor ve otonomik
islev kaybina neden olur. Bu tiir islevsel kayiplar sonucunda ise sinir hasar1 olan
kisilerde isgilicii kaybi, sosyo-ekonomik ve psikolojik problemlerde goriilebilmektedir
(2, 3). Siyatik sinirde yaygin olarak goriilen baska bir yaralanma tiirii de ezilme tipi
yaralanmalardir. Ezilme tipi yaralanmalarda, motor ve duyu fonksiyonlarinin total kayb1

meydana gelebilir (2, 4).

Sicanlardaki ezilme tipi yaralanma, sinir aksonunun ve miyelinin tamamen
kesilmesiyle karakterize, sinir hasarindan sonra rejenerasyonu incelemek igin sik
kullanilan bir aksonotrafik modeldir (yani hasarin tamamen iyilesip iyilesebilecegi
deneysel bir modeldir). Bir sinir yaralandiktan sonra, aksonlarin distal kismi1 Wallerian
dejenerasyonu ad1 verilen bir isleme tabi tutulur. Bu kosullar altinda, ¢esitli ¢alismalar,
miyelin proteinlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler gibi biyokimyasal ve
islevsel etkiler gozlenmektedir (5). Periferik sinirlerdeki yaralanma sonrast doku
destriiksiyonundan dolay1 serbest oksijen radikalleri artarak lipid peroksidasyonuna
(LPO) neden olarak doku hasar1 gelismektedir. Bu tiir sinir hasarinda iskemik ve
mekanik stireglerin  kiimiilatif etkisinin kendi etkilerinden daha belirgin oldugu
diigiiniilmektedir (3, 6). Periferik sinir hasarlarinin ardindan rejenerasyon yetenegine
sahip olduklar1 bilinmesine ragmen, rejenerasyon siireci ve travma sonrasi sonug, sinir
onariminda kaydedilen ilerlemeye ragmen genellikle yavas ve zayiftir. Sonug olarak,
periferik sinir travmasi 6nemli bir morbidite nedenidir ve son zamanlarda arastimacilar
bu konu ile ilgili yaptiklar1 ¢aligsmalarda periferik sinir rejenerasyonu tedavisi igin ¢esitli

ajanlar arastirmaktadir.

Quercetin (QR, 3,3',4',5,7- pentahydroxyflavone) polifenolik grubuna ait, hemen
her yerde bulunabilen bitkisel flavonoid bilesiklerden biridir. Sogan, brokoli, yesil cay,
elma, Ginkgo biloba, sar1 kantaron (Hypericum perforatum) gibi pek ¢ok sebzelerde,
meyvelerde, aromatik bitkilerde bulunmaktadir (7, 8). Yapilan pek ¢ok farmakolojik

calismada giiclii bir antioksidan, anti-anjiyojenik, anti-enflamatuar, néroprotektif ve
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anti-apoptotik o6zelliklerinin oldugu belirtilmistir (7, 9). Giiglii bir antioksidan ve
antienflamatuar aktiviteye sahip oldugu i¢in diyabet, kanser ve obezite gibi pek ¢ok
hastalig1 6nleyebildigi 6ne siiriilmiistiir. Son zamanlarda Quercetinin iskemi hasarindaki
etkinligini vurgulayan c¢alismalar artmaktadir. Quercetinin serebral iskemideki
noroprotektif mekanizmasinda matriks metalloproteinaz-9’u ve serbest radikal
tretiminini azalttigt bulunmustur (10). Yapilan bir baska c¢aligmada beyinde
alimiinyuma dayali davramissal ve biyokimyasal degisimlerde quercetininin

noroprotektif etkileri oldugu belirtilmistir (11).

Bu ¢alismada deneysel sinir ezilme yaralanmasi sonrasi, quercetinin noroprotektif
ve antioksidan etkilerinin olup olmadigin1 histomorfometrik ve biyokimyasal

parametreler ile degerlendirmeyi amagladik.
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4. GENEL BILGILER
4.1. Siyatik Sinir Anatomisi

Siyatik sinir, anatomik olarak sakral pleksusun ucundan baglamakta olup viicudun
en kalin ve en uzun siniridir. Siyatik sinir pelvisten infrapriform delik yolu ile ¢ikar. Bu
sirada yassilagsmis oldugu i¢in 1-1,5 cm genisligindedir. Motor, duyu ve otonom olmak
tizere 3 ¢esit periferik sinir vardir (12). Periferik motor sinir lifleri; omurilik 6n
boynuzunda yerlesmis olan ikinci motor ndronlardan ¢ikar. Duyusal aksonlarin hiicre
govdeleri ise omuriligin disinda, intervertebral foramende yerlesimli olan arka kok
ganglionun igine yerlesmistir. Buradaki bipolar duyusal ndéronlarin periferik uzantilari

periferik sinir iginde yer alirken santral uzantilar1 arka kok yoluyla omurilige girerler
(13).

Periferik sinirin bir parcas: olan spinal sinirler 31 ¢ift olup 33 medulla spinalis

segmentinden gikar. Bu spinal sinirlerin bolgelere gore dagilim,

8 adet nervi cervicales
12 adet nervi thoracici
5 adet nervi lumbales

5 adet nervi sacrales

o B~ w0 D e

1 adet nervus coccygeus

Spinal sinirler medulla spinalise 6n ve arka kokler vasitasiyla baglanirlar. Kokleri
olusturan liflere fila radicularia denilir. Bu koklerden 6nde bulunanina radix anterior,
arkada bulunanina radix posterior denilir. Ayrica 6n kokler motor lifler bulunmasi
nedeniyle radix motoria, arka koklere de sensitif liflerin bulunmas: nedeniyle radix

sensoria de denilmektedir.

Plexus Sacralis, pelvis boslugunda ve sacrum’un her iki 6n-yan tarafinda bulunan
plexus sacralis, truncus lumbosacralis (4. lumbal sinirin kii¢iik bir bolimi ile 5. lumbal
sinirin timiintin birlesmesinden olusur) 1., 2., 3. sakral spinal sinirlerin 6n dallar1 ve 4.
Sakral sinirin az bir bélimiiniin katilmasiyla olusur. Ucgen seklinde olan plexus

sacralis’in tabani sacrum’a, tepesi de foramen ischiadicum majus’a dogru yonelir.

Nervus ischiadicus da bu tiggenin tepesinden asagir dogru plexus sacralis’in bir

devami seklinde uzanir (14).
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Plexus sacralis’in dallarn

Nervus (N) musculi (mm) quadrati femoris (L4,5,S1)
N.mm. obtratorii interni (L5,51,2)

N. mm. piriformis (S1,2)

N. gluteus superior (L4,5,S1)

. gluteus inferior (L5, S1,2)

. cutaneus femoris posterior (S1,2,3)

. ischiadicus

. tibialis (L4,5,51,2,3)

. fibularis (peroneus) communis (L4,5,51,2)

. pudendus (S2,3,4) (14).
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Nervus Ischiadicus, viicudun en kalin siniridir. Ayak derisinin tiimii ile bacak
derisinin biiyiik kismma sensitif dallar, uylugun arka tarafindaki kaslar ile bacak ve
ayagin tim kaslarina somatomotor lifler gonderir. Plexus sacrali’in devami seklinde
olan n. ischiadicus, pelvis’i foramen infrapiriforme’den terkeder; M. Piriformis’in alt
kenarindan uylugun alt 1/3’line kadar uzanir, burada u¢ dallar1 olan n. tibialis ile n.
fibularis (peroneus) communis’e ayrilir. N. tibialis daha kalin olup n. Ischiadicus’un
devami seklinde seyreder. N. ischiadicus gluteal bolgede m. gemellus superior, m.
gemellus inferior, m. obturator internus ve m. quadratus femoris’in arkasinda, m.
gluteus maximus’un 6n tarafinda bulunur. Burada n. cutaneus femoris posterior ve a.
glutea inferior ile birlikte seyreder. Uylukta m. adductor magnus’un arkasinda ve m.
biceps femoris’in oniinde bulunur. M. biceps femoris’in uzun basi, siniri yukaridan
asagiya ve icten disa dogru arkadan ¢arprazlar. Plexus sacralis’in arka boliim liflerinden
n.fibularis communis, 6n bolim liflerinden ise n. tibialis olusur. Bu iki sinir birlikte,
n.ischiadicus adi altinda fossa poplitea yakinina kadar, bir kilifla sarili olarak uzanir.
Ancak fossa poplitea yakininda birbirinden ayrilirlar (14). N. ischiadicus’un tam kesisi
siklikla karsilagilan bir durum degildir, fakat kesi olustugunda ise bacak kullanilamaz
hale gelir. Bunun nedeni bacagin fleksiyonu gibi kalganin ekstansiyonun da bozulmus
olmasidir. Biitlin bilek ve ayak hareketleri de kaybolur. Tabanca mermisi ya da bigakla
yaralanma sonucu olusan n. Ischiadicus’un tam olmayan kesisine, n. gluteus inferior
ve/veya n. cutaneus femoris posterior da katilabilir. Siyatik lezyonun iyilesmesi yavastir

ve genellikle tam olmaz. N. ischiadicus’un konumuna gore kalganin bir giivenli tarafi
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(dis taraf) ve bir de tehlikeli tarafi (i¢ tarafi) vardir. Kal¢anin i¢ tarafinin yaralanmasi ya
da buraya yapilan cerrahi girisimler, n.ischiadicus’un ya da uylugun arka tarafindaki
hamstring kaslarina (m. semitendinosus, m. semimembranosus, m. biceps femoris)
giden dallarinin hasar gormesine neden olur. Bu kaslarin paralizisi uylugun
ekstansiyonunun ve bacagin fleksiyonunun bozulmasiyla sonuglanir (15). N.
ischiadicus’un duyusal liflerinin dagildigir alanlarda agri duyulmasi haline Siyatik
denilir. Siyatikte, uylugun arka yiiziinde, bacagin arka ve dis ylizlerinde ve ayagin
lateralinde agr1 duyulur. Siyatik, birka¢ nedenle olusabilir. Birincisi intervertebral
disklerin prolapsusu sonucu alt lumbal ve sakral spinal sinirlerin bir veya birkaginin 6n
koklerine basing yapmasi sonucu, ikincisi plexus sacralis veya n. ischiadicus’u, pelvis
icersindeki bir tiimdriin sikistirmasi sonucu, iigiinciisii n. ischiadicus veya dallarinin

inflamasyonu sonucu ortaya ¢ikar (16).

Ayrica sican siyatik siniri anatomik olarak incelendiginde, pelviste 6n ve arka
dallara ayrilan sakral pleksus (5, 6 ve kismen 4. lumbar sinirler tarafindan
olusturulur)’un arka dali olarak bilinir. Siyatik sinir devaminda ise nerves tibialis,

nerves common peroneales ve kollateral dallara ayrilir (17).
4.2. Siyatik Sinir Gelisimi

Merkezi sinir sistemi 3. haftanin baglarinda, terlik seklinde kalinlagmis bir
ektodermal plak halinde belirir. Bu plak, primitif ¢ukurun 6niinde, orta- dorsal bolgede
yerlesmistir. Noral plagin lateral kenarlar1 kisa bir siire sonra noral katlantilar1 meydana
getirmek lizere yiikselir. Gelisimin daha ileri evrelerinde, ndral katlantilar daha da
yiikselerek orta hatta birbirine yakinlasir ve ndéral tlipii olusturmak iizere kaynasirlar.
Kaynagma servikal bolgede baslar, kaudal ve sefalik yonlere dogru ilerler. Giderek
biiyliyen embriyonun transvers kesitlerinde, noral oluk, néral tiip ve Krista noralis
meydana gelir. Baglangicta, noral tiiple yiizey ektodermi arasinda bir ara bolge meydana
getiren krista noralis hiicreleri, spinal ve kranial duyu ganglionlaria gelisir (18). Sinir
sistemi ektodermden gelisir. Notokord ve parakordial mezodermin uyarisi ile korda
dorsalis (notokord) tarafindaki ektodermde 17. giinde kalinlasma olur. Bu olusuma
noral plak adi verilir. Noral kanalin bu iki yaninda toplanan hiicreler krista noralis
olarak anilir. Periferik sinir sisteminin tiim hiicreleri krista noralisten koken alir. Krista

noralis bunun diginda sempatik noroblastlara, schwann hiicrelerine, pigment
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hiicrelerine, odontoblastlara, meninkslere ve brankial arklarin mezensimlerine de
farklilasirlar (19). Krista noralis hiicreleri medulla spinalisin dorsolateralinde dorsal kok
ganglionlarini olusturur. Periferik sinir sisteminde afferent ve efferent fibriller vardir.
Dorsal kok ganglionlar1 duyusal ganglionlardir. Efferent sinirler (ventral gangliyonlar)
otonom sinir sisteminin bir pargasidir. Bundan dolayr otonom gangliyonlar da denir.
Afferent ve efferent fibriller aymi fasikiil i¢inde devamlilik gosterirler. Medulla
spinalisteki motor sinir lifleri 4. haftanin sonunda goriilmeye baslar. Gelisen medulla
spinalisin bazal plaklarindaki hiicrelerden sinir lifleri ortaya c¢ikar ve bu sinir lifleri de
medulla spinalis ventrolateral yiizeyi boyunca sinir kokleri olarak devam eder. Bu sinir
liflerinden belli kas gruplarina yonelenler birlesir ve ventral sinir kokiinii meydana
getirir. Dorsal sinir kokleri spinal ganglion hiicrelerinin olustugu yer olan ve medulla
spinalis dorsolateraline go¢ eden krista noralis hiicrelerinin aksonlar1 tarafindan
olusturulur. Spinal ganglionlardaki néronlarin santral ve periferik ¢ikintilari spinal sinir
liflerini yapabilmek i¢in bir araya gelirler. Karisik yapida olan bu sinir lifleri dorsal ve
ventral dallara ayrilirlar. Primer dorsal dal ekstensor kas gruplarini, vertebrayi, posterior
intervertebral eklemleri ve sirt cildini innerve etmektedir. Primer ventral dal ise
servikal, brakial ve lumbosakral ana sinir pleksuslarini meydana getirir. Viicudun

fleksor kaslarini ve fleksor yiizeyini innerve etmektedir (20, 21).
4.3. Periferik Sinir Histomorfolojisi

Periferik sinir sisteminin temel hiicresel yapilari noronlar ve Schwann
hiicreleridir. Noron, bir hiicre govdesi ve hedef organa ulagan aksonal uzantidan olusur.
Noronlarin hiicre govdeleri ‘soma’ veya ‘perikaryon’ olarak isimlendirilir. Hiicre
govdesi noronun metabolik ve genetik merkezi olarak islev goriir. Noronun hiicre
govdesi niikleus, niikleolus ve protein sentezinden sorumlu aparat olan Nissl
cisimcikleri’ni (ribozomlu endoplazmik retikulum) icerir (22). Sitoplazma igerisinde
bulunan diger 6nemli bir yap1 da, dendrit ve aksonlarin sonlarmma kadar uzanan,
norotiibiil ve norofilamentlerden olusan nérofibrillerdir. Bu yapilar metabolitlerin
taginmasinda, hiicre seklinin korunmasi ve desteklenmesinde gorev alirlar. Noronun
bilgi alicis1 olan bolgeleri dendritler ve hiicre govdeleridir. Aksonlar ise tek ve daha
uzun olan uzantilardir. Aksonlarin primer goérevi sinirsel uyariyr periferdeki kas
dokusuna aksiyon potansiyeli olarak tasimaktir. Genellikle diizgiin kontiirlii ve uniform

yapida olan aksonlarin ortalama ¢aplart 1-24 pm arasinda degismekteyken, uzunluklari

19



50 um’den birka¢ metreye kadar uzayabilir. Noronlar bu uzantilarinin say1, uzunluk ve
sekline gdre unipolar, bipolar ve multipolar olmak {izere 3 gruba ayrilirlar. Noronlarin
cogu tek bir aksona sahiptir. Akson, ‘aksolemma’ denilen membran ile ¢evrili, silindirik
tiip bicimli sitoplazmadan olusur. Hiicre sitoplazmasinin akson igerisindeki esdegeri ise
“aksoplazma” adin1 alir. Norofilamentler ile mikrotiibiilleri iceren hiicre iskeleti
(cytoskeleton) akson boyunca uzanir. Mikrotiibiiller, hizli aksonal transport i¢in bir
iskelet olusturur (22). Buna karsi hiicre govdesinde ve dendritlerde bulunan Nissl
cisimcikleri aksonlarda bulunmaz. Aksonlarin ¢ogu miyelin ile sarilidir. Myelin,
merkezi sinir sisteminde oligodendrositler, periferik sinir sisteminde ise Schwann
hiicreleri tarafindan yapilir ve lipid bakimindan zengin membranin olusturdugu c¢ok
sayida konsantrik tabakadan meydana gelir. Miyelinli liflerde her akson tek bir
Schwann hiicresi tarafindan sarilirken, miyelinsiz liflerde bir Schwann hiicresi birden
fazla aksonu gevrelemektedir. Ayrica Schwann hiicreleri tarafindan iretilen ve temel
olarak ekstraseliiler matriks proteinlerinden (kollajen tip IV ve laminin) olusan bir bazal
membran sinir lifini ¢evrelemektedir ve bunun laminer yapinin rejenerasyonu igin
olduk¢a 6nemlidir (23). Miyelin hizli iletimli sinir liflerinde iletim fonksiyonundan
sorumludur. Her bir hiicrenin miyelin kiliflar1 arasinda Ranvier bogumu ad1 verilen kisa
bir aralik bulunur. Kolleteral dallanma yapan aksonlardayan dallar Ranvier
bogumlarindan ayrilmaktadir. Miyelin tabakas1 konsantrik dizilimli tabakalar
seklindedir ve lameller arasindaki genisleme yerleri miyelin kilifindaki Schmidt-
Lanterman yariklar1 olarak adlandirilir. Bu yariklar ve Ranvier bogumlari merkezi sinir
sistemindeki miyelinli sinirlerinde bulunmazlar. Ranvier bogumlar1 arasinda Schwann
hiicresi biiyiik c¢apli liflerde kendi iizerine kivrilarak miyelin tabakasini olusturur.
Bogumlar arasindaki mesafe de sinir lifine gore 250 um ile 2000 um arasinda degisir.
Akson capt ne kadar biiylikse bogumlar aras1t mesafe de o kadar uzundur ve miyelin
tabakas: da o kadar kalindir (24). Miyelinsiz sinir liflerinde potansiyelin yayilimi zar
boyunca kesintisiz iletim seklinde olurken, miyelinli sinirlerde depolarizasyon yalnizca
Ranvier bogumlarinda olmakta ve akim, bir bogumdan digerine sigrayarak
ilerlemektedir (sigrayici iletim). Miyelinli liflerde bu sigrayici ileti sayesinde impuls,

miyelinsiz liflerden ¢ok daha hizli iletilir (25).

Miyelinin yapis1 diger plazma membranlarina benzemekle birlikte, icerigi

acisindan digerlerinden farklidir. Biyokimyasal olarak % 75 lipit ve % 25 proteinden
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olusur. Miyelin igerisinde bulunan lipitlerin % 20-30’unu olusturan kolesterol,
multilameller yapinin stabilizasyonunu saglamaktadir. Miyelin igerigindeki diger lipitler
ise glikolipid yapisinda olan galaktoserebrosid, siilfatid ve gangliosidlerdir. Benzer
sekilde periferik sinirlerin miyelin yapisi ile santral sinir sistemi miyelini arasinda da
farklar bulunmaktadir. Periferik miyelin yapisinda santral sinir sistemine gore
sfingomiyelin, kolin ve gliserofosfatid oran1 daha fazla, galaktoserebrozid orani ise daha

azdir (26).
4.3.1. Periferik Sinirin Bag Dokusu Tabakalar

Periferik sinirlerin g¢evresi koruyucu tabakalarla cevrilidir. Bu tabakalara bag
dokusu ad1 verilir ve periferik sinirin % 21-81’ini olustururlar (27). Eklem bolgelerinde
bu oranin arttigi bilinmektedir. Bag dokusunun gorevi periferik siniri korumak ve
beslemektir. Periferik sinirleri cevreleyen bag dokusu epinéryum, perinéryum ve
endonsryum adi verilen ii¢ farkli destek doku kilifindan olusur (28). Bu yapilarin birgok
mekanik ve fizyolojik gorevleri mevcuttur. Periferik sinir icinde kani tasiyan kapiller
damar sistemine de vasa nervosus adi verilir. Periferik sinir lifleri ve Schwann hiicreleri
bir araya gelerek fasikiil denen yogun bir demet olustururlar. Sinir lifleri fasikiilde
kollajen ve retikulin lifleri ile birlikte mukopolisakkaritten olusan temel maddenin
icinde bulunurlar. Bu yapimin temel hiicresi fibroblastlardir ve kollajen iiretiminden
sorumludurlar (27). Fasikiiller, kendi iginde, sinirin uzun ekseni boyunca giden alt
birimlere (aksonlara) ayrilamazlar; ¢linkii aksonlar aras1 baglantilarla olusan intrandral

pleksus yapis1 vardir.
4.3.1.1. Epinéryum

Epinoriyum fasikiilleri dis travmalara ve ekstremitelerin hareketiyle olusan
stkigsmalara kars1 koruyan gevsek bir konnektif doku tabakasidir. Sinirlerin fonksiyonel
tinitesi i¢in koruyucu bir yastik gibi gorev yaparlar (28, 29). Epindryum i¢ ve dis olarak
iki tabakadan olusur. Dis epindryum kollajenden zengindir ve periferik sinirlerin dis
kismim sarar. Kollajen nispeten yetersizdir ve biiylik oranda potansiyel bosluklar
igermektedir ki bu da sinirin gerilme ve hareketine izin vermektedir. I¢ epindryum
distaki bag dokusunun fasikiiller arasina yayilmasi ile olusur. Her iki tabaka da
longitiidinal kuvvetleri alttaki perinériyuma iletilmeden 6nce absorbe ederler (30, 31).

Endonoral kapiller pleksuslar besleyen, cok sayida uzunlamasina vaskiiler kanallara ve
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iyi geligmis bir vaskiiler pleksusa sahiptir. Epindryumun derin tabakasi spontan olarak
fasikiilleri ayirir ve gevsek bir sekilde bir arada tutar. Histolojik olarak epindryum diger
tip gevsek konnektif dokulara benzemekte olup fibroblast, makrofaj ve mast hiicrelerini
igerir. Epinéryumun yiizeyindeki gevsek birkonnektif doku olan adventisya sinirin rahat
bir sekilde kaymasina olanak saglar Epindryumun bu 6zellikleri sinir hasarina bagl skar
olusumuyla engellenebilir (29). Epindryum proksimalde dura ile devam eder ve
subaraknoid mesafenin basladig1 yerde perinéryumdan ayrilir. Bu yapilasma kan sinir
bariyerinin temelini olusturur (32). Epindoryum onemli hiicresel, damarsal ve lenfatik
komponentleri icermektedir ve sinir yaralanmasit meydana geldiginde bu yapilar hasar
goriir. Epindryumda fibroblastlar da bulunur ve bunlar yaralanmayi takiben ¢ogalirlar.
Sonugta fibrozis gelisir; bunun sonucuda simirli harekete ve sinirin gerilmesine neden
olmaktadir. Kesi hattinda meydana gelen gerginlik aksonal gecisi, dolayisiyla

rejenerasyonu etkileyebilir (31).
4.3.1.2. Perinoryum

Perindryum kan beyin bariyerinin bir uzantisidir (32). Her fasikiil perindryum
denen yogun, mekanik olarak giiclii, multilameller bir kilifla kaphdir ve yassi
hiicrelerden meydana gelir (29). Bu hiicreler alttaki bazal laminaya tutunurlar.
Tabakalar arasinda kollogen lifleri hem oblik hemde longitiidinal olarak dizilmistir.
Lamellerin sayis1 fasikiillerin ¢apina bagli olarak degisir. Endonéral alan perindral
hiicrelerden ayrilsa da bu ayrim net degildir. Perindryum mekanik olarak kuvvetli bir
membrandir. Eksternal travmalara kars1 mekanik bir engel olusturarak endondral alanin
icerigini korur. Ayni zamanda bir difiizyon bariyeri gorevi yaparak da endonéryumun
0zel i¢ yapisini korumaktadir (29). Buradaki kollajen liflerinin yar1 ¢ap1 epindryumdan
daha kiicliktiir, yaklasik olarak 65 nm dir. Buradaki perindral hiicreler fibroblastlardan
farklilasmislardir. Fibroblastlar travmayi takiben perindryumda ¢ogalmaya baslarlar ve
rejenere olan sinirler morfolojik olarak incelendiginde bu fibroblastlarin baslangicta
tomurcuklanan sinirin etrafint ¢evirdigi goriiliir. Perindryum yiiksek oranda
endoplazmik vezikiiller icermektedir ve glukoz transportunun perindryumdan yapildigi

deneysel olarak cesitli bulgular ile agiklanmistir (33).
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4.3.1.3. Endonéryum

Endondryum, her sinir lifinin bazal zarin1 saran hassas bir bag dokusu tabakasidir
(34). Endondryum, akson ve bunu g¢evreleyen Schwann hiicreleri, kollajen ve retikiiler
lifler, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve kapiller sistemden olusur (35).
Yapisinda elastin yoktur (28, 34, 36 ). Icerdigi uzun yerlesimli tip I kollajen sayesinde
gerilmeye karsit kuvvetli bir yap:r halindedir. Sinirde bulunan endondral damarlar,
Schwann hiicrelerini ve miyelini sarar. Morfolojik olarak dalgali bir yapiya sahiptir ve
bu sayede uzamaya karst uyumludur. Endonéryumun fibréz ve hiicresel komponentleri
endonoral sivi ile ¢evrilidir. Endonoéral sivi basinci, ¢cevre doku basinglarina gére daha
yiiksektir. Bu fark sayesinde aksona zarar verecek toksik maddeler uzaklastirilir (36).
Bir sinir boyunca ve kisiden kisiye fasikiil sayilar1 degiskenlik gosterir. Fasikiiller bir
sinir boyunca birbirine paralel uzanan bagimsiz akson dizilimleri degildirler. Seyir
boyunca fasikiiller birbirlerine sayisiz dallar ile baglanir ve bir tiir intranoral pleksus
olustururlar. Pleksiform yapi nedeni ile bir fasikiilden digerine dallanmalar olmasi
sonucunda, trase boyunca trunkusun igerdigi fasikiil sayisi ve fasikiillerin igerdigi akson
sayist degiskenlik gosterir. Bu durumda sinir trasesi boyunca alinan kesitlerde farkli

morfolojik yapilar goriilebilir (37).
4.4, Periferik Sinir Yaralanma Sekilleri

Periferik sinirler; trafik ve is kazalar1 basta olmak iizere her tirlii kazada, kesici,
batici, atesli silahlarla ortaya ¢ikan delme, ezilme, ¢ekilme, donme tipi travmalar, kirik-
cikiklar sonucunda hasar gorebilir. Servikal yapida ve gesitli tuzak ndropatilerinde de
sinir sikismasi sonucu zedelenme meydana gelebilir. Bunlarin disinda; iskemide
(ateroskleroz), metabolik hastaliklarda, tiimoral, toksik, fiziksel (sicak, soguk), kimyasal
olaylar ve radyoterapi gibi etkenlerle de periferik sinir hasar1 olusabilir (1). Fakat bu
yaralanmalarin en sik goriileni travmatik yaralanmalardir. Periferik sinir hasari,
uygulanan ezilme siiresine ve kuvvetine gore degiskenlik gosterir. Biiyiik lifler kiigiik
liflere gore ezilme ve iskemiye daha fazla duyarhdirlar. Ayrica yiizeyel yerlesimli
fasikiiller derin yerlesimli olanlara oranla daha fazla ezilmea duyarlidir. Ayrica kalin
perindryum igerisine gomiilii kiigiik lifler, ince perindryum igerisine gdmiilii kalin liflere
oranla daha az oranda kompresyona duyarlidir (38, 39).Yaygin olarak goriilen bir

yaralanma tiirii de, ezilme tipi yaralanmalardir. Bu yaralanmada sinirsel elemanlarin
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ayrilmasi veya kopmasi s6z konusu degildir. Ezilme tipi yaralanmalarda, motor ve duyu
fonksiyonlarmin total kaybi meydana gelebilir. Ama bu tiir etkilerin patofizyolojisi
belirgin degildir, ¢ilinkii sinir devamliligi korunmaktadir. Bununla birlikte sinir hasarinin
olusumunda hangi mekanizmanin daha O©Onemli oldugu tam olarak agikliga
kavugsmamustir. Yapilan caligmalar, kisa siireli ezilme tipi yaralanmalarda iskeminin
fizyolojik iletim bloguna neden oldugunu gostermistir. Kisa siireli iskeminin, sinir
iletim blogunu nasil olusturdugu acik degildir. Bununla birlikte, biiyiik ¢aplt miyelinli
liflerin, kiigiik caplilara oranla daha fazla iskemik etkiye ugradigi gosterilmistir. Kisa
stireli iskemide, histolojik degisiklikler genellikle geri doniisiimlidiir. Siddetli iskemik
hasara ugramis sinirde, genellikle fonksiyonun kaybolabilecegi ve tam bir iyilesmenin
olugmayabilecegi kabul edilmektedir. Yapilan calismalarda, ezilme tipi yaralanmalarda
mekanik deformasyonun etkilerinin daha 6n planda oldugu yaygin goriis olmustur (40,

41).
4.4.1. Periferik Sinir Yaralanma Siniflamasi

Periferik sinir yaralanmalar1 smiflamasi 1943 Seddon ve 1952 Sunderland’in
calismalar1 ile sekillenmistir (42, 43). Periferik sinir yaralanmalarinda Seddon
tarafindan bildirilen ndropraksi, aksonotimezis ve norotimezis tarzindaki ii¢lii ve basit
siiflama yaygin sekilde kabul gérmektedir. Seddon sinir hasarini, siddetine gore ii¢

kategoriye ayirir.

Noropraksi: Sinir devamliligi bozulmamistir. Tuzak noropatilerinde goriilen
hasar tipidir. Cok zor tespit edilebilen segmental demiyelizasyon gibi miyelin
yapilardaki degisikliklere ragmen, bu tip hasarlanmada semptomlarin geg¢ici olma
nedeni yaralanma yerinde lokal olarak iletinin kesintiye ugramasindan dolayidr. Hasar

yerinin proksimal ve distalinde iletim normaldir.

Aksonotimezis: Sinir g¢evresindeki mezengimal yapilar olan perindryum ve
epindryum korunarak, sinirin akson ve g¢evresindeki miyelin kilifta kesilme vardir.
Akson ve miyelinde yaralanma noktasinin distalinde olusan Wallerian dejenerasyon
komplet denervasyona neden olur. Bu tip yaralanmanin kronik kompresyon, akut ezilme
ve esneme gibi sayisiz nedeni vardir. Bu tiir hasarlanmada iyilesme oranlari, sinir

cevresindeki hasarlanmamis mezensimal dokularin kafes gorevi gorerek, hedef organin
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reinnervasyonu i¢in aksonlarin filizlenmesine kilavuzluk etmesiyle artmaktadir.

Aksonal filizler endondral tiipler boyunca giinde1-2 mm olacak sekilde yenilenirler.

Norotimezis: Kopmus sinirleri igerir. Bu hasarlanmada fonksiyonlarda tam kayip
vardir ve cerrahi miidahale olmaksizin iyilesme s6z konusu degildir. Cilinkii aksonlarin
yeniden uzamasi i¢in kilavuzluk edecek mezensimal doku kaybi olmus ve skar dokusu

olusmustur.

Sunderland periferik sinir yaralanmalarin1 bes derecede degerlendiren yeni bir

siniflandirma Onermistir.

1. derece hasar (Noropraksi): Lokalize ileti blogu vardir. Bu tip hasarda, sinir
dokusunun biitiinliigli devam etmektedir. Travma alanindaki sinir segmentinde iletim
kayb1 s6z konusudur ve aksonlar, sinir kilifi yapilar1 intaktir. Sadece elektrofizyolojik
olarak tespit edilebilen bu iletim blogu lezyon alaninda sinirhdir ve distalde iletim
normaldir. Klinikte turnike kullanim1 gibi lokal basing yaratan durumlar ve kompresyon
noropatilerin erken donemlerinde ortaya ¢ikan sinir hasar1 bu grupta incelenmektedir. 6-

8 hafta i¢inde aksonal iletim tam olarak diizelir.

2. derece hasar (Aksonotimezis): Akson ve miyelin hasar gormiis, endondoral ve
destek doku kiliflar1 korunmustur. Lezyon distalinde Wallerian dejenerasyon goriiliir, ek
olarak motor, duyusal, otonom innervasyon bozulmustur. Endonoéral kiliflarin

korunmasi nedeniyle iyi diizeyde iyilesme beklenir.

3. derece hasar: Aksonlar, endondryum ve Schwann hiicrelerinin harabiyeti
vardir. Epindryum ve perindryum saglamdir. Fasikiiler yapi1 korunmustur. Distalde
Wallerian dejenerasyon izlenir. Endondryumdaki fibroz doku fibrillerin ilerlemesini
engelleyebileceginden iyilesme tam olmayabilir. Bu tip hasar kronik kompresyon, akut
ezilme vya da gerilme sonucunda olusur. Bu tiir yaralanmalar Seddon

siniflandirmasindaki aksonotimezis ve ndrotimezisin karigimi olarak da kabuledilebilir.

4. derece hasar (Norotimezis): Aksonal, endonoral ve perindral yaralanma
vardir. Epindryum saglamdir. Sinir gévdesinin biitiinliigi fiziksel olarak devam etmekle
birlikte skar dokusunun yarattig1 blok rejenerasyonu engeller ve yaralanma seviyesinde
noroma (solid skar dokusu) olusumuna neden olur. Spontan iyilesme goriilebilmesine

ragmen tedavi uygulanmadiginda fonksiyonel doniis nadirdir.
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5. derece hasar (Norotimezis): Epinoral kilifi da iceren sinir tam kesisi ve

ayrilmasi vardir. Cerrahi tedavi olmadan iyilesmesi miimkiin degildir.

6. derece hasar: Mackinnon bu siiflandirmaya 6. derece sinir hasar1 adi altinda
bir ekleme yapmistir. Sinir boyunca degisik seviyelerde ve farkli derecelerde sinir
hasarlarmin bir arada bulunmasi1 s6z konusudur. Ozellikle ezici tipte yaralanmalarda
ortaya ¢ikmaktadir. Tedavisinde intrandral noroliz ile saglam fasikiillere zarar vermeden

4. ve 5. derecede hasarh fasikiillerin cerrahi onarimi gerekmektedir (41, 44).
4.4.2. Periferik Sinir Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu

Sinir lifi herhangi bir kaza veya travma sonucunda ya da deneysel olarak kesilir
veya ezilirse, hiicreden ayr1 kalan kisimda morfolojik, kimyasal ve fonksiyonel birtakim
degisiklikler meydana gelir. Bu degisikliklerin tiimiine sinir dejenerasyonu denir.
Sinirde meydana gelen bu degisiklikler ilk olarak Waller tarafindan agiklandigindan, bu
olaya Wallerian dejenerasyon adi verilir. Wallerian dejenerasyonuna ugramig bir sinirin
tamir olup normal fonksiyonunu kazanmasina rejenerasyon denir. Bu tamir olay1 iki
fazda meydana gelir: Birinci fazda; sinir lifi silindir eksenin ganglion hiicresine bagl
kalan kismindan perifere dogru adeta “psddopod” gibi ilerler. ikinci fazda ise yeni sinir

lifleri olgunlasir miyelin kilifi ile kaplanir ve uyarilabilme 6zelligi kazanirlar (45).
4.4.2.1. Histopatolojik Degisimler

Wallerian dejenerasyonunda goriilen primer histolojik degisiklik, akson ve
miyelin kilifta olusan yapisal bozukluklardir. Dejenerasyon sonucu gozlenen baglica
yapisal degisikler, néronda norotiibiil ve ndrofilamentlerin diizensiz hale gelmesi, akson
ve miyelin kilifin birbirlerinden ayrilmalari, aksonda varikoz siskinliklerin olugmasidir.
Miyelin kilif dejenerasyonu oOzellikle 36-48 saat iginde belirgin hale gelir.
Yaralanmadan sonra 48-96 saatte genellikle akson devamliligi kaybolur ve impuls
iletimi bozulur. Wallerian dejenerasyonunda Schwann hiicrelerinin anahtar rol
oynadiklar1 kabul edilmektedir. Bu hiicreler yaralanmadan sonra 24 saat i¢inde aktif
hale gecer, cekirdek ve sitoplazmik biiylime gosteren hiicreler, hizla bdliinerek
dejenerasyon ve tamir yoluna yardim edecek bir ¢cok molekiilii eksprese ederler (46, 47).
Baslangi¢ evresinde, travmaya cevap olarak endondéral tiip siser. Ilk iki haftadan sonra
cap oldukca azalir. 5-8 haftada dejenere olan sinir artiklar1 genellikle ortadan

kaldirilmistir.  Ugiincii  derece yaralanmalarda travma-aracili lokal bir reaksiyon
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meydana gelir. Intrafasikiiler yaralanmalarda sinir lifinin distal kisimlar1 endondryumun
esnek olmasindan dolayi retraksiyona ugrar. Lokal vaskiiler travma, etkin inflamasyonla
sonuglanan hemoraji ve 6deme yol agar. Fibroblastlar prolifere olur ve olusan fibroz bag
dokusu, yarali segmentte siskinlige neden olur. Intrafasikiiler skar dokusu sinir
govdesinde de gelisir ve genellikle perindral skar dokusu ile kaynasir (41).Travmatik
hasar sonrast ilk 1-2 hafta i¢inde, kromatolizis olarak bilinen sinir hiicre ¢ekirdegindeki
Nissl cisimciklerinin eriyip kaybolmasi ile karakterize bir olay gelismektedir (48).
Hiicre ¢ekirdegi, hiicre i¢cindeki merkezi konumundan perifere dogru hareket etmekte ve
hiicre govdesi sisme gostermektedir. Kural olarak, aksondaki hasar hiicre govdesine ne
kadar yakin ise hiicre gévdesinde o denli dnemli degisikliklere yol agmaktadir (41, 48,
49). Lezyon diizeyinden itibaren proksimal boliimdeki ilk Ranvier bogumuna kadar olan
sinir segmentinde once dejenerasyonla iliskili baz1 degisiklikler olmaktadir. Kisa bir
stire sonra ise proksimalden gelisen aksonal uzantilar endonoral tiipler iginde ilerleyerek
lezyon alanina ulasmaktadir. Eger erken bir donemde sinirin kesik uglari cerrahi olarak
kars1 karsiya getirilir ise proksimaldeki aksonal uzantilar distalde yer alan sinir
segmentine dogru biiyiimeye devam ederler. Aksi halde, aksonal uzantilar ¢evre doku
icine dogru yanlis bir yonelim gostererek sonlanirlar (49, 50, 51). Rejenerasyon
siiresince, rejenerasyon hizi, yavas aksonal transport hizi ile iliskilidir. Aksonal
reaksiyon, akson giidiigiinde sisme ve miyelin kilifta yikim ile karakterizedir. Bu
dejenerasyon aksonal filizlenme ve remiyelinizasyon sonucu iyilesme ile
sonuglanabilecegi gibi, geriye dogru hasar ile de sonuglanabilir (52). Aksonlarin
rejenerasyon hizi tiirlere bagh olarak degisir. Kemirgenlerde 2-3,5 mm/giin iken
insanlarda 1-2 mm/giin’diir. Geri doniisiimsiiz sinir hasarin1 engellemek, aksonal
rejenerasyonu arttirmak ve yapisikliklar 6nlemek amaciyla pekgok yontem ve madde
kullanilmistir. Onarim tekniklerinin gelismesi, yapisiklik olusumunu azaltabilse de

tamamen ortadan kaldiramamustir (53).
4.5. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem
4.5.1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, pro-oksidan ve anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan

sistemler lehine bozulmasi sonucu lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen riinlerinin
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aci8a cikarak organizmada hiicresel hasara yol agcan ve bir¢ok hastaligin patogenezinde

kritik 6neme sahip olan bir olaydir (54, 55).

Serbest radikaller; yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektronun oldugu atom veya atom gruplaridir (56). Bu eslesmemis elektron nedeni ile
serbest radikal molekiilii kararsiz konumdadir ve kararli yapi kazanabilmesi i¢in
elektronunu baska bir elektronla eslestirmesi gerekir. Bu nedenle serbest radikalin
kimyasal aktivite potansiyeli yiiksektir (57). Serbest radikallerin artmasi oksidatif strese
sebep olur ve hiicrelerin lipid, protein, deoksiriboniikleik asit (DNA), karbohidratlar
gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmalarina neden olurlar.
Ayrica mitokondrideki aerobik solunum ve kapiller gecirgenligini bozar, hiicrenin
potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu arttirir (58, 59). Bu nedenle oksidatif
stres, yaslanma siirecinden (60), kanser (61), renal yetmezlik (62), infertilite (63) gibi

bir¢ok hastaligin etyolojisinde kritik rol oynamaktadir.

Oksidatif streste etkili olan reaktif oksijen tiirleri olarak siiperoksit (O2-), hidroksil
(OH), peroksil (ROy), hidroperoksil (HRO,-) gibi serbest radikaller ve hidrojen peroksit
(H202), hipokloréz asiti (HOCI) gibi nonradikal tiirleri sayabiliriz. Serbest oksijen
radikalleri (SOR) olusmasi radikal zincir reaksiyonlari ile diger {iriinlerin iiretimine yol
acarlar. Siperoksit radikali, organizmada nikotinamid diniiklotid fosfat (NADPH)
oksidaz, ksantin oksidaz, siklooksijenaz gibi ¢esitli oksidazlar araciligi ile ve bazi
kosullarda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) araciligi ile oksijenin bir elektron
rediiksiyonu sonucu olusur. Ayrica adenozin trifosfat (ATP) sentezi i¢in gerekli olan
normal oksidatif fosforilasyon esnasinda mitokondrial elektron transport zinciri
tarafindan dretilir. Normal sartlar altinda O,- antioksidan savunma mekanizmalari
tarafindan hizla elimine edilir. O2- mitokondride manganez stiperoksit dismutaz (Mn-
SOD), sitoplazmada bakir stiperoksit dismutaz (Cu-SOD) ile H,0;’e doniistiirtliir. H,0O,
ise mitokondride glutatyon peroksidaz (GP-x), lizozomda CAT tarafindan H,0 ve O,‘e
pargalanir. H,O; ayrica demir (Fe), bakir (Cu) gibi elementlerin varliginda reaktif OH

radikaline (Fenton reaksiyonu) doniistiiriilebilir (64).

Serbest radikaller membran yapisindaki fosfolipitlerde lipid peroksidasyonuna
sebep olarak dogrudan hiicreye zarar verir. Lipid peroksidasyonu son iiriinii olarak

MDA olusur. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek
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membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar, iyon gecirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle,
DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre

kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (64, 65).
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4.5.2. Antioksidan Sistem

Serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek icin
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma

sistemleri’ olarak bilinirler (66).
Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlari etkisizlestirirler (67):

1. Temizleme etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢cevirme seklinde olan bu etki

enzimler tarafindan yapilir.

2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilir.

Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak smiflandirilirlar. Hiicresel
seviyede etkili olan enzimatik sistemler icinde birincil olan antioksidan enzimler
arasinda SOD, CAT, GP-x, yer alir. Non enzimatik antioksidan savunma sistemleri ise
baslica GSH, vitamin A, C, E, melatonin, alblimin, bilirubin, {irik asit, karoten, sistein,

transferrin gibi maddelerden meydana gelmektedir (68, 69).

SOD’un islevi endojen olarak olusan siiperoksit radikalinin etkilerinden hiicreleri
korumaktir. Bunu da O,- radikalinin H,O-edoniisiimiinii katalize ederek yapar. iki tip
SOD vardir. Birincisi bakir-¢cinko metaloenzimidir ve sitozolde bulunur. Digeri ise
manganez metaloenzimidir ve ¢ogunlugu mitokondride bulunur. Enzime etkinligini
kazandiran metal iyonlaridir. SOD’un boélgesel dagilimli olmasi fizyolojik kosullarda
O’ye kars1 yeterli koruma saglar. SOD’un etkinliginin artmast H;O; {iretimini arttirir.
OH- radikalleri ile hasar1 sinirlamak i¢cin GP-x ve CAT ile birlikte ¢alismalidir. CAT,
SOD’1n olusturdugu H,0,’i peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parcalar. Ayrica
diisiik konsantrasyonlarda H,0,’i GP-x pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise CAT

aktivite kazanir.

Glutatyon peroksidaz enzimi substrat olarak rediikte GSH kullanir. Tepkimeye

giren glutatyonlar okside olur ve bisiilfit bagi ile birbirine baglanarak indirgeyici
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giicinli yitirir. Tepkime devami i¢in okside glutatyonlar (GSSG) ve indirgenmis
NADPH’1n kullanilmas1 ve glutatyon rediiktaz araciligi ile katalizor bir tepki ile tekrar
glutatyona c¢evrilmesi gereklidir. Bu tepkimede ko-faktor olarak kullanilan NADPH’nin
tekrar sentezi i¢in ise hegzosmonofosfat santina ve bu santta anahtar olan glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimine gerek vardir. Dolayisi ile glutatyon rediiktaz ve

G6PD de antioksidan savunma sistemi arasinda degerlendirilmelidir (67, 70).
4.6. Quercetin
4.6.1. Yapisi ve Emilimi

Quercetin, (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon) olarak isimlendirilir ve yapisinda
3,3'4" ve 5,7 pozisyonlarinda —OH grubu baghidir. Quercetin, sar1 renkte, aci bir tadi
olan kristalize kat1 sekildedir. Suda ¢6ziinmez, alkolde kismi ¢dziiniir, asetik asit ve sulu
alkali soliisyonlarda tam ¢oziiniirlik saglanir ( 71-73). Yapisal formiilii asagidaki

gibidir.

OH
OH

HO O

OH
OH O

Sekil 1. Quercetinin yapisal formiilii (72).

Quercetin bir flavon bilesigi olup dogada bitki ¢aylar1 olarak bilinen bitkilerin
yapraklarinda, cigeklerinde ve saplarinda bulunur (74). Basta turpgiller, liziim, elma,
domates, c¢ilek, yaban mersini, siyah ve yesil cay, kirmiz1 sarap olmak {izere pek ¢ok
besinde farkli miktarlarda bulunmaktadir (75, 76). Yiiksek miktarda Quercetin igeren
bitkilerin basinda sogan gelmektedir. Diyetle alinan quercetinin yapisindaki glikozit
baglart ve miktarlari farklidir, fenolik gruplara bagli olan bir ya da daha fazla seker

grubu bulunabilir (77). Diyetle alinan giinlik quercetin miktari1 5-40 mg arasinda
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degismektedir. Bu miktar sogan, domates, elma gibi sebze ve meyveleri yiiksek
miktarlarda tiiketen kisilerde ise 200-500 mg’a kadar artabilir (78).

Quercetin, ince barsaktan ve nispeten zayif olarak absorbe edilir. Barsaktaki
mikroflora flavonid glikozidi quercetin ve sekere hidrolize eder ve sonrasinda quercetin
enterohepatik sistem igerisine absorbe edilir (78). Absorbe edilen quercetin portal
dolagimla karacigere tasinir ve burada ilk geg¢is metabolizmasina ugrar. Quercetin tiim
dokulara dagilir ve plazmada albumine sikica baglanir. Oral alimindan sonra pik plazma

diizeyine 0,7 ile 7,0 saaticerisinde ulasilirken eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 25 saattir

(79).
4.6.2. Quercetinin Yaygin Etkileri

Quercetinin ~ antioksidan,  antikarsinojenik,  antiagregan,  vazodilatator
antienflematuar ve kardiyoprotektif 6zellikleri vardir (80). Viral enfeksiyona yatkinligi
azaltir (81). Gida takviyesi olarak bulunur (82). Antioksidan ozellikler genellikle
quercetinin kimyasal yapisinin 6zellikle de —OH ikamesi ve katekol tip B halkasinin
varhigi ve lokasyonunun bir fonksiyonudur (80). Quercetin apopitozu indiikler, timor
gelisimini engeller, fosfolipaz A2 ve protein kinazlar1 inhibe eder, membran
akiskanligini arttirir, farelerde eritrosit membranlarini oksidatif hasara kars1 korur (83).
Quercetin, antioksidan etkinligi ile oksidatif strese bagli doku hasarini azaltarak global
iskemi sonrasi reperflizyonda miyokardial iyilesmeyi arttirmaktadir. Bu koruyucu etki
Ozellikle kronik tedavi uygulanan kalplerde belirgin olarak goriilmektedir (84).
Quercetinin  glinlik alimi, enflamatuar aracilarin saliniminin inhibisyonu, lipid
peroksidasyonu ve oksidatif DNA hasarma karst koruyuculuguyla, ndrodejeneratif
hastaliklar, felg, tiimor gelisimi ve kardiyovaskiiler hastalik riskinin azalmasiyla
baglantili olabilir. Quercetin doza bagli olarak hiicrelerdeki peroksit iiretiminin
inhibisyonuna neden olmaktadir (85). Siiperoksit ve hidroksil radikallerini
temizlemekte, lipid peroksidasyonunu inhibe etmekte ve lipid peroksil radikallerini
azaltmaktadir (86). Sadece direkt reaktif oksijen tiirlerinin temizleyicisi degildir; hiicre
ici sinyal kaskatlari ile etkileserek endojen antioksidan savunma sisteminde diizenleyici
olarak da kendini gosterebilir (87). Quercetin uygulamasi ile ilgili yapilan bir ¢alismada
karacigerdeki bazal MDA konsantrasyonunun anlamli sekilde azaldigi bildirilmistir

(88). Hayvan c¢alismalarinda quercetin uygulamasimnin oksidatif stresi (89), diistik
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dereceli sistemik enflamasyonu (90) azaltarak ve mitokondriyal biyogenezi arttirarak
(91) sagliga faydalar sagladigi ongoriilmiistiir. Bazi insan c¢aligmalarinin sonuglarina
gore geng saglikli katilimcilara yapilan quercetin ilavesi enflamasyonu (92) ve oksidatif

stresi (93) azaltmadig1 goriisiide mevcuttur.

Quercetin igeren gesitli flavonoidler iskemi reperfiizyon hasarini indiikleyebilen
nitrik-oksit sentaz  (INOS) aktivitesini interfere ederek azaltirlar. Yiiksek
konsantrasyonda nitrik oksit (NO) iiretimi oksidatif hasar sonucu makrofajlardaki
indiiklenebilen NO sentazin etkisi ile olusur. Aktive makrofajlarda es zamanlh olarak
hem NO hem de siiperoksit anyonu artar. NO serbest radikallerle reaksiyona girer ve
olduk¢a hasar wverici peroksinitrit olusur. Flavonoidler antioksidan olarak
kullanildiginda serbest radikaller temizlenir ve bundan dolayr NO ile reaksiyona
giremezler ve daha az hasar olusur. Ayrica Quercetin-Ksantin oksidaz yolu oksidatif
yolda ozellikle iskemi reperfiizyon hasarinda Onemli role sahiptir. Hem ksantin
dehidrogenaz hem ksantin oksidaz, ksantini iirik aside gevirir. Ksantin dehidrogenaz
enzimin fizyolojik durumlardaki formdur, fakat ksantin oksidaz iskemi durumundaki
formudur. Ksantin oksidaz ROS’un kaynagidir. Reperfiizyon fazinda ksantin oksidaz
molekiiler oksijenle reaksiyon verir ve siiperoksit radikali olusur. Quercetin ksantin

oksidaz aktivitesini inhibe eder ve oksidatif hasar1 azaltir (94).

Lokosit immobilizasyonunun azaltilmasi ile iliskili ¢alismalar incelendiginde
Quercetin ve diger flavonoidlerin reperfiizyon sirasinda immobilize 16kosit sayisini
azaltarak koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (95). Quercetinin antiproliferatif etkisi
oldugu ve bu etkiyi hiicre siklusu ve hiicre biiyiimesini diizenleyici genleri etkileyerek
yaptig1 soylenmektedir (96). Quercetinin kronik inflamatuar hastaliklar patogenezinde
ve oksidatif stresterol alan ve antiviral ve antimikrobiyal etkiye de sahip olan tiimdr
nekroz faktor-o (TNF-a) iiretimini ve gen ekspresyonunu doza-bagimli sekilde inhibe
ettigi gosterilmistir (97). Ayrica solunum yollari, gastrointestinal sistem, deri ve idrar
yollarinda enfeksiyona yol agan bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel aktiviteye sahiptir
(98). Quercetin, glukozun diyabetik komplikasyonlarindan (retinopati, noropati,
nefropati) sorumlu sorbitole doniismesini saglayan aldoz rediiktaz enzimini inhibe

etmek suretiyle diyabetik hastalarda faydali olabilir (99).
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Quercetinin Alzheimer hastalig1 ve diger bazi norodejeneratif hastaliklarda doku
hasarma yol acan oksidatif stresten beyin hiicrelerini korudugu 6ne siiriilmistiir (100).
Ayrica potansiyel bir anti-kanser ajan olarak umut vericidir. Farkli kanser hiicre
hatlarinda apopitozu aktive ettigi, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde hiicre
proliferasyonunu giiglii bir sekilde inhibe ettigi ve servikal kanserlerde niikleer faktor
kappa B (NF-kB) ekspresyonunun azaltilmasiyla apoptotik hiicre popiilasyonunu
arttirdigr  gosterilmistir (101, 102). Bu hiicrelerde pro-apoptotik Bax proteininin
ekspresyonu yaninda, sitozolik sitokrom c, Apaf-1 (apoptotic peptidase activating
factor 1), p53, kaspaz-9 ve kaspaz-3 ile kesilmis poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
miktarlar1 da artmistir. Buna Kkarsilik anti-apoptotik Akt, Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1
(Myeloid Cell Leukemia 1) ekspresyonlar: azalmaktadir (103). Quercetin uygulanan fare
noroblastoma hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak Bax protein ekspresyonu,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonu ile hiicre dongiisiinii diizenleyici bir protein olan p53
messenger ribonikleik asit (MRNA) seviyeleri anlamli derecede artmistir (104).
Quercetinin, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi, sitokrom c’nin sitoplazmaya
salinmasi1 ve kaspazlarin aktivasyonu gibi etkileri araciligiyla apopitozu tetikledigi
savunulmaktadir (105). Proapoptotik ve antiapoptotik proteinleri modiile etme 6zelligi

de vardr.
4.7. Apopitozis

Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle artan hiicre sayisi hiicre
Olimleriyle dengelenir. Eger bir organizmada bir hiicreye artik gereksinim
duyulmuyorsa, hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin intihar siireci
baglatilir. Bu intihar siireci Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen apopitoz diger
bir deyisle programli hiicre Oliimiiyle gerceklesir (106). Apoptotik hiicreler
organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak olusmaktadirlar ve bu
olusum Omiir boyu devam etmektedir. Boylece o6liim (apopitoz) ve yeniden yapim
(mitoz) bu dokularda doku homeostazisini olusturmak i¢in dinamik bir denge
halindedir. Apopitozun artmas: ndrodejeneratif hastaliklara, AIDS’de (Acquired
Immune Deficiency Syndrome) goriilen lenfosit yetersizligine; azalmasi ise malignite

ve otoimmiin hastaliklara yol acabilir.
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Apopitoz hiicre icinden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip
eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer. Bu

asamalar;
I) Apopitozun baslatilmasi,
IT) Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,
IIT) Hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmast,
IV) Fagositoz, olarak 6zetlenebilir (107).

Apoptotik hiicrede gozlenen degisiklikleri ele aldigimiz zaman hiicrenin
kiigiilmeye ve kondanse olmaya bagladigini, hiicre iskeletinin dagildigr ve g¢ekirdek
zarinin yer yer eridigi gozlenir. Ayrica ¢ekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir (108, 109).
Apopitozun en belirgin 6zelligi hiicre i¢i Ca (kalsiyum) ve Mg (magnezyum) bagiml
endojen endoniikleaz enziminin aktivasyonu ile kromozomal DNA’nin niikleozomal
birimlere parcalanmasidir. Apoptotik hiicrelerin DNA’s1 agaroz jel elektroforezinde
merdiven basamagina benzer (ladder formasyonu) bir yap1 bigiminde goriliir. Bu,
apopitoz igin tipik bir gériiniim saglar (110). Apopitoza ugrayan bir hiicrede laminin ve
aktin filamentlerinin kopmasi1 sonucu sitoplazmada cekilme ve kiigiilme gozlenir.
Kromatin ve ¢ekirdekte bulunan yapisal proteinlerin parcalanmasi sonucu ¢ekirdekte
kondensasyon baslar ve ¢ogu zaman c¢ekirdek kromatinin ¢ekirdek membraninin ig
yiiziine yerlesmesi nedeniyle at nali biciminde goriiliir. Hiicre biizilmeye ve kii¢iilmeye
devam eder ve makrofajlarin taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt
edilebilecegi membran ile cevrili kiiciik parcalara ayrilir. I¢lerinde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller, bazilarinda cekirdek parcalari da mevcut olan apopitotik
cisimler meydana gelir. Cekirdek de hiicre gibi biiziisiir ve bazen membranla sarili
olarak birkac parcaya ayrilabilir. Niiklear porlar kromatinin membrana komsu olmadig:
bolgelerde yogunlasirlar (107). Apopitoz sirasinda apoptotik hiicrelerin membranlarinda
degisimler olur. En belirgin degisim normalde hiicre membraninin sitoplazmik
yiizeyinde yer alan negatif yiiklii fosfotidilserin birimlerinin hiicre membranimnin dis
yiizeyine ¢ikmasidir. Bunun sonucunda kollektin (Clq) adi verilen ¢esitli proteinler
apoptotik hiicre zarina baglanmaktadir. Ayrica normalde hiicre zarinda gizlenmis olan
N-asetil glikozamin ve N,N diasetilsitabroz molekiilleri apopitozda agiga ¢ikarlar ve

makrofajlar tarafindan taninirlar. Apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik membran
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degisimlerinden biri de hiicre iceriklerini i¢ine alan ve membranla ¢evrili vezikiiller
biciminde apopitotik hiicrelerden kopan tomurcuklardir. Bu kii¢iik vezikiiller apoptotik
cisim olarak da adlandirilirlar. Bu degisimler apoptotik siirecin sonlarina dogru goriiliir
(111). Apopitozis tam1 yontemleri igerisinde apoptotik hiicre morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilan 151k, floresan, lazerli konfokal, elektron ve faz-kontrast
mikroskobu ile inceleme yer alir. DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesinde agaroz Jel
elektroforezi, enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesi Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL), in situ hibridizasyon
teknigi ve Anneksin—V yoOntemi ile apopitozise 6zgili proteinlerin saptanmasi ve flow

sitometri yontemi kullanilir (112, 113).

36



5. GEREC ve YONTEM
5.1. Deneysel Calisma Asamasi
5.1.1. Deney Hayvanlar ve Etik Prosediir

Calismamiz Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 30.06.2015 tarih ve Etik kurul karar no:4 ile
(12.05.2016 tarih ve 272 say1 ile diizeltmeli) onay almistir. Calisma siiresince kullanilan
deney hayvanlari, kimyasal malzemeler, ara¢c ve gerecler KTU Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TDK-2015-5331 kod numarasiyla
desteklenmistir. Bu ¢alismada, 10-12 haftalik Spraque Dawley cinsi (250-300 gr) 48
adet erkek siganlar kullanildi. Calisma grubunu olusturan siganlarm tamami KTU Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calisma siiresince si¢anlarin
bakimi, beslenme ve barmmasi i¢in KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nde
bulunan sican takip odalar1 kullanildi. Deney i¢in kullanilan siganlarin tamami Cerrahi
Arastirma Merkezi’nden temin edildigi i¢in ¢evre stresi ve uyum problemi yasanmadi.
Calismanin deneysel asamalari ve histopatolojik incelemeleri KTU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda tamamlandi. Ayrica yar1 ince
kesit alimi icin KTU Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Elektron mikroskopi
laboratuvar1 ve biyokimyasal parametrelerin incelenmesinde KTU Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dal1 laboratuvarlar: kullanildi.
5.1.2. Laboratuvar Kosullar1

Deney siiresince laboratuvarin sicakligi ortalama 22 + 2°C, nisbi nem ortalama
%350+5 olarak ayarlandi. 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde aydinlatilma
saglandi. Deney siiresi boyunca standart laboratuar hayvan yemi ve ad libitum su
verildi. Calisma siiresince sicanlar standart kafeslerde ve her kafeste 1 adet sigan olacak

sekilde barindirildi.
5.1.3. Viicut Agirhgimn Belirlenmesi

Sicanlarin  ilk viicut agirligt  belirlemesi siyatik sinir hasarindan once

gerceklestirildi. Hayvanlarin viicut agirliklari haftada bir kez dlgiilerek kaydedildi.
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5.1.4. Deney Gruplarinin Belirlenmesi ve Uygulama Plam

Deney igin 10-12 haftalik (250-300 gr) Spraque Dawley cinsi 48 adet erkek
siganlar kullanildi. Sigcanlar 8 grup olmak lizere yas ve agirliklarina goére homojen

sekilde gruplara ayrildi. Gruplar;

Sham 7 Giinliik Grup (S-7), (n:6): Si¢anlara deneyin ilk giinii sadece cerrahi
insizyon yapilip kapatildi ve 7. glinde sakrifiye edildi.

Sham 28 Giinliik Grup (S-28), (n:6): Sicanlara deneyin ilk giinii sadece cerrahi
insizyon yapilip kapatildi ve 28.giinde sakrifiye edildi.

Quercetin 7 Giinliik Grup (Q-7), (n:6):Siganlara deneyin ilk giiniinden itibaren
7 giin siire ile her giin 200 mg/kg quercetin (Sigma-Aldrich, Co,St.Louis, USA; CAS:
117-39-5) %0.5 lik dimetil silfoksit (DMSO) (Merck, Darmstadt, Germany; CAS:
8.02912.1000) ile ¢oziilerek oral yolla intragastrik olarak uygulandi ve 7. giin sakrifiye
edildi.

Quercetin 28 Giinliik Grup (Q-28), (n:6): Siganlara deneyin ilk giiniinden
itibaren 7 giin siire ile 200 mg/kg quercetin %0.5 lik DMSO ile ¢oziilerek oral yolla
intragastrik olarak uyguladi ve 28. gilinde sakrifiye edildi.

Travma 7 Giinliik Grup (T-7), (n:6): Cerrahi insizyon ile siyatik sinir agiga
cikartildi ve mikro vaskiiler klemp ile 1 dakika (dk) siiresince ezilme hasari yapilip

kapatildi (3) ve siganlar 7. giinde sakrifiye edildi.

Travma 28 Giinliik Grup (T-28), (n:6): Cerrahi insizyon ile siyatik sinir agiga
cikartild1 ve mikro vaskiiler klemp ile 1 dk siiresince ezilme hasari yapilip kapatildi, 28.

giinde sakrifiye edildi.

Travma + Quercetin Tedavisi 7 Giinliikk Grup (T+Q-7), (n:6): Cerrahi insizyon
ile siyatik sinir agiga cikartilarak mikro vaskiiler klemp ile 1 dk siiresince ezilme hasar
yapilip kapatildi ve 7 giin siire ile 200 mg/kg quercetin (114) %0.5lik DMSO ile

¢oziilerek oral yolla intragastrik olarak uygulandi. Siganlar 7. giin sakrifiye edildi.

Travma + Quercetin Tedavisi 28 Giinliik Grup (T+Q-28), (n:6): Cerrahi
insizyon ile siyatik sinir agiga cikartilip mikro vaskiiler klemp ile 1 dk siiresince ezilme

hasar1 yapildi ve deri kapatildi. Siganlara hasar olusturulduktan itibaren 7 giin siire ile
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200 mg/kg quercetin %0.5’lik DMSO ile ¢oziilerek oral yolla intragastrik olarak
uyguladi ve siganlar 28. giinde sakrifiye edildi.

5.1.5. Sinir Hasarinin Olusturulmasi

Deney prosediiriiniin uygulanmasi i¢in siganlar intraperitonal olarak ketamin (90
mg/kg) (Ketalar® 50 mg/kg, Eczacibasi Co., Istanbul, Turkey) + ksilazin (10 mg/kg)
(Rompun %2, BAYER HEALTHCARE LLC. Kansas, ABD) ile anestezi altinda iken
prone pozisyonda ayaklar1 tespit edildi. Antiseptik bir soliisyon ile sag yanal uyluk
bolgesi temizlenerek bistiiri yardimi ile cerrahi insizyon agilarak klipslendi. Daha sonra
tek tarafli olarak biiyiik trakoarterden orta uyluga kadar uzanan bir kesi ile kas
insizyonu yapildi. Sham gruplari icin siyatik sinir goriildii ve herhangi bir dokunus
olmadan deri kapatildi. Travma gruplar i¢in ise kas insizyonundan sonra sag siyatik
sinir ac¢iga c¢ikartildi. Agiga cikartilan siyatik sinire mikro vaskiiler klemp ile 1 dk
stiresince ezilme hasar1 yapildi. Daha sonra kesi bolgesinde deneyin ileri asamalarinda
olusabilecek olumsuzluklari 6nlemek igin deri alti1 dokusu 4,0 ipek siitur (Dogsan,
Tiirkiye; CAS: TS5505) ile ¢ift kat olarak dikilerek deri rutin tarzda kapatildi ve
operasyon tamamlandi (Resim 1). Cerrahi girisim sonrasi sicanlar 1. ve 4. hafta i¢in

iyilesmeye birakildi.
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Resim 1. Siyatik sinir hasarinin olusturulmasi

5.1.6. Kan ve Doku Numunelerinin Toplanmasi

Deney siiresinin bitiminde siyatik sinir bisturi yardimi ile proksimal ve distalinden
kesilerek cikartildi. Ayrica ayni bdlgede bulunan gastroknemius kasi1 da c¢ikarildi.

Akabinde biyokimyasal parametreler igin antikoagulansiz ve ethylenediamine
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tetraacetic acid (EDTA)’l1 tiipe kan 6rnegi alinarak 3000 rpm de 10 dk santrifiij sonrasi
elde edilen serumlar —80 °C derin dondurucuda saklandi. Sonra ¢ikarilan siyatik sinir
dokular ikiye ayrilarak yarisi histolojik degerlendirmeler i¢in uygun tespit soliisyonuna
alinarak tespit islemine baslandi. Diger yaris1 ise biyokimyasal degerlendirmeler i¢in

eppendorf tiip icerisine alinip -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.

5.2. Sican Siyatik Sinir ve Gastroknemius Kas Dokularina Ait Histopatolojik

Preparasyon ve Degerlenirme

Morfolojik analiz i¢in; periferik sinir takibinde miyelinli aksonlar1 iyi fiske ettigi
i¢in altin standart kabul edilen osmium tetroksit (OsOy) ile fiksasyona ve toluidin blue
ile boyamaya literatiir arastirmasi sonucu karar verildi (115) Siyatik sinir hasar alaninin
0.5 cm distalinden alinan doku 6rnegi 2.5% glutaraldehid (Merck, Darmstadt, Germany;
CAS: 1.04239.0250) soliisyonu igerisine alinarak tespit edildi (0.4 M phosphatebuffer
solution (PBS), pH 7.4). Devaminda post-fiksasyon i¢in sirasiyla, 1% OsO, (abcr
GmbH&Co.KG Karlsruhe, Germany) ve 1% uranil asetat i¢inde 1 saat bekletildi.
Ardindan artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek epoxy resine gémiildii (Tablo 1).
Ardindan ultramiktotom (Reichard Ultracut R, LEICA) ile ve 0,5 um yar1 ince kesitler
alinip Toluidine blue ile boyandi. Ayrica rutin histolojik doku takip prosediirii sonrasi
elde edilen parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alidi, H&E ve Masson Trikrom
(Masson Trichrome Stain Kit-Methyl/Aniline Blue, Atom Scientific LTD Manchester)
ile boyanarak 151k mikroskobunda morfolojik ve morfometrik analizler yapildi.
Cikartilan gastroknemius kas dokusu %10 formalin soliisyonunda tespit edildi ve rutin
histolojik doku takip prosediirii uygulanarak parafin bloklar elde edildi. Ardindan tam
otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5-um kalinliginda kesitler alindi
ve doku boyama cihazi ile H&E (LEICA auto stainer XL, Minnesota, USA) ve
MassonTrikrom Kit ile boyanarak kapatildi. Siyatik sinire ait kesitlerde morfometrik
analiz i¢in Toluidin blue ile boyanan tiim preparatlara ait yari ince kesitlerde, her bir
kesitte 5 farkli alanda miyelinli sinir lifi sayisi, miyelin kilif kalinligi ve sinir lifi ¢ap1
151k mikroskop altinda (Olympus BX 51; Olympus Optical Co, Ltd, Tokyo, Japan) ve
Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging Solution, Germany) software programi
kullanilarak 6lctildii ve fotografland.
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Tablo 1. Elektron mikroskop i¢in doku takip ve gdmme prosediirii

Madde Konsantrasyon Siire Is1
Gluteraldehit %2,5 >2 saat +4°C
PBS 2x10 dk +4° C
0sO0, %1 60 dk +4° C
PBS 10 dk +4° C
Uranil Asetat %1 60 dk +4°C
PBS 10 dk +4° C
Alkol %30 10 dk +4° C
Alkol %50 10 dk +4° C
Alkol %70 10 dk Oda 1s1s1
Alkol %96 10 dk Oda 1s1s1
Alkol %2100 10 dk Oda 1s1s1
Propilen oksit 2x10 dk Oda 1s1s1
Propilen oksit: Epon 1:1 1-2 saat Oda 1s1s1
Propilenoksit: Epon 1:3 1-2 saat Oda 1s1s1
Epon Saf 1 saat Oda 1s1s1
Epon (kapsiil iginde) Saf 18 saat +60° C

5.2.1. Toluidine Blue Hazirlanma Prosediirii

ToluIdIN BIUE ..o 1gr
Sodyum tetraborata (DOrax)........cccceeerereninenicninennn, 1gr
DSt SU..eviiveiiiiieieiee e 100 cc

100 cc distile su icinde 1 gr borax eritildi. I¢ine 1 gr toluidin blue konularak iyice
calkalandi. Tamamen eritildikten sonra filtre kagidi ile siiziilerek kullanildi. Bu

soliisyon normal oda 1s1sinda birkag ay stabildir (116).
5.2.2. Epon Karisimi Hazirlama Materyali Prosediirii

50 ml epon gomme materyali karisimi hazirlamak i¢in asagidaki maddeler
belirtilen oranlarda karistirildi, gdmme materyali haline getirildi;

22,75 ml Araldite M (Sigma-Aldrich, Co, St. Louis, USA)

15,5 ml Dodekenilsiiksinik Anhidrit (DDSA) (Merck, Darmstadt, Germany)

11,75 ml Epoxy embedding medium, hardener methylnadic anhydride (MNA)
(Sigma-Aldrich, Co, St.Louis, USA)

1.0 ml 2, 4, 6 Tris (Dimethylaminomethly) phenol (Sigma-Aldrich, Co,St.Louis,
USA)
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5.2.3. Isik Mikroskobu i¢in Doku Hazirlama Prosediirii

Dokularin takip, kesit alma ve boyanma islemlerinin tiimii KTU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Tespit

islemini takiben asagidaki asamalardan sirasiyla gegirilerek parafin blok haline getirildi.

P % 701K @lKOL ..o 1 giin

P % 901K AlKOL ..o 1 giin

P % 96’11k alKOl ..o 1 glin

P % 100°Tik alKOl .....ooviiiiiiiie e 1 glin

P % 100’10k KOl ...ovvevieiiieciee e 1 saat (1 kez)

P KSHEN o 5 dk (3 kez)

» Dokular eritilmis parafin igerisinde 58 °C’de etiivde 3 kez 15 dakika

bekletildi ve sonrasinda tekrar etiiv icerisinde 2 saat bekletildi.

» Dokular bloklandi.
5.2.4. Hematoksilen-Eozin Boyama Y 6ntemi

Kesit alma islemi tamamlandiktan sonra lam iizerine alinan dokular H&E
boyamasi i¢in zembile yerlestirildi. Parafinin erimesi icin 1 saat 58°C etiivde bekletildi
ve doku boyama cihazinda (LEICA auto stainer XL, Minnesota, USA) sirasiyla
asagidaki islemlerden gecirildi:

P OKSHEN L 5dk
P KSHEN (o 5dk
P KSHEN (o 5dk
P %100°T0K alKOl ..o 5dk
P 9%96°11K alKOl ... 5dk
P %T70°IK alKOL ..o 5 dk
> Yikama 1 (distile SU) .cccoveeiiiiiiiiiiiiiereee e 1dk
> HematoKSIeNn ..o 2 dk
»  Yikama 2 (MuSIuK SUYU) ....cccooviiiiiiiiieee 5 dk
P ASItAlKOl ... 1 kez
batirilip ¢ikartildi.
> Yikama 3 (distile SU) ...ccovvvviiiiiiiiiieee e 1 dk
P Amonyakll SU .....ocoviiiiiiiic e 10 sn
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> Yikama 4 (distile SU) .ocooveririiininiiieiee e 1dk
P EOZIN.ii 1.5 dk
»  Yikama 5 (diStile SU) .ocovevveiieiieiieie e 1dk
P % 96’11k alKOL ..o 5sn
P %100°T0K alKOL ..oovieiiiiiesieeee e e 5 dk
P OKSHEN L 5dk
P KSHEN (o 5dk
» Entellan ile kapatildi.

5.2.5. Masson Trikrom Kitine Ait Boyama Prosediirii

Preparatlarin 58°C etiivde 1 saat deparafinizasyonunu takiben kit igerigindeki A
ve B soliisyonlar1 esit miktarda karistirilarak Weigert Iron Heamatoxylin soliisyonu elde

edildi. Deparafinizasyondan sonra dokular asagidaki sirali isleme tabi tutuldu.

Suda yikama

Weigert HematoKSilen..........ccoovvveiiiiciinenscnesiins 15 dk
Suda yikama

Asit alkol batirilip-¢ikarildi

Suda yikama

Ponceau FUCKSIN.........occooiiiiiiee 5 dk
Distile suda yikama

PhosphotungustiC asit............cccccvveviiiieseeie e 15 dk
MethyIbIUE ..o 5dk
Distile suda yikama

Oda sicakliginda kurutulup absolii etanolda dehidrate edildi.

V V V V V V VYV V V VYV VYV VY

Preparatlar ksilenden gegirilip kapatildi.
5.3. iImmiinohistokimyasal islemler

Alinan siyatik sinir ve gastroknemius kasma ait doku orneklerinin apopitozis
degerlendirmesinde TUNEL teknigi kullanilarak her bir dokuya ait hiicrelerde DNA
fragmantasyonlar1 tanimlandi. Kesitlerin TUNEL teknigi ile boyamasinda In Situ cell
Death Detection Kiti kullanildi (Roche, Mannheim, Germany) ve iiretici firmanin
prosediirii referans alindi. Apopitozis degerlendirmesinde TUNEL teknigi ile boyanan

kesitler 1s1k mikroskop (Olympus, BX51, Japan) altinda, X400 biiyiitmede nekroz
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alanlar1 bulunmayan, homojen boyanmigs TUNEL (+) hiicreler apopitotik hiicre olarak

tanimlandi. Her dokuda 400X biiylitmede 5 farkli alanda toplam 100 hiicre sayilarak

apoptotik ve normal hiicreler kaydedildi ve AI hesaplandi ( AI= TUNEL (+) hiicre

sayis1 / toplam hiicre sayis1 x 100 ).

5.3.1. TUNEL Boyama Prosediirii

TUNEL teknigi i¢in In situ cell death detection kit, POD kiti kullanild1 (11 684
817 910 ROCHE). Lam iizerine alman 5 p’luk kesitler 1 saat 58°C'lik etiivde

bekletildikten asagidaki islemlerden gegirildi.

YV V.V V V V V V V V V

A\

A\

VvV V V YV V V

Oda 1s1sinda 3x5 dk ksilende inkiibe edildi.

%100 etanol 2x5 dk

%95 etanol 2x5 dk

%70 etanol 2x5dk

Distile su ile yikanir.

PBS’de yikanur.

%3 H,0,’de 15 dk

Distile su ile yikanir.

PBS’de 2x5 dk

Oda 1s1sinda Large Volume UV (Ultra V) block 10 dk

75 ng Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 pl TdT/dUTP
karigimi ile dokular kaplanir, 37 °C'lik etiivde 1,5 saat nemli ortamda tutulur.
PBS’de yikanur.

100 ul converter peroksidaz (Roche diagnostic, Mannheim, Germany)
dokuyu kapatacak sekilde kaplanir ve 37 °C'lik etiivde inkiibe edilir.
PBS’de3x5 yikanir.

100 ul 3,3'-diaminobenzidine including kit (DAB) (Sigma, St Louis, MO,
USA). DAB ile 5 dk karanlikta oda 1s1sinda beklenir.

Distile suda 1x2 kez yikanir.

H&E ile 15 sn boyanir ve ¢esme suyu ile yikanir.

%70 etanol 1x5dk

%95 etanol 1x5 dk

%100 etanol 1x5 dk

Ksilen 2x5 dk
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» Kurutulup kapatilir.
5.4. Biyokimyasal incelemeler ve Kullanilan Yontemler
5.4.1. Doku ve Serum SOD Aktivitesi Ol¢iimii

Doku ve serum SOD aktivitesi Sun ve Oberley’in (117) gelistirdigi yontem
yoluyla belirlendi. Bu yontem, ksantin-ksantinoksidaz sistemiyle olusturulan O,.” lerinin
nitro bluetetrazoliumu indirgemesi sonucu olugan mor renkli formazan molekiiliiniin
560 nm’de verdigi absorbansin dl¢iilmesi esasina dayanan bir yontemdir. SOD enzim

aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

SOD Reaktif Karisimi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik asit,
1.01 gr Sodyum Karbonat (Na,COs), 12 mg Bovine serum albumin (BSA) tartild1 ve

hacmi 156 ml’ye tamamlandi.

2 M Amonyum Siilfat [(NH,),SO4]Cozeltisi: 2.64 gr (NH;),SO4 10 ml saf suda

¢Ozildii.

0.8 mM CuCl, Cozeltisi: 6.82 mg Bakir II Kloriir (CuCly) alind1 ve 50 ml

deiyonize suda ¢oziildii.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3U/ ml’lik orijinal siseden 101 ml alinip 2
ml’ ye (NHy),SO4 ¢ozeltisi ile tamamlandi.

150 uM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitrobluetetrazolium 40 ml
deiyonize suda ¢oziilerek elde edildi. 100 U/ml’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8, 7,
6,5,4,3,2,1 U/ml’ lik SOD standartlar1 deiyonize su kullanilarak hazirlandu.

SOD aktivitesi hesabinda kullanilan % inhibisyonu belirlemek icin asagida

belirtilen formiil kullanilda.
% inhibisyon = (AbsKor — AbsNumune) = (AbsKor) x 100 1)

Belirlenen SOD aktiviteleri, toplam protein miktarina boliinerek sonuglar U/mg

protein olarak hesaplandi.
5.4.2. Doku ve Serum CAT Aktivitelerinin Ol¢iimii

CAT aktivitesi, amonyum molibdatin H,O; ile olusturdugu sar1 renkli kompleksin
verdigi absorbansin 405 nm’de Sl¢iilmesi temeline dayanan yontem yardimiyla dl¢tildii

(118). 10 mg CAT standard1 10 mL soguk fosfat tamponunda ¢oziilerek 160 kU/ml’lik
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stok CAT standard: elde edildi. Stok CAT standardindan 80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25
kU/mI’lik CAT standartlar1 olusturuldu. CAT aktivitesinin Ol¢limiinde kullanilan
cozeltiler asagida verilmistir. Doku ve serumlarda GSH analizi Ellman’in gelistirdigi

yonteme gore belirlendi (119).

60 mM’hk Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu: 2.08 gr sodyum fosfat
Na,HPO,) ve 1.58 gr Potasyum Di hidrojen Fosfat (KH,PO,) bir miktar saf suda

¢oOziildii. pH’s1 7’ye ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

Amonyum Molibdat Cozeltisi: 10.01 gr amonyum molibdat bir miktar saf suda

¢oziildii ve son hacim 250 ml’ye tamamlandi.

Substrat Cozeltisi: 9.7 mM’lik H;O,’den 336 pl alindi ve 50 ml PBS’de
seyreltildi.

5.4.3. Doku MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku MDA seviyelerinin belirlenmesi, MDA’ ’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile olusturdugu kompleksin renginin 532 nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesi
esasina dayanan metot yardimiyla yapildi (120). MDA seviyelerinin belirlenmesinde

kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

%71’lik Fosforik Asit (H3PO,) Cozeltisi: Bir miktar saf su iizerine 2.94 ml

%85°1ik H3PO4 eklendi ve son hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

TBA Cozeltisi: 0.67 gr TBA 50 ml saf suda manyetik bar yardimiyla 30 °C’de
yaklagik 20 dakika karistirildi. TBA ¢dzeltisi tamamen soguduktan sonra {izerine 50 ml
asetik asit ilave edildi ve iyice karistirilarak ¢alismada kullanilan nihai ¢ozelti elde
edildi.

Standart c¢ozeltiler: 8.3 pl tetrametoksipropan 0.01 M hidroklorik asit (HCI)
cozeltisine eklendi ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonucu olusan 10000
nmol/ml’lik stok MDA standardindan 100 nmol/ml’lik ara stok ¢6zelti hazirlandi. Ara
stok cozeltiden 10 nmol/ml’lik ¢bzelti elde edildi ve bu ¢ozeltiden seri seyreltmeler

yapilarak 80, 40, 20, 10 ve 5 nmol/mlI’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi.
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5.4.4. Doku Homojenatinda Protein Miktarimin Olciimii

Doku homojenatlarinda protein tayini, katalog numarasi 71285-3 olan
bisinkoninik asit protein 6l¢iim kiti (Novagen, MerckMillipore, Almanya) protokoliine

uygun olarak yapildi. Calismada stok standart olarak 2 mg/ml’lik sigir serum alblimini

kullanildi.
5.4.5. Serum MDA Seviyesi Tayini

Plazma lipid peroksit seviyesi ol¢limii Yagi (121) yontemiyle yapildi. Lipid
peroksidasyon iiriinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit arasindaki reaksiyon sonucu olusan

kirmizi renk 532 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Kullanilan Cozeltiler

0.042 M Siilfirik Asit (H,SO,): 570 ul % 98°lik H,SO4 bir miktar su i¢eren balon

jojeye pipetlenip hacim 250 ml’ye tamamlandi.

% 10’luk Fosfotungstik Asit: 0.5 gr Fosfotungustik asit 4.5 ml deiyonize suda

¢Ozildii.

% 0.67’lik TBA Cozeltisi: 0.67 gr TBA % 50’lik 100 ml asetik asit ¢ézeltisinde

1sitilarak ¢oziildii.

Standart Cozeltileri: 0, 0.625, 125 25 5 10 nmol 1,1,33-
tetrametoksipropan/ml: 164.7 ul 1,1,3,3-tetrametoksipropan 0.01 M HCI ile 100 ml’ye
tamamlandi ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu 10 mM’lik stok ¢ozeltiden 10 pl alinip
10 ml’ye deiyonize suyla tamamlanarak hazirlanan 10 pM’hik standarttan seri

seyreltmeler yaparak 10, 5, 2.5, 1,25, 0,67 nmol/mI’lik standart ¢ozeltiler hazirlandu.
5.5. istatistiksel Analizler

Veriler SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences 22) bilgisayar paket
programina aktarildi ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Calismanin sonuglarinin
normal dagilima uygunluklar1 Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi. Normal dagilima
uymayan birbirinden bagimsiz gruplardaki ikiden fazla degiskenin degerlendirilmesinde
Kruskall-Wallis testi ve ikili degisken i¢in Mann-Whitney U testi uygulandi. Normal
dagilima uymayan birbirine bagimli gruplardaki ikiden fazla degiskenin

degerlendirilmesinde Friedman testi ve ikili degisken icin Wilcoxon testi uygulandi.
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Degiskenlerden elde edilen degerler medyan-¢eyrekler arasi aralik seklinde tanimlandi
ve p<0.05 istatistiksel anlaml1 kabul edildi. Tablo igerisinde ortalama ve standart sapma

(SD) degerleri ile belirtildi.
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6. BULGULAR
6.1. Gozlemler

Deney siiresince siganlar her giin rutin beslenme ve barmmma agisindan kontrol
edildi. Cerrahi iglem sonrasi haftalik insizyon yeri kontrol edildi ve herhangi bir
enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi. Siyatik sinir hasar1 olusturulan tiim gruplarda
sicanlarin hasar olusturulan taraftaki pencelerini hafif fleksiyonda, hafifce saga
cevrilmis ve viicuda daha yakin sekilde tuttuklart gozlendi. Bununla birlikte tiim

denekler deney siiresini saglikl olarak tamamladi.
6.2. Viicut Agirhg: Degerlerine Ait Bulgular

Viicut agirliklart agisindan tiim gruplarda baslangic degerlerine gore dort hafta
boyunca zamana bagli bir kilo artis1 olsa da (Tablo 2) bu artislarda herhangi bir grubun
(p>0.05) etkisi bulunmadi. Sadece hasar grubunun viicut agirlik degerleri ikinci
haftadan sonra diger gruplara gore daha belirgin olarak artsa da bu artis istatistiksel

olarak anlamli degildi.

Tablo 2. Deney gruplarinin viicut agirligina ait ortalama ve standart sapmalar

Viicut agirhg (gr)

Gruplar Baslangic 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta
S-7 292,85+10,65 298,30+9,62  301,88+8,93  309,60+8,83  313,38+8,66
S-28 294,06+9,21 299,34+8,78 304,2248,99  311,24+1045 313,67+8,57
Q-7 292,80+£10,93 297,49+11,28  299,16+9,53 306,83+9,30 313,16+7,33
Q-28 295,47£13,47 299,76£13,16 305,05+13,05 314,16+11,08 317,66+9,75
T-7 291,81£12,26  299,34+14,05 309,83+13,49 315,33+£10,01 319,16+8,88
T-28 292,76+12,02 298,23+11,31 306,33+10,91 311,50£11,20 315,66+8,73
T+Q-7 296,97+14,55 301,20£12,97 308,50+15,48 311,33+14,30 313,33+13,07
T+Q-28 296,42+12,64 300,26£12,69 308,16+£9,76  311,33+10,40 315,66+9,13

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Her grupta n=6 sigan

6.3. Siyatik Sinir ve Gastroknemius Kasina Ait Morfolojik Degerlendirme

Bulgular:

Tiim gruplara ait siyatik sinir dokularinda histopatolojik degerlendirmeler rutin
H&E, Masson trikrom ve yart ince kesitlerde toluidin blue boyama islemi yapilarak

gergeklestirildi.
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S- 7 ve S- 28 gruplarina ait hayvanlarin siyatik sinir yar1 ince kesitlerinin 151k
mikroskobik incelenmesinde, sinir kesitinin literatlirle uyumlu olarak unifasikiiler
yapida oldugu izlendi. Siyatik sinir kesitleri en dista epindryum ile c¢evriliydi.
Epindéryum kilif icerisinde fasikiiller seklinde bir araya gelmis akson demetleri etrafinda
perindryum bag dokusu tabakasi ve aksonlar arasina yayilmis yer yer kan damarlar
izleniyordu. Sinir fasikiiliinde miyelinli aksonlar dikkat ¢ekiciydi. Periaksonal bolgede
endondéryum bagdokusu hiicre nukleuslari1 ve Schwann hiicre nukleuslar1 olarak
degerlendirilen heterokromatik nukleuslar izlendi. Miyelinli sinir liflerinde, Schwann
hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonun etrafinda yerlesmis olan miyelin kilifin varligi

goriildii. Ayrica yer yer mast hiicrelerine rastlandi (Resim 2-6).

Resim 2. S-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii. Epinoéryum
(y1ldiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), akson (ok basi), Schwann hiicre nukleusu
(sol ok), kan damari (kdseli ¢ift ayirag) (H&E, X40).
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Resim 3. S-28 grubuna ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii. Epinéryum
(y1ldiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), akson (ok bas1), Schwann hiicre nukleusu
(sol ok), endondryum hiicre niikleusu (asag1 ok), kan damar1 (koseli ¢ift
ayirag) (H&E, X40).
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Resim 4. S-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A, B).
Epinéryum (7-nokta yildiz), perinéryum (sola biikiilii ok), miyelinli sinir
lifi (sag ok) (Toluidine blue, X100).
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Resim 5. S-28 grubuna ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A, B).
Epinéryum (7-nokta yildiz), miyelinli sinir lifi (sag ok) (Toluidine blue,
X100).
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Resim 6. S-7 ve S-28 gruplarina ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisi.
Miyelinli sinir lifi (sag ok), akson (ok bas1), Schwann hiicre nukleusu (sol
ok) (Masson Trikrom, X100).
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Q- 7 ve Q- 28 gruplarina ait siyatik sinirin yari ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin distan epindriyum ile g¢evrili oldugu izlendi. Epinériyumda
fibroz bag dokusu disinda kan damarlar1 gézlendi. Epindriyumun altinda, perindriyum
ile ¢evrili unifasikiiler sinir ayirt edildi. Fasikiilde miyelinli sinir aksonlar1 izlendi.
Miyelinli aksonlarin bazi alanlarda akson ve miyelin kilif yapilar ile birlikte normal
goriinimde olduklar1 goriildii. Bununla beraber sinir liflerinin bazilarinda miyelin kilifin
normal yapisinin bozuldugu ve birkag kesitte miyelin kilif ve aksonun dejenere
olduklari gézlendi (Resim 7-10).

Resim 7. Q-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii. Miyelinli sinir
lifi (sag ok), akson (ok basi), miyelin kilif dejenerasyonu (sola biikiilii 0k)
(H&E, X40).
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Resim 8. Q-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii. Epinéryum
(yildiz), perinéryum (¢entikli sag ok), miyelinli sinir lifi (sag ok), akson (ok
bas1), miyelin kilif dejenerasyonu (sola biikiilii ok) (H&E, X40).
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Resim 9. Q-7 ve Q-28 gruplarina ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii.
Epindryum (7-nokta yildiz), miyelinli sinir lifi (sag ok) (Toluidine blue,
X100).
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Resim 10. Q-7 ve Q-28 gruplarina ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii.
Miyelinli sinir lifi (sag ok), akson (ok bas1), Schwann hiicre nukleusu (sol
ok) (Masson Trikrom, X100).
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T-7 grubundan elde edilen siyatik sinir yari ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin distan fibréz bir bag dokudan olusan epindriyum ile ¢evrili
oldugu izlendi. Epinériyumun altinda, igerisinde aksonlarin bulundugu perinériyum ile
cevrili sinir fasikiilii ayirt edildi. Ayrica epinéryumun altinda perinéryuma dogru
invajine olan yer yer fibrotik doku olusumu gozlendi. Perindriyumun yer yer
biitiinliiglini kaybettigi izlendi. Biiyiik biiylitmelerde miyelinli aksonlarin cogunlugunda
aksonun ve miyelin kilifin tamamen dejenere oldugu, miyelin kilifin normal konsantrik
lameller yapisinin ciddi derecede bozuldugu ve miyelin kilif lamellerinin birbirlerinden
ayrildiklar izlendi. Ozellikle aksonal sisme dikkat cekiciydi. Akson ile miyelin kilif
arasinda cesitli biiyiikliiklerde vakuoller ve miyelin kilifin yer yer akson igerisine dogru
invajine oldugu, bazi aksonlarin tamamen dejenere oldugu dikkat c¢ekiciydi. Miyelin
kilif dejenerasyonunun siddetli derecede belirgin oldugu sinir liflerinde, aksonlarda da
belirgin yapisal degisiklikler izlendi. Miyelinli aksonlarin aralarinda mast hiicreleri ve
kapiller damarlarin varligi gézlendi. Bu bulgular Wallerian dejenerasyonu ile uyumlu

idi (Resim 11-19).
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Resim 11. T-7 grubuna ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A). Epinryum
(y1ldiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), miyelin kilif dejenerasyonu (sola biikiili
ok) (H&E, X40).
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Resim 12. T-7 grubuna ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun gériintiisii (B). Epinéryum
(y1ldiz), fibrotik doku olusumu (7-nokta yildiz) (H&E, X40).
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Resim 13. T-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (C). Epinéryum
(y1ldiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), miyelin kilif dejenerasyonu (sola biikiilii
ok), (H&E, X40).
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Resim 14. T-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (D). Epinéryum
(y1ldiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), miyelin kilif dejenerasyonu (sola biikiili
ok) (H&E, X40).
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Resim 15. A, B. T-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A,
B). Miyelin kilif ve akson dejenerasyonu (sag centikli ok), akson
sismesi (yildiz), akson igerisine dogru invajine olan miyelin kilif (ok
bas1), miyelin kilifin konsantrik lamellar yapisinda disorganizasyon (sol
ok), miyelin kilifin konsantrik lamellerinde ayrilma (koseli ¢ift ayirag),
vakuolizasyon (yukari ok) (Toluidine blue, X100).
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Resim 16. C, D. T-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (C,
D). Miyelinli sinir lifi (sag ok), akson sismesi (yildiz), miyelin kilif ve
akson dejenerasyonu (sag centikli ok), miyelin kilifin konsantrik
lamellar yapisinda disorganizasyon (sol ok), miyelin kilifin konsantrik
lamellerinde ayrilma (koseli ¢ift ayirag), akson igerisine dogru invajine
olan miyelin kilif (ok bas1) (Toluidine blue, X100).
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fibrotik doku olusumu (koseli ¢ift

b

7 grubuna ait sicanlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A, B).

ayira¢) Schwann hiicre nukleusu (sol ok) (Masson Trikrom, X40).

Miyelin kilif dejenerasyonu (yildiz)

Resim 17. A,B. T

67



Resim 18. C, D. T-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (C, D).
Miyelin kilif dejenerasyonu (yildiz), Schwann hiicre nukleusu (sol ok),
akson (ok basi) (Masson Trikrom, X100).

68



Resim 19. T-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (E). Miyelin
kilif dejenerasyonu (yildiz), Schwann hiicre nukleusu (sol ok), akson (ok
bas1) (Masson Trikrom, X100).

T- 28 grubunda ise sinirin distan fibroz bir bag dokudan olusan epindriyum ile
cevriliydi. Epinéryumun altinda hafif derecede fibrotik doku olusumu go6zlendi.
Perindriyumun yer yer biitiinligiinii kaybettigi izlendi. Miyelinli aksonlarin bazilarinda
akson ve miyelin kilifin dejenere oldugu, miyelin kilifin normal konsantrik lamellar
yapisinin bozuldugu izlendi. Yer yer aksonal sisme gozlenirken, akson ile miyelin kilif
arasinda cesitli biiylikliiklerde vakuollerin meydana geldigi, miyelin kilifin yer yer
akson igerisine dogru invajine oldugu ve bazi aksonlarin dejenere oldugu gozlendi. T-
28 grubu morfolojik olarak T- 7 grubu ile karsilagtirildiginda rejenerasyon siirecinin

basladig1 ve miyelin tiretiminin bagladigi sinir liflerinin oldugu gézlendi (Resim 20-25).
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Resim 20. T-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun gorintiisii (A).
Epinéryum (yildiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), miyelin kilif
dejenerasyonu (sola biikiilii ok) (H&E, X40).
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Resim 21. T-28 grubuna ait sicanlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (B).
Epinéryum (yildiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), miyelin kilif
dejenerasyonu (sola biikiilii ok), akson sismesi (yukar1 ok) (H&E, X40).
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Resim 22. A, B. T-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A,
B). Miyelinli sinir lifi (sag ok), akson sismesi (yildiz), akson igerisine
dogru invajine olan miyelin kilif (ok basi), vakuolizasyon (yukari 0k),
miyelin kilif ve akson dejenerasyonu (sag centikli ok), miyelin kilifin
konsantrik lamellar yapisinda disorganizasyon (sol ok), miyelin kilifin

konsantrik lamellerinde ayrilma (koseli ¢ift ayirag) (Toluidine blue,
X100).
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Resim 23. C, D. T-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (C,
D). Miyelin kilif ve akson dejenerasyonu (sag c¢entikli ok), miyelin
kilifin konsantrik lamellar yapisinda disorganizasyon (sol ok), akson
sismesi (yildiz), vakuolizasyon (yukari ok), epinéryum (7-nokta yildiz),
miyelinli sinir lifi (sag ok), akson icerisine dogru invajine olan miyelin
kilif (ok bas1) (Toluidine blue, X100).
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Resim 24. A, B. T-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A, B).
Miyelin kilif dejenerasyonu (yildiz), akson (ok basi), Schwann hiicre
nukleusu (sol ok) (Masson Trikrom, X40).
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Resim 25. C, D. T-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (C,
D). Akson (ok basi), mast hiicresi (yukart ok), miyelin kilif
dejenerasyonu (yildiz), mast hiicresi (yukar1 ok), fibroblast (sag centikli
ok), fibrosit (sol ¢entikli ok) (Masson Trikrom, X100).
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T+Q-7 grubuna ait siyatik sinirinin yar1 ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, sinirin, miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinden meydana geldigi
gozlendi. Sinir liflerinde rejenerasyonun basladigi, akson ve miyelin kilif yapilarinin da
bu siirece dahil oldugu gbzlendi. Bununla beraber bazi miyelinli sinir liflerinde, akson
etrafinda yer alan miyelin kilifin normal yapisinin bozuldugu, miyelin kilif ve aksonun
dejenere halde olduklari gozlendi. Bu alanlara komsu fagositik hiicrelerin, akson ve
miyelin yikintilarin1 fagosite ettikleri dikkati g¢ekti. Miyelinli sinir liflerinde T- 7
grubundaki yogun olarak gozlenen dejenere yapilarinin bu grupta azalmaya basladigi

rejenerasyon siirecinin devam ettigi gozlendi (Resim 26-29).

Resim 26. T+Q-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A).
Epinéryum (yildiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), miyelin kilif dejenerasyonu
(sola biikiilii ok) (H&E, X40).
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Resim 27. T+Q-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (B).
Epinéryum (y1ldiz), miyelinli sinir lifi (sag ok) (H&E, X40).
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Resim 28. A, B. T+Q-7 grubuna ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A,
B). Epindryum (7-nokta yildiz), miyelinli sinir lifi (sag ok), miyelin kilif

ve akson dejenerasyonu (sag centikli ok), akson sismesi (yildiz)
(Toluidine blue, X100).
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Resim 29. A, B. T+Q-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A, B).
Miyelinli sinir lifi (sag ok), Schwann hiicre nukleusu (sol ok), akson (ok
bas1), miyelin kilif dejenerasyonu (y1ldiz) (Masson Trikrom, X100).



T+Q-28 grubunda ise siyatik sinir yart ince kesitlerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde T-28 grubuna gore; miyelinli sinir lifi rejenerasyonunun gozle goriiliir
sekilde belirginlestigi, periferden ilerleyen rejenere olmus akson demetlerinin, aksonal
yapinn ve miyelin kilifin yer yer normal yapiya donlismeye basladigi gozlendi. T+Q- 7
grubu ile karsilagtirildiginda ise akson yapisinin, miyelin kilifin ve miyelinli sinir lifi

sayisinin ciddi derecede rejenerasyon siirecini gostermekteydi (Resim 30-32).

Resim 30. T+Q-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii. Epindryum
(y1ldiz), miyelinli sinir lifi (sag ok) (H&E, X40).
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Resim 31. A, B. T+Q-28 grubuna ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii
(A, B). Epindryum (7-nokta yildiz), perindryum (sola biikiilii ok),
miyelinli sinir lifi (sag ok), akson sismesi (yildiz) (Toluidine blue, X100).
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6.4. Morfometrik Bulgular

Deney gruplarina ait miyelin kilif kalinligs, sinir lifi ¢ap1, miyelinli sinir lifi sayis1
ile ilgili morfometrik bulgular Tablo 3’te verilmistir. Elde edilen istatistiksel verilere
gore T-7 ve T-28 gruplari; miyelin kilif kalinlig1, sinir lifi ¢ap1 ve miyelinli sinir lifi
sayist acisindan S-7 ve S-28 gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli
olarak azaldi (p<0.05). Morfometrik analizler agisindan T-7 grubu ile T+Q-7 grubu
istatistiksel acidan Kkarsilastirildiginda anlamli bir farklihik g6zlenmedi (p>0.05).
Miyelinli sinir lifi sayis1 ve sinir lifi ¢ap1 agisindan T-28 grubu ile T+Q-28 grubu
istatistiksel agidan karsilastirildiginda T+Q-28 grubunda anlamli derecede artis goriildii
(p<0.05). T+Q-28 grubunda miyelinli sinir lifi sayist ve sinir lifi ¢apt T+Q-7 grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi (p<0.05).

Tablo 3. Deney gruplarina ait miyelin kilif kalinligi, sinir lifi ¢ap1, miyelinli sinir lifi
sayist ile ilgili morfometrik bulgular

Gruplar Miyelin kilif kalinlig Sinir lifi ¢ap1 Miyelinli sinir lifi sayis1

S-7 2,66+0,28 7,71+0,81 75,33+7,31
S-28 2,22+0,18 7,95+0,55 89,83+11,53
Q-7 2,63+0,28 7,88+0,81 78,00+11,38
Q-28 2,68+0,19 7,19+0,70 76,00+8,50
T-7 0,92+0,22° 4,08+0,83% 51,66+5,08°
T-28 1,13+0,30° 4,06+0,85° 61,66+5,92°
T+Q-7 1,01+0,38 4,37+0,35 52,66+3,20
T+Q-28 1,46+0,05 6,05+0,30% 73,50+12,67%¢

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Her grupta n=6 sican

% p<0.05 S-7; ®* p < 0.05 S-28 ile karsilastirildiginda; © p< 0.05 T-7 Karsilastirildiginda;
% p < 0.05 T-28 ile karsilastirldiginda; ® p < 0.05 T+Q-7 karsilastirldiginda; " p < 0.05
T+Q-28 karsilastirildiginda

6.5. Immiinohistokimyasal Bulgular

Deney gruplarina ait siyatik sinir ve gastroknemius kas dokularinda TUNEL
teknigi ile degerlendirilen Al Tablo 4 ve Resim 33-42’de verilmistir. Siyatik sinire ait
Schwan hiicrelerindeki Al, T-7 ve T-28 gruplarida Al agisindan S-7 ve S-28 gruplari ile
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli derecede artt1 (p<0.05). Bununla birlikte
gastroknemius kasina ait istatistiksel verilerde anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).
Al agisindan T-7 grubu ile T+Q-7 grubu istatistiksel agidan karsilagtirildiginda T+Q-7
grubundaki anlamli bir azalma dikkat ¢ekiciydi (p<0.05). Ayni1 zamanda T-28 grubu ile
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T+Q-28 grubu istatistiksel agidan karsilastirildiginda T+Q-28 grubunda Al anlamli
derecede azaldi (p<0.05). T+Q-28 grubu T+Q-7 grubu ile Kkarsilastirildiginda Al
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlenmedi (p>0.05). Bununla birlikte

gastroknemius kasina ait istatistiksel verilerde anlamli bir farklilik gézlenmedi (p>0.05).

Tablo 4. Deney gruplarina ait apopitotik indeks bulgulari

Gruplar Siyatik sinir Gastroknemius kasi
S-7 19,28+6,65 18,93+3,56
S-28 27,69+3,75 21,68+3,37
Q-7 20,64+6,96 12,28+2,64
Q-28 26,68+4,77 16,05+2,56
T-7 71,64+10,332 22,24+5,54
T-28 53,37+9,41° 24,12+4.21

T+Q-7 43,91+7,51° 20,29+4,62

T+Q-28 38,14+4,43° 14,85+2,32

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Her grupta n=6 sigan

% p< 0.05 S-7; ® p< 0.05 S-28 ile karsilastinldiginda; © p< 0.05 T-7
karsilagtinldiginda; ¢ p < 0.05 T-28 ile karsilastirildiginda; * p < 0.05 T+Q-7
karsilastirildiginda; 4 p < 0.05 T+Q-28 karsilastirildiginda
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Resim 33. A, B. S-7 grubuna ait si¢anlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A, B).
Apoptotik Schwann hiicre nukleusu (ok basi), normal Schwann hiicre
nukleusu (sag ok) (TUNEL, X100).
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Resim 34. S-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii. Apoptotik
Schwann hiicre nukleusu (ok basi), normal Schwann hiicre nukleusu (sag
ok) (TUNEL, X100).
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Resim 35. A, B. Q-7 ve Q-28 gruplarina ait siganlarin siyatik sinir dokusunun
gorlintiisii. Apoptotik Schwann hiicre nukleusu (ok basi), normal
Schwann hiicre nukleusu (sag ok) (TUNEL, X100).
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Resim 36. A, B. T-7 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun gériintiisii (A, B).
Apoptotik Schwann hiicre nukleusu (ok basi), normal Schwann hiicre
nukleusu (sag ok) (TUNEL, X100).
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Resim 37. A, B. T-28 grubuna ait siganlarin siyatik sinir dokusunun goriintiisii (A, B).
Apoptotik Schwann hiicre nukleusu (ok basi), normal Schwann hiicre
nukleusu (sag ok) (TUNEL, X100).
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Resim 38. T+Q-7 ve T+Q-28 gruplarina ait siganlarin siyatik sinir dokusunun
goriintlisii. Apoptotik Schwann hiicre nukleusu (ok basi), normal
Schwann hiicre nukleusu (sag ok) (TUNEL, X100).
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Resim 39. S-7 ve S-28 gruplarina ait siganlarin gastroknemius kas dokusunun
goriintlisli. Apoptotik hiicre nukleusu (ok bas1), normal hiicre nukleusu (sag

ok) (TUNEL, X40).
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Resim 40. Q-7 ve Q-28 gruplarina ait siganlarin gastroknemius kas dokusunun
goriintlisi. Apoptotik hiicre nukleusu (ok basi), normal hiicre nukleusu
(sag ok) (TUNEL, X40).
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Resim 41. T-7 ve T-28 gruplarina ait sicanlarin gastroknemius kas dokusunun
goriintlisi. Apoptotik hiicre nukleusu (ok basi), normal hiicre nukleusu
(sag ok) (TUNEL, X40).
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7 ve T+Q28 gruplarina ait sicanlarin gastroknemius kas dokusunun

goriintiisii. Apoptotik hiicre nukleusu (ok basi), normal hiicre nukleusu

(sag ok) (TUNEL, X40).

Resim 42. T+Q

94



6.6. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

Deney gruplara ait serum-doku oOrneklerinde MDA, SOD, CAT ve GSH
sonuglar1 Tablo 5 ve 6’da verilmistir. Serum-doku MDA seviyesi a¢isindan S-7 grubu
ile T-7 grubu karsilastirildiginda T-7 grubunda belli bir miktar artis izlense de
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05). Fakat S-7 grubu ile T-28 grubu
karsilastirildiginda T-28 grubunda serum MDA seviyesi anlamli derecede azaldi
(p<0.05). T-7 grubu ile T+Q-7 grubu istatistiksel a¢idan karsilastirildiginda doku MDA
seviyesi T+Q-7 grubundaki anlamli bir azald1 (p<0.05).Bununla birlikte gastroknemius
kasina ait serum-doku MDA seviyesinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik

gozlenmedi (p>0.05).

Siyatik sinirde; T+Q-28 grubu ile T+Q-7 grubu serum SOD aktivitesi agisindan
karsilastirildiginda T+Q-28 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi
(p<0.05). Bununla birlikte gastroknemius kasinda doku SOD aktivitesi T-7 ve T-28
gruplarinda S-7 grubu ile karsilastirildiginda anlamli derecede artis izlendi (p<0.05).
Siyatik sinirde; CAT aktivitesi agisindan S-7 grubu ile T-28 grubu karsilagtirildiginda
T-28 grubunda serum CAT seviyesi anlamh derecede azaldi (p<0.05). T-7 grubu ile
T+Q-7 grubu istatistiksel agidan Kkarsilastirildiginda serum CAT aktivitesi T+Q-7
grubunda anlamli derecede azaldi (p<0.05).

Siyatik sinirde; GSH aktivitesi agisindan S-7grubu ile  S-28 grubu
karsilagtirildiginda S-28 grubunda serum CAT seviyesi anlamli derecede azaldi

(p<0.05). Diger gruplar arasinda GSH aktivitesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmadi (p>0.05).
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Tablo 6. Sigan gastroknemius kasina ait biyokimyasal bulgular

MDA SOD CAT GSH
S-7 0,36+0,17 6600,08+1264,79 51,35+£10,70  1,41+0,34
S-28 0,39+0,15 10772,28+421,10 44,47£19,97  1,49+0,39
Q-7 0,56+0,16  11621,52+5212,67  44,81+£29,17 1,76+0,37
Q-28 0,38+0,21  10515,49+£2296,60 36,93+£5,50  1,97+0,75
T-7 0,31+0,07  11224,14+6014,80°  56,11+11,43  2,03+0,67
T-28 0,26+:0,11  14177,77£3001,79%  42,16x11,08  1,45+0,55
T+Q-7  0,32+0,16  15698,40+4930,15 64,49+6,61  2,02+1,08
T+Q-28 0,37£0,13  18321,30+3625,61  69,70+21,22  1,80+0,61

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi. Her grupta n=6 si¢can

& p< 005 S-7; ™ p< 0.05 S-28 ile karsilastirildiginda; © p< 0.05 T-7
karsilagtirildiginda; ¢ p < 0.05 T-28 ile Kkarsilastirildiginda; ® p< 0.05 T+Q-7
karsilastirildiginda; f p <0.05 T+Q-28 karsilastirildiginda

6.7. Gastroknemius Kasina Ait Histopatolojik Bulgular

Swrasiyla S-7, S-28, Q-7,Q-28, T-7, T-28, T+Q-7 ve T+Q-28 gruplarina ait
morfolojik goriintiiler Resim 43-46’da gosterilmistir. H&E boyamasi yapilan kesitlerin
morfolojik degerlendirmesine gore; genel olarak Sham gruplarinda ve quercetin
gruplarina ait gastroknemius kas dokusu preparatlarinda herhangi bir patolojiye
rastlanmadi. Bununla birlikte travma gruplarinda kas lifleri arasinda hafif
disorganizasyon yapist gézlenirken 6zellikle T-28 grubunda kas demetleri arasinda yer
yer fibrotik doku artis1 oldugu gozlendi. T+Q-7 ve T+Q-28 gruplarinda ise normal

yaptya sahip kas morfolojisi izlendi.
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Resim 43. S-7 ve S-28 gruplarina ait siganlarin gastroknemius kas dokusunun
gorlintiisii. Normal kas lifi (yildiz) ve nukleus (sag c¢entikli ok)
organizasyonu (H&E, X40).
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Resim 44. Q-7 ve Q-28 gruplarina ait siganlarin gastroknemius kas dokusunun

gorlintiisii. Normal kas lifi (yildiz) ve nukleus (sag centikli ok)
organizasyonu (H&E, X40).
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Resim 45. T-7 ve T-28 gruplarina ait siganlarin gastroknemius kas dokusunun
goriintiisii. Kas lifleri arasinda disorganizasyon (sag ok), fibrotik doku
(koseli ¢ift ayirag) (H&E, X40).
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Resim 46. T+Q-7 ve T+Q28 gruplarina ait siganlarin gastroknemius kas dokusunun
gorlintiisi. Normal kas lifi (yildiz) ve nukleus (sag c¢entikli ok)
organizasyonu (H&E, X40).
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7. TARTISMA ve SONUC

Periferik sinirler ¢gogunlukla ezme, sikistirma, gerdirme bolme gibi gesitli hasar
sekillerine maruz kalirlar. Motor néronlarin bozulmasi sonucunda, Schwann hiicreleri
icin hayatta kalma ortamimin olmamasi ve sinirin yeniden yenilenme yeteneginin
yetersiz olmasi nedeniyle, periferik sinir yaralanmalar1 ile esilen aksonlar distal
stirekliligi yeniden kuramadig i¢in major fonksiyonel defisitler gelisir. Sonug olarak,
periferik sinir travmasi dnemli bir saglik problemidir ve klinisyenler hastalarin tedavisi
siirecinde ¢ok biiyilk miicadeleler vermektedir (122). Deneysel c¢alismalarda,
rejenerasyonun oldukca etkin, hizli, kolay ve ucuza mal edilebilir olmasi ve insan
periferik sinirine benzerlik gostermesi nedeniyle c¢ogunlukla rat siyatik siniri
kullanilmistir. Ayrica rat siyatik siniri ile motor ve sensoriyel sinir fonksiyonlar: da
degerlendirebildiginden ozellikle tercih edilmektedir (123). Bizde bu g¢alismamizda;
siyatik sinir travmasi ile olusan hasar1 aragtirmak igin insana en yakin deneysel model
olmasi, kolay elde edilmeleri ve 6zel donanimli laboratuvar kosullarina gereksinimleri

olmamalar1 nedeniyle denek olarak Spraque Dawley cinsi siganlari tercih ettik.

Siyatik sinirde klemp ile yapilan basi; onceden belirlenmis siddette yaralanma
yapabilir (124). Klips ile sinir hasar1 mekanik yaralanma yaninda iskemiye de yol agar.
Sinir kompresyonundan sonra gelisen fonksiyonel kaybin en 6nemli nedenlerinden biri,
basing nedeniyle sinirde olusan mekanik doku ezilmesidir. ileri derecede bir basi
Ranvier bogumlari seviyesinde, sinir komprese bolgeden nonkomprese bdlgelere dogru
(proksimal ve distal yonde) kayar ve miyelin kilifa invajine olur (125). Ezilme tipi sinir
hasarlanma modeli, periferik sinir rejenerasyonunun hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin1 aragtirmak ve rejenerasyon siirecinde farkli faktorlerin roliini
degerlendirmek icin kullanilan en yaygin modeldir (4, 126). Bu nedenlerden dolay1 bu
calismamizda siyatik sinir ezilmesi sonrasindaki histopatolojik, morfometrik ve

biyokimyasal etkileri degerlendirmek i¢in bu yontemi tercih ettik.

Calismamizda deney gruplart  viicut agirhg  degisimleri  agisindan
degerlendirildiginde, baslangigtan itibaren tiim gruplarda dort hafta boyunca zamana
yayilan istatistiksel olarak anlamli bir kilo artig1 goriilmektedir. Bu artig gruplar arasinda
onemli bir degisim gostermemektedir. Vogelaar ve ark. (2004) fare ve sicanlarda

yaptiklar1 siyatik sinir hasar1 ¢alismasinda, farelerin operasyon sonrasi 28. giine kadar
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siganlarin ise 70. giine kadar hasarli pengelerini tam olarak kullanamadiklarini
bulmuslardir (127). Bu sonug, travmanmn bir sonucu olarak hayvanlarda bir
immobilizasyon etkisi yaratmis olabilecegini, bu nedenle de daha az hareket etmeye

meyilli olduklarini ve kilo artisinin bu hareketsizlige bagli oldugunu diisiindiirmektedir.

Santral sinir sisteminin aksine, periferik sinirler; hasar yerinde rejenerasyon siireci
baglatabilmektedir. Aksonotezis sinirlerin ezilmesinden sonra goriilebilir ve endonoral
kilifin biitiinliigline ragmen, aksonal yikimin yani sira Wallerian dejenerasyonu yaranin
distalinde olusur. Fonksiyonel sonug, distal sinir giidiigiinde spontan rejenerasyona
bagli olarak tatmin edici olabilse de, sinir hiicresi 6limii ve u¢ organ atrofisine bagl
olarak basarisizlik gozlenebilir. Dahasi, yaralanma {izerinde bulunan yara dokusu
mekanik olarak aksonal uzantiyr bloke edebilir ve iyilesme siirecini olumsuz olarak
etkileyebilir. Wallerian dejenerasyonunda hasar goéren sinir kesitlerinin hasar
bolgesinden uzaklasmasi, miyelin kilif proteinleri ve lipitleri ortadan kaldirmasi igin
makrofajlarin ve diger beyaz kan hiicrelerinin toplanmasina yol agar. Schwann hiicreleri
hizla boliiniir, baslangicta aksonal ve myelin enkazim1 temizlemeye yardimci olan
dediferansiye kizi hiicreleri iiretir. Sonra aksonlar1 yenilemek icin yollar saglayarak
sinirsel rejenerasyona aktif olarak katilirlar (128-130). Periferik sinir sistemi
rejenerasyonu, etkili olmasina ragmen her zaman tam fonksiyonel toparlanma ile
sonuglanmayabilir. Galtrey ve Fawcett (131) aksonal rejenerasyonun yaklasik 56 giin
stirdiigiinii (2-3.5 mm/giin) ve 21-42 giiniinde fonksiyonel toparlanmanin ger¢eklestigini
belirtmislerdir. Tam islevsel iyilesmede, akson ¢ap1 ve miyelin kilif kalinlig1 normal
degerlere donmektedir. Bu ¢alismada ezilme tipi siyatik sinir hasari modeli olusturuldu
ve erken-ge¢ dénem agisindan morfolojik inceleme yapildi. Elde edilen bulgulara gore
T-7 grubundaki siganlarin siyatik sinirinde; akson ve miyelin kilifta ciddi derecede
yaygin bir dejenerasyon izlendi. Miyelin kilifin normal konsantrik lamellar yapisinin
bozuldugu ve miyelin kilif lamellerinin birbirlerinden ayrildigi, parcalandigi gorildii.
Ozellikle aksonal sisme dikkat ¢ekiciydi ve bazi aksonlar tamamen dejenere olmustu.
Bu bulgular Wallerian dejenerasyonu ile uyumlu idi. T-28 grubu sicanlara ait siyatik
sinir kesitlerinde ise miyelinli aksonlarin bazilarinda aksonun ve miyelin kilifin
dejenere oldugu, miyelin kilifin normal konsantrik lamellar yapisinin bozuldugu ve bu
dejenerasyon bulgularmin yaninda T-7 grubu ile karsilastirildiginda rejenerasyon

stirecinin basladigi ve miyelin {iretiminin basladig: sinir liflerinin olustugu gozlendi.
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Ayrica miyelin kilif kalinligi, sinir lifi ¢capr ve miyelinli sinir lifi sayisinda travma
gruplarinda sham grubuna gore karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli derecede
azalma izlendi. Siyatik sinir hasar1 sonras1 miyelinli sinir lifi sayisi, miyelinli sinir lifi
cap1 gibi histolojik degisimler pek ¢ok calismada vurgulanmistir (132-134). Yiice ve
arkadaslarinin (2015) yapmis oldugu bir ¢alismada, ezilme tipi sinir hasar1 yapilan
grubun elektron mikroskopik incelemelerinde 1. hafta sonunda miyelinde
disorganizasyon, miyelinli sinir lifi kaybi, miyelin olusturan ovoidler ve sitoskeleton
yoksunlugu dikkati ¢ekmistir. 4. hafta sonunda ise ¢ok az ince miyelinli sinir liflerinin
olustugu, az derecede miyelin yapiminin basladig1 ve miyelinsiz aksonlarin bulundugu
bildirilmistir. Ayrica 151k mikroskopik morfometrik incelemelerde ise miyelin kilif
kalinliginda, sinir lifi ¢capinda ve akson ¢apinda azalma oldugu bildirilmistir. Bu siire¢
sinir dejenerasyonu sonrasinda rejeneasyon evrelerini gostermekte olup, bizim
calismamizin bulgularin1 da destekler niteliktedir. Noorafshan ve arkadaslarinin (2011)
yaptig1 bir baska c¢alismada ezilme tipi sinir hasari sonrasi 28. giinde ortalama miyelinli
sinir lifi ¢ap1 acisindan sinirin proksimalinde %30 ve distalinde %36 oraninda azalma
oldugu belirlenmistir. Total miyelinli sinir lifi sayis1 agisindan ise sinirin proksimalinde
%48, distalinde ise %56 oraninda kayip oldugu vurgulanmistir (135). Bir bagka
calismada sinir hasar1 sonras1 7. ve 28. gilinlerde siyatik sinirde Wallerian hasariyla
uyumlu bulgular oldugu vurgulanmistir (136). Bizim ¢alismamizda da ezilme tipi sinir
hasar1 sonrasi gelisen morfolojik hasar bulgular literatiir bilgileriyle uyumlu olup,
rejenerasyon siiresi ve asamalar1 agisindan devaminda yapilacak farkli basing orani ve

stireleri ile ilgili caligmalara kaynak olabilecek niteliktedir.

Iskemik durumlarda temel amag, reperfiizyon siiresini kisaltarak kas nekrozunu
onlemektir. Iskemi sonrasi gorillen doku hasari, genellikle reperfiizyon déneminde
olusur (137). Iskelet kas1 iskemiye karsi diger dokulara gore daha dayaniklidir (138).
Anatomik olarak, bacagin arka bolgesinde baldir kismina seklini veren M.
gastrocnemius kasi yer alir. Bu kas ayaga plantar fleksiyon ve dizede fleksiyon
hareketini yaptirir (4). Gastroknemius-soleus kasi yiirime durus fazinda oldukga aktif
oldugu i¢in, bu yiirime tirmanisinin bileseni siyatik sinir bozukluguna karsit ¢ok
hassastir (4, 139). Bu calismada ezilme modeli siyatik sinir hasarinda gastroknemius
kasmin morfolojik olarak degerlendirmesinde, travma gruplarinda kas lifleri arasinda

hafif disorganizasyon yapist gozlenirken ozellikle T-28 grubunda bazi kesitlerde kas
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demetleri arasinda yer yer fibrotik doku artisi oldugu goézlendi. T+Q-7 ve T+Q-28
gruplarinda ise normal yapiya sahip kas morfolojisi izlendi. Bu sonuglara gore
gastroknemius kasi lizerinde bu model sinir yaralanmasmin belirgin derecede etkisi

olmadig1 goriilmistiir.

Siyatik siniri ezilme hasarindan sonra vasa nervorum bozulmasi meydana gelir.
Basingli iskemi yeterince uzun siire siirdiiriiliirse yeniden akisa neden olmayabilir.
Siyatik sinir ezilmesinin altinda yatan patolojide, iskemi, serbest radikal iiretimi (140)
Ve apopitoz (141, 142) gibi ¢esitli molekiillerin gorev aldigi yaygin goriisler arasindadir.
Oksidatif stres tarafindan indiiklenen hiicresel hasar apopitozisi tetikleyebilir. Serbest
oksijen radikalleri (ROS) apopitotik ya da nekrotik hiicre 6liimiiniin baglamasina sebep
olabilir (143). Ciinkii ROS katalitik reaksiyonlarda LPO fiiretir. Bu yiizden LPO’nun
onemli bir kaynagi olarak bilinir ve bir dizi antioksidan aktivide degisime neden olarak
oksidatif strese yol agmaktadir (144, 145). Hiicreler normal sartlarda oksidatif hasara
karst bircok mekanizma ve antioksidan molekiiller tarafindan korunmaktadir.
Antioksidan enzimler SOD, CAT ve GP-x, hiicresel antioksidan savunma mekanizmalar
ise diisiik molekiil agirlikli GSH, vitamin C ve E’dir (146, 147). SOD, ROS ‘a kars1
birinci ve en 6nemli antioksidan savunma sistemlerinden biridir. SOD siiperoksit anyon
radikallerini hidrojen peroksite (H,0O,) doniistiiriir. H,O, peroksizomda CAT tarafindan,
sitozol ve mitokondride glutatyon peroksidaz tarafindan oksijen ve suya parcalanir
(148). GSH oksidatif hasara kars1 ROS’un metabolik detoksifikasyonunda co-faktor ve
slipiiriicti olarak fonksiyon goren ilk savunma sistemi olarak belirtilmektedir (143). Bir
periferik sinirde hasar olusursa; bir seri biyokimyasal degisiklik igeren bir cevabin
baslatilmasi tetiklenir. Ciddi yaralanmalarda, ndronal 6dem, daha yogun nétrofil
infiltrasyonu ve apoptosise yol agabilir. Artmig nétrofil infiltrasyonu, miyeloperoksidaz
aktivitesi, doku MDA seviyesi ve LPO diizeyinde artisa neden olur. LPO, membran
fonksiyonunu dogrudan bozabilir ve hiicre bilesenlerine dolayli olarak zarar verebilir.
Yaralanmadan sonra LPO’da belirgin bir artis gézlenmistir (3). Hall ve Braugler (149),
spinal kord travmasindan sonra 1, 24 ve 48 saatlerde LPO’nun zirveye ¢iktiini
bildirmistir (149). Oksidatif stres, yaralanmadan sonra sinir hasarinin baslica
nedenlerinden biri olarak diisiiniiliir. Bununla birlikte, antioksidan molekiillerin mRNA
ekspresyonunda olusturduklart degisiklikler ve periferik sinir yaralanmasi ve

rejenerasyonu sonrast meydana gelen degisiklikler cok az bilinmektedir (150). Bizim bu
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calismamizda Serum-doku MDA seviyesi agisindan S-7 grubu ile T-7 grubu
karsilagtirildiginda T-7 grubunda belli bir miktar artis izlense de istatistiksel agidan
anlamli bir farklilik yoktu. Fakat S-7 grubu ile T-28 grubu karsilastirildiginda T-28
grubunda serum MDA seviyesi anlamli derecede azaldi. T-7 grubu ile T+Q-7 grubu
istatistiksel acgidan karsilastirildiginda doku MDA seviyesi T+Q-7 grubunda anlamli
derecede azaldi. Bununla birlikte gastroknemius kasma ait serum-doku MDA
seviyesinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi. Siyatik sinirde; T+Q-28
grubu ile T+Q-7 grubu serum SOD aktivitesi agisindan karsilastirildiginda T+Q-28
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi. Bununla birlikte gastroknemius
kasinda doku SOD aktivitesi T-7 ve T-28 gruplarinda S-7 grubu ile karsilastirildiginda
anlamli derecede artis oldu. Genel olarak degerlendirildiginde ise travma gruplar ile
sham gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi gozlense de travma ile
quercetin ile tedavi edilen gruplarin MDA seviyesinde azalma oldugu dikkati ¢ekti.
Siyatik sinir hasar1 {izerine yapilan pek ¢ok calismada LPO belirteci olan MDA
seviyesinde artis oldugu ifade edilse de (3, 151, 152) bizim bulgularimiz bu literatiir
bilgiler ile tam bir uyum saglamamaktadir. Bu agidan degerlendirilecek olursa, siyatik
sinirde ezilme tipi yaralanmalarinda iskemik ve mekanik etki ile hasar olustugu
kaynaklarda belirtilmigtir. Bizim calismamizda gozlenen ciddi histopatolojik hasarin
iskemik etkiden daha ¢ok disaridan olusturulan mekanik etki sonucu olustugu ve hafif
derecede iskemik hasar ile birlesince morfolojik hasarin artabilecegi diisiiniilmektedir.
Sinir hasarindan sonra mekanik, iskemik ve inflamatuvar siirecler baslamakta (2) ve bu
siireclerin  etkilerini azaltmak i¢in c¢esitli tedaviler kullanilabilmektedir. Sinir
rejenerasyonu i¢in pek ¢ok caligmada topikal steroidler (FK-506) (153, 154), lokal tiroid
hormonu enjeksiyonu (155), cesitli kimyasal bilesikler, diisiik manyetik alan etkisi,
ilaglar, cesitli antioksidan maddeler (propolis, curcumin) (2) gibi yontemlerin etkileri
degerlendirilmis ve umut verici gelismeler goriilmiistiir. Buna ragmen siyatik sinir
hasar1 hala klinik Onemini korumakta, mekanizmas:t {izerine net yorumlar

yapilamamakta ve insanlarin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir.

Dogal flavonoid polifenolik maddelerin en énemlilerinden birisi olan quercetinin
pek ¢ok kronik hastaligin Onlenmesinde olumlu etkilerinin ¢ogunun antioksidan
aktivitesine bagli olabilecegi vurgulanmistir (156). Quercetin dogrudan serbest

radikalleri siipiirerek bir antioksidan gibi davranmakta, demir ve bakirlar1 kenetleyerek
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ve H,O,'yvi ve gecis metalinin neden oldugu LPO’yu inhibe ederek dolayli olarak etki
gostermektedir (157). Antioksidan aktivitesinin yaninda antikanserojenik, antiviral,
antitrombotik, anti-iskemik, anti-inflamatuar ve antialerjenik 6zellik gibi bir¢ok onemli
fonksiyona sahip oldugu belirtilmistir (158). Quercetin uygulamasinin antioksidan
enzim diizeylerine etkilerinin incelendigi ¢aligmalarda, SOD enzim diizeyinin beyin
oksidatif stresini azalttigi ve ii¢ hafta siireyle quercetin verilen siganlarda SOD
diizeyinin arttign  (159) ve lipit peroksit diizeyini Onemli Olclide azalttigi da
bildirilmektedir (160). Quercetinin serebral iskemideki noroprotektif mekanizmasi ile
matriks metallo proteinaz-9’u, serbest radikal iiretiminini azalttigi bulunmustur (10).
Yapilan bir baska c¢alismada beyinde aliiminyuma dayali davranigsal ve biyokimyasal
degisimlerde quercetinin noroprotektif etkileri oldugu belirtilmistir (11). Subseliiler
veya molekiiler norotoksisiteyi hafifletmek icin yeni stratejik calismalarda da
kullanilmaktadir (161). Bir bagka ¢alismada quercetinin oligodendrosit oncii hiicreleri,
PI3K / Akt sinyal yolaginin aktivasyonu yoluyla in vitro oksijen / glikoz yoksunlugu
hasarindan koruyabilecegi belirtilmistir (162). Ayrica fokal serebral iskemi sican
beyninde hiicre apopitozunu azaltabilecegini ve mekanizmanin BDNF-TrkB-PI3K / Akt
sinyal yolaginin aktivasyonu ile iliskili olabilecegini géstermektedir (163). Quercetinin
santral sinir sistemi tizerine noroprotektif etkileri g¢alismalar ile degerlendirilmis
olmasina ragmen periferik sinir sistemi hasari iizerine etkilerini arastiran herhangi bir
caligmaya rastlanmamigtir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgulara gore, T-7 grubu ile
T+Q-7 grubu istatistiksel agidan Kkarsilastirildiginda doku MDA seviyesi T+Q-7
grubundaki anlamli derecede azaldi. Miyelin kilif kalinligi, sinir lifi ¢ap1 ve miyelinli
sinir lifi sayist acisindan T-7 grubu ile T+Q-7 grubu istatistiksel agidan
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmedi. Miyelinli sinir lifi sayis1 ve sinir lifi
cap1r acisindan T-28 grubu ile T+Q-28 grubu istatistiksel agidan karsilastirildiginda
T+Q-28 grubunda anlamli derecede artig goriildii. Ayrica T+Q-28 grubunda sinir lifi
cap1 T+Q-7 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis izlendi. Bu istatistiksel
veriler ile birlikte morfolojik olarak degerlendirilen tedavi grubuna ait kesitlerde T-28
grubunda normal siire¢ olarak igleyen rejenerasyon asamalar1 baslamis olsa da akson ve
miyelin hasart belirgin derecede mevcuttur. Bununla birlikte T+Q-28 grubunda ise
belirgin derecede akson- miyelin rejenerasyonu gozlenmistir. Sham grubu siganlara ait

normal sinir doku morfolojisine yakin oldugu izlendi. Elde edilen tim bu bulgular
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1s1¢inda quercetinin ezilme tipi sinir hasarinda iyilesme siiresinde belirgin derecede
kisalmaya neden oldugu, erken sagaltim ve verimli ig giiciine katki saglayabilecegi bu
etkilerin de kismi antioksidan etkiler ile gerc¢eklesebilecegini gostermektedir. Fakat bu
calismada biyokimyasal bulgular ile morfolojik bulgular arasinda anlamli bir kolerasyon
olmamasi olusan sinir hasariin disaridan direk bir mekanik etki ile yaygin morfolojik

hasarin olustugu diisiincesini kuvvetli kilmaktadir.

Schwann hiicreleri Wallerian dejenerasyonunda Onemli bir rol oynamaktadir.
Yaralanma sonrasi 24 saat i¢inde niikleer ve sitoplazmik genisleme ve mitotik hiz artisi
ile baslangicta aktif hale gelirler. Bu hiicreler hizla boliinerek dejenerasyon ve onarim
stirecine yardimci olmasi i¢in ¢ok sayida molekiil icin gen ekspresyonunu arttiran
ayrimcilia ugramis hiicreleri olustururlar. Schwann hiicresinin ilk rolii, dejenere
aksonal ve miyelin enkazinin ¢ikarilmasina ve daha sonra makrofajlara aktarilmasina
yardim etmektir. Schwann hiicreleri ve makrofajlar, 1 hafta ila birka¢ ay gerektiren bir
stiregte fagositoz ve yaralanma yerini temizlemek i¢in birlikte calisirlar. Ciddi sinir
hasarindan sonra hiicre sagkalimi garanti edilemez. Aksonotezis sonrasi dorsal kok
ganglion noronlarinda apopitozise bagli hiicre 6limii insidanst % 20 ila 50 arasinda
degismektedir (41). Ghayour ve arkadaslarinin (2015) sinir hasari iizerine yapmis
olduklar1 bir ¢alismada dorsal root gangliyonlarin da ciddi derecede apopitozis oldugu
belirtilmistir (164). Apopitozis DNA’nin par¢alanmasi, hiicre membran degisiklikleri,
komsu hiicrelere hasar vermeden meydana gelen programlanmis bir hiicre 6liimiidiir
(165). Apoptotik yolaklar genel olarak intrinsik (mitokondri aracili) ve ekstrinsik
(reseptor aracili) olarak ifade edilir (166, 167). Pro-apoptotik proteinler (Bax, Bak, Bad)
apopitozise gidisi hizlandirirken anti apoptotik proteinler apopitozu yavaslatmaya calisir
(168). Kaspazlar ise apopitozun hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarinda gorev alirlar.
Bunlardan her iki yolaginda ortak proteini olan ve Cellat kaspaz olarak bilinen Caspase-
3 ise, kromatinlerin yogunlagmasi, DNA’nin par¢calanmasi ve membran proteinlerinin
yikilmast gibi morfolojik degisiklerin meydana gelmesinden sorumludur (169).
DNA’nin kirik uglarina baglanarak hasari gosteren TUNEL yontemi ise apopitozisi
gostermede ileri yontemlerden biridir. Quercetin apopitozu indiikler, timor gelisimini
engeller, fosfolipaz A2 ve protein kinazlar1 inhibe eder, membran akiskanligini arttirir,
farelerde eritrosit membranlarini oksidatif hasara karsi1 korur (170). Farkli kanser hiicre

hatlarinda apopitozu aktive ettigi, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinde hiicre
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proliferasyonunu giiglii bir sekilde inhibe ettigi ve servikal kanserlerde NF-kB
ekspresyonunun azaltilmasiyla apoptotik hiicre popiilasyonunu arttirdigi gosterilmistir
(101, 102). Quercetin uygulanan fare noroblastoma hiicrelerinde konsantrasyona baglh
olarak Bax protein ekspresyonu, kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonu ile hiicre dongiistinii
diizenleyici bir protein olan p53 mRNA seviyeleri anlamli derecede artmistir (104).
Bizim ¢alismamizda siyatik sinir hasar1 sonrasinda; TUNEL yontemi ile degerlendirilen
Schwan hiicrelerindeki Al, T-7 ve T-28 gruplar1 Al agisindan S-7 ve S-28 gruplarina
gore istatistiksel acidan anlamli derecede artti. Bununla birlikte gastroknemius kasina
ait istatistiksel verilerde anlaml bir farklilik gozlenmedi. Al agisindan T-7 grubu ile
T+Q-7 grubu istatistiksel agidan karsilagtirildiginda; T+Q-7 grubunda anlamli derecede
azalma olmasi1 dikkat ¢ekiciydi. Aym1 zamanda T-28 grubu ile T+Q-28 grubu
istatistiksel agidan karsilastirildiginda AI; T+Q-28 grubunda T-28 grubuna gore anlamli
derecede azaldi. Bununla birlikte gastroknemius kasina ait istatistiksel verilerde anlamli
bir farklilik go6zlenmedi. Bu bulgulara gore, sinir hasar1 sonrasi quercetinin
antiapopitotik etkisinin oldugu ve sinir rejenerasyonuna olumlu etkilerinin olabilecegi
diisiincesi ile farkli doz ve siirelerde ¢alismalar yapilarak bu goriisiin desteklenmesi

gerektigi kanaatindeyiz.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular quercetinin sinir yaralanmasi sonrasi ortaya
cikan Wallerian dejenerasyon siirecini kisalttigini, miyelinizasyonu hizlandirdigini,
Schwann hiicrelerinde apopitozisi azalttigini ve kismi derecede oksidatif stresi
azaltabilecegini gostermistir. Bu bulgularin farkli sinir hasar1 modelleri ve quercetin

dozlar ile yapilacak olan ¢aligmalar ile desteklenmesi gerektigi diisiincesindeyiz.
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8. SONUC ve ONERILER

Deneysel sinir ezilme yaralanmasi sonrast quercetinin noéroprotektif ve
antioksidan etkilerinin olup olmadigini histomorfometrik ve biyokimyasal parametreler

ile degerlendirmeyi amacladigimiz bu ¢aligmada;

1. Elde edilen bulgular 1s181nda sinir hasar1 sonrasi quercetinin antiapopitotik etkisinin
oldugu ve sinir rejenerasyonuna olumlu etkilerinin olabilecegi diisiincesi ile farkl
doz ve siirelerde calismalar yapilarak bu goriisiin desteklenmesi gerektigi;

2. Isik mikroskopik olarak yapilan histomorfolojik ve morfometrik oOlgiimler ile
quercetinin Wallerian dejenerasyon siirecini kisalttig1 ve rejeneratif bir etki olarakta
miyelinizasyonu hizlandirdigini, Schwann hiicrelerinde apopitozisi azalttigi, kismi
derecede oksidatif stresi azaltabilecegi,

3. Fakat rejenerasyon siireleri ile ilgili kesin yorum yapabilmek ve bu olumlu etkilerin
sonuclarmi klinik c¢alismalara uygulayabilmek igin histolojik ve biyokimyasal
incelemelerle birlikte fonksiyonel, elektrofizyolojik ve dalgacik analizi ile etki

mekanizmasini agiklayacak ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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