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Ozet

Amag: Deneysel olarak aksonotmezis ve ndrotmezis tipi yaralanma modellerinde Asiatik Asit’in (AA) ndroprotektif ve
rejeneratif etkileri histopatolojik, elektrofizyolojik ve klinik olarak incelendi. Gere¢ ve Yoéntem: 56 adet erkek Spraque-
Dawley cinsi erkek sican, yedi alt gruba ayrildi. Grupl (kontrol), Grup2A (aksonotmezis sonrasi 28 giin oral serum fizyolojik
verilen grup), Grup2B (aksonotmezis sonrasi 10/mg/kg/giin x 28 giin oral AA tedavisi verilen grup), Grup2C (aksonotmezis
sonrasi 20/mg/kg/giin x 28 giin oral AA tedavisi verilen grup), Grup3 A (nérotmezis sonrasi oral serum fizyolojik verilen grup),
Grup3B (ndrotmezis sonrast 10/mg/kg/giin x 28 giin oral AA tedavisi verilen grup) ve Grup3C (norotmezis sonrasi
20/mg/kg/giin x 28 giin oral AA tedavisi verilen grup) olarak tanzim edildi. Fonksiyonel degerlendirme i¢in yiiriime testi,
siyatik fonksiyon indeksi, ektansor postural thrust ve gastroknemius kasi agirlik indeksi parametrelerine bakildi.
Elektrofizyolojik degerlendirme igin elektromyografi (EMQG) yapildi. Tiim gruplar 28.giin sonunda sakrifiye edildi. Siyatik
sinirler ve gastroknemius kaslari eksize edildi. Siyatik sinirler hemotoksilen-eozin ve toloudin mavisiyle, gastroknemius kasi
ise masson trikrom ile histopatolojik olarak boyandi. Siyatik sinirler; anti-TNF-alfa, anti-TGF-beta, anti-NGF ve anti-S100 ile
immiinohistokimyasal olarak da boyandi. Boyamalar sonrasi preperatlar semikantitatif ve stereolojik yontemlerle incelendi.
Sonuglar istatiksel olarak analiz edildi. Bulgular: Aksonotmezis ve norotmezis yapilan gruplarda klinik, elektrofizyolojik ve
histopatolojik olarak giincel literatiir ile paralel patolojik bulgular elde edildi. AA verilen tiim gruplarin, ila¢ verilmeyen travma
gruplarina gore histopatolojik, klinik ve elektrofizyolojik degerlendirmede istatiksel olarak anlamli oldugu gézlendi. Ayrica
tedavi gruplar icerisindeki doz farkliliklarinin histopatolojik iyilesmede istatiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig:
goriildii. Sonug: Analizler sonucunda oral asiatik asit verilen gruplarda; rejenere akson sayisi, miyelin formasyonu ve denerve
kas atrofisinin restorasyonunda pozitif yonde anlamli goriintiiler tespit ve klinik testlerle teyit edildi. Bu nedenle asiatik asitin
antiinflamatuar, antioksidan ve noroprotektif etkileriyle periferik sinir yararlanmalarinin tedavisine katkilar saglayacagi ve
periferik sinir yaralanmalarmnm tedavisi i¢in yapilacak diger calismalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Asiatik asit, periferik sinir yaralanmalari, travma, sigan modeli

Abstract

Objective: The neuroprotective and regenerative effects of Asiatic Acid (AA) were examined histopathologically,
electrophysiologically and clinically in axonotmesis and neurotmesis type injury models experimentally. Material and
Method: 56 male Spraque-Dawley male rats were divided into seven subgroups. Groupl (control), Group2A (the group that
received oral saline for 28 days after axonotmesis), Group2B (the group that received 10 / mg/ kg / day x 28 days of oral AA
treatment after axonotmesis), Group2C (the group that received 20 / mg / kg / day x 28 days of oral AA treatment after
axonotmesis), Group3A (the group that received oral saline for 28 days after neurotmesis), Group3B (the group that received
10/ mg / kg / day x 28 days of oral AA treatment after (neurotmesis) and Group3C (the group that received 20 / mg / kg / day
x 28 days of oral AA treatment after neurotmesis). For functional evaluation; walking test, sciatic function index, extensor
postural thrust and gastrocnemius muscle weight index parameters were measured. Electromyography (EMG) was performed
for electrophysiological evaluation. All groups were sacrificed at the end of the 28th day. Sciatic nerves and gastrocnemius
muscles were excised. Sciatic nerves were histopathologically stained with hemotoxylin-eosin and toloudin blue, and
gastrocnemius muscle with masson trichrome. Sciatic nerves; It was also stained immunohistochemically with anti-TNF-alpha,
anti-TGF beta, antiNGF and anti-S100. After staining, the preparations were examined by semi quantitative and stereological
methods. Results were analyzed statistically. Results: Clinical, electrophysiological and histopathological pathological findings
were obtained in parallel with the current literature in the groups that underwent axonotmesis and neurotmesis. It was observed
that all groups given AA were statistically significant in histopathological, clinical and electrophysiological evaluation
compared to the trauma groups that were not given medication. In addition, it was observed that the dose differences within
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the treatment groups did not make a statistically significant difference in histopathological improvement. Conclusion: As a
result of the analysis, in groups given oral asiatic acid; Significant positive images in the restoration of regenerated axon count,
myelin formation and denervated muscle atrophy were detected and confirmed by clinical tests. Therefore, we believe that
asiatic acid will contribute to the treatment of peripheral nerve injuries with its anti-inflammatory, antioxidant and
neuroprotective effects and will shed light on other studies for the treatment of peripheral nerve injuries.

Keywords: Asiatic acid, peripheral nerve injuries, trauma, rat model

1. GIRiS

Periferik sinir sistemi (PSS), merkezi sinir sistemi
(MSS) ile nihai organlar arasi her tiirli duyusal,
motor, endokrin iletisimin ve koordinasyonun
saglandigi ¢ok gelismis bir agdir. Bu sistemde
meydana gelebilecek bir hasar canli organizma igin
ciddi kayiplara yol acabilir. Periferik sinir
yaralanmalarmin etyolojisinde; travma, ezilme, basi,
laserasyon, gerilme ve kimyasallar gibi bir takim
sebepler vardir (1, 2). Periferik sinir hiicresinin;
wallerian dejenerasyon, aksonal dejenerasyon ve
segmental demiyelinizasyon olmak iizere yaralanma
tipleri mevcuttur. Sinir lifi travma sonrasi hiicreden
ayr1 kalan kisimda morfolojik, kimyasal ve
fonksiyonel olarak gelisen degisikliklerin tiimiine
sinir dejenerasyonu denir. Sinirde meydana gelen bu
degisikliklere wallerian dejenerasyon (WD) adi
verilir. WD’ye ugramis bir sinirin iyilesip normal
fonksiyonunu kazanmasina rejenerasyon denir (3).
Wallerian dejenerasyonun da immiin siiregte
nétrofiller, makrofajlar ve T hiicreleri de dahil olmak
tizere ¢ok sayida immiin hiicrenin, patojenik
stireglere katkida bulunduklar1 sinir hasarmi takiben
yarali bolgelere alindig1 bilinmektedir. Periferik sinir
yaralanmalar1  sonrast  inflamatuar  siirecin
tetiklenmesiyle —oksidatif stresin  artmast ve
inflamatuar mediatorlerin - salimmu  artmaktadir.
Asiatik asit (AA) dogal bir pentasiklik triterpenoid
olup genis farmakolojik etkileri sayesinde oldukga
umut vaad eden bir bilesiktir. Yapilan ¢aligmalarda
AA’ nm antioksidan, antienflamatuvar ve analjezik
etkileri oldugu gosterilmistir. Caligsmalarda AA’ nin
NOS enziminin aktivitesini etkileyerek
antiinflamatuar ve siiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzim aktivitelerini artirarak da
antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Yine
yapilan caligmalar da NF-kB’nin
‘downregiilasyonu’ ve MAPK fosforilasyonunun
baskilanmasi ile NOS, COX2, IL-1b, IL-6 ve TNF-a
ekspresyonun inhibisyonu ile AA’nmm
antiinflamatuar etki goésterdigini rapor edilmistir (4,
5). Bir ¢aligmada ise noroprotektif etkisini, beyinde
kan-beyin  bariyerini  stabilize = ederek  ve
mitokondriyal metabolizmayi diizenleyerek
sagladig1 gosterilmistir (6). Asiatik asitin periferik
sinirde  aksonotmezis ve  norotmezis  tipi
yaralanmalarda sinir rejenerasyonunda rolii ve
katkisi ilk kez gosterilecektir. Caligmamizda asiatik
asitin dozlarmi1 daha onceki c¢aligmalara gore
belirledik (7). Asiatik asit antiinflamatuar,
antioksidan, noéroprotektif ve analjezik etkilerinden
dolay1r periferik sinir yararlanmalarinda muhtemel

yeni katkilar saglayacaktir.

2. MATERYAL VE METOD

Erzurum Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 18.02.2020 tarihli ve
42190979-000-E.2000053833 sayili izni ile yapildi.
Denekler Erzurum Atatiirk Universitesi Deney
Hayvanlar1  Laboratuvarindan  temin  edildi.
Agirliklar1 200- 250 gr arasinda olan 56 tane erkek
Spraque-Dawley rat kullanildi. Deneklerin saglikli,
daha once ilag verilmemis ve herhangi bir deneyde
kullanilmamig olmalarina dikkat edildi. Denekler
cerrahi isleme baslamadan 12 saat dnce a¢ birakildi
ve agirliklart oOlgiilerek kaydedildi. Deneklerin 28
giinliik deney boyunca agirhiklar: giinliik dl¢iildii ve
ilag doz ayarlamalar1 agirliklarma uygun olarak
hassas terazide yapildi ve gavajla oral yolla
deneklere verildi. Deneyler mikroskop esliginde ve
mikrocerrahi ekipmanlar1 ile yapildi. Deneyler
sirasinda kullanilan Asiatic Asit {irlin bilgileri; Alfa
Aesar™ Asiatic acid, %97 500 mg, H60149. ME,
Code: NEW, Additional Details: CAS Number: 464-
92-6, product of China, ThermoFisher (Kandel)
/Germany seklindedir. Uretici firma tarafindan
iyofilize halde -20°C’de soguk zincirde teslim edilen
AA, oda sicakhiginda Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’nda deneklerin
agirhiklarmin  6lglilmesini  takiben giinliikk doz
miktarma uygun olarak dimetil siilfoksit (DMSO)
yardimi ile ¢oziildi.

Denekler oncelikle 3 ana gruba ayrildi. Grupl
(kontrol grubu) :8 rat, Grup2 (aksonotmezis grubu):
24 rat, Grup3 (nérotmezis grubu): 24 rat ile
olusturuldu. Sonrasinda Grup2 ve Grup3 kendi
icerisinde esit olarak ii¢ gruba ayrilarak (2A: 8 rat,
2B: 8 rat, 2C:8 rat, 3A:8 rat, 3B:8 rat, 3C:8 rat)
toplamda herbiri sekizer denek igeren 7 alt grup
olusturuldu. Deneklere Ketamin Hidrokloriir
(Ketalar® flakon, Parke-Davis lisansi ile Eczacibasi
[lag Sanayi Istanbul) 50 mgkg ve Xylazin
(Rhompun® enjektabl flakon, Bayer Tirk Kimya
Sanayi Istanbul) 10 mg/kg intraperitoneal olarak
uygulanarak genel anestezi saglandi. Denege
operasyon tahtasi iistlinde prone pozisyon verildi.
Denek kan dolagimini bozmayacak sekilde dort
ekstremiteden baglanarak sabitlendi. Sag gluteal ve
uyluk lateral bolgesi tras edildi. Povidon iodine ile
insizyon yeri temizligi yapildi. Operasyon sahasi
siyah steril ortii ile ortiildii. Sag alt ekstremitede
kalca eklemi hizasindan femoral kemige paralel
sekilde oblik gluteal 3 cm’lik insizyon yapildi. Cilt
styrilarak biseps femoris kasina ulasildi. Biseps
femoris ve gluteus superficialis komsulugundan
girisim yapildi. Vastus lateralis goriildii. Biceps
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femoris posteriora dogru ekarte edildi. Siyatik sinir
ortaya ¢ikarildi.

Aksonotmezis hasar modeli i¢in, sican siyatik sinir
ezilme tarzi yaralanma modeli kullanildi.
Aksonotmezis tipi yaralanma olusturmak amaciyla;
siyatik sinir tizerine 180 gr’lik kuvvet [1,76 Newton
(N)] uygulayan 5 cm uzunlugunda 13 mm ug
uzunluguna sahip Dietrich bulldog klemp (Tekno-
Cer® AC-123-20) 1 dakika siireyle yerlestirilip,
lezyon olusturuldu ve klemp ¢ikarildi. Kas fasiasi
4/0 vicryl siitiir, cilt ise 4/0 prolen siitiir ile kapatildi.
Norotmezis tipi yaralanma olusturmak amaciyla,
cerrahi olarak eksplore edildi, cerrahi mikroskop
kesi alani {izerine getirilerek, 25’lik biyiitme
yapilarak  mikromakas yardimi ile kesildi.
Sonrasinda mikrocerrahi teknikle tiim sinirler ug uca
ayn1 cerrah tarafindan yapilmak iizere 10/0 naylon
stitur ile epindral olarak dikildi. Kas fasyasi ve cilt
daha once tarif edildigi gibi kapatildi.

Yaraya 10 giin boyunca pansuman yapildi. Denekler
post-operatif donemde kafeslerinde, normal oda
sicakliginda, giinliik povidon iyot ile pansumanlari
yapilarak veteriner hekim kontroliinde tutuldular.
Proflaktik antibiyotik olarak yeme karistirilmig
vaziyette amoksisilin klavulonik asid verildi. Glinliik
beslenmeleri ve su ihtiyaclari karsilandi. 1k
operasyondan 28 giin sonra denekler reeksplore
edildi. 28. giiniin sonunda deneklerin yaralanma
olusturulan sag siyatik sinirleri hasar bdlgesinin
proksimal ve distalini de icgine alacak sekilde
cikarildi. Bilateral gastroknemius kaslar1 da eksize
edildi. Tiim deney asamalarindan gecen denekler
daha sonra karbonmonoksit kutusu kullanilarak
uyutuldu.

Her denege ait sinir ve kas dokulari, icinde %10’luk
formalin soliisyonu bulunan kaplarma konuldu.
Solisyon ig¢inde bir gin bekletildi. Sinir
orneklerinden alinan ardisik tranvers Kkesitler
Thermo Fisher Scientific marka, Shandon Excelsior
ET model takip cihazinda parafinle bloklandi. Her
bir hayvana ait parafin bloktan 5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Denek basina 5 kesit, toplamda 270
kesit alindi. Sinir morfolojisi, inflamasyon, 6dem ve
konjesyonunu gostermek maksadiyla hematoksilen
— eozin (H&E) ve WD’yi gostermek igin Toloudin
Blue ile boyandi. Gastroknemius kasi numuneleri ise
sinir  inervasyonunun bozuklugunu ve atrofiye
gittigini histopatolojik olarak gdstermek amaciyla
masson trichrome 59 (MTC) ile boyand1 ve fibrozis
durumlart derecelendirildi. Hazirlanan preparatlar
Carl Zeiss marka Axio Scope. Al model polarize
151k mikroskobunda degerlendirildiler. Stereorolojik
analiz i¢in bir yazilm (Stereoinvestigator,
Microbrightfield; USA) ve kamera atagmani
kullanildi. ilk olarak her bir rat igin siyatik sinir
ornekleri diisiik biiyiiltmede ¢izildi. Ikinci olarak,
uygun grid biiyiikliigii ve unbiased sayim gerceve 60
biiytikligii belirlendi. Cizili alanlar Fractionator
probe araciligi ile sistematik ve randomize bir
sekilde orneklendi ve miyelinli aksonlar yiiksek

biiyiiltmede sayildi. Son olarak, ortalama miyelinli
akson sayisal yogunlugu su formiil ile hesaplandi

(8]
Nv==Q/ZSX A

(Nv: Sayisal yogunluk [1Q: Sayilan toplam
markerlar [S: Orneklenen taraflarin sayist A:
Sayilan gergeve alani)

Sinir dokusuna ait kesitlerden miyelinli akson
yogunlugu, miyelin kilif kalmligi, myelinli akson
cap1, gastrokinemius kas dokusuna ait kesitlerden
gastroknemius kas lifi cap1 ve kollajen lif alan
yiizdesi stereolojik olarak hesaplandi. Preparatlarin
histopatolojik ~ degerlendirilmesinde;  fibrozis,
wallerian dejenerasyon, 6dem ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonu parametrelerine gire 3 puan ilizerinden
skorlama yapilan modifiye histopatolojik gradeleme
skalasi kullanildi [9-11] .(Tablo 1)

2.1. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM-SPSS Statistics 22 (IBM,
USA) programi kullanilarak yapildi. Istatistiksel
degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli farklilik
olarak kabul edildi. Tkiden fazla bagimsiz grup icin
normal dagilim ve varyans homojenligi varsayimlari
saglandiginda tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
Tukey HSD uygulandi. Korelasyon incelemelerinde
Pearson Ki — kare ve ANOVA testleri kullanildi. P
degerinin  0.05’ten kiiglik olmasi durumunda
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. BULGULAR

28 giinliik deney siiresince deney gruplarindan
toplamda 2 rat (ikisi de ndrotmezis Illa grubundan
kanibalizm  sonucu)  oldiigiinden 54  rat
degerlendirmeye alindi. Makroskobik olarak bacak
postiiri, ayak basma oOzellikleri, bacak fleksor
kaslarinda atrofi gelisip gelismedigi, basi yaralarinin
olup olmadig1 ve insizyon hatti 6zelliklerine dikkat
edildi. Haricen yara yeri problemi tespit edilmedi.
Calismaya dahil edilen 54 denege ait siyatik sinir
dokularinin cerrahi eksplorasyon sonrasi yapilan
makroskobik degerlendirmesinde; kontrol grubunda
yer alan deneklerde ¢evre dokuya yapisiklik ve
néroma izlenmezken, c¢alisma gruplarina ait
sinirlerde siitiir hattina uyan bolgelerde ¢evre dokuya
yapisiklik goriildii. Néroma olusumu saptanmadi.
Deney gruplarina ait periferik sinir dokular1 H&E
boyama sonrasinda degerlendirildi. Grup 1°de sinir
liflerin diizenli oldugu, SC’ ye ait nukleuslar ve
diizenli akson yapilar1 ile tiim bdliimlerde normal
histolojik yapida oldugu izlendi. Fibrozis, WD,
6dem ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu tespit
edilmedi (Sekil 1).
Grup2A’daki deneklerde periferik sinir doku
biitiinliigiintin  kayboldugu goriildii. Dejeneratif
zeminde akson yogunlugunun azaldigi, myelin kaybi
57



oldugu ve sinir liflerinin irregiiler dagildig: tespit
edildi (Sekil 2) .

Grup2A’daki Denekler Modifiye Histopatolojik
Skorlama Tablosuna gore fibrozis bakimindan
Grade 1 - 2 - 3, WD bakimindan Grade 2 - 3, 6dem
bakimindan Grade 1 - 2 - 3, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu bakimindan Grade 2 - 3 diizeyinde
tespit edildi (Tablo 2). Degerler istatistiksel olarak
anlamli idi (p<0.05).

Grup2B’deki deneklerde akson ve miyelin yapisinin
diizenlenmeye bagladigi, fibrotik alanlarin  ve
konjesyonun azaldigi gozlendi. Grup2B’ deki
denekler = Modifiye Histopatolojik  Skorlama
Tablosuna gore fibrozis bakimindan Grade 1 - 2,
WD bakimindan Grade 1 - 2, 6dem bakimindan
Grade 1 - 2, inflamatuar hiicre infiltrasyonu
bakimindan 76 Grade 0 - 1 - 2 diizeyinde tespit edildi
(Tablo 2). Degerler istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0.05).

Grup2C’deki deneklerde dejeneratif degisikliklerde
ve konjesyonda azalma, akson ve miyelin
organizasyonununda iyilesme tespit gozlendi.
Grup2C’ deki denekler Modifiye Histopatolojik
Skorlama Tablosuna gore fibrozis bakimindan
Grade 1 - 2, WD bakimindan Grade 0 -1 - 2, 6dem
bakimindan Grade 0 - 1 - 2, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu bakimindan Grade 0 - 1 diizeyinde
tespit edildi (Tablo 2). Degerler istatistiksel olarak
anlaml1 idi (p<0.05).

Grup3A’daki deneklerde ¢ok yogun inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, belirgin

konjesyon sahalari, yogun kollajen lifler, aksonal
biitiinliikte bozulma miyelin kaybi ve

yabanci cisim reaksiyonu gozlendi (Sekil 3).
Grup3A’ daki denekler Modifiye Histopatolojik
Skorlama Tablosuna goére fibrozis bakimindan
Grade 2 - 3, WD bakimindan Grade 2 - 3, 6dem
bakimmdan Grade 2 - 3, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu bakimindan Grade 2 - 3 diizeyinde
tespit edildi (Tablo 3). Degerler istatistiksel olarak
anlaml1 idi (p<0.05). Grup3B’ deki deneklerde akson
yapisinin ve miyelin organizasyonunun kismen
diizenlendigi, fibrotik alanlarin, inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun ve konjesyonun azaldigi gozlendi.
Grup3B’ deki denekler Modifiye Histopatolojik
Skorlama Tablosuna goére fibrozis bakimindan
Grade 1 - 2 - 3, WD bakimindan Grade 1 - 2, 6dem
bakimmdan Grade 1 - 2, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu bakimindan Grade 1 diizeyinde tespit
edildi (Tablo 3). Degerler istatistiksel olarak anlamli
idi (p<0.05). Grup3C’ deki deneklerde akson
yapisinin ve miyelin organizasyonunun kismen
diizenlendigi, fibrotik alanlarin, inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun ve konjesyonun azaldig1 gozlendi.
Grup3C’ deki denekler Modifiye Histopatolojik
Skorlama Tablosuna gore fibrozis bakimindan
Grade 1 - 2, WD bakimindan Grade 1 - 2, 6dem
bakimindan Grade 1 - 2, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu bakimindan Grade 0 - 1 diizeyinde

tespit edildi (Tablo 3). Degerler istatistiksel olarak
anlamli idi (p<0.05). Grup1’de sinir liflerin diizenli
oldugu, SC’ ye ait nukleuslar ve diizenli akson
yapilart ile tiim boliimlerde normal histolojik yapida
oldugu izlendi. Aksonal organizasyon diizenliydi ve
WD gozlenmedi (Sekil 4). Yaralanma yapilan
kontrol gruplarinda (Grup2A ve Grup3A) wallerian
dejenerasyon, miyelin kaybi, konjesyon, kollajen lif
ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu belirgindi, kismen
Schwann hiicre hiperplazisi gozlendi. Grup2B,
Grup2C, Grup3B ve Grup3C’ de rejenere aksonlar
ve Schwann hiicre artis1 6n plandaydi ( Sekil 5).
Grupl’ deki deneklerin miyelinli akson yogunlugu
ortalama 0.00426 + 0.00106 n/um 3, en diisiik
0.00332 n/um 3, en yiiksek 0.00667 n/um 3 olarak
saptand1. Istatistiksel olarak anlamli farkhilik
saptanmadi (p>0.05). Grup2A’ daki deneklerin
miyelinli akson yogunlugu ortalama 0.00103 =+
0.00025 n/um 3, en diigiik 0.00076n/um 3, en yiiksek
0.00139 n/um * olarak saptandi. Istatistiksel olarak
anlaml1 disiikliik saptandi (p<0.001). Grup2B’deki
deneklerin miyelinli akson yogunlugu ortalama
0.00239 £ 0.00100 n/um 3, en diisiik 0.00136 n/um 3,
en yiksek 0.00433 n/um 3 olarak saptandi.
Istatistiksel olarak anlamli yiikseklik saptand:
(p<0.05). Grup2C’ deki deneklerin miyelinli akson
yogunlugu ortalama 0.00322 + 0.00149 n/pum 3, en
diisik 0.00186 n/um 3, en yiiksek 0.00646 n/pum 3
olarak saptandi. Istatistiksel olarak anlaml
yiikseklik  saptandi  (p<0.001). Grup3A’ daki
deneklerin miyelinli akson yogunlugu ortalama
0.00050 = 0.00015 n/um 3, en disiik 0.00025 n/pm 3,
en yiksek 0.00065 n/um 3 olarak saptandi.
Istatistiksel olarak anlamli diisiikliik saptand
p<0.001). Grup3B’ deki deneklerin miyelinli akson
yogunlugu ortalama 0.00088 £ 0.00045 n/pum 3, en
diisiik 0.00046 n/um 3, en yiiksek 0.00167 n/pum 3
olarak saptandi. Miyelinli akson yogunlugundaki
artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Grup3C’ deki deneklerin miyelinli akson yogunlugu
ortalama 0.00122 + 0.00102 n/um 3, en diisiik
0.00042 n/um 3, en yiiksek 0.00330 n/pum 3 olarak
saptandi. Miyelinli akson yogunlugundaki artis
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Tablo
4,5).

Grupl’e ait deneklerin gastrokinemius kas
orneklerinde ¢izgili kas demetleri nizami idi ve
kollajen lif saptanmadi. Grup2A ve Grup 3A’ ya ait
deneklerin kas demetlerinde atrofi ve fibrozis ve
kollajen lif oraninda artis saptandi. Grup2B,
Grup2C, Grup3B ve Grup3C’ ye ait deneklerde
fibrozis ve kollajen lif oraninda azalma saptandi.
(Sekil 6) Grupl’e ait deneklerin kollajen lif alan
yizdesi ortalama 1.50 + 1.23, en disiik 0.26, en
yiiksek 4.21 idi. Istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Grup2A’ya ait deneklerin kollajen lif alan
yiizdesi ortalama 4.60 £ 1.67, en diisiik 1.12, en
yiiksek 6.14 idi. Istatistiksel olarak anlamli

58



Tablo 1. Modifiye Histopatolojik Skorlama Kriterleri

Skor Kriter

(Kesit alanda x40 biiyiitmede)
Fibrozis
Grade 1 < 150 fibroblast
Grade 2 100 — 150 fibroblast
Grade 3 > 150 fibroblast
Wallerian dejenerasyon
Grade 1 < %25 dejenerasyon
Grade 2 %25-%75 dejenerasyon
Grade 3 > %75 dejenerasyon
Odem
Grade 1 < %25 6dem
Grade 2 %25- %75 6dem
Grade 3 > %75 6dem
inflamatuar
hiicre infiltrasyonu
Grade 1 0 — 10 notrofil
Grade 2 10 — 50 nétrofil
Grade 3 > 50 notrofil

Tablo 2. Grup2 Deneklerin Siyatik Sinir Hasarmin Modifiye Histopatolojik Skorlama Tablosuna Gore

Degerlendirilmesi
Fibrozis WD Odem Inflamatuar hiicre
Denekler infiltrasyonu
(1-2-3) (1-2-3) (1-2-3) (1-2-3)

2A 2B 2C 2A 2B 2C 2A 2B 2C 2A 2B 2C
1 1 1 1 2 1 0 1 1 0 2 0 0
2 3 1 1 3 1 1 3 1 0 2 1 0

3 2 1 1 3 1 1 3 1 1 2 1 0

4 3 1 1 2 1 1 3 1 1 2 1 0

5 2 1 1 3 1 1 3 1 1 3 1 1

6 1 1 1 3 2 1 3 2 1 3 1 1

7 3 2 1 3 2 2 2 2 1 3 1 1

8 3 2 2 3 2 2 3 2 2 3 2 1

yiikseklik tespit edildi (p<0.05). Grup2B’ye ait
deneklerin kollajen lif alan ylizdesi ortalama 3.44 +
1.50, en diisiik 1.09, en yiiksek 6.23 idi. Kollajen lif
alan ylizdesindeki azalma anlamli degildi (p>0.05).
Grup2C’ye ait deneklerin kollajen lif alan yiizdesi
ortalama 1.84 + 1.30, en diistik 0.96, en yiiksek 4.84
idi. Kollajen 1lif alan yiizdesindeki azalma
istatistiksel olarak anlamlrydi (p<0.05). Grup3A’ya
ait deneklerin kollajen lif alan yiizdesi ortalama 6.61
+ 3.18, en diisiik 2.26, en yiiksek 11.62 idi. Kollajen
lif alan ylizdesindeki artis istatistiksel olarak
anlamlryd: (p<0.05). Grup3B’ye ait deneklerin
kollajen lif alan ylizdesi ortalama 4.72 + 1.86, en
diisiik 1.96, en yiiksek 7.76 idi. Kollajen lif alan

yiizdesindeki azalma anlamli degildi (p>0.05).
Grup3C’ye ait deneklerin kollajen lif alan yiizdesi
ortalama 4.49 + 1.82, en diisiik 2.12, en yiiksek 8.01
idi. Kollajen 1if alan yiizdesindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Tablo 6,
7).

4. TARTISMA

Gilintimiizde trafik ve is kazalarinin artmasi, sporun
hayatimizda daha fazla yer almaya baglamasi,
toplumsal siddet olaylarinin artmasi sonucu atesli
silah ve kesici-delici aletle olusan yaralanmalara
bagli olarak periferik sinir yaralanmalar1 daha sik
gozitkmektedir. Avrupada  periferik sinir
yaralanmasinin insidansinm yilda yaklagik 300.000
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vaka oldugu tahmin edilmektedir (12). Multitravma
hastalarmin yaklasik % 2,8’ inde meydana gelen
periferal sinir hasarlari; motor, duyusal ve otonom
islevlerinin kismi veya tam kaybina yol agmaktadir.
Bu durum &nemli 6lgiide is ve gii¢ kaybina neden
olmaktadir (13). Direkt travma, kontiizyon, basi,
iskemi, 1s1, elektrik ve enjeksiyon uygulamalar1 gibi
nedenler periferik sinir yaralanmalarmin
etiyolojisinde yer almaktadir (14, 15). Sinir
kesilerinin  oldugu yaralanmalar, yarattiklar
morbidite sebebiyle asilmaya calisilan 6nemli bir
saglik sorunudur. Periferik sinir yaralanmalarinin
tedavisi; yaralanmanin sekli, lezyonun yeri, ¢evre
dokularin durumu ve eslik eden yaralanmalara bagh
olarak  degisiklik  goéstermektedir.  Proksimal
seviyedeki yaralanmalarda dorsal kok
ganglionlarinda ve 6n boynuzda ¢ok sayida hiicre
olimii de fonksiyonel iyilesmenin kisitlayici
etkenlerindendir (16). Literatiir incelendiginde
deneysel rat modelinde sinir yaralanmasi yapilip,
kullanilan maddelerin sinir iyilesmesi {izerine
etkinliginin arastirildig1 birgok ¢aligma vardir (17).
Calismamamizda; insana en yakin deneysel model
olmasi, uygulamada ve teknikte kolaylik saglamasi
nedeniyle deney modeli olarak rat modeli
segilmistir. Ozellikle rat siyatik siniri, uzun seyri,
orta uyluk bolgesinde kolay diseksiyona izin vermesi
ve manipiilasyon i¢in uygun bir alana sahip olmasi,
bu siniri  sinir c¢alismalarinda  vazgecilmez
kilmaktadir. Periferik sinir yaralanmasinda hasar
patogenezinde oksidatif stres ve inflamasyon dnemli
bir rol oynar (18). Oksidatif stres yaralanma sonrasi
noral hasar ana nedenlerinden biridir ve periferik
sinir yaralanmasi sonrasi fonksiyonel iyilesmede
olumsuz rol oynar (19,20). Periferik sinir
yaralanmalarinin farkl tiirleri farkli derecelerde
oksidatif strese yol agabilir (21). Son arastirmalar,
periferik sinir yaralanmasindan sonra oksidatif
stresin  inhibisyonunun,  fonksiyonel islevin
artmasina ve onarim siirecinde hizlanmaya neden
olabilecegini goéstermistir (22, 23). Periferik sinir
yaralanmasini takiben gelisen hizli proinflamatuar
yanit, doku artiklarinin ortadan kaldirilmasi ve etkin
bir sinir rejenerasyonu i¢in gereklidir (24). Ancak
inflamasyon devam ederse ve zamaninda etkili bir
sekilde baskilanmazsa fonksiyonel iyilesme
etkilenir. Periferik sinir hasarmdan sonra inflamatuar
yanitin baskilanmasi iyilesmeye katkida bulunur
(25). Sonug¢ olarak, oksidatif stresin ve
inflamasyonun baskilanmasi oksidatif stres ve
inflamatuar yanita sekonder olusan néral hasarin
onlenmesini saglayarak sinir rejenerasyonuna ve
fonksiyonel rekonstriiksiiyona katkida bulunabilir
(26). Yarali sinirin aksonal parcalanmasiyla
baglatilan  inflamatuar yanit hem  humoral
(kompleman sistemi, siklooksijenaz-lipoksijenaz
yolaklari, sitokinler/ kemokinler) hem de hiicresel
(kan-sinir ~ bariyeri = permeabilizasyonu, = SC
aktivasyonu, makrofaj gdcii) komponentler igerir.
Sitokinler klasik olarak immun sistemin aktivasyonu

ve inflamatuar yanitla iliskili heterojen bir grup
polipeptid mediatér igerir. Son zamanlarda
sitokinlerin ~ sinir  sistemi  hasar1  sonrasi
ekspresyonlarinda artig olduguna dair artan kanitlar
vardir (26).

Caligmamizda ilk kez deneysel olarak ratlarda
olusturulan siyatik hasar modelinde AA’ nm
yaralanmig sinir iizerine antiinflamatuar ve
noroprotektif  etkilerinin ~ gosterilmesi  igin
histopatolojik incelemeler yapildi. inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, 6dem, wallerian dejenerasyon ve
fibrozis semikantitatif yontemlerle, miyelinli akson
yogunlugu, miyelin kilif kalinligi, miyelinli akson
cap1, gastroknemius kas lifi ¢cap1 ve gastroknemius
kast kollajen lif alan yiizdesi stereolojik olarak
degerlendirildi.

Gruplarm fibrozis dereceleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde Grup2C ve Grup2B’de Grup
2A’ya kiyasla anlamli distiklik tespit edildi
(swrasiyla p=0.004, p=0.01). Grup2C ve Grup2B
arasinda ise anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).
Grup3C ve Grup3B’de fibrozis agisindan
Grup3A’ya kiyasla anlamli diisiikliik tespit edildi
(swrasiyla p=0.03, p=0.048). Grup3C ve Grup3B
arasinda ise anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).
Bu duruma gére sinir yaralanmasi olan gruplarda
fibrozisin ciddi olarak arttigi, AA verilen gruplarda
ilac doz artisindan bagimsiz olarak fibrozis
derecelerinde belirgin azalma oldugu goézlendi.

Bu analizler dogrultusunda AA’ nin, periferik sinir
yaralanmasinda NGF ve S100 diizeylerini artirip,
TNF-a ve TGF-B  diizeylerini azaltarak;
noroprotektif, antiinflamatuar ve antioksidan etki
gosterdigi  ilk kez gosterildi. AA’ nin  bu
mekanizmalarla fonksiyonel olarak, diisiik ayak
gelisimini azalttigi, siyatik fonksiyon indeksini
(SFI), basma kuvveti (EPT) ve gastroknemius kas
agirhk  indeksini  artirdigr  tespit  edildi.
Elektrofizyolojik olarak amplitiid dl¢iimlerini
artirdig1 gosterildi. Histopatolojik olarak ise fibrozis,
wallerian dejenerasyon (WD), &dem, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu ve kollajen lif yogunlugunu
azalttigi; miyelinli akson yogunlugunu, miyelin kilif
kalinligini, miyelinli akson ¢apini ve gastrokinemius
kas lifi ¢apini artirdigr gosterildi.

Sonuc¢ olarak; periferik sinir yaralanmalarindan
sonra uygulanan uygun dozda asiatik asitin periferik
sinir rejenerasyonunda olumlu etkileri gézlenmistir.
Analizler sonucunda oral asiatik asit verilen
gruplarda; rejenere akson  sayisi, miyelin
formasyonu ve denerve kas  atrofisinin
restorasyonunda pozitif yonde anlamli goriintiiler
tespit ve klinik testlerle teyit edildiginden dolay,
asiatik asitin antiinflamatuar, antioksidan ve
noroprotektif etkileriyle periferik sinir
yararlanmalarinin tedavisine katkilar saglayacagi ve
periferik sinir yaralanmalarinin  tedavisi i¢in
yapilacak  diger ¢alismalara 11tk tutacagi
kanaatindeyiz
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Tablo 3. Grup3 Deneklerin Siyatik Sinir Hasarmm Modifiye Histopatolojik Skorlama Tablosuna Gore

Degerlendirilmesi
Denekler Fibrozis WD Odem Inflamatuar hiicre
infiltrasyonu
(1-2-3) (1-2-3) (1-2-3) (1-2-3)
3A 3B 3C 3A 3B 3C  3A 3B 3C 3A 3B 3C
1 3 1 1 2 1 1 2 1 1 3 1 0
2 2 1 1 3 2 1 3 1 1 2 1 0
3 2 2 1 3 2 2 3 1 1 2 1 1
4 3 2 1 2 2 2 3 2 2 3 1 1
5 3 2 2 3 2 2 3 2 2 3 1 1
6 3 2 2 3 2 2 3 2 2 3 1 1
7 * 2 2 * 2 2 * 2 2 * 1 1
8 * 3 2 * 2 2 * 2 2 * 1 1
(* isaretli ratlar 6ldiigiinden degerlendirmeye alinamamustir)
Tablo 4: Gruplarin Miyelinli Akson Yogunlugu (n/um 3) Verileri
Denek Grup-1 Grup-2 Grup-3
2A 2B 2C 3A 3B 3C
1 0.00332 0.00076 0.00136 0.00186 0.00025 0.00046 0.00042
2 0.00344 0.00084 0.00146 0.00222 0.00040 0.00050 0.00047
3 0.00374 0.00087 0.00189 0.00240 0.00049 0.00051 0.00050
4 0.00379 0.00088 0.00208 0.00243 0.00059 0.00074 0.00075
5 0.00423 0.00095 0.00228 0.00294 0.00060 0.00083 0.00075
6 0.00444 0.00119 0.00238 0.00334 0.00065 0.00089 0.00154
7 0.00444 0.00138 0.00333 0.00412 * 0.00142 0.00203
8 0.00667 0.00139 0.00433 0.00646 * 0.00167 0.00330
Ort 0.00426 0.00103 0.00239 0.00322 0.00050 0.00088 0.00122
+SD +0.00106 ~ +0.00025  +0.00100  +0.00149  +0.00015  +0.00045  +0.00102
(* isaretli ratlar 6ldiigiinden degerlendirmeye alinamamustir)
Tablo 5: Gruplarin Ait Miyelinli Akson Yogunlugu (n/pum 3) Ortalama Degerleri
Gruplar Minimum Maksimum Ortalama = SD
1 0.00332 0.00667 0.00426 + 0.00106
2A 0.00076 0.00139 0.00103 + 0.00025
2B 0.00136 0.00433 0.00239 + 0.00100
2C 0.00186 0.00646 0.00322 + 0.00149
3A 0.00025 0.00065 0.00050 + 0.00015
3B 0.00046 0.00167 0.00088 + 0.00045
3C 0.00042 0.00330 0.00122 + 0.00102
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Tablo 6: Gruplarin Kollajen Lif alan Yiizde Verileri

Denek Grup-1 Grup-2 Grup-3
2A 2B 2C 3A 3B 3C

1 0.26 1.12 1.09 0.96 2.26 1.96 2.12
2 0.56 3.25 2.41 0.99 4.87 2.43 2.96
3 0.99 4.48 2.87 1.12 5.56 4.51 3.56
4 1.23 5.23 2.96 1.25 7.23 4.86 4.02
5 1.24 5.25 3.84 1.32 8.14 4.99 4.44
6 1.36 5.62 3.96 1.96 11.62 5.12 5.13
7 2.22 5.77 4.17 2.28 * 6.15 5.74
8 4.21 6.14 6.23 4.84 * 7.76 8.01
Ort+SD 1.50+1.23 4.60 £ 344+ 1.84 + 6.61 + 4.72 + 4.49 +

1.67 1.50 1.30 3.18 1.86 1.82

(* isaretli ratlar 6ldiigiinden degerlendirmeye alinamamistir)

Tablo 7: Gruplarin Kollajen Lif alan Yiizdelerinin Ortalama Degerleri

Gruplar Minimum Maksimum Ortalama + SD
1 0.26 4.21 1.50+1.23
2A 1.12 6.14 4.60 + 1.67
2B 1.09 6.23 3.44 +1.50
2C 0.96 4.84 1.84+1.30
3A 2.26 11.62 6.61 + 3.18
3B 1.96 7.76 4.72 +1.86
3C 2.12 8.01 449 +1.82
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Sekil.1 Kontrol grubuna ait saglam sinir lifleri, Sekil 2: Grup2A’ya ait sinir lifleri, H&E (E: Miyelin
H&E, x200 (A: Sinir Lifi, B: Miyelin C: Schwan kaybi, F: Kollajen lifler D: Inflamatuar hiicreler)

hiicresi, D: Vaskiiler yapi, E: Perinéryum)
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Sekil 3: Grup3A’ya ait Sinir dokusunda belirgin 1nﬂamasy0n ve hasar bulgulan H&E (A Sm1r hﬂerl B: Vaskuler
yap1, C: Fibrozis, D: Inflamatuar hiicreler, K: Yabanci cisim reaksiyonu)

e R - o, S 5 b

Sekil 4: Kontrol grubuna ait siyatik sinir kesiti, Sekll 5: Grup3A’ ya ait hasarlt sinir 11ﬁnde behrgm
toluidin mavisi x200 (P: Perinéryum, V: vaskiiler myelin kayb, toluidin mavisi (M:Myelin Kaybi, SC:
yapt, S: sinir lifi, SC: Schwann hiicresi) Schwann hiicre artig1, V:Vaskiiler yap1

Sekil 6: Kas gruplarmda fibrozis degerlendlrme51 MTC boyasi x200 (L: Kollajen 11f K: Clzgﬂl kas A Normal
kas, B: Hafif fibrozis, C: Orta derecede fibrozis, D: ileri derecede fibrozis)
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