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OZET

Sicanlarda Fasiyal Sinirin Ezilme Yaralanmasinda Edaravonenin

Iyilesmeye Olan Etkilerinin Degerlendirilmesi

Giris

Fasiyal sinir paralizisi bireylerde fonksiyonel, kozmetik ve psikolojik
problemlere yol agan 6dnemli bir hastaliktir. Glinlimiizde tedavide kullanilan mevcut
cerrahi ve medikal tedaviye ek olarak sinir rejenerasyonunu artiran yeni alternatif
tedavilere ihtiya¢ vardir. Yaptigimiz deneysel calismada, fasiyal sinir ezilme

yaralanmalarinda edaravonenin iyilesmeye olan etkilerini degerlendirmeyi amagladik.

Gerec ve Yontem

Calisma, etik kurul izni alindiktan sonra ortalama agirliklar1 250-300 gr
arasinda degisen 30 adet Sprague-Dawley tipi yetiskin disi sigan iizerinde deneysel
olarak yapildi. Sicanlar her grupta 10 sican olmak iizere randomize olarak 3 gruba
ayrildi. Fasiyal sinir trunkusu dallanmadan hemen 6nce mosquito klemp ile yaklasik 1
dakika ezilerek fasiyal paralizi olusturuldu. Sonrasinda gruplara 1 hafta siireyle i.p.
SF, Prednol ve Edaravone uygulandi. Fonksiyonel degerlendirme 1., 2., 3., 4.
haftalarda biyik hareketleri ve kornea refleksi kullanilarak yapildi. Cikarilan trunkus
dokusu histopatolojik olarak incelendi. Fasiyal sinir dallarindan olusan doku ve serum
orneklerinde SOD1, GPx, CAT, MDA, TAS, TOS, OSI degerleri 6lgiildii. p < 0,05

diizeyi istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Kornea refleksinin degerlendirilmesinde dordiincii haftada tiim gruplar
arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3) anlamli farklilik oldugu saptanmustir (p < 0.005).
Grup 2 ve Grup 3 arasinda bu haftada anlamli fark yokken Grup 1 ve Grup 3 arasinda
anlamli farklilik oldugu saptanmistir (p = 0.003). Biyik hareketlerinin
degerlendirilmesinde dordiincii haftada tiim gruplar arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3)
anlamli farklilik oldugu saptanmaistir (p < 0.005). Grup 2 ve Grup 3 arasinda bu haftada



fark yokken Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli farklilik saptanmistir (p = 0.029).
Serum Orneklerinde gruplar arasi TAS ve OSI diizeyleri karsilastirildiginda Grup 2 ile
Grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Hasar gruplar
arasindaki doku SODI1, GPx, CAT, MDA, TAS, TOS, OSI degerleri
karsilastirildiginda farklilik saptanmamistir (p > 0.05). Sinir lifi ¢apinda Grup 1 ile 2
ve Grup 1 ile 3 arasinda (p< 0.001); schwann hiicre apoptozis skorunda Grup 1 ile 2
ve Grup 1 ile 3 arasinda; aksonal dejenerasyonda Grup 1 ile 2 ve Grup 1 ile 3 arasinda;
myelin dejenerasyonda ise Grup 1 ile 2 ve Grup 1 ile 3 arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik saptanmistir (p < 0.05).

Sonu¢
Edaravonenin hayvan modelinde olusturulan travmatik fasiyal sinir
paralizilerinin tedavisinde etkili oldugu ve sinir fonksiyonlarindaki iyilesmenin

histopatolojik sonuglar ile de uyumlu oldugu gosterilmistir.
Anahtar Kelimeler

Edaravone; Fasiyal paralizi; Ezilme yaralanmasi; Kornea refleksi; Apopitozis;

Antioksidan etki



SUMMARY

The Evaluation of the Effect of Edaravone on Recovery of the Facial Nerve
After Crush Injury in Rats

Introduction

Facial nerve paralysis is a significant disorder that leads to functional, cosmetic
and psychological problems in individuals. Today, there is a need for new alternative
therapies that increase nerve regeneration in addition to current surgical and medical
treatment methods. In our experimental study, we aim to evaluate the effects of

edaravone on healing in facial nerve crush injuries in an animal model.

Materials and Methods

The study was initiated after the consent of the ethics committee was obtained.
The experimental study involved 30 Sprague-Dawley adult female rats weighing
between from 250-300 gr rats were randomly divided into 3 groups of 10 rats.
Immediately before branching of the facial nerve trunk, facial paralysis was created by
crushing with mosquito clamp for approximately 1 minute. Afterwards i.p. SF, Prednol
and Edaravone were administered. Functional evaluation was performed using whisker
movements and corneal reflex at 1, 2, 3, 4 weeks. The extracted truncus was examined
by histolopatologically. SOD1, GPX, CAT, MDA, TAS, TOS, OSI values were
measured in the tissue samples of facial nerve branches and the serum. P <0.05 was

accepted as statistically significant.

Results

Corneal reflex was evaluated and significant difference was found between all
groups (Group 1, Group 2, Group 3) in the fourth week (p <0.005). There was no
significant difference between Group 2 and Group 3 in the fourth week, but there was
a significant difference between Group 1 and Group 3 (p = 0.003). In the fourth week,
whisker movements were detected to be significantly different among all groups
(Group 1, Group 2, Group 3) (p <0.005). There was no difference between Group 2
and Group 3 in the fourth week, but there was a difference between Group 1 and Group

iv



3 (p = 0.029). A statistically significant difference was found between Group 2 and
Group 3 when TAS and OSI levels were compared between serum groups. There was
no difference in tissue SOD1, GPx, CAT, MDA, TAS, TOS, OSI values between the
injured groups (p> 0.05). The histopathological evaluation was as follows: nerve fiber
diameter; significant difference between groups 1 and 2 and between groups 1 and 3
(p <0.001); schwann cell apoptosis score: significant difference between Group 1 and
2 and Group 1 and 3; axonal degeneration: significant difference between groups 1 and
2 and between groups 1 and 3; myelin degeneration: significant difference between

groups 1 and 2 and between groups 1 and 3 (p < 0.005).

Conclusions
It was demonstrated that edaravone is effective in the treatment of traumatic
facial paralysis in animal model and improvement in neural function is correlated with

histopathological results.

Keywords
Edaravone; Facial paralysis; Crush injury; Corneal reflex; Apoptosis;

Antioxidant effect
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FS: Fasiyal sinir

DKY:: Dis Kulak Yolu

SKM: Stenokleidomastoideus
EJV: Eksternal Juguler Ven
FSP: Fasiyal Sinir Paralizisi
PS: Periferik Sinir

[/R: Iskemi/ Reperfiizyon
ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
SOR: Serbest oksijen Radikali
SOD: Siiperoksid dismutaz
GPx: Glutatyon Peroksidaz
CAT: Katalaz

OSI: Oksidatif Stres indeksi
TAS: Total Antioksidan Status
TOS: Total Oksidan Status
OBP: Oksi-3-butenoid asit
MDA: Malondialdehit

I.p.: intraperioneal

i.m.: intramuskuler
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1. GIRIS VE AMAC

Gliniimiizde periferik fasiyal sinir paralizisi (PFSP) nedenleri arasinda ilk siray1
Bell paralizisi alirken etyolojisi belirlenen en sik ikinci neden ise travmalardir. (1, 2).
Travmatik PFSP’de mevcut birgok tedavi yontemine ragmen sekel kalma ihtimali
yiiksektir (3).Gelisebilecek sekeller neticesinde bireyde kozmetik, fonksiyonel ve de
psikolojik problemlerin olusmamasi amaci ile fasiyal paralizinin iyilesmesinde cerrahi
tedaviye ek olarak sinir iyilesmesini arttiran yeni alternatif tedavilerin ortaya konulmasina

ihtiyag vardir (1).

Fasiyal sinir gibi periferik sinirlerdeki yaralanmalar sinirde gerilme, ezilme ve
kesilme nedeniyle meydana gelmekte ve yaralanmayla beraber sinirin distal ve proksimal
uclarinda 6nemli histopatolojik degisiklikler ortaya c¢ikmakta ve ndronal apoptoz
izlenmektedir (4, 5). Boylece, 6zellikle néronal apopitozdan sorumlu gesitli faktorlerin
hasarli periferik sinirin iyilesmesini Onleyebilecegi diistiniilmektedir. Ginkgo biloba,
darbepoetin, hepatocyte growth factor, nimodipine, erythropoietinin gibi ilaglarin deney
hayvanlart modelleri iizerinde fasiyal sinir iyilesmesinde olumlu yonde etkili oldugu
gosterilmistir. Ancak, bu molekiilleden hicbiri rutin olarak klinik kullanimda yer

bulamamustir (6).

Periferik sinirin ezilme tarzindaki hasarlanmalarinda klinik tablo, sinirin lokalize
oldugu bolgeye, ezilme olusturan basinca, basincin olusturdugu siddet etkisine ve basincin
etki siiresine bagl olarak sinir lizerinde mekanik iletim blogu ve mikrovaskiilarizasyon
tizerinde blok olugsmaktadir. Daha sonra sinir doku iizerinde basinin azalmasiyla olusan
reperfiizyon, ortama fazla miktarda oksijen ve besin maddelerinin yiiksek basingla geri
birikimine yol agmakta ve yiiksek miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusmasina
sebep olmaktadir. Olusan bu SOR dokuda lipid peroksidasyonuna sebep olmakta ve
boylece doku tlizerinde yikici etkiler olusturmaktadir. (7, 8)

Normalde organizmalarda, oksidan ve antioksidan sistem arasinda bir denge

vardir. Dengenin bozulmasi serbest radikallerin olusumuna neden olur. Antioksidan



enzimler Glutatyon peroksidaz (GPx), Katalaz (CAT), Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve
Glutatyon rediiktaz (GR)’dir. Son yillarda yapilan galismalarla yeni molekiillerin
antioksidan etkileri tespit edilmis ve bu molekiillerin antioksidan etkilerinden dolay1
periferik sinir rejenerasyonunun tedavisinde etkili olabilecegi gosterilmistir (9).

Sinir hiicreleri ve hayvan modelleri kullanilarak yapilan ¢calismalarda, edaravone
(3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one)’nin  apoptozisi  Onledigi  gosterilmis  ve
Parkinson’s ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastalikta kullanilmistir (10).
Edaravone giliniimiizde Japonya’da serebral infarkt tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tedavi edici etkisi, in vivo ve in vitro deneysel ¢alismalarda kanitlanmig

giiclii serbest radikal tutucu 6zellige sahip olmasiyla agiklanmustir (11).

Literatiirde, edaravonenin fasiyal sinir yaralanmasi tizerindeki etkinligini gosteren
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim c¢alismamizda da edaravonenin bu etkinligini

gosterebilmek i¢in fasiyal sinir ezilme yaralanmas1 modeli olusturulmustur.

Bu caligmanin amaci, fasiyal sinir hasarinin anlagilmasi, edaravone ve
metilprednizolonun etkinligini ortaya ¢ikarmak ve edaravonenin fasiyal sinir iizerinde
olusturdugu histolojik degisiklikler ve olusan iskemik yaralanmada oksidan ve

antioksidan mekanizma {lizerindeki etkilerini gostermektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fasiyal Sinir

2.1.1. Sican Fasiyal Sinirinin Anatomisi

Sican FS, DKY“nin arka-iistiinde, kafatasinin lateral kisminda bulunan
stilomastoid foramenden ¢ikar. Posterior aurikuler dal, foramenden ¢iktiktan sonra {ist
kisimdan ayrilir. FS trunkusu, proksimalde posterior aurikuler dal, distalde ise periferik

dallanma yaptigi bolge ile sinirlandirilir (Sekil 1) (12).

S )

T8 A
AN

Sekil 1. Sigan fasiyal sinirinin sematik (A) ve fotografik goriiniimii (B)

Sinir, DKY’nin kartilaj kismmin arka yiizii ile iliskili olan servikofasiyal
(postaurikuler) kas1 ikiye boldiigii yerde kolaylikla bulunabilir. Sinir burada periferik
dallara ayrilmadan 6nce yaklasik 75-80° bir doniis yapar. Sinir trapezius kasi ile DKY
arasindan on- alt yonde ilerler. Sinirin ilk 2 mm’ lik kismi trapezius kasinin servikal basi
ile ortiiliidiir ve kafatas1 ile iliskili olan bu kasin lateral sinirindaki tendonuna yapilan
insizyonla iyi bir goriis elde edilebilir. Sternokleidomastoideus (SKM) kasi, sinirin

arkasinda iken digastrik kasin arka karni sinirin asagisinda kalir. Oksipital ve posterior



aurikuler arterin ortak trunkusu; sinirin pinnaya dogru giden FS trunkusunun orta
bolimiiniin asagisindan geger. FS trunkusunun toplam uzunlugu 6 mm’ dir. Mikroskop
kullanilmaksizin tamamiyla diseke edilip, goriiniir hale getirilebilir. Bu nedenle sinirin
uzunlugu, elektrod yerlestirilmesi, insizyon veya ug-uca anastomoz i¢in yeterlidir. FS
stilomastoid foramenden ¢iktiktan sonra 6 mm kadar ilerler ve 6 adet periferik dala ayrilir
(Sekil 2). Dallanma parotis bezinin altinda meydana gelir ve bez ¢ikarilmadan sinirin
devamliliginin izlenmesi zordur. Parotis bezinin vaskiiler pedikiilii arka- tist kismindadir.
Sinir parotis bezinin i¢inde degil, hemen altindan geger. Bu yiizden sinir kolaylikla diseke
edilebilir. Ayn1 zamanda temporo-fasiyal ve serviko-fasiyal dallanmalar tanimlanmistir
(13, 14). Sinir yaklagik 1-2 mm’ lik bir mesafeden sonra ana dallarina ayrilir. Eksternal
Juguler Ven (EJV), genelde posterior servikal dal hari¢, biitiin periferik dallarin
lateralinden geger. Posterior servikal dal ise EJV’ nin lateralinden geger. EJV, sinirin
dallarinin istiinden gectikten sonra dallara ayrilir, verdigi dallardan internal maksiler ven
ve maseterik ven, FS’nin temporal ve zigomatik dallarinin medialinden geger. EJV; FS
goriisiiniin artirilmasi i¢in diseke veya koagiile edilebilir ve bundan sonra vertebrobaziller
sistem devreye girer. Ratlarin internal juguler veni yoktur, bu ylizden EJV ve dallar1 basin
ana vendz drenajim saglar (15). Sicanlarda bu venler diseke edilip, mobilize edilebilir,

baglanabilir veya koagiile edilip, sinirin dallandig1 bolgeye rahatlikla ulagilabilir.

Periferik Dallar
Biitiin periferik dallar fasiyal kaslarin iizerinde uzanirlar, bu nedenle kolaylikla
goriilebilirler. Ayn1 zamanda fasiyal kaslarin stiperfisiyal fasiyasinin altinda uzanirlar. Bu

nedenle, cilt kesisi ve flep elevasyonu esnasinda zarar gorebilirler (13, 16, 17) (Sekil 2).
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Sekil 2. Rat fasiyal sinirinin periferik dallar

Posterior aurikuler dal: FS stilomastoid foramenden ¢iktiktan hemen sonra
ayrilir ve insanlarda rudimenter olan posterior aurikuler kas yapisina ulasir.

Posterior servikal dal: Posterior servikal dal kiigiiktiir. Periferik dallanmadaki
ilk par¢a ve EJV’nin lateralinde seyreden tek daldir.

Servikal dal: En postero-inferiordaki daldir ve EJV altindan geger. Marjinal
mandibuler daldan ayrilir ve masseter kasin i¢inden gecmez.

Marjinal mandibuler dal: FS’nin en belirgin dalidir. Masseter kasin
yiizeyinden gecerken kolaylikla tespit edilebilir. Periferik dallanmadan 6nce marjinal
mandibuler dal horizontal olarak 10-12 mm ilerler. Marjinal mandibuler dalin periferik
lifleri alt ve iist dudaga ulasir.

Bukkal dal: Masseter ve temporal kas arasindaki olukta ilerler. Sinir, buruna
dogru goziin altindan gegerek seyreder ve dallar alt ve tist dudaga ulasir. Trigeminal sinirin
aurikulotemporal dali, mandibulanin posterior sinir1 yakinindan ve bukkal dalin ayrildigi
yerden geger. Bu sinir, FS’yi yakindan takip eder, diseksiyonunda mikroskop gerektirir.
Periferik lifleri kulak kepcesi ontindeki cildi innerve eder.

Temporal ve Zigomatik Dallar: Bu dallar FS govdesinin dallanmasindan
sonra veya bukkal daldan ayrilabilir. Kisa ve karisik dallanma yapisina sahiptirler. Goze
ve EJV’nin periferik dallarima yakin olmalar1 nedeniyle goriinlir hale getirilmeleri,

dolayisiyla deneysel caligmalarda kullanilmalar1 zordur.



2.2. Periferik sinir

2.2.1. Periferik sinir yaralanmasi

Periferik sinir hasari, mekanik travma, termal, iskemik ve kimyasal etkenler gibi
cok degisik etkenler ile olusabilir (18). Burada 6nemli olan travmanin sinir i¢ yapisinda
olusturdugu hasarin derecesidir. Iyilesme diizeyi yaralanma derecesi ile yakindan ilgilidir.
Bu konu ile ilgili en anlasilir ve basit siniflandirma ilk olarak 1941 yilinda Cohen

tarafindan olusturulan, 1943 yilinda Seddon tarafindan popiilarize edilen siniflandirmadir
(19).

Endondriyum

Noropraksi

Aksonotemezis e

Norotemezis

Sekil 3. Periferik sinir hasari; Seddon siniflamasi.

Seddon, sinir hasarin1 tice ayirmustir (Sekil 3):

1. Noropraksi: Akson biitiinliigli bozulmaksizin sinirin gecici olarak
fonksiyonunu yapamamasidir. Akson saglam oldugu i¢in iyilesme tamdir.

2. Aksonotmezis: Akson biitiinliiglinde bozulma vardir ve distal kisim dejenere
olur; iyilesme tatminkardir.

3. Norotmezis: Sinirin anatomik biitiinliiglinde tam bir kopma vardir; iyilesme

diizeyi kosullara baghdir.



Sunderland 1951 yilinda bu smiflandirmay1 gelistirerek bes sinifta incelemis ve
bugiin kullanilan simiflandirmayi olusturmustur (20) (Sekil 4). Mackinnon, 1988 yilinda
bu smiflandirmaya, degisik derecelerde yaralanmalarin kombinasyonlarini igeren altinci
bir grubu eklemistir (21).

1. Birinci derece hasar (noropraksi): Seddon siniflandirmasindaki néropraksi ile
uyumludur. Segmental demiyelinizasyon sebebi ile lokal aksonal iletim bloklar1 vardir.
Aksonal akim durmustur (21). Sinir anatomik olarak intakttir, ancak intranoral basincin
artmasina bagl olarak gelisen fizyolojik bir bloktur (22). Aksonlar saglam oldugu i¢in
rejenerasyon gerekmez. Etiyolojik faktor ortadan kalkinca sinir fonksiyonlari tam olarak
geri doner ve 12 hafta i¢inde tamamen iyilesir. (21).

2. Ikinci derece hasar (aksonotemezis): Intranoral basmcin artmasma bagl
olarak vendz drenajda obstriiksiyon, buna bagli olarak aksoplazma hasari ile birlikte
sinirin distal ve proksimalinde sislik ve buna bagli basiya ugramis arterioller boyunca
sinirin beslenmesinde bozukluk mevcuttur (22). Aksonal kopma vardir. Yaralanma
seviyesinin distalinde Wallerian dejenerasyon gelisir (21). Endondriyum saglam
oldugundan sinir biitiinligii korunmustur ve etiyolojik faktor ortadan kalkinca 3 hafta-2

ay arasinda sekelsiz iyilesir (23). Giinliik aksonal rejenerasyon miktari 1 mm/giin olarak
kabul edilir (21).

3. Uciincii derece hasar (endonérotemezis): Intranoral basi artmaya devam
etmekte ve endoriyum defekti olusmustur (22). Endondriyum defekti de oldugu igin, daha
agir bir yaralanmadir. Spontan iyilesme 2-4 ayda olur (23). lyilesme siirecinde akson
yanlis endondriyum i¢ine dogru rejenerasyon gosterebilir (misdirection) ve tam olmayan
(inkomplet) iyilesmeler meydana gelebilir.

4. Dordiincii derece hasar (perindrotemezis): Perindriyum da travmaya katilir.
Sinir devamlilig1 sadece saglam kalan epindriyum ile saglanir. Daha c¢ok fibrozis ve
iyilesme bozukluklari goriliir. Yanlis iyilesmeler daha fazla olur. Spontan iyilesmez,

cerrahi miidahale gerekir.



5. Besinci derece hasar (epindrotemezis): Epinoriyum da olaya katilir ve sinirde
tam kesi s6z konusudur. Kopan uglar ug-uca getirilmedigi siirece iyilesme sans1 yoktur.
Kopan uglar karsi karsiya onarilsa bile iyilesme hi¢bir zaman tam (komplet) olmayacaktir.

6. Altinc1 derece hasar (kombine): Bir periferik sinir iginde, degisik derecelerde

veya farkli seviyelerde birden ¢ok hasarin birlikte bulundugu karigik yaralanma

sekilleridir.
Epindriyum
Perindriyum
Normal sinir )\)o\ Miyelinli akson
w Endondriyum
Hasar
Y
1. derece hasar 0 NOROPRAKSI
Sl
\J .
2. derece hasar ) 0\ AKSONOTEMEZIS

—ﬂf

\ \ : ;
3. derece hasar 0 S— NOROTEMEZIS
=\  ————— ——

\ \ R )
4. derece hasar 0 S —— NOROTEMEZIS +
o e

5. Derece hasar pa—— _— NOROTEMEZIS ++
W e

Sekil 4. Periferik sinir hasari; Sunderland siniflamasi.

2.2.2. Periferik Sinir Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu

Sinir yaralanmasi ve onarimindan sonra, biyolojik agidan, fizyolojik sonuglari

etkileyen faktorler; hasar sonrasi saglam kalan sinir hiicresi sayisi, aksonal biiylime hiz1



ve kalitesi, aksonlarin uygun bir sekilde rejenere olmasi, ug-organlarin durumu, beyin
somatosensoriyal ve motor korteksinde kortikal reorganizasyon iglemidir (24).

Sinir rejenerasyonunun daha iyi kavranmasina ve cerrahi tekniklerin gelismesine
ragmen hasarli noéronda tam bir fonksiyonel diizelme olmasi ¢ok nadirdir (25). Sinir
hastaliklar1 ve yaralanmalarinda aksonlarin yeniden biiyiimesini stimule edecek terapotik

stratejiler heniiz emekleme donemindedir (26).

Dejenerasyon

Sinir hasar1 diger viicut yaralanmalarindan farklidir; akson kesisi biitiin sinir
uzunlugunu etkilemekte ve onarim siireci en uzak mesafeyi kapsamaktadir (27).

Periferik sinir yaralanmalarinda, yaralanma bdlgesinin yani sira, yaralanma
bolgesinin proksimalinde, distalinde ve sinir hiicresinin gévdesinde bir takim yapisal ve
islevsel degisiklikler meydana gelir (Sekil 5-6). Hasar distalindeki, tiim miyelinli veya
miyelinsiz lifler Wallerian dejenerasyona ugrar (28).

Aksonal yaralanma sonrasinda, alt1 saat igerisinde sinir hiicre govdesinde hacim
artar, hiicre cekirdegi perifere dogru yer degistirir, nissl cisimcikleri ve graniilli
endoplazmik retikulumlar yikilir ve sitoplazmanin yapist degisir. Bu degisikliklerin
timiine birden ‘kromatoliz’ denir. Bu reaksiyonel degisiklikler hasar sonrasi 2-3.
haftalarda en yiiksek degerine ulasir. Bu degisikliklerin amaci kaybolan aksoplazmik
hacmi yerine koyabilmektir. RNA iceren yapilarda, protein sentezindeki hizlanmayi
yansitacak sekilde bir artis olur (4, 29). Sinir hasar1 sonrasinda ortaya ¢ikan kromatoliz,
temel olarak rejenerasyonu gostermekle birlikte, ayni1 zamanda sinir hiicresinin travmadan
ne siddetle etkilendiginin de bir gdstergesidir ve genis aksoplazmik hacim kayiplarinda
olusan kromatoliz ile hiicre onarim mekanizmalar1 baglasa bile, hiicre 6liimii meydana
gelebilir (24).

Sinir hiicresinde olusan bu degisikliklerin derecesi, hasarin siddeti ve
yaralanmanin ne kadar proksimalde oldugu ile iliskilidir. Hiicre govdesine ¢ok yakin
yaralanmalar hiicre 6liimiine neden olabilir. Maggie ve ark 'nin si¢an siyatik sinir kesisi

ile yaptiklar1 ¢calismada, hasar proksimalde yerlesikse néron kayip oran1 %27 saptanirken,



hasar distalde oldugunda néron kaybi %7’lere kadar diismektedir.

Hiicre oliimii duyu noronlari igin daha tipiktir. Duyu hiicre govdelerinde
gergeklesen hiicre 6liimiiniin, hasar sonrasi ilk 24 saat i¢inde gerceklestigine dair ¢esitli
bilgiler vardir ve bu bilgiler 1s18inda tedavinin ilk 24 saat icerisinde baslamasi
gerekmektedir. Motor néronlarda duyu noronlart ile kiyaslandiginda hiicre 6liimii daha az
gerceklesmektedir. Dorsal kok gangliyonlarinda aksonotmezis tipi yaralanmalar
sonrasinda, apopitozis iligkili hiicre 6liimii insidans1 %20-50 arasinda degismektedir (30).

Proksimaldeki dejenerasyon, travmanin siddetine ve nérona yakinligina gore farkli
uzunluklarda olmaktadir. Genellikle travmaya en yakin, en son Ranvier bogumuna kadar
distalde goriilen dejenerasyonun aynisi gozlenir (27). Aksonal yaralanma seviyesinin
proksimalinde, birkac¢ internodal segment boyunca ilerleyen ve distal segmenttekine
benzer bir dejenerasyon goriiliir. 24 saatlik bir latent periyod sonrasi, proksimal kesik ugta
terminal ve kollateral aksonal tomurcuklanmalar meydana gelir. Anterograd ilerleyen bu
biiyiimede, kollateral tomurcuklar aksonun saglam oldugu Ranvier diigimlerinden kdken
alirken, terminal tomurcuklar zedelenen aksonun proksimal ucundan ¢ikar. Hasarlanmis
sinirde akson ucundan tomurcuklanma ilk 6 saat icinde baslamasma karsin, bu ilk
tomurcuklar genelde rezorbe olurlar. Internal sitoskeletal yapilari olan kalici tomurcuklar,
genelde ilk 24 saatin sonunda belirmeye baslarlar. Bu sekilde uzanan her bir tomurcuga
‘rejenerasyon tinitesi’ denir. Her bir tomurcugun ucundaki kisma ise ‘biiyiime konisi’
denir (30).

Biiyiime konisi, diiz endoplazmik retikulum, mikrotiibiil, mikrofilaman,
mitokondri, lizozom ve diger vezikiiler yapilardan zengindir. Aktin filamanlar1 ve myozin
icerir. Bu yapilar, biiylime konisinin filapoid ¢ikintilar yaparak hareketli olmasini saglar.
Distal sinir segmentindeki Schwann hiicre kolonlar1 (Biingner bantlar1) ve Schwann
hiicrelerinin bazal laminalari, bliylime konisinin ilerlemesi i¢in uygun ortam saglarlar.
Biiylime konisinin, Schwann hiicre bazal laminasinda bulunan fibronektin ve laminine
afinitesi vardir ve aksonal tomurcuklarin biiyiime yoniinii belirleyen faktorlerden biri de
bu afinitedir (31, 32).

Aksonal tomurcuklarin sayist zamanla azalir, bazilar distal segment ile baglanti

yaparken; digerleri regrese olur. Baglantiy1 yapabilenler matiire olurlar. Ug¢ organlardan
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salgilanan trofik maddeler bu yonlenmeyi diizenlerler (29).

Distal sinir segmentinde akson ve myelin kilifta meydana gelen hiicresel
dejeneratif degisikliklere ‘Wallerian dejenerasyon’ denir. Wallerian dejenerasyon ile
akson ve myelin kokenli maddelerin temizlenmesi saglanirken, rejenere olan aksonun
biiyiimesi i¢in uygun ortam hazirlanmis olur. Prolifere ve diferansiye olan pluripotent
Schwann hiicreleri, bazal lamina boyunca dizilerek Biingner bantlarini olustururlar.
Ortada olusan i¢i bos tiip yapisina endondral tiip denir (30).

Aksoplazmik hiicresel iskelet, proteolitik enzimler ile yikilir. Bu islem kalsiyum
bagimlidir. Aksoplazmada noérofilaman yikimi, kalsiyum ile aktive olan proteolitik
enzimlerle meydana gelir. Myelin, Schwann hiicreleri ve makrofajlar tarafindan fagosite
edilir. Bu fiziksel degisikliklerin biiyilik bir kismi ilk birkac hafta icerisinde tamamlanir,
ancak tiim debrisin temizlenmesi birkag ay1 bulur (29, 33) . Ozel radyografik tekniklerle,
Schwann hiicre proliferasyonunun tiglincii giinde en yiiksek degerlere ulastigi ve hasar
sonrast ikinci haftanin sonuna dek azalarak devam ettigi gosterilmistir. Endonoral tiip
kilifi, Schwann hiicre bazal laminalarinda kollajen birikimine sekonder kalinlagmaya
baslar ve giderek distal segmentte endonéral tiipiin genisligi azalir. Eger endondral tiip
rejenere olan akson ile penetre olamazsa, ilerleyici fibrozis sonucunda tiip tamamen
oblitere olur. Endondral tiipler, hasarlanma sonras1 ilk 3 ay i¢inde orijinal ¢aplariin %10-
20’si kadar bir oranda daralirlar (30).

Tomurcuklar proksimal sinir giidiigiinden distale dogru ilerlerler. Bu hareketlenme
sinir iyilesmesinin basarisini etkileyen en 6nemli olaydir. Bazi tomurcuklar bag doku
igerisine dogru uzanabilirler ki, bu nérinom olusumu ile sonuglanir. Tomurcuklar Biingner
bantlarim takip ederek, perifere dogru uzanip hedeflerini bulurlar. Baslangigta proksimal
segmentteki tomurcuklanan akson sayisi, distal segmentteki mevcut akson sayisindan
daha fazladir, ancak zaman igerisinde periferik baglantiy1 yapamayan tomurcuklar
dejenere olur ve akson sayilari esitlenir (4, 29).

Hayvan deneylerinde distal segmentin rejenerasyon hizinin ndrotmezis tipi
yaralanma sonrast 2.0-3.5 mm/giin, aksonotimezis tipi yaralanma sonrasi 3.0-4.5
mm/giin oldugu saptanmustir. insanlarda ise ortalama aksonal rejenerasyon hizi giinde 1—

2 mm’dir (29). Proksimalden distale dogru ilerledik¢e rejenerasyon hizi azalmaktadir.
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Rejenerasyon hizi, hasar alaninin sinir hiicre gévdesine uzakligi ile ters orantilidir (32).
Distal sinir segmentinin vaskiiler ag1 da yaralanmaya cevap olarak, Once
vazokonstriikte olur, daha sonra vazodilate olur, ama en basarili aksonal rejenerasyondan

sonra bile orijinal kan akiminin ancak %60-80’ine ulasabilir (34).

Mive
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Sekil 5. Periferik sinir hasar1 sonrasi akson ve kas degisiklikleri.

A. Normal sinir, B.Wallerian dejenerasyon, C. Demiyelinizasyon, D. Aksonal rejenerasyon, E. Aksonal

dejenerasyon ve noroma olusumu (35).
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Sekil 6. Periferik sinir dejenerasyonu ve rejenerasyonu (36).
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Rejenerasyon

Yaralanmanin distalinde kalan akson ve miyelin kilif tamamen dejenere olur;
artiklar1 makrofajlar tarafindan uzaklastirilir. Bu sirada Schwann hiicreleri de kalan bag
dokusu i¢inde prolifere olur ve hiicre siitunlart meydana getirir. Schwann hiicreleri sinir
rejenerasyonunda Onemli bir yer tutarlar. Hem aksonlarin hedeflerine ulagmalari igin
gereken fiziksel uyarilart olustururlar hem de aksonal gelismeyi destekleyen
ekstraseliiler proteinleri saglarlar. Hasar goren bir sinirde Schwann hiicreleri aktive olur,
cogalarak distal segmentte makrofaj aktivitesine yardime1 olurlar. Miyelin fagosite edilse
de Schwann hiicreleri saglam kalir. Schwann hiicrelerinin olusturdugu tiibiiller igine
dogru akson rejenerasyonu kompleks bir siirectir. Rejenere olan bir akson distale dogru
birden fazla tomurcuk gonderebilir. Bunu hedef organa olan spesifiteye gore olusan
selektif atrofi izler (26) (Sekil 6).

Kesilen ve rejenere olan proksimal aksonun ucunda olusan genislemis aksonal
tomurcuklanmaya biiyiime konisi adi verilir. Biiylime konisi aksonal biiylime ve
rejenerasyon icin gerekli destek dokulara ulasacak noritler ile bol miktarda aksonal
organel ve mikrofilamalardan olusur. Optimal olarak biiylime konisi Schwann hiicre
tiiplerine yonelmektedir. Schwann hiicre siitunlarina giren lifler efektér organa
ulasincaya kadar biiylimeye devam ederler. Her Schwann hiicre siitunu ¢esitli liflerden
uzantilar alir. Mikst sinir yaralanmalarinda duyu liflerinin rejenerasyonu motor son

plaklara bagl siitunlara dogru gelisirse kas fonksiyonu geri donmez (37, 38).

Motor lifler duyu son plaklarina bagli siitunlara dogru gelisirse fizyolojik
mekanizmalar devreye girerek budama ile uzaklastirilir (39) (Sekil 6 B). Tek bir motor
aksonun kollateralleri ayr1 bir kasi1 reinerve edebilir ve tek bir duyu aksonunun
kollateralleri ayr1 deri alaninin duyusunu alabilir.

Kesilen aksonlar travmayi takiben ilk 6 saat iginde rejenere olmaya baslar.
Baslangi¢ filizler genellikle rezorbe olur; kalic1 filizler birinci giinden sonra olusur. Bu
filizlerin distale ilerlemesi kesi alaninda yavaslar, buna skar gecikmesi denir. Bu gecikme

sicanlarda 48 saat kadar kisa olabilir, fakat sempanze ve insanlarda birka¢ haftay
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bulabilir. Bazi aksonlar onarim alanmi karsiya gecip distal uca ulasamazlar; kendi
tizerlerine kivrilarak Schwann hiicreleri ve bag dokusu ile beraber ndroma olustururlar.
Noromalar sinir gévdesi i¢inde kaldiklarinda yaptiklari basi ile fonksiyonel rejenerasyon
saglayacak aksonlar1 da engellerler. Bu, sinir onarimlarindaki basarisizliklarin en 6nemli
sebeplerinden biridir (Sekil 6 E). Distal giidiikte aksonlarin ilerleme hiz1 tiire baglidir. Bu
stirec pek c¢ok mekanizma tarafindan control edilmektedir. Bazal lamina yapilari ile
kontakt yonlendirme ve ndrotropizm- kemotaksis bunlardan bazilaridir.

Akson distal segmente ulastiktan sonra perifere dogru biiylimeye devam eder ve
hedef organa varmasindan sonra matiirasyon agsamasi baslar. Proksimalden distale dogru
akson capi artar, miyelinizasyon bunu takip eder. Rejenere olmus bir akson normalden

daha incedir ve daha ince bir miyelin tabakasi vardir (40).

Hatal Rejenerasyon

Basit yanhs yonlenme: Bir aksonun, daha 6nce innerve ettigi kasa giden tiibiil yerine
farkli kasa giden tiibiil i¢cine dogru yonlenmesidir. Bu durumun klinikteki karsilig
sinkinezidir.

Karmasik yanhs yonlenme: Tek bir aksonun farkli kaslara giden tiibiiller igine
dallanarak innerve etmesidir. Bu durum klinikte kitle hareketi olarak gozlenir.

Hatah rejenerasyonun diger sekelleri: Tikler, spazmlar, kontraktiirler, zayifliklar ve
gustatuar lakrimasyon.

Gustatuar lakrimasyon (Bogorad sendromu, Timsah gozyas1 sendromu): Tikriik
bezlerine gitmesi gereken liflerin hatali olarak gozyasi bezlerine yonlenmesi sonucunda

yemek yerken gozyasinin akmasidir (36).
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2.3. Fasiyal Sinir Paralizisi

Fasiyal sinir (FS) diger sinirlere gore ¢ok uzun ve dar bir kemik kanal i¢ginde
kivrimlar yaparak seyrettigi icin FS, motor sinirler igerisinde en sik fonksiyon kaybina
ugrayan sinirdir. Fasiyal sinir paralizilerinin (FSP) yaklasik %901 kemik kanal
icerisindeki bir patolojiye bagli olarak olusmustur (41). FS iletisim ve ifade etme
acisindan 6nemlidir ve bu fonksiyonlarin kayb1 yasam kalitesini ciddi sekilde etkiler. FSP
santral ve periferik olmak {izere ikiye ayrilir. Periferik tipi daha yaygin olarak

goriilmektedir (42).

2.3.1. Periferik Fasiyal Paralizi

Periferik sinirlerde 6dem, gerilme, tiimoral infiltrasyon, enfeksiyon, sinire bas1 ve
travmatik kesiler gibi nedenlerden dolay1 yaralanmalar olusabilir. En sik FSP sebebi
Idiyopatik fasiyal paralizilerinden (Bell paralizisi de dahil) sonra en sik fasiyal paralizi
sebebi travmatik nedenli fasiyal paralizilerdir (43).

Calismamiz deneysel travmatik fasiyal paralizi modeli ile ilgili oldugundan sadece
travmatik fasiyal paraliziden bahsedilecektir.

May ve Shambaugh (1991), 1900-1990 yillar1 arasindaki literatiirleri tarayarak 90
yillik siire iginde yayinlanan periferik fasiyal paralizi nedenlerini saptamiglardir (Tablo 1)

(44).
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Tablo 1. Periferik fasiyal paralizi nedenleri (44).

Konjenital

Enfeksiyoz

Travmatik

Neoplastik

Metabolik ve Sistemik

Idiyopatik

Mobius sendromu
Travmatik ve forsepsli dogum

Eksternal otit

Otitis media

Mastoidit

Herpes zoster otikus (Ramsay Hunt sendromu)
Kr. Siipiiratif otitis media ve kolesteatom
Malign otitis eksterna (P.aeroginosa)
Tiiberkiiloz

Lyme hastlaligt

Enfeksiyoz mononiikleozis

Akut siiptiratif parotidit

Temporal kemik kiriklari

Dogum travmasi

Yiizdeki kiint travmalar ve laserasyonlar

Yiiz, boyun ve temporal kemigin penetran yaralanmalari
Cerrahi travmalar (iyatrojenik)

Glomus jugulare-timpanikum tiimorleri

Temporal kemik ve parotis malign tiimorleri
Fasiyal sinir ndérinomu

Vestibiiler schwannom

Alt kraniyal sinir nérinomlari (9,10,11.Kr sinirler)
Menenjiomlar

Losemiler

Histiyositozis-X

Gebelik

Diabetus mellitus
Sarkoidoz

Guillian Barré hastaligi
Otoimmiin hastaliklar

Bell paralizisi
Melkerson-Rosenthal sendromu
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2.3.2. Travmatik Fasiyal Paraliziler

Fasiyal paralizilerin Bell paralizisinden sonra ikinci en sik nedeni travmalardir.
Kiint travmalar sonucunda gelisen temporal kemik kiriklarinda, atesli silah
yaralanmalarinda, temporal kemik cerrahisi sirasindaki iatrojenik travmalarda, parotis
bolgesinin penetran yaralanmalarinda, parotis cerrahisi sirasinda ve yiiz bolgesinin
cerrahisi sirasinda gelisen iatrojenik travmalarda fasiyal paralizi goriilebilir. Iatrojenik

fasiyal paralizilerin ¢ogunlugu serebellopontin kose cerrahilerinde olusmaktadir.

Travmatik fasiyal paralizilerin en sik nedeni trafik kazalari, diisme ve darp
sonucunda gelisen temporal kemik kiriklaridir (2). Trafik kazalarinin giin gectikge
artmasiyla kafa travmalarinin sikligi da artmaktadir. Kafa travmalarina bagli fasiyal
paralizilerin sikligi, literatiirlere gore %2-3 arasinda degismektedir. N. olfaktorius harig

tutulursa (%6), kafa travmalarinda en ¢ok yaralanan sinir FS'dir.

Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 ve Bas-Boyun Cerrahisi ile Beyin Cerrahisi
boliimlerinin ilgi alanina giren bazi cerrahi girisimler sirasinda, FS yaralanabilir. Bu
cerrahi girisimlerden bazilari; timpanoplasti, radikal mastoidektomi, mastoid
obliterasyon, modifiye radikal mastoidektomi, stapedektomi, endolenfatik kese ve
vestibiiler sinire yonelik girisimler gibi timpano-mastoid cerrahiler sirasinda, akustik
timor cerrahisi gibi beyin cerrahlarinin, arka ve orta kraniyal fossaya yonelik
ameliyatlar, Ozelikle parotis tiimorlerinde uygulanan parotidektomiler olarak
siralanabilir. Akustik norinom, posterior fossa meningiomlari, temporal kemik
kanserleri, glomus tiimorleri ve 6zellikle malign parotis timorlerinin cerrahi tedavisine
bagl olarak da fasiyal paraliziler olusabilir (45). Iatrojenik fasiyal sinir paralizileri nadir
olarak goriiliir ve insidansi %]1.7 olarak rapor edilmistir (46). Fasiyal sinir anatomik
varyasyonlarinda iatrojenik hasar olusma riski yliksektir. En sik gdzlenen varyasyon
dehissanslar olup siklikla timpanik segmentte oval pencere iizerinde gdzlenmektedir
(47).

Temporal kemik kiriklari, temporal kemigin petrdz pargasinin uzun eksenine

gore; Longitlidinal (eksene paralel), transvers (eksene dik) ve ikisinin birarada oldugu
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mikst kiriklar olarak ii¢ baslikta toplanir. Longitiidinal kiriklarda, %20 oraninda,
transvers kiriklarda %50 civarinda fasiyal paralizi ortaya g¢ikmakta ve transvers
kiriklarda total isitme kaybi riski yiiksek orandadir. Longitiidinal kiriklarda fasiyal
paralizi biiyiik oranda hematom, 6dem, gerilme ve kirik kemik pargalarinin basisi gibi
sekonder olaylara bagli oldugu halde, transvers kiriklarda bunlara ek olarak sinir
kopmalart da vardir. Longitiidinal kiriklarda sinir daha c¢ok genikiilat gangliyon
bolgesinde etkilendigi halde, transvers kiriklarda bu alana, timpanik segment bolgesi de
eklenir (45).

2.4. Iskemi/reperfiizyon hasari

Periferik Sinir (PS) iskemisini takiben kan akiminin yeniden baslamasi oksidatif
strese bagli sinir hasar1 ve kan sinir bariyerinin bozulmasi ile sonuglanir. PS’ler uyarilarin
iletimi ve aksonal transportu desteklemek i¢in siirekli enerjiye ve yiiksek metabolik
aktiviteye ihtiyac duyarlar. Kan akiminda kesilme iletimin aksamasina neden olur. Iimpuls
iletimi ve aksonal transport intranoral mikrosirkiilasyon ile saglanan araliksiz enerjiye
baghdir. Kan sirkiilasyonunun kesintiyi takiben hizli diizelmemesi aksonal Oliimle
sonuglanir (48, 49).

Gegici iskemi periyodundan sonra kan akiminin yeniden baslamasi reperfiizyon
hasarina sebep olabilir. Reperfiizyon hasari agirt Ca™ yiiklenmesi, serbest yag asitlerinde
yiikselme, extraselliiler asidozis, kapiller permeabilitede artma, kan sinir bariyerinde
bozulma, NO metabolizmasinin bozulmasina neden olur (48). Buna ek olarak reperfiizyon
sinirde oksidatif strese neden olur ve serbest radikal olusumu hiicrenin savunma
mekanizmalarini bozar (49).

Iskemik sinir hasari segmental demiyelinizasyon, endondral &dem, iletimde
bozulma, aksonal dejenerasyon ile multifokal veya diffiiz sinir lifi kaybini igerir (48).
Diyabetes mellitus, vaskiiler okluziv hastaliklar, nekrotizan vaskiilitler ve travma sadece
periferal sinir iskemisi ile ilgili ndropatiye neden olan birkag¢ patolojik durumdur. Son
yillarda yogun olarak siyatik sinirde olusturulmus iskemi/reperfiizyon (IR) incelenmistir
(50).
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Normal dokular iskemik hasara kars1 ¢ok sayida defans mekanizmasina sahiptir.
PSS’de bol miktarda bulunan lipidden zengin miyelin reperfiizyon esnasindaki serbest
radikal aracili lipid peroksidasyonunun hedefidir. IR ile iliskili toksik substanslar
dokulardaki koruyucu sistemleri bozar ve ROS’nin dokuda birikmesine neden olur (48,
51).

IR miyelinli liflerde daha fazla hasara yol agar. Lif dejenerasyonu endondral 6dem
ile ilgilidir. Aksonda c¢ekilme (bliziisme) ve sisme goriiliir. Carpic1 morfolojik
degisiklikler elektron mikroskobik incelemede miyelin kilifta vakuolizasyon ve
delaminasyon seklinde goriiliir. Baz1 liflerde belirgin total akson yikimi ve bal petegi
gortiniimii agiktir. Schwann hiicrelerinde de dejeneratif degisiklikler goriiliir. Miyelinsiz

liflerde ise 6dem ile birlikte vakuolizasyon ve dejenerasyon olur (51).

2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukca reaktiftir.
Yar1 omiirleri ¢ok kisa ve normal metabolik olaylar sirasinda olusabilecekleri gibi ¢ok
cesitli dis etkenlere bagli olarak da olusabilirler (52).

Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler (53).

1- Kovalent  bagi olusturan elektronlardan ~ birinin ~ bag

atomlarindan, digerinin 6tekisinde kalmasiyla sonuglanan bag kirilmasz.
XY —->X-+Y -
2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybolmasi. Kovalent bagi
olusturan her iki elektron, atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil iyonlar

meydana gelir.

XY —->X: +Y*
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3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

X+e — X

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiikli, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notr
olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Iki serbest radikalin
birbiri ile reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik ortaya ¢ikar ve her iki
serbest radikal ortadan kalkar. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir yapiyla reaksiyona
girince baska bir serbest radikal olusturur. Bu o&zellik serbest radikallerin zincir

reaksiyonlari olusturmasini saglar (9).

2.5.1. Serbest Radikal Olusumu ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en O©nemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali (SOR) biyokimyasinda anahtar rolii oynayan
maddeler, oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerin iyonlar1 ve
hidroksil radikalidir. Oksijen atomu toplam sekiz elektron igerir. Bu elektronlardan dis
yorlingede bulunan iki tanesi eslesmemistir. Molekiiler oksijen (O2), iki tane eslesmemis
elektronu bulundugundan kendisi de bir radikaldir. Her iki atom denge halinde
oldugundan bu oksijen molekiiliiniin reaktif bir 6zelligi yoktur. Bu 6zelliginden dolay1
oksijen, diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer. Radikal olmayan maddelerle
ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son suya indirgenir. Mitokondriyal elektron
transport zinciri tarafindan gerceklestirilen bu siirecte, %1-2 oraninda molekiiler oksijen
kagagi meydana gelir. Bu oksijenin rediiksiyonu ile siiperoksit anyonu, hidrojen peroksid
ve hidroksil radikali gibi reaktif iirlinler agiga ¢ikar. Bu radikaller oksijenin toksik

etkisinin ger¢ek nedenini olustururlar (9).
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Siiperoksit Radikali

Tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu serbest
stiperoksit radikal anyonu (O:" ) meydana gelir (54). Diger radikallere oranla reaktivitesi
¢ok azdir. Olusumuna neden oldugu radikallerle birlikte organizmada genel bir oksitleyici
gibi davranmaktadir. Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak
fazla zarar vermez. Hidrojen peroksidin kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasi bakimindan 6nemlidir (9). Stiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal
olan nitrik oksit (NO) ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit

meydana gelir (55).

02" + NO —-0ONOO

Oksidan olarak gorev yaptiginda, 6rnegin epinefrinin oksidasyonunda bir elektron
alir ve hidrojen perokside indirgenir. Siiperoksit ile perhidroksil radikali birbirleriyle
reaksiyona girince biri okside olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda
oksijen ve hidrojen peroksid meydana gelir.

HO2'+ 02" +H*— 02 + H202

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana getirebilir.

Fe2+ 02—Fe* +02"
Cu+ 02 — Cu2+02"

Bu reaksiyonlar geri doniisiimliidiirler. Bu yiizden, gecis metalleri iyonlarinin

oksijenle reaksiyonlari, geri doniisiimlii redoks reaksiyonlari olarak diisiiniilebilir (56).
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Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almas1 sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii, iki hidrojen
atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H202) meydana getirir. H202, membranlardan

kolayca gegebilen uzun 6miirlii bir oksidandir (57).

02 +e +2H" — H20-
Oy+2e +2H" — H»0-

Hidrojen peroksit, genellikle biyolojik sistemlerde siiperoksidin dismutasyonu ile
meydana gelir. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirtinler meydana geldiginden bu

bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir (53).

202" +2H" — H20,+ O2

Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali

olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir (58).

H202+ 02" — -OH+OH + 02

Hidroksil Radikali

Oksijen radikalleri iginde en reaktif ve en toksik etkili olan1 hidroksil radikalidir
(‘OH). Hidrojen peroksidin geg¢is metallerinin varliginda indirgenmesiyle, hidroksil
radikali (-OH) meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur. Yarilanma omrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde

biiyiik hasara sebep olur. Haber- Weiss ve Fenton reaksiyonlari hidroksil olusumundaki
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en 6nemli reaksiyonlardir (59).

2.5.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri

esnasinda ve organizmanin ¢esitli dis etkilere maruz kalmasiyla meydana gelir. Serbest

radikaller, iyonize radyasyon, stres yapici durumlar, enzimatik ve enzimatik olmayan

reaksiyonlar sonucunda viicuttaki biyolojik fonksiyonlarin yan iiriinii olarak olusurlar

(60).

Biyolojik kaynaklar

iv.

V.

Vi.

Aktive olmus fagositler

Antineoplastik ajanlar: nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine
Radyasyon

Aliskanlik yapan maddeler: alkol ve uyusturucu maddeler
Cevresel aj anlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal m addeler;
hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler,
aromatik hidrokarbonlar)

Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin

oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir.

Intraselliiler kaynaklar

Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu

Enzimler ve proteinler, ksantin, oksidaz, triptofan, dioksijenaz,

hemoglobin

iv.

Vi.

Mitokondrial elektron transportu

Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport
sistemleri (sitokrom P-450, sitokrom b5)

Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler

Plazma membrant: lipoksijenaz, prostoglandin
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sentetaz, fagositlerde NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonu

vii. Oksidatif stres yapict  durumlar:  iskemi, travma,
intoksikasyonserbest radikal de baska molekiilerle reaksiyona
g irerler. Lipid peroksidasyonu, baglangi¢ serbest radikaller ile

degil sekonder serbest radikaller iizerinden dokulara hasar

verir (61).

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar
onlemek icin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan
savunma sistemleri olarak bilinirler. Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve eksojen
kaynakli antioksidanlar olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilirlar. Antioksidanlar,
serbest oksijen radikallerine bir hidrojen iyonu vererek, bu radikalleri kendilerine
baglayarak ya da onlar1 daha zayif bir molekiile ¢evirerek radikal hasarini onlerler.
Antioksidanlar, hiicrenin hem sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (53, 62).

Antioksidanlar;

o Reaktif oksijen radikallerinin tutulmasi veya daha zayif bir molekiile
cevrilmesi (toplayici etki),

o Reaktif oksijen radikallerinin aktivitelerinin azaltilmasi veya inaktif sekle
donlismesinin saglanmasi (bastirici etki, vitaminler, flavanoidler),

e Reaktif oksijen radikallerinin baglanarak zincirlerinin kirilmas: ile
fonksiyonlariin engellenmesi (zincir kirici etki)

e Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi (onarici etki) olmak

iizere dort ayri sekilde etki ederler.

A- Dogal (Endojen) Antioksidanlar;

Enzimatik olanlar ve enzimatik olmayanlar seklinde ikiye ayrilirlar.
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a- Enzimler
i.  Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
ii. Siiperoksit dismutaz (SOD)
iii. Katalaz (CAT)
iv. Glutatyon Peroksidaz (GPx)
v. Glutatyon-S-transferaz

vi. Hidroperoksidaz

b- Enzim olmayanlar
i. Lipid fazda bulunanlar; a-tokoferol (E-vitamini), B-karoten
ii. Swvi fazda (hiicre sitozoliinde veya plazmada bulunanlar); askorbik
asit, melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin, transferin, miyoglobin,

hemoglobin, ferritin, metionin, albumin, bilirubin, glutatyon
B- Eksojen Antioksidanlar (Ilaglar)
i. Ksantin oksidaz inhibitorleri
ii. NADPH Oksidaz inhibitorleri

iii. Rekombinant siiperoksit dismutaz

iv. Trolox-C

2.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

dontisimiinii katalizler (63, 64).

20, +2H " Og H.0,+ Oy
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Bu reaksiyon kendiliginden de meydana gelebilir. Fakat SOD ile katalizlendiginde
reaksiyon hizi 4000 kat artar. Insanda, SOD’un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar
sitoplazmada bulunan Cu ve Zn igeren SOD ve mitokondride bulunan Mn igeren SOD dir.
Stiperoksit, oksijeni metabolize eden hiicreleri serbest radikallerinin zararli  etkilerine
kars1 korur. Lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Normal metabolizma sirasinda, hiicreler
tarafindan yliksek oranda siiperoksit iiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde

intraseliiler stiperoksit diizeyleri diisiik tutulur (65, 66).

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
GPx’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte
GPx, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gormelerini engeller. Eritrositlerde de GPx oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir. GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli

hiicre hasarina yol agar (44, 67, 68).

Katalaz

Katalaz, aerobik hiicrelerin ¢ogunda bulunur. Gorevi, hidrojen peroksidi oksijen
ve suya parcalamaktir (69). Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak bu enzim, bir
molekiil hidrojen peroksidi elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya
elektron alicis1 olarak kullanabilir. Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksit,
metil, etil ve hidroperoksitler gibi kii¢iilk molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid

hidroperoksitlerine ise etki etmez (67).

2 H202 KATALAZ 2 H20 + O2
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2.7. Total Antioksidan Status/ Total Oksidan Status, OSI

Total Antioksidatif Stres (TAS)

Total antioksidan seviyesini gostermektedir. Bilindigi gibi antioksidan molekiiller
organizmada zararli reaksiyonlar1 Onlerler. Antioksidanlarin serum veya plazma
konsantrasyonlar1 laboratuvarda ayri1 ayri Olgiilebilir. Fakat ayr1 ayr1 olglim pahali,
komplike ve zaman alicidir. Ciinkii antioksidanlarin ayr1 ayr1 6l¢timii pratik degildir ve
tiim antioksidanlarin additif etkisi vardir. TAS 6l¢iimii icin ¢esitli yontemler mevcuttur.
Erel tarafindan gelistirilen yeni yontemde 0rnekte antioksidan aktiviteye karsi radikaller
olusturulur. Olusturulan radikaller kolorimetrik olarak 6l¢iiliir (70).

Total Oksidatif Stres (TOS)

Total oksidatif stresin gostergesidir. Oksidatif stres ve serbest oksijen radikalleri
organizmada hiicre ve dokularda hasara neden olur. Serum veya plazmadaki farkli oksidan
maddelerin 6l¢limii laboratuvarda ayri ayri yapilabilir. Bu sekilde ayr1 ayr1 6l¢iim yapmak
uzun zaman gerektiren, pahali ve komplike metodlar gerektirir. Farkli oksidan maddelerin
ayr1 ayri Ol¢limii pratik degildir. TOS diizeyi igin birka¢ farkli kolorimetrik metod
gelistirilmistir. Bu yotemlerin higbiri pratik degildir ve biiyiikk analitik ve teknik
problemler igermektedir. Erel tarafindan gelistirilen yeni yontem TOS 6l¢iimiinde kolay,

uygulanabilir, hasas ve pahali olmayan pratik bir yontemdir (71).

Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Total oksidanlarin seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine bdliinmesiyle

elde edilir. Degerin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttigini1 gosterir (70).
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2.8. Tedavi gruplarina uygulanan ilaglar

2.8.1. Metilprednizolon

Sekil 7. Metilprednizolon ve metilprednizolon sodyum siiksinatin biyokimyasal yapisi.

Metilprednizolon orta etkili sentetik bir glukokortikoiddir, mineralokortikoid
etkinligi ¢cok diisiiktiir. Dokulara yayilimi fazladir, oral biyoyararlanimi yiiksektir ve kan-
beyin bariyerini gegebilir. Intravendz uygulamada oral uygulamada oldugu gibi ilk gecis
etkisine maruz kalmaz ve santral sinir sisteminde bile hizla yiiksek miktarlara ulagur.
Metilprednizolon orta etki siireli olup dolasimda 12-36 saat kalir. Parenteral formu
hidroksillidir, suda c¢o6ziinmeyi saglayabilmek i¢in fosfat veya siliksinat esterleri
eklenmistir (Prednol-L; metilprednizolone sodyum siiksinat) (72, 73) (Sekil 7).

Genel olarak glukokortikoidler karbonhidrat metabolizmasi iizerinde insiiline zit
etkilere sahiptir. Karacigerde glokoneogenezi arttirir, karaciger hari¢ diger dokularda
protein sentezini inhibe eder. Hangi nedene bagli olursa olsun suprafizyolojik
konsantrasonlarda enflamasyonun tiim bulgularini ortadan kaldirir. Bu etkiyi baslangi¢
doneminde noétrofil, bazofil ve makrofajlardan salinan kemotaktik ajanlarin salinim ve
sentezini inhibe ederek, daha sonra ise makrofaj migrasyonunu 6nleyerek ve trombosit
aktive edici faktori inhibe edip lizozom membramlarini stabilize ederek saglar (73).

Metilprednizolon, antiinflamatuar ve antialerjik etkileri nedeniyle tiim otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde, aspirasyon ve kimyasal pndmoni tedavisinde, malign tiimdrlerin

ve bir¢cok hematolojik hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Antioksidan

29



ozelligi ve lipit peroksidasyonunu inhibe etme 6zelliginden dolay: yiiksek dozlarda doku
hasarini azaltmaktadir. Yiiksek doz metilprednizolon kullaniminin spinal kord hasarini
azalttig1 gosterilmistir (74, 75).

Bell paralizisinin rutin tedavisinde en ¢ok tercih edilen ajan steroidlerdir.
Antiinflamatuar ve antiddem etkilerinden yaralanilarak FS’nin fallop kanali i¢indeki
stkigmasin1 azaltmak ve dejenerasyonu Onlemek amaciyla kullanilir. Klasik tedavi
protokoliinde 1mg/kg/giin prednizolon iki esit dozda uygulanir ve baslangi¢ dozu alt1 giin
devam ettikten sonra dort giin icinde ila¢ azaltilarak kesilir (76). Inkomplet paralizi
durumunda yiiksek iyi prognoz nedeniyle kimi yazarlar steroid tedavisi 6nermemistir (77),
ancak tedavi baglandiginda paralizinin agirligi ile tedavi etkinligi arasinda iliski

olmadigimi gosteren ¢alismalar da vardir (76).

2.8.2. Edaravone
o o}
H,C N CHO
N X
N/@ HsC crﬂ\ | j/
/ N Z
—N
H,C

3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one 2-(N,N-dimethylaminomethyleneamino)-
(edaravone, C;,H;(N,0) 6-formyl-3-pivaloylpteridin-4-one
(DFP, C15H1gNg05)

Sekil 8. Edaravone ve antioksidan 6zellik gosteren formu OBP’ nin biyokimyasal yapisi

Edaravone 2001 yilindan itibaren Japonya'da serebral infarkt tedavisinde
noroprotektif etkili ila¢ olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda Amerika’da inmeli
hastalarin erken tedavisinde etkili oldugu ifade edilmistir (78, 79). Edaravone (3-metil-1-
fenil-prazolin-5-one) bir serbest radikal siipiiriiciisii ve beyin koruyucudur (Sekil 8). Hem
non enzimatik lipid peroksidasyonunu hem de lipoksijenaz yolaklarini etkiler ve kuvvetli

antioksidan etkileri bulunmaktadir (80). Son zamanlarda edaravonenin antioksidan etkisi
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disinda baska etkileri de oldugu tespit edilmistir (81). Cesitli sinyal yolaklari tizerine
etkisine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Yakin zamanda yapilan arastirmalarda
edaravonun ge¢ noronal hiicre 6liimiinii baskiladigi, mikroglia bagimli hiicre 6liimiinii
engelledigi, uzun dénem inflamasyonu baskiladig1r gosterilmistir. Lipid oksidasyon
hasarina sebep olan lipoksijenazi edaravon inhibe etmektedir. Ayni zamanda matrix
metalloproteinaz-9 (MMP-9) inhibisyonu yaparak vaskiiler hasar ve intraserebral kanama
tizerine koruyucu etkileri bulundugu gosterilmistir (82). Tedavi edici etkisi, in vivo ve in
vitro deneysel calismalarda kanitlanmis giliclii serbest radikal tutucu o6zellige sahip
olmastyla aciklanmistir.

Edaravone diisiik molekiil agirligina (MW: 174, 2g) sahiptir. Hem yagda hem de
suda ¢6ziiniir ve hiicre membranindan kolayca geger. Edaravonenin antioksidan aktiviteyi
etkileme mekanizmas1 su sekilde agiklanir: Edaravone anyonundan bir elektronun
peroksil radikaline transfer olmasi sonucunda edaravone radikali ve peroksil anyonu
olusur. Daha sonra edaravone peroksil radikali bir hidrojen atomu ve bir elektron
eliminasyonu ile 4, 5-dion’a ve bu da -0kso-3- (fenilhidrazon) butonoik asite (OBP)
dontisiir ve OBP de antioksidan 6zellik gosterir (Sekil 8) (83).

Direk koruyucu etkisinin yanisira edaravone, anti-inflamatuar ve immunregiilatuar
ozellikleri olan IL-10 salinimini giiclii bir sekilde uyarir. Ayrica histolojik bulgularda
serebral iskemi reperflizyon hasarinda edaravone’un koruyucu etkileri gosterilmis,
reperfiizyon hasar1 baslamadan hemen once verilen edaravone’un daha efektif olacagi
rapor edilmistir (84-86). Edaravone kronik iskemi tedavisinde kullanilan bir ajandir.
Deneysel akut iskemi rat modelinde edaravone tedavisinin karacigerde, adale ve plazmada
MDA seviyelerindeki artis1 onledigi, adale ve eritrositlerde glutatyon seviyesindeki
azalmay1 engelledigi, biitlin dokularda SOD aktivitesinin azalmasini Onledigi
gosterilmistir (78, 79, 84, 87). Literatiirde, Edaravonenin antioksidan ozelligi
arastirilirken fasiyal sinir lizerinde bu oksidatif ve antioksidatif mekanizma belirtegleri ile
ilgili bir caligma yapilmamistir. Mekanik faktorlerin neden oldugu periferik sinir
hasarinda Edaravonenin terapétik rolii iyi bilinmemektedir. Bizim ¢alismamizda mekanik
faktorler nedeniyle olusan periferik sinir yaralanmasinda Edaravonenin etkisini gostermek

i¢in fasiyal sinir modeli olusturulmustur.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Arastirma, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Cerrahi Arastirma Merkezi
Laboratuvari'nda gergeklestirilmistir. Arastirmaya baslamadan &nce, KTU Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun onayr alinmistir (No: 2015 - 47). Ayrica bu
arastirma, KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir

(Proje kodu: THD-2016-54438).
3.1. Denekler

Deneylerde, KTU Deney Hayvanlari Yetistirme Merkezi’nden alinan agirliklar:
250-300 gr arasinda degisen 30 adet Sprague-Dawley tipi yetiskin disi sigan kullanilmistir.
Arastirma siirecinde siganlar 21-22 °C de, 12 saat 1s1k ve 12 saatlik karanlik
siklusunda, bir odada barindirilmistir. Su i¢cimi ve hazir pellet sican yemi verilerek

beslenmeleri serbest birakilmistir.
3.2. Deneklerin Gruplara Ayrilmasi

Oncelikle siganlara biyik hareketleri, gdz kirpma refleksi ve diger yiiz yarimiyla
karsilastirma yapilarak fasiyal sinir muayenesi yapilmis ve fasiyal sinir muayenesi
normal olan siganlar ¢alismaya dahil edilmistir. Fasiyal sinir fonksiyonlarinin normal
olmasi kriteri olarak; ¢igneme esnasinda simetrik biyik hareketleri, span¢ yardimiyla
sicanin korneasi lizerine yapilan temas ile simetrik goz kirpma refleksinin olmasi alindu.

Sicanlarin sag fasiyal sinirleri diseke edilmis ve her grubun sol fasiyal siniri kendi
grubu igerisinde Sham grubu olarak kabul edilmistir.

Deney hayvanlar1 randomize olarak 10 ‘ar sigcandan olusan 3 gruba ayrilmistir:
Kontrol Grubu, Metilprednizolon Grubu, Edaravone Grubu.

Arastirmada tiim cerrahi iglemler aymi kisi tarafindan ve standart teknikler
kullanilarak, her grupta 10 sican olacak sekilde toplam 30 sigan iizerinde

gerceklestirilmistir.
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3.3. Calisma gruplan

Hasar Grubu;
Grup 1 (Kontrol Grubu): Postoperatif siganlara 1 hafta boyunca intramuskuler
(i.m) lcc/giin serum fizyolojik (SF) uygulanan grup. (n: 10)
Grup 2 (Metilprednizolon Grubu): Postoperatif siganlara 1 hafta boyunca
intraperitoneal 1 mg/kg/gilin metilprednizolon uygulanan grup. (n: 10)
Grup 3 (Edaravone Grubu): Postoperatif siganlara 1 hafta boyunca
intraperitoneal 10 mg/kg/giin edaravone uygulanan grup. (n: 10)

Sicanlarin miidahale edilmeyen sol fasiyal sinirleri her grubun kendi i¢inde Sham

grubu olarak kabul edilmistir.

3.4. Anestezi Uygulama

Cerrahi islemler intraperitoneal olarak uygulanan 50 mg/kg Ketamin HCI
(Ketalar®, 50 mg/ml, Pfizer) ve 10 mg/kg Ksilazin HCI (Rompun® %2, 20 mg/ml, Bayer)
ile saglanan anestezi altinda gerceklestirilmistir. Aragtirmanin sonunda sakrifiye edilen

sicanlara bu islem Oncesinde de ayn1 anestezi verilmistir (Sekil 9 A).

Sekil 9. A. Intraperitoneal yolla kullanilan anestezik maddeler. B. Profilaktik olarak islem éncesi ve sonrast
intramuskuler olarak uygulanan antibiyotik.
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3.5. Cerrahi Teknik

Tiim deneklere isleme baglamadan 1 saat once profilaktik olarak 20-40 mg/kg
sefazolin sodyum intramuskuler (i.m) olarak uygulanmistir (Sekil 9 B).

Derin intraperitonal anestezi altinda kornea refleksi ve ekstremite ¢ekme yaniti
kaybolduktan sonra si¢an, sol yanina yatirilmis ve sag yiiz yarisi tiiyleri tras edildikten
sonra, %10’luk Polivinilpirolidon iyot (Polividon-iyot) soliisyonu ile saha temizligi

yapilip, steril delikli cerrahi ortii ortiilmiistiir (Sekil 10).

Sekil 10. Cerrahi 6ncesi hazirlik asamalari

A. Denegin pozisyonu, B. Cerrahi sahanin tras edilip polivinilpirolidon iyot ile temizlenmesi, C. Steril

cerrahi Ortii ile Ortiilmesi.
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3.5.1. Fasiyal Sinir Disseksiyonu

Siganlarin sag aurikula inferiorundan anteriora dogru mandibulaya paralel olarak
yaklasik 1 cm’lik horizontal bir insizyon yapildi. Deri, deri alt1 gecildikten sonra tiim
deneklerde ortaya ¢ikan preaurikiiler lenf nodu diseke edilerek siiperiora ardindan ortaya
cikan parotis bezi de diseke edilerek posteriora ekarte edildi. Eksternal juguler ven diseke
edilip asilarak altindan gecen sag fasiyal sinir trunkusu bulundu. Digastrik kas arka karni

takip edilerek periferik dallar ayr1 ayri etraf dokulardan diseke edildi (Sekil 11).

/

Sekil 11. Fasiyal sinir disseksiyonunda cerrahi agsamalar.

A. Insizyonun yapilisi, B. Parotis bezi ve preaurikuler lenf nodu, C. Fasiyal sinir trunkusu ve dallar1 (*:
Fasiyal sinir trunkusu), D. Fasiyal sinir trunkusunun mosquito klemp ile ezilisi, E. Ezilme sonrasi fasiyal
trunkusun goriiniimii (**: Ezilen segmentin goriiniimii), D. Cilt siitiirasyonu ve sahanin polivinilpirolidon

iyot ile temizlenmesi sonrasi goriiniim.

35



Sicanlarin sag fasiyal trunkusunun en distalinden (dallanmadan hemen Once)
mosquito klemp ile sinir kesisi olusturmadan 2 kademeye kadar 1 dakika siireyle
sikigtirillarak fasiyal sinir ezilme hasar1 olusturuldu. Basi bolgesi 5.0 ipek ile masseter
kasina atilan siitiir ile isaretlendi ve sonrasinda cilt 4.0 ipek ile siitiire edildi.

Islem sonras1 iki giin boyunca igme sularina 2 mg/ml paracetamol eklendi.

Tiim deneklere cerrahi islemden bir saat sonra profilaktik olarak 20-40 mg/kg
sefazolin sodyum intramuskuler (i.m) olarak uygulandi. Cilt siitlire edildikten sonra siitiir
alan1 %10’luk Polivinilpirolidon iyot (Polividon - iyot) soliisyonu ile temizlendi. Siitiir
alanlarina sargi yapilmayip acik birakildi (Sekil 11 F).

Toplam 30 sican her biri yalniz kalacak sekilde toplam 30 kafes kullanilarak
barindirilmistir. Viicut 1silar1 korunarak anesteziden uyanmalari beklenmistir. Grup 1 ve 3
te toplam iki sican anesteziden uyanamamis ve ¢alisma dis1 birakilmistir. Anestezinin
etkisi gectikten sonra géz kirpma refleksi ve biyik hareketleri bakilarak igslemin basarisi

degerlendirilmis ve tiim siganlarda sag periferik tam fasiyal sinir paralizisi elde edilmistir.

3.6. Tedavi siireci

Grup 1 (Kontrol grubu): Cerrahiden sonra bir hafta boyunca giinde bir kez olmak
tizere intramuskuler (i.m) lcc/giin serum fizyolojik uygulanmistir (n: 9).

Grup 2 (Metilprednizolon grubu): Cerrahiden sonra bir hafta boyunca giinde bir
kez intraperitoneal 1 mg/kg/giin metilprednizolon uygulanmistir (n: 10).

Grup 3 (Edaravone Grubu): Cerrahiden sonra bir hafta boyunca giinde bir kez

intraperitoneal 10 mg/kg/giin edaravone uygulanmistir (n: 9).
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Sekil 12. Tedavide kullanilan ilaglar

Tiim gruplardaki siganlarin cerrahi islem Oncesi bilateral kornea refleksleri ve
biyik hareketleri kontrol edilerek normal olduklar1 saptanmustir. Cerrahi islem sonras1 da
tiim si¢anlarin bilateral kornea refleklerine ve biyik hareketlerine bakilarak sag periferik
fasiyal paralizi deneysel modelinin amacina ulasip ulasmadig kontrol edilmis ve tim
sicanlarda sag tam fasiyal paralizi (g6z kapama refleksi ve biyik hareketlerinin olmamasi)
saglandig izlenmistir.

Cerrahi islem sonrasi dort hafta boyunca kornea refleksi ve biyik hareketlerine
bakilarak geri doniis zamaninin belirlenmesi i¢in ilk hafta her giin, sonrasinda haftalik
takip yapilmis olup istatistiksel degerlendirmede haftalik takip sonuclar1 dikkate
alinmistir. Fonksiyonlar tam olarak geri dondiiiinde yani sican goziinii tam olarak
kapatabildiginde ve biyik hareketleri karsi taraf ile karsilastirildiginda ayni ise tam
diizelme oldugu kabul edilmistir (Sekil 14). (0: Tam diizelme yok; 1: Tam diizelme var)

Sicanlar optimum yasam kosullarinda ayni ortamda ayni tiir yiyecek ve su ile
ihtiyaclar1 karsilanarak, 1s1 kontrollii barmaklarda 28 giin siire ile tutulmustur.
Degerlendirmeye alinan siganlarda arastirma stirecinde kilo kaybi, yara yeri enfeksiyonu
gibi aragtirmanin diginda birakilmalarini gerektiren durumlarin olusup olugsmadigi siirekli

gbzlenmistir. Ayrica beslenme bozuklugu vb. nedenlerle olabilecek kilo kayiplarini
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erkenden fark edebilmek i¢in giinliik kilo takibi yapilmistir.

Cerrahi iglem Oncesi ve sonrasinda uygulanan tek dozluk antibiyotik profilaksisi
disinda antibiyotik verilmemistir. Ardisik 1ilag uygulamalar1 sirasinda anestezi
uygulanmasina gerek duyulmamistir.

Dordiincii hafta sonunda, genel anestezi verilip siganlarin hasarli sag ve saglam sol
fasiyal sinir ve dallar1 miimkiin oldugu kadar uzun kesilerek ¢ikarilmig, turunkusu
histopatolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in %10’luk formaldehid
solusyonunda tespit edilmis, fasiyal sinirin dallar1 da Eppendorf tiiplerine koyularak
biyokimyasal 6l¢iimler i¢in -80°C buzdolabinda saklanmaistir.

Toplam 28 hayvanin bilateral fasiyal sinirleri ¢ikarilmis ve toplam 56 fasiyal sinir
dokusu elde edilmistir.

Anestezi altinda siganlarin fasiyal sinirleri ¢ikarildiktan sonra dekapitasyonla
sakrifiye edilerek seperatorli biyokimya tiiplerine yaklasik 5 ml kan alinmigtir. Alinan kan
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ayrilmis serum Ornekleri eppendorf tiiplere

alinarak biyokimyasal analiz yapilana kadar -80 °C’de saklanmaigtir.

Sekil 13. Fasiyal sinirin trunkusu ve dallar1
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3.7. Degerlendirme Yontemleri

3.7.1. Fonksiyonel degerlendirme

Cerrahi islem Oncesi tiim gruplardaki sicanlarin bilateral kornea refleksleri ve
biyik hareketleri kontrol edilmistir. Cerrahi islem sonrasi1 fonksiyonel degerlendirme i¢in
kars1 taraf ile karsilastirilmali olarak her hafta kornea refleksi muayenesi ve biyik

hareketlerine bakilmis olup haftalik muayene sonuclart degerlendirmeye alinmistir.

Sekil 14. Kornea refleksi muayenesi

3.7.2. Histopatolojik degerlendirme

Calisma sonunda elde edilen her bir gruba ait sag ve sol fasiyal sinir materyalleri
histolojik inceleme igin %10 luk formaldehit soliisyonunda 24 saat tespit edildi. Doku
parcalart yiikselen dereceli alkollerden (%80, %96, %96, %100) gecirilerek dehidrate
edildikten sonra ksilende saffaflastirildi. Parafin bloklara gomiildii. Elde edilen parafin
bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5 um kalinliginda
kesitler alindi. Genel morfolojik yapinin incelenebilmesi i¢in Hematoksilen-eozin (H&E),
bag dokusunun ve patolojik degisikliklerin daha iyi ayirt edilebilmesi i¢in Masson trikrom
(Masson Trichrome Stain Kit, Methyl/Aniline Blue, Biostain, Atom Scientific Ltd.
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Manchester) ile boyanarak entellan ile kapatildi. Histopatolojik degerlendirme calisma
gruplarindan habersiz bu konuda deneyimli bir histolog tarafindan 151k mikroskobu
kullanilarak (Olympus BX51, Tokyo, Japan) yapildi.

Elde edilen kesitlerde ortalama akson ¢ap1, miyelin kilif kalinlig1 ve sinir lifi ¢ap1 6l¢iildii.
Bu ol¢limlerin yapilmasinda 1s1ik mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan) ve analysis
5 research program (Olympus Soft Imaging Solutions, Germany) kullanild1. Sinir fibrilleri
iskemik degisiklikler agisindan 0-4 arasinda yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Buna
gore 0: <%2, 1: %3-25, 2: %2650 3: %51-75 4: >%75 olarak skorlandi. Sinir hiicreleri
liflerinin iskemik degisikliklerinin degerlendirilmesinde akson ve onu ¢evreleyen myelin
kilifindaki degisiklikler esas alindi (88).Bu degisiklikler; aksonlarda sismis veya
kiigiilmiis ve karanlik aksonlar, myelin kilifinda ise kesintilere ugrama, incelme ve
biiziisme gibi iskemik degisiklikler acisindan yar1 kantitatif olarak skorlandi.

Ayrica Schwann hiicrelerindeki apopitozisi degerlendirmek i¢in TUNEL (Terminal
deoxynucleotidy transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay)
teknigi kullanilarak DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi. Bunun i¢in in situ cell death
detection kit AP kit (Roche, Mannheim, Germany) kullanildi. Endojen peroksidaz
aktivitesi 3% Hidrojen peroksit (Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific, Fremont
USA) ile bloke edildi. Renklendirme 3,3'-diaminobenzidine i¢eren kit (DAB, Sigma, St
Louis, MO, USA) ile yapildi.

Kesitlerde TUNEL pozitifligini degerlendirirken yarikantitatif derecelendirme
skorlamasi kullanildi. Bu skorlamada Schwann hiicrelerindeki apopitozis degerlendirildi.
Kahverengi renkte boyanan hiicreler apoptotik hiicre, pembe-mor renkteki hiicreler
normal olarak degerlendirildi. Buna goére apoptotik hiicre agisindan 1: Cok az, zayif
tutulum (+) , 2: Hafif tutulum (++), 3: Orta siddette tutulum (+++) ve 4: Siddetli tutulum
olarak degerlendirildi (89).
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3.7.3. Biyokimyasal degerlendirme

Rat Serum ve Doku Orneklerinde Siiperoksit Dismutaz 1 (SOD1) Diizeylerinin
Belirlenmesi

Rat serum ve dokularinda SOD1 seviyesi, yarismali enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kiti (Elabscience, Cat: E-EL-R1424, Wuhan, China)

kullanilarak belirlendi.

Orneklerin ELISA Pleytine Aktarilmasi ve Ol¢iime Hazirlanmasi

[J -80 °C’deki muhafaza edilen serum ve doku 6rnekleri oda sicakligina getirildi.

[0 SODI1 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi. Standartlar ve

numuneler 50 pL olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.

) Numune ve standartlarin tizerine 50 pL Biotin-Antibody eklendi ve pleyt, folyo ile
kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 45 dakika inkiibasyona birakildi.

[ Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ve pleyt yikayicist ile 3 kez yikandh.

[J Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi ve her bir kuyucuga
100 puL Horseradish peroksidaz (HRP) konjugat ¢ozeltisi ilave edildi.

[ Pleyt, tekrardan folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 30 dk inkiibasyona
birakildi.

[ Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ve pleyt yikayicist ile 5 kez yikand.

Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Numunelerin Renklendirilmesi ve Olciim

[J Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin 90 pLL. TMB Substrat eklendi. 37 °C’de
karanlikta 15 dk inkiibasyona birakildi.

[ Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢lim sonucunda, en yliksek standardin

optik yogunlugu 0.9 — 0.95’e¢ ulagsmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50 pL
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renklenmeyi durdurma ¢d6zeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigi

gbzlemlendi.

0 Orneklerin absorbanslari VERSA (Designed by molecular Divices in California,

USA) marka mikropleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

[ Sonuglar, serum o6rnekleri i¢in ng/mL, doku ornekleri i¢in ise Bradford protein

tayini yapilarak ng/mg protein cinsinden verildi.

Rat Serum ve Doku Orneklerinde Glutatyon Peroksidaz 1 (GPX1) Diizeylerinin
Belirlenmesi

Rat serum ve dokularinda GPX1 seviyesi, sandvi¢ ELISA kiti (Elabscience, Cat:
E-EL-R2491, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi.

Orneklerin ELISA Pleytine Aktarilmasi ve Ol¢iime Hazirlanmasi

[1 -80 °C’deki muhafaza edilen serum ve doku 6rnekleri oda sicakligina getirildi.

[0 GPX1 standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi. Standartlar ve

numuneler 100 pL olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.
[ Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 1.5 saat inkiibasyona birakildi.

[ Inkiibasyon sonrasinda pleytin i¢indeki sivi uzaklastirilip {izerine 100 pL Biotin-
Antibody eklendi. Pleyt tekrar folyo ile kapatilarak 37°C’de c¢alkalayicida 1 saat

inkiibasyona birakild1.
[ Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ytkama tamponu ve pleyt yikayicisi ile 3 kez yikandi.

[0 Kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu iyice uzaklastirildi ve her bir kuyucuga
100 uLL HRP ¢ozeltisi ilave edildi.

[ Pleyt, tekrardan folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 30 dk inkiibasyona
birakildu.

[ Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ve pleyt yikayicist ile 5 kez yikand.

Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
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Numunelerin Renklendirilmesi ve Ol¢iim

(1 Her bir kuyucuga renklendirme i¢in 90 pLL. TMB Substrat eklendi. 37 °C’de
karanlikta 15 dk inkiibasyona birakildi.

(1 Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin
optik yogunlugu 0.9 — 0.95’e ulagmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50 pL
renklenmeyi durdurma ¢dzeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondigi

gozlemlendi.

0 Orneklerin absorbanslart VERSA (Designed by molecular Divices in California,

USA) marka mikropleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

[ Sonuglar, serum 6rnekleri igin pg/mL, doku ornekleri i¢in ise Bradford protein

tayini yapilarak pg/mg protein cinsinden verildi.

Rat Serum ve Doku Orneklerinde Katalaz (CAT) Diizeylerinin Belirlenmesi

Rat serum ve dokularinda CAT seviyesi, sandvi¢ ELISA kiti (Elabscience, Cat: E-
EL-R2456, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi.

Orneklerin ELISA Pleytine Aktarilmasi ve Ol¢iime Hazirlanmasi

1 -80 °C’deki muhafaza edilen serum ve doku ornekleri oda sicakligina getirildi.

[1 CAT standartlar1 kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi. Standartlar ve

numuneler 100 pL olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.
0 Pleyt, folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 1.5 saat inkiibasyona birakildi.

[ Inkiibasyon sonrasinda pleytin i¢indeki sivi uzaklastirilip {izerine 100 pL Biotin-
Antibody eklendi. Pleyt tekrar folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 1 saat

inkiibasyona birakild1.

[ Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu Ve pleyt yikayicist ile 3 kez yikand.
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] Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi ve her bir kuyucuga
100 uLL HRP ¢ozeltisi ilave edildi.

[ Pleyt, tekrardan folyo ile kapatilarak 37°C’de ¢alkalayicida 30 dk inkiibasyona
birakildi.

0 Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ve pleyt yikayicist ile 5 kez yikand.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Numunelerin Renklendirilmesi ve Ol¢iim

0 Her bir kuyucuga renklendirme i¢in 90 pL TMB Substrat eklendi. 37 °C’de
karanlikta 15 dk inkiibasyona birakildi.

[J Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonucunda, en yiiksek standardin
optik yogunlugu 0.9 — 0.95’e ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 50 pL
renklenmeyi durdurma c¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondigi

gozlemlendi.

0 Orneklerin absorbanslart VERSA (Designed by molecular Divices in California,

USA) marka mikropleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

[ Sonuglar, serum 6rnekleri i¢in pg/mL, doku 6rnekleri i¢in ise Bradford protein

tayini yapilarak pg/mg protein cinsinden verildi.

Ratlarda Serum Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

Rat serum Ornekleri biyokimyasal analizler yapilana kadar — 80 C* de sakland.
Serum orneklerinde malondialdehit miktar1 Yagi (1984) tarafindan gelistirilen TBARS
(Tiobarbituric Acid Reactive Substance) methodu kullanilarak tayin edildi (90). Lipid
peroksidasyon iiriinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon sonucu
olusan kirmizi renk spektrofotometrik olarak olciildii. Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona
girerek ayni rengi veren suda ¢Oziinlir maddeleri uzaklastirmak icin serum lipidleri

proteinle birlikte fosfotungistik asit/siilfiirik asit sistemiyle ¢oktiiriildii.

44



Olgiim:

1. Bir deney tiiptine 150 pL serum, 1.2 mL H2SO4 ve 150 mL fosfotungistik asit
eklendi, iyice karigtirildiktan sonra 5 dakika bekletildi.

2. Karigim 3000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edildi ve {ist faz atild1.

3. Geriye kalan ¢okelek tizerine 2 mL saf su eklendi ve yeniden ¢oziiniinceye kadar
vortekslendi.

4, Tiipe 500 pL TBA eklendi ve 1 saat 100 °C” de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyonun ardindan tiipler 1000 g’ de 10 dk. santrifiijlendi.

6. Ustteki berrak kisim alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI iginde 50 °C’ de 1 saat inkiibe
edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA ¢ozeltisinden 50, 25,10, 5, 2.5,1,25,
0.625, 0.312, 0156 nmol/mL calisma standartlar1 hazirlandi. Elde edilen sonuglarla
standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak serum MDA miktari nmol MDA/mL

olarak belirlendi.

Ratlarda doku Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

Rat dokularinda MDA diizeyi Mihara ve Uchiyama tarafindan gelistirilen metod ile tayin
edildi (91).

Orneklerin Hazirlanist:

Dokular tartilarak 0,5mL/L triton-X 100 igeren %1,15 KCl ¢ozeltisi ile homojenize
edildi (% 10 agirlik/hacim). Homojenizasyon i¢in 9500 rpm (4x10s, 4°C)’ de Ultra-Turrax

homejenizatér (model T25, Jane and Kunkel, Germany) kullanildu.

Ol¢iim:

1. 500 puL homojenata 3 mL % 1’ lik H3PO4 eklenerek karistirildi.
2. Karigima 1 mL % 0,672 lik tiyobarbitiirik asit (TBA) eklendikten sonra 45 dakika

kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
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3. Oda sicakliginda 4000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Organik faz alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI iginde 50 °C’ de 1 saat inkiibe
edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA ¢6zeltisinden 50, 25,10, 5, 2.5,1,25,
0.625, 0.312, 0156 nmol/mL calisma standartlar1 hazirlandi. Elde edilen sonuglarla
standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak doku MDA miktar1 nmol MDA/mL
olarak hesaplandi. Sonuglar, Bradford protein tayini yapilarak nmol/mg protein olarak

verildi.

Toplam Oksidan Kapasitenin Belirlenmesi (TOS)

TOS’u belirleyebilmek igin Erel O. (71)’niin olusturdugu kolorimetrik metod

uygulandi. Bu metodun prensibi asidik ortamda farkli oksidan tiirleriyle Fe+> ‘nin Fe+> ‘e

b

yiikseltgenmesi ve Fe+? “lin ksilenol oranj ile meydana getirdigi renk degisiminin 530 nm

de 6l¢iilmesi esasina dayanur.
Kullanilan Cozeltiler
1. Reaktif I (pH 1,75);
25 mM H:2S04 (% 95-97);
138 uL H2SO4 alinip, hacim deiyonize su ile 100mL ye tamamlandi.

Son konsantrasyonu 150 uM ksilenol oranj, 140 mM NacCl, 1,35 M gliserol olacak
sekilde reaktif hazirlandi.0, 0057 g ksilenol oranj, 0,4095g NaCI 40 ml 25 mM H>SOs4 de

¢oziildii, 4,945ml gliserol (gliserin) ile hacim 50mL ye tamamland.
2. Reaktif IT

Son konsantrasyonu 5mM (NH4)2Fe(SO4)2, 10mM o-dianizidin dihidrokloriir
olacak sekilde, 0,098g (NH4)2Fe(SO4)2, 0,1586g o-dianizidin dihidrokloriir 25 mM

H>SOg4ile ¢oziildii, hacim 50 ml ye tamamland.
3. Standart Hazirlanmasi

Standart, 20pmol H>O; Eq/ L olacak sekilde hazirlandu.
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Olgiim :

Asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilip 560 nm’ de absorbanslar1 okundu. Al
degerleri A2 degerlerinden ¢ikarilarak bu absorbans degerlerine karsilik gelen

konsantrasyon miktar elde edildi.

Tablo 2. TAS hesaplamalarinda olusturulan tablo

Reaktifler Numune (pl) Standart (ul)
Standart - 75
Numune 75 -
Reaktif I 500 500

A1l: Reaktifler eklendikten 30 sn sonra 530 nm de ilk okuma yapildi.

Reaktif I1 25 25

A2: Reaktif II eklendikten 5dk sonra 530 nm de ikinci okuma yapildi.

Hesaplama:

A2-A1= Standart ve numune AAbs

(AAbs Numune)

Sonug= * Standart Konsantrasyonu

(AAbs Standart)
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Sonuglar, pmol H>O» Ekivalent/ L cinsinden verildi.

Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi (TAS)

TAS’1 belirleyebilmek igin Erel O. (70)’niin olusturdugu kolorimetrik metod
uygulandi. Bu metodun prensibi, numunedeki antioksidanlarin koyu mavi yesil renkli
ABTS radikalini renksiz ABTS formuna doniistiirmesi esasina dayanir. Numunenin total
antioksidan kapasitesi, 660 nm’deki absorbans degisimine baglhidir. Bu metot, Trolox
Ekivalenti (Vitamin E analog) olarak bilinen kararli antioksidan standart c¢ozeltisi ile

hazirlanir.
Kullanilan Cozeltiler
1. Reaktif I;
Asetat Tamponu = 0.4 mol/L, pH:5.8
2. Reaktif 1I:
Asetat Tamponu = 0.4 mol/L, pH:3.6
ABTS =30 mmol/L
3. Standart Hazirlanmasi;
1.0 mmol/L Trolox Ekivalent
Olgiim :

Asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilip 660 nm’ de absorbanslar1 okundu. A1l
degerleri A2 degerlerinden c¢ikarillarak bu absorbans degerleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi.
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Tablo 3. TOS hesaplamalarinda olusturulan tablo

Reaktifler Numune (ul) Standart (ul) H>O (ul)
Deiyonize su - - 30
Standart - 30 -
Numune 30 - 5
Reaktif [ 500 500 500

A1: Reaktifler eklendikten 30 sn sonra 660 nm de ilk okuma yapildi.

Reaktif I1 75 75 75

A2: Oda sicakliginda Reaktif II eklendikten 10dk sonra 660 nm de ikinci okuma
yapildu.

Hesaplama:

A2-A1= Standart ve numune AAbs

(AAbs H>0) - (AAbs Numune)
Sonug= * Standart Konsantrasyonu

(AAbs H>0) - (AAbs Standart)

Sonuglar, mmol/L Trolox Ekivalent cinsinden verildi.

Bradford Metodu ile Protein Tayini:

Bu metodun prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250°nin
fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600
nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir (92). Sonuglar mg/mL

olarak verildi.
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3.7.4. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel agidan verilerin degerlendirilmesinde SPSS for Windows 23.0
istatistik paket programi kullanilmistir. Calismanin sonuglarinin analizinde arastirma
Oncesi ve sonrasi kornea refleksinin ve biyik hareketlerinin haftalik bulgular istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Gruplarin gbz ve biyik fonksiyonellik degerlendirilmesinde
fonksiyonellik kategorik bir veri olarak degerlendirildigi i¢in Ki-Kare Analizi, bagiml
grup degerlendirilmelerinde Mc Nemar testi yapildi.

Gruplarin serum ve doku biyokimyasal parametre ve histopatolojik hasar skoru
incelemelerinde gruplar arasi farklilik Kruskall Wallis testi ile yapildi. Alt grup
karsilastirmalart Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. p < 0,05

diizeyi istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Fonksiyonel Degerlendirme Bulgular:

Hasar olusturulmadan 6nce kontrol amacli yapilan kornea refleksi muayenesinde
deneklerin tiimiinde bilateral gozlerin tam olarak kapandigi ve biyik hareketlerinin normal

oldugu izlenmistir.

Tablo 4. Gruplarin kornea refleksi iyilegsmelerinin haftalara gore degisimi

Grup 1l Grup 2 Grup3 P
Islem 6ncesi 9 (%100) 10 (%2100) 9 (%100) p>0.05
1.hafta 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) p >0.05
] 2.hafta 0 (%0)°® 0 (%0)2 6 (%66.7) &P p <0.001
= E
E = 3.hafta 0 (%0)° 2 (%20)2 7 (%77.8) 2P p =0.001
4.hafta 1(%11.1)® 5(%50) 8(%88.9) p < 0.005

2. haftada #p = 0.003; ® p= 0.009
3.haftada 2p = 0.023; ® p=0.002
4. hafta i¢in  p=0.003

Islem 6ncesi ve birinci haftada tiim gruplar arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3)
kornea refleksi iyilesmeleri karsilastirildiginda anlamli farklilik olmadigi saptanmistir
(Tablo 4).

Ikinci haftada ise tiim gruplar arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3) istatistiksel
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olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir. Gruplar aras1 yapilan ikili kargilagtirmada ise
Grup 1 ile Grup 3 arasinda (p < 0.01) ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda (p < 0.005) anlaml1
farklilik oldugu saptanmistir (Tablo 4).

Uciincii haftada gruplar arasi karsilastirildiginda (Grup 1, Grup 2, Grup 3)
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu saptanmistir (p = 0.001). Gruplar arasi
yapilan ikili karsilagtirmada ise Grup 1 ile Grup 3 arasinda (p = 0.002) ve Grup 2 ile Grup
3 arasinda (p = 0.023) anlamli farklilik oldugu saptanmistir (Tablo 4).

Dordiincii haftada ise tim gruplar arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3)
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir (p < 0.005). Grup 2 ve Grup
3 arasinda bu haftada anlaml fark yokken Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli farklilik

oldugu saptanmistir (p = 0.003) (Tablo 4).

Kornea refleksi iyilesmeleri her grup icin islem Oncesine gore islem sonrasi

birinci hafta, ikinci hafta, iiciincii hafta, dordiincii haftalarda Mc Nemar testi

kullanilarak degerlendirilmistir.

Tablo 5. Grup 1’ in kornea refleksi iyilesmelerinin islem Oncesine gore 1, 2, 3, 4. haftalarda
degerlendirilmesi

1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 1 (%11.1)
n(%)

Islem 6ncesi
9 (%100)

0.004 0.004 0.004 0.008

Grup 1-Hasar grubunda islem oncesi ile islem sonrasi birinci hafta, ikinci
hafta, iiciincii hafta, dordiincii hafta kornea refleksi iyilesme bulgular1 arasinda,

farkliligin anlamli oldugu (p<0,05) saptanmuistir. (Tablo 5).
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Tablo 6. Grup 2’ nin kornea refleksi iyilesmelerinin islem Oncesine gére 1, 2, 3, 4. haftalarda
degerlendirilmesi

1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta

0 (% 0) 0 (% 0) 2 (% 20) 5 (% 50)
n (%)

Islem Ancesi
10 (%100)

0.002 0.002 0.008 0.031

Grup 2-Hasar grubunda islem oncesi ile islem sonrasi birinci hafta, ikinci
hafta, iiciincii hafta, dordiincii hafta bulgular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farkliligin oldugu saptanmistir (p<<0,05) (Tablo 6).

Tablo 7. Grup 3’ iin kornea refleksi iyilesmelerinin iglem Oncesine goére 1, 2, 3, 4. haftalarda
degerlendirilmesi

1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
_ 0 (% 0) 6 (% 66.7) 7 (% 77.8) 5 (% 88.9)
§5 %)
c O
Ho Bl |
g &
L o
= 0.004 0.250 0.500 1.000

|

Grup 3-Hasar grubunda islem oncesi ile islem sonrasi birinci hafta arasinda
anlamli bir fark bulunmusken; islem Oncesi ile ikinci hafta, ii¢iincii hafta, dordiincii

hafta bulgular1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu saptanmamustir (p > 0,05) (Tablo 7).
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Tablo 8. Gruplarin bryik hareketleri iyilesmelerinin haftalara gore degisimi

Grup 1 Grup 2 Grup3 P
islem 6ncesi 9 (%100) 10 (%100) 9 (%100) p>0.05
1.hafta 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) p>0.05

T _

s =

% < 2.hafta 0 (%0)° 2(%20)° 7(%77.8)%>  p= 0.001
5 E

= 2

=< ‘2,

S 3.hafta 0 (%0)° 3(%30)* 8(%88.9) *b p <0.001
2

4.hafta 4(%44.4)° 9(%90) 9(%100)? p<0.01

2. haftada ®p = 0.023; ® p= 0.002; 3.haftada *p = 0.020; ® p < 0.001; 4. hafta icin * p= 0.029
Biyik hareketleri iyilesmelerinin gruplar arasinda haftalara gore ve anlamli
haftalardaki hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak icin de Ki-Kare testi

kullanilarak degerlendirildiginde;

Islem 6ncesi ve birinci haftada tiim gruplar arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3)
biytk hareketlerinin iyilesmeleri karsilastirildiginda anlamli  farklilik  olmadig:
saptanmigtir (Tablo 8).

ikinci haftada ise tiim gruplar arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3) istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir. Gruplar aras1 yapilan ikili karsilastirmada ise
Grup 1 ile Grup 3 arasinda (p = 0.02) ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda (p = 0.023) anlaml
farklilik oldugu saptanmistir (Tablo 8).

Uciincii haftada gruplar arasi karsilastirildiginda (Grup 1, Grup 2, Grup 3) gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu saptanmistir (p = 0.001). Gruplar arasi

yapilan ikili karsilastirmada ise Grup 1 ile Grup 3 arasinda (p < 0.001) ve Grup 2 ile Grup
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3 arasinda (p = 0.020) anlamli farklilik oldugu saptanmistir (Tablo 8).

Dordiincii haftada ise tiim gruplar arasinda (Grup 1, Grup 2, Grup 3) istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir (p < 0.005). Grup 2 ve Grup 3 arasinda bu
haftada anlamli fark yokken Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli farklilik oldugu
saptanmistir (p = 0.029) (Tablo 8).

Biyik hareketleri iyilesmeleri her grup i¢in islem dncesine gore islem sonrasi
birinci hafta, ikinci hafta, iiciincii hafta, dordiincii haftalarda Mc Nemar testi

kullanilarak degerlendirilmistir.

Tablo 9. Grup 1’ in biyik hareketleri iyilesmelerinin islem oncesine gore 1, 2, 3, 4. haftalarda

degerlendirilmesi

1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
0 (% 0) 0 (% 0) 0 (% 0) 4 (% 44.4)

n (%)

Islem 6ncesi
9 (%100)

0.004 0.004 0.004 0.063

Grup 1-Hasar grubunda islem o6ncesi ile islem sonrasi birinci hafta, ikinci
hafta, iiciincii hafta bulgular arasinda farkliligin anlamli oldugu (p < 0,05), islem

oncesi ve dordiincii hafta bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin

olmadig saptanmistir. (Tablo 9).
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Tablo 10. Grup 2’ nin biyik hareketleri iyilesmelerinin islem Oncesine gore 1, 2, 3, 4. haftalarda
degerlendirilmesi

1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
0 (% 0) 2 (% 20) 3 (% 30) 9 (% 90)

n (%)

Islem &ncesi
10 (%100)

0.002 0.008 0.016 1.000

Grup 2-Hasar grubunda islem oncesi ile islem sonrasi1 birinci hafta, ikinci
hafta, iiciincii hafta bulgular arasinda farkliligin anlamli oldugu (p < 0,05), islem

oncesi ve dordiincii hafta bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin

olmadig1 saptanmuistir. (Tablo 10).

Tablo 11. Grup 3’ in biyik hareketleri iyilesmelerinin islem Oncesine gore 1, 2, 3, 4. haftalarda
degerlendirilmesi

1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
0 (% 0) 7 (% 77.8) 8 (% 88.9) 9 (% 100)

n (%)

Islem 6ncesi
9 (%100)

0.004 0.500 1.000 1.000

Grup 3-Hasar grubunda islem oncesi ile islem sonrasi birinci hafta bulgular
arasinda farkliligin anlamli oldugu (p < 0,05), islem oncesi ile ikinci hafta, iiciincii

hafta, dordiincii hafta bulgular1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin

olmadig1 saptanmustir. (Tablo 11).
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4.2. Histopatolojik Degerlendirme Bulgulari

Histopatolojik Bulgular:

Sekil 15. Fasiyal sinir dokusuna ait fotomikrograf (H&E X 400).

(A: Kontrol grubu sag, B: Kontrol grubu sol, C: Metilprednizolon grubu sag, D: Metilprednizolon grubu
sol, E: Edaravone grubu sag, F: Edaravone grubu sol). Akson (—), myelin kilifi (A).
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Sekil 16. Fasiyal sinir dokusuna ait fotomikrograf (Masson Trikrom X 1000).

(A: Kontrol grubu sag, B: Kontrol grubu sol, C: Metilprednizolon grubu sag, D: Metilprednizolon grubu
sol, E: Edaravone grubu sag, F: Edaravone grubu sol). Akson (—), myelin kilifi (A).
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Kontrol grubuna ait sag fasiyal sinir dokusunun incelenmesinde, aksonlarda
yaygin olarak siddetli dejenerasyon, dilatasyon veya incelme izlendi. Myelin kilifinda ise
yaygin olarak kesintilere ugrama ve kayip izlendi (Resim 15, 16 A).

Kontrol grubuna ait sol fasiyal sinir dokusunun incelenmesinde, aksonlarda
normale yakin goriintii izlenmekle birlikte yer yer kiigiilmiis aksonlar ve kesintiye ugramis
ve dilate olmus myelin kilift izlendi (Resim 15, 16 B).

Metilprednizolon grubuna ait sag fasiyal sinir dokusunun incelenmesinde, yer yer
kiiciilmiis aksonlar izlenmekle birlikte aksonlar normale yakin yapida izlendi. Normal
myelin kilif yapis1 yaninda kesintiye ugramis ve dilate olmus aksonlar da mevcut idi.
Myelin kilifinda yer yer vakuol benzeri yapilar izlendi (Resim 15, 16 C).

Metilprednizolon grubuna ait sol fasiyal sinir dokusunun incelenmesinde, normal
akson yapisi yaninda dilate olmus veya kiigiilmiis aksonlar da izlendi. Normal yapida
myelin kilifi yaninda yaygin olarak 6demli ve kesintiye ugramig myelin yapisi izlendi.
Myelin kilifinda yer yer vakuol benzeri yapilar izlendi (Resim 15, 16 D).

Edaravone grubuna ait sag fasiyal sinir dokusunun incelenmesinde, yer yer 6demli
aksonlar izlenmekle birlikte genel olarak normal yapida aksonlar izlendi. Myelin kilift yer
yer 0demli ve kesintiye ugramis aksonlar yaninda normal morfolojide izlendi (Resim 15,
16 E).

Edaravone grubuna ait sol fasiyal sinir dokusunun incelenmesinde, normal
morfolojide ve kii¢iilmiis aksonlar birarada izlendi. Dilate olmus ve kesintiye ugramis
myelin kilift yaninda normal myelin kilif yapis1 izlendi. Myelin kilifinda yer yer vakuol

benzeri yapilar izlendi (Resim 15, 16 F).

Apoptozis:

Gruplara ait preparatlar TUNEL teknigi ile Schwann hiicre apoptozisi agisindan 151k
mikroskobunda degerlendirildi. Buna goére gruplarin degerlendirmesinde, kontrol grubuna
ait sag fasiyal sinir kesitlerinde yaygin olarak apoptotik Schwann hiicresi izlendi. Kontrol
grubuna ait sol fasiyal sinir kesitlerinin incelenmesinde, apoptotik Schwann hiicreleri ve

normal Schwann hiicreleri izlendi. Apoptotik Schwann hiicreleri hafif ve yer yer orta
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siddette izlendi. Metilprednizolon grubuna ait sag ve sol sinir kesitlerinde hafif seviyede

Schwann hiicre apoptozisi izlendi. Edaravone grubuna ait sag ve sol fasiyal sinir

Sekil 17. Fasiyal sinir dokusuna ait fotomikrograf ( TUNEL teknigi X 1000).
(A: Kontrol grubu sag, B: Kontrol grubu sol, C: Metilprednizolon grubu sag, D: Metilprednizolon grubu
sol, E: Edaravone grubu sag, F: Edaravone grubu sol). Normal Schwann hiicresi (—), apoptotik Schwann

hiicresi (A)
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kesitlerinin incelenmesinde ¢ok az miktarda apoptotik Schwann hiicresi izlendi. Yaygin

olarak normal Schwann hiicreleri mevcut idi (Sekil 17).

Tablo 12. Hasar gruplarinin histopatalojik olarak degerlendirilmesi

Sinir lifi cap1 (nm)

Myelin
kalinhigi(pm)

AkKkson ¢ap1 (um)

Schwann hiicre
apopitozis skoru

Aksonal
dejenerasyon

Myelin
dejenerasyon

Grup 1- Hasar
(n: 9)

4.81(4.51-5.74)b

1.99(1.64-2.64)

2.56(2.49-3.35)

3(3-4)*

3(2-3)eb

3(3-4)e

Sinir lifi ¢ap1 i¢in ® p< 0.001; ® p < 0.001

Grup 2- Hasar
(n: 10)

7.73(6.98-8.13)

2.04(1.86-3.5)

2.33(2.16-2.48)

2(1.75-2)*

1.5(1-2)

2(1-2.25)*

Schwann hiicre apoptozis skoru i¢in * p = 0.001; * p < 0.001

Aksonal dejenerasyon i¢in  p = 0.001; ; ® p = 0.006

Myelin dejenerasyon igin * p = 0.001; ® p < 0.001

Grup 3- Hasar
(n: 9)

7.11(6.35-7.4)°

2.19(2.17-2.36)

2.37(1.88-2.8)

1(1-2)°

2(1.5-2)°

2(1.5-2)b

P <0.001

P>0.05

P>0.05

P <0.001

P=0.001

P=0.001

Kontrol, Prednol ve Edaravone hasar gruplarinin sinir lifi ¢ap1, myelin kalinligi,

akson ¢api, Schwann hiicre apopitozis skoru, aksonal dejenerasyon ve myelin

dejenerasyon ortanca degerleri hesaplandi ve tablo 1°de ortanca (%25-%75) deger olarak

verildi.
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Gruplar arasinda bu histopatolojik degerler karsilastirildiginda elde edilen
sonuglar tablo 12’°de gruplar halinde gosterilmistir. Gruplar arasinda myelin kilifi ve akson
capi1 ortanca degerleri karsilastirildiginda anlamli fark bulunmazken anlamli fark oldugu
izlenen sinir lifi ¢api, Schwann hiicre apoptozis skoru, aksonal dejenerasyon, myelin
dejenerasyon ortanca degerleri ikili gruplar arasinda Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastirilmistir.

Sinir lifi ¢ap1 i¢in Grup 1 ile 2 ve Grup 1 ile 3 arasinda anlamli farklilik izlenmistir
(p< 0.001). Schwann hiicre apoptozis skoru i¢in Grup 1 ile 2 ve Grup 1 ile 3 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Aksonal dejenerasyon i¢in Grup 1 ile 2
ve Grup 1 ile 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Myelin
dejenerasyon icin Grup 1 ile 2 ve Grup 1 ile 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmistir.

Tablo 13. Sham gruplarinin histopatalojik olarak degerlendirilmesi

Grup 1- Sham Grup 2- Sham Grup 3- Sham P
(n: 9) (n: 10) (n: 9)

Sinir lifi capr (um)  6.2(6.11-6.53)*° 7.43(6.76-7.72)* 7.71(6.65-8.4)° P<0.01
Myelin 2.82(2.24-3.4) 2.3(2.14-3.15) 2.82(2.32-4.33) P> 0.05
kalinhgi(pm)

Akson cap1 (nm) 2.32(1.92-2.46) 2.2(1.99-2.41) 2.34(2.1-2.84) P>0.05
Schwann hiicre 2(1.5-2) 2(1-2) 1(1-2) P> 0.05
apoptozis skoru

Aksonal 1(1-2) 2(1-2) 2(1.5-2) P>0.05
dejenerasyon

Myelin 2(1.5-2) 2(1-2) 2(2-2) P>0.05
dejenerasyon

Sinir lifi i¢in * p = 0.003; ® p = 0.008
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Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Prednol) ve Grup 3 (Edaravone) Sham gruplarinin sinir
lifi c¢api, myelin kalinligi, akson ¢api, Schwann hiicre apopitozis skoru, aksonal
dejenerasyon ve myelin dejenerasyon ortanca degerleri hesaplandi ve tablo 13’te ortanca
(%25-%75) deger olarak verildi.

Sham gruplar1 arasinda bu histopatolojik degerler karsilastirildiginda elde edilen
sonugclar tablo 13°te gruplar halinde gosterilmistir. Gruplar arasinda sadece sinir lifi ¢cap1
ortancalar1 arasinda anlamli farkliblk saptanmistir ve ikili gruplar arasinda
karsilastirildiginda sinir lifi ¢ap1 igin Grup 1 ile 2 ve Grup 1 ile 3 arasinda anlamli farklilik
izlenmistir (p < 0.01).

Tablo 14. Kontrol grubunun sham ve hasar gruplarinin histopatolojik olarak karsilastirilmasi (n: 9)

Grup 1- Hasar Grup 1- Sham P

Sinir lifi cap1 (um) 4.81(4.51-5.74) 6.2(6.11-6.53) P=0.008
Myelin kalinh@i(nm) 1.99(1.64-2.64) 2.82(2.24-3.4) P=0.024
AkKson ¢ap1 (um) 2.56(2.49-3.35) 2.32(1.92-2.46) P=0.014
Schwann hiicre 3(3-4) 2(1.5-2) P <0.001
apoptozis skoru

Aksonal dejenerasyon = 3(2-3) 1(1-2) P=10.003
Myelin dejenerasyon  3(3-4) 2(1.5-2) P =10.006

Grup 1 (Kontrol) sham ve hasar gruplarimin sinir lifi ¢ap1, myelin kalinligi, akson
cap1, schwann hiicre apopitozis skoru, aksonal dejenerasyon ve myelin dejenerasyon

ortanca degerleri hesaplandi ve tablo 14’de ortanca (%25-%75) deger olarak verildi. Bu
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iki grup arasindaki tiim ortanca degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmustir.

Tablo 15. Prednol grubunun sham ve hasar gruplarinin histopatolojik olarak karsilagtirilmasi (n: 10)

Grup 2- Hasar Grup 2- Sham P

Sinir lifi cap1 (nm) 7.73(6.98-8.13) 7.43(6.76-7.72) P>0.05
Myelin kalinhgi(pm) 2.04(1.86-3.5) 2.3(2.14-3.15) P>0.05
Akson cap1 (nm) 2.33(2.16-2.48) 2.2(1.99-2.41) P>0.05
Schwann hiicre 2(1.75-2) 2(1-2) P>0.05
apoptozis skoru

Aksonal dejenerasyon | 1.5(1-2) 2(1-2) P>0.05
Myelin dejenerasyon 2(1-2.25) 2(1-2) P>0.05

Grup 2 (Prednol) sham ve hasar gruplarinin sinir lifi ¢ap1, myelin kalinligi, akson
cap1, Schwann hiicre apopitozis skoru, aksonal dejenerasyon ve myelin dejenerasyon
ortanca degerleri hesaplandi ve elde edilen sonuglar tablo 15°de gruplar halinde
gosterilmistir. Bu histopatolojik degerleri karsilastirildiginda sham ve hasar grubu

arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir.
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Tablo 16. Edaravone grubunun sham ve hasar gruplarinin histopatolojik olarak karsilagtirilmasi (n: 9)

Grup 3- Hasar Grup 3- Sham p

Sinir lifi cap1 (um) 7.11(6.35-7.4) 7.71(6.65-8.4) P>0.05
Myelin kalinhgi(pm) 2.19(2.17-2.36) 2.82(2.32-4.33) P>0.05
AkKkson ¢ap1 (um) 2.37(1.88-2.8) 2.34(2.1-2.84) P>0.05
Schwann hiicre 1(1-2) 1(1-2) P>0.05
apoptozis skoru

Aksonal dejenerasyon  2(1.5-2) 2(1.5-2) P>0.05
Myelin dejenerasyon 2(1.5-2) 2(2-2) P>0.05

Grup 3 (Edaravone) sham ve hasar gruplarinin sinir lifi ¢ap1, myelin kalinligi,
akson ¢api, Schwann hiicre apopitozis skoru, aksonal dejenerasyon ve myelin
dejenerasyon ortanca degerleri hesaplandi ve tablo 16’da ortanca (%25-%75) deger olarak
verildi. Bu iki grup arasindaki tiim ortanca degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli farklilik saptanmamustur.
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4.3. Biyokimyasal Degerlendirme Bulgulari

Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (Prednol) ve Grup 3 (Edaravone) grubunun serum SOD1,
GPx, CAT, MDA, TAS, TOS, OSI ortanca degerleri hesaplandi1 ve sonuglar tablo 17°de
ortanca (%25-%75) deger olarak verildi.

Tablo 17. Gruplar aras1 serumda 6l¢iilen oksidatif belirteglerin degerlendirilmesi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(n:9) (n:10) (n:9) P
SOD1 1.03(0.67-1.99) 1.09(0.75-1.65) 1.06(0.87-2.01) P>0.05
(ng/mg protein)
GPx 9.08(8.72-193.61) 124.69(17.96- 17.42(3.91-335.63)  P>0.05
(pg/mg protein) 265.49)
CAT 7.47(2.27-61.66) 17.26(10.20-58.67) 9.23(4.55-70.58) P>0.05
(pg/mg protein)
MDA 0.64(0.54-0.81) 0.62(0.51-0.65) 0.67(0.57-0.77) P>0.05
(nmol/mg protein)
TAS 0.28(0.17-0.81) 0.83(0.39-1.09)* 0.27(0.17-0.37)* P<0.05
(mmol trolox Eq/L)
TOS 7.11(4.96-9.70) 6(5.07-7.23) 7.15(6.17-8.8) P>0.05
(mmol H202 Eq/L)
OSI 1.62(0.70-5.87) 0.71(0.50-1.88)* 3.15(1.76-5.81)* P <0.05

SOD: Siiperoksid dismutaz; GPx: Glutatyon preoksidaz; CAT: Katalaz; MDA: Malondialdehit; TAS: Total

antioksidan status; TOS: Total oksidan status; OSI: Oksidatif stres indeksi

TAS i¢in a p = 0.004; OSI igin a p =0.003

Gruplar arasinda serum oksidatif belirtecleri karsilastirildiginda elde edilen
sonuglar tablo 17’de gruplar halinde gosterilmistir. Serum gruplar arast TAS ve OSI
diizeyleri karsilastirildiginda Grup 2 ile Grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur. Gruplar aras1 serum SOD1, GPx, CAT, MDA, TOS degerleri ortancalari
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilik saptanmamaistir (p > 0,05). Gruplarin TAS
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ve OSI ortanca, minimum ve maksimum degerleri kutu grafikle gosterilmistir (Sekil 1 ve

2).

2,001

n
=
1

1,00

TAS {mmol trolox EqiL)

00 T T T
KONTROL PREDNOL EDARAVONE

GRUP

Sekil 18. TAS ortanca, minimum ve maksimum degerleri

12,00

10,00

8,001

OSI
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2,009
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Sekil 19. OSI ortanca, minimum ve maksimum degerleri
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Tablo 18. Hasar gruplari arasinda dokuda 6lgiilen oksidatif belirteclerin degerlendirilmesi

SOD1
(ng/mg protein)

GPX
(pg/mg protein)

CAT
(pg/mg protein)

MDA
(nmol/mg protein)

TAS
(mmol trolox
Eq/L)
TOS
(Mmmol H202
Eq/L)

OSI

Grup 1- Hasar
(n:9)

4.56(3.19-12.85)
360.7(3.19-12.85)
684.9((401.9-

1841.9)

161.4(119.8-
392.35)
1.69(0.9-1.88)

5.1(4.05-6.25)

0.32(0.26-0.6)

Grup 2- Hasar
(n:10)

4.63(2.83-5.79)
350.7(222.9-454.1)
529.15(416.3-

881.42)

207.95(132.1-
250.62)
1.8(1.64-1.95)

4.79(3.41-5.77)

0.29(0.17-0.33)

Grup 3- Hasar

(n:9)

3.93(2.04-10.18)

390(226-594.9)

483.8(328.9-855.4)

148.9(109.3-269.65)

1.77(1.28-1.83)

5.04(4.19-5.24)

0.28(0.27-0.38)

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

P>0.05

SOD: Siiperoksid dismutaz; GPx: Glutatyon preoksidaz; CAT: Katalaz; MDA: Malondialdehit; TAS:
Total antioksidan status; TOS: Total oksidan status; OSI: Oksidatif stres indeksi

Hasar gruplar1 arasindaki doku SOD1, GPx, CAT, MDA, TAS, TOS, OSI degerleri

ortancalar1 karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilik saptanmamistir (p > 0,05)

(Tablo 18).
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Tablo 19. Sham gruplar1 arasinda dokuda 6lciilen oksidatif belirteclerin degerlendirilmesi

Grup 1- Sham Grup 2- Sham Grup 3- Sham P
(n:9) (n:10) (n:9)
SOD1 0.67(0.34-4.05) 2.25(1.21-6.51) 2.61(1.18-8.319 P>0.05
(ng/mg protein)
GPX 1009(43.85-2002.25)  1078(292.67- 658.6(281.55- P>0.05
(pg/mg protein) 1915.17) 1293.35)
CAT 194(94.25-326.15) 191.25(100.1- 259.8(137.85-423.4)  P>0.05
(pg/mg protein) 697.17)
MDA 241(131.6-552.55) 172.25(130.37- 163.5(140.7-548.85) P> 0.05
(nmol/mg protein) 713.75)
TAS 1.27(1.08-1.41)*® 0.6(0.27-0.99)* 0.45(0.37-0.5)° P <0.05
(mmol trolox
Eq/L)
TOS 7.09(5.75-9.58)° 8.66(8.32-10.22)* 10.75(10.29-11.35)*> | P<0.05
(Mmol H202
Eq/L)
OSI 0.64(0.47-0.78)® 1.8(0.84-3.36)* 2.34(1.99-2.98)° P <0.05

SOD: Siiperoksid dismutaz; GPx: Glutatyon preoksidaz; CAT: Katalaz; MDA: Malondialdehit; TAS: Total
antioksidan status; TOS: Total oksidan status; OSI: Oksidatif stres indeksi

TAS igin a p: 0.002 ; TAS i¢in b p: 0.001 ; TOS i¢in a p: 0.01 ; TOS i¢in b p: 0.006 ; OSI igin a p: 0.006 ;
OSI igin b p: <0.001

Sham gruplar1 arasinda doku oksidatif stres belirtecleri ortancalar
karsilastirildiginda TAS diizeyleri i¢in Grup 1 ile Grup 2 arasinda ve Grup 1 ile Grup 3
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasina ragmen Grup 2 ile Grup 3 arasinda
anlamli bir fark saptanmamistir (p > 0.017). TOS diizeyleri karsilastirildiginda Kontrol ile
Edaravone; ayrica Prednol ile Edaravone gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmigtir. OSI diizeyleri sham gruplar1 arasinda karsilastirildiginda Grup 1 ile Grup 2
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arasinda ve Grup 1 ile Grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Tablo
19).

Tablo 20. Kontrol sham ve hasar gruplari arasinda dokuda dlgiilen oksidatif belirteglerin degerlendirilmesi

Grup 1- Hasar Grup 1- Sham P
SOD1 4.56(3.19-12.85) 0.67(0.34-4.05) P=0.11
(ng/mg protein)
GPX 360.7(3.19-12.85) 1009(43.85- P>0.05
(pg/mg protein) 2002.25)
CAT 684.9((401.9- 194(94.25-326.15)  P=0.01

(pg/mg protein) 1841.9)

MDA 161.4(119.8-392.35)  241(131.6-552.55)  P>0.05

(nmol/mg protein)

TAS 1.69(0.9-1.88) 1.27(1.08-1.41) P>0.05
(mmol trolox Eq/L)

TOS 5.1(4.05-6.25) 7.09(5.75-9.58) P>0.05
(Mmol H202 Eq/L)

oSl 0.32(0.26-0.6) 0.64(0.47-0.78) P>0.05

SOD: Siiperoksid dismutaz; GPx: Glutatyon preoksidaz; CAT: Katalaz; MDA: Malondialdehit; TAS: Total
antioksidan status; TOS: Total oksidan status; OSI: Oksidatif stres indeksi

Grup 1 (Kontrol) sham ve hasar gruplarinin oksidatif stres belirtegleri ortancalari
ortanca degerleri hesaplandi ve tablo 1°de ortanca (%25-%75) deger olarak verildi. Bu iki
grup arasindaki ortanca degerleri karsilastirildiginda SOD1 ve CAT degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (Tablo 20).
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Tablo 21. Prednol sham ve hasar gruplar1 arasinda dokudaki oksidatif belirteglerin degerlendirilmesi

Grup 2- Hasar Grup 2- Sham
SOD1 4.63(2.83-5.79) 2.25(1.21-6.51) P>0.05
(ng/mg protein)
GPX 350.7(222.9-454.1) 1078(292.67-1915.17) P> 0.05
(pg/mg protein)
CAT 529.15(416.3-881.42) 191.25(100.1-697.17) P:0.035
(pg/mg protein)
MDA 207.95(132.1-250.62) 172.25(130.37-713.75) P>0.05
(nmol/mg protein)
TAS 1.8(1.64-1.95) 0.6(0.27-0.99) p<0.001
(mmol trolox Eq/L)
TOS 4.79(3.41-5.77) 8.66(8.32-10.22) p<0.001
(Mmmol H202 Eq/L)
OSI 0.29(0.17-0.33) 1.8(0.84-3.36) p<0.001

SOD: Siiperoksid dismutaz; GPx: Glutatyon preoksidaz; CAT: Katalaz; MDA: Malondialdehit; TAS: Total
antioksidan status; TOS: Total oksidan status; OSI: Oksidatif stres indeksi

Grup 2 (Prednol) sham ve hasar gruplarinin oksidatif stres belirtecleri ortanca

degerleri karsilastirildiginda CAT, TAS, TOS, OSI degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmistir (Tablo 21).
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Tablo 22. Edaravone sham ve hasar gruplar1 arasinda dokudaki oksidatif belirteclerin degerlendirilmesi

Grup 3- Hasar Grup 3- Sham
SOD1 3.93(2.04-10.18) 2.61(1.18-8.319 P>0.05
(ng/mg protein)
GPX 390(226-594.9) 658.6(281.55-1293.35) P> 0.05
(pg/mg protein)
CAT 483.8(328.9-855.4) 259.8(137.85-423.4) P>0.05
(pg/mg protein)
MDA 148.9(109.3-269.65) 163.5(140.7-548.85) P>0.05
(nmol/mg protein)
TAS 1.77(1.28-1.83) 0.45(0.37-0.5) p<0.001
(mmol trolox Eq/L)
TOS 5.04(4.19-5.24) 10.75(10.29-11.35) p<0.001
(mmol H202 Eq/L)
OSI 0.28(0.27-0.38) 2.34(1.99-2.98) p<0.001

SOD: Siiperoksid dismutaz; GPx: Glutatyon preoksidaz; CAT: Katalaz; MDA: Malondialdehit; TAS: Total
antioksidan status; TOS: Total oksidan status; OSI: Oksidatif stres indeksi

Grup 3 (Edaravone) sham ve hasar gruplarinin oksidatif stres belirtecleri ortanca
degerleri karsilagtirildiginda TAS, TOS, OSI degerlerinde istatistiksel olarak anlaml
farklilik saptanmistir (p < 0.001) (Tablo 22).
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5. TARTISMA

Periferik sinir hasar1 sik karsilasilan bir klinik durum olup siklikla uzun dénem
fonksiyonel kayiplara yol agmaktadir. Periferik sinir hasarlarinin tedavisinde amag
sinir biitlinliigliniin yeniden saglanmasi ve fonksiyonlarin tam olarak diizeltilmesidir
(93). Periferik sinir hasarinin onarimi igin farkli farmakolojik ajanlarin kullaniminin
yanisira cerrahi teknikler de gelistirilmistir. Bu ajanlarin ya da tekniklerin etkinlikleri
fonksiyonel, morfolojik, histolojik, immiinohistokimyasal, biyokimyasal veya
elektrofizyolojik olarak degerlendirilmistir (94). Fakat bu s6z konusu ¢aligmalar, bu
degisikliklerin hepsini ayni anda degerlendirememis ve elde edilen sonuglar ile sinir
hasar1 onariminin saglanmasina yonelik net bilgiler ortaya konamamistir. Bu nedenle
yeterli bilgi elde edilememistir. Ancak periferik sinir hasari ile ilgili yapilan bu
calismalar, gelecekte yapilacak calismalara 151k tutmasi agisindan 6nemlidir (95).

Fasiyal sinir yaralanmasi sik goriilen periferik sinir hasarlarindandir.
Gliniimiizde periferik fasial sinir paralizisi (PFSP) nedenleri arasinda ilk siray1 Bell
paralizisi alirken etyolojisi belirlenen en sik ikinci neden ise travmalardir (1, 2)
Ozellikle travmatik PFSP’de mevcut birgok tedavi ydntemine ragmen sekel kalma
thtimali yiiksektir (3). Gelisebilecek sekeller sonucunda bireylerde kozmetik,
fonksiyonel ve de psikolojik problemlerin olusmamasi amaci ile fasiyal paralizinin
tyilesmesinde kullanilan cerrahi ve medikal tedaviye ek olarak sinir iyilesmesini
arttiran yeni alternatif ilac tedavilerinin ortaya konulmasina ihtiyag vardir.

Periferik fasiyal paralizinin iyilesmesinde cesitli ajanlarin degerlendirilmesi
amaciyla bir ¢cok ¢aligmada fasiyal sinir ezilme yaralanmasi modeli kullanilmistir.
Ginkgo biloba, darbepoetin, hepatosit growth faktér, nimodipine, eritropoetinin
tyilesmede etkin oldugu c¢esitli hayvan caligmalarinda gosterilmistir. Ancak bu
molekiillerin hig¢ biri klinik pratik kullanimda yer bulamamistir (6).

Sicanlarda deneysel fasiyal sinir hasar1 modeli caligmalari, hasar sonrasi
fonksiyonel degisikliklerin incelenmesi, bu degisikliklerin diizeltilmesine yonelik
cesitli cerrahi tekniklerin ve medikal tedavilerin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hasar modeli olarak birgok yontem kullanilmistir. Ezilme tipi hasar
yontemi de siklikla kullanilan bir metodtur (96-99). Literatiirde ezilme tipi hasar

olusturma yontemi, kullanilan cerrahi alet ve énemli bir faktér olan sinirin ezilme
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stiresi ile ilgili standart bir yontem bulunmamaktadir. Sinir ezilme modelleri ve
bunlarin degerlendirilme yoOntemlerindeki farkliliklar nedeniyle karsilastirma
yapmakta gii¢liik ¢ekilmektedir. Literatiirde gliniimiize kadar uygulanan yontemler
arasinda kuyumcu forsepsi (jeweler’s forceps) ile 30 saniye siire ile ayn1 bolgeden bir
veya iki kez ezme (6, 97, 99, 100), vaskiiler klemp yardimiyla 1 dakika , 30 dakika, 40
dakika stire ile bir kez ezme(101-103) en sik kullanilan yontemlerdir.

On calismalarimizda, 3 tane sican iizerinde 1 dakika, 10 dakika ve 15 dakika
siire ile sag fasiyal sinir trunkusu dallanmadan hemen 6nce mosquito klemp ile
sikistirtlarak hasar olusturulmustur. Sonrasinda kornea reflekslerine bakildiginda 3
sicanda da sag kornea refleksi ve biyik hareketlerinin sag tarafta kayboldugu
gbzlendiginden deney modelimiz i¢in 1 dakikalik basi siiresinin yeterli olduguna karar
verilmistir. Bu calismada sicanlarin sag fasiyal sinir ana trunkusunda stilomastoid
foramenden c¢iktiktan sonra ve dallanmadan dnce 1 dakika siire ile mosquito klemp
yardimiyla ezilme tipi hasar olusturulmustur.

Calismamizda, sican modeli iizerinde olusturulan fasiyal sinir ezilme hasari
modelinde rejenerasyon lizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla antioksidan ve
antienflamatuar 6zellikleri bir ¢ok ¢alismada gosterilen edaravone (3-metil-1-fenil-
prazolin-5-one) uygulanmistir. Edaravonenin etkinligini  karsilastirmak i¢in
antiinflamatuar ve antiodem etkileri kabul gérmiis olan prednol grubu olusturulmustur.
Edaravone ve prednolun etkinlikleri fonksiyonel, histopatolojik, ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak karsilastirilmistir. Literatiirde kullanilan bu ajanlarin formu,
dozlar1 ve uygulama yollar1 da degiskenlik gostermekte ve bu da karsilastirma
yapabilmek i¢in giigliik olusturmaktadir. Tanyeri ve ark.nin yaptigi caligmada
dexametazon 28 giin boyunca 2 mg/ kg/ giin 1. p.; Topdag ve ark.nin yapmis oldugu
calismada metilprednizolon 1 mg/kg /giin dozunda 4 veya 10 giin boyunca
uygulanmigstir (100, 101). Calismamizda ise metilprednizolon hasar olusturulduktan
sonra 1 mg/kg /giin 1.p. olarak 1 hafta boyunca uygulanmistir. Periferik sinirdeki
calismalar1 kisith olan edaravone ise Zhang ve ark.nin siyatik sinirde yapmis oldugu
calismada 3 mg/kg/giin 2 hafta boyunca i.p.; Haruyasu ve ark. ise 1 veya 3 mg/kg/ giin
dozunda 7 veya 21 giin boyunca sicanlara i.p. olarak uygulamistir (104, 105).
Calismamizda ise 10 mg/kg/gilin dozda Edaravone i.p. olarak sicanlara hasardan sonra

1 hafta boyunca giinde tek doz olacak sekilde uygulanmaigtir.
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Edaravone, gilinlimiizde bazi lilkelerde serebral infarktin tedavisinde klinik
olarak kullanilmaktadir. Iskemi/ reperfiizyonun neden oldugu periferik sinir hasarin
azaltabildigi bildirilmistir. Edaravone antioksidan o6zelliklerinden dolayr bir ¢ok
calismada kullanilmistir. Fakat fasiyal sinir hasarinda edaravonenin etkinligi hakkinda
yapilan bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

Metilprednizolon, antiinflamatuar etkilerinden dolayr tiim otoimmiin
hastaliklarin, aspirasyon ve kimyasal pndmoninin, ve bir¢ok hemotolojik hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Lipit peroksidasyonu inhibisyonu ve
antioksidan 6zelliginden dolay1 yiiksek dozlarda doku hasarini azaltmaktadir. Bu
ozelliginden dolay1 yliksek doz metilprednizolon kullaniminin spinal kord hasarini
azalttig1 gosterilmistir (74, 75). Bell paralizisi tedavisi i¢in de rutin uygulamalarda sik
sik tercih edilmektedir.

Bir ¢ok c¢alismada PFSP fonksiyonel iyilesmesi kornea refleksi ve biyik
hareketlerindeki iyilesmeyle degerlendirilmistir.

Fasiyal sinirde hasar olusturulan Toledo ve ark.nin yapmis oldugu calismada
fasiyal sinirden segment ¢ikarilarak ug¢-uca anastomoz yapilmis ve bFGF (uygulanan
grupta kornea refleksinin 6.-16. gilinler arasinda bryik hareketlerinin ise 14-16.glinde
geri dondiigii bildirilmistir (106).

Tanyeri ve ark.nin yapmis oldugu calismada ise Hasar- Kontrol ve Hasar- SF
gruplarinda 16-20 giinler arasi; Hasar- Deksematazon grubunda 10-12. giinler
arasinda; Hasar-Oksitosin grubunda 10-11. giinlerde; Hasar- Resveratrol grubunda ise
8-10. giinlerde kornea refleksinde tam iyilesme gozlenmistir. Baz1 ¢alismalarda da
hasarli gruplarda tam fonksiyonun 9. Ile 21. giin arasinda geri geldigi bildirilmistir
(101).

Ancak siyatik sinir ezilme yaralanmasi sonrasi edaravone kullanimina iliskin
Zhang ve ark.nin yaptigi calismada edaravone verilen grup, SF verilen grupla
karsilastirildiginda, 2 hafta sonra penge refleksi tam olarak diizelmistir (104). Fasiyal
sinirde iskemik hasar olusturulan bir ¢aligmada ise edaravoneye basidan hemen sonra
ve basidan 2 gilin sonra baslanan gruplar karsilastirilmistir. Basidan hemen sonra
baslanan grupta fasiyal paralizinin hafif derecede ve daha ge¢ olustugu
gbzlemlenmistir (107).

Calismamizda, fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilebilmesi icin fasiyal
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sinirin ezilme tipi hasar1 islem sonrasi kornea refleksi ve biyik hareketleri bakilarak
kontrol edilmistir. Kornea refleksinin Grup 1°de sadece 4. haftada 2 sicanda iyilesmis
oldugu goriilmiistiir. Grup 2’de ise 3. haftada 2 sican ile baglayip 4. haftada 5 sigcanda
tam fonksiyon goriiliirken; Grup 3’te ise tam diizelme 2.haftada 6 siganda baslayip 4.
haftada 8 sicanda gozlemlenmistir (Tablo 6). Kornea refleksi islem oncesi ile islem
sorasi haftalar karsilastirildiginda sadece Grup 3’ te 2, 3, 4. haftada islem Oncesi ile
fark olmadig1 bulunmustur (Tablo 9).

Calismamizda, biyik hareketleri Grup 1°de 4. haftada 4 sicanda olusmus; ancak
diger haftalarda tam iyilesme izlenmemistir. Grup 2’de ise 2. haftada 2 sigan ile
baslayip, 3. haftada 3 sigan, 4. haftada ise 9 siganda tam fonksiyon goriiliirken; Grup
3’te ise tam diizelme 2.haftada 7 sican ile baglayip 3. haftada 8, 4. haftada 9 siganda
tam biyik fonksiyonu gézlemlenmistir (Tablo 10). Biyik hareketleri igslem 6ncesi ile
islem sorasi haftalar karsilastirildiginda sadece Grup 1 ve 2’ de 4. haftada islem 6ncesi
ile fark olmadig1 ve Grup 3’te ise 2., 3., 4. haftalar ile islem Oncesi arasinda fark
bulunmamustir. (Tablo 11, 12, 13).

Bu bulgulara gére Grup 3, Grup 1 ve 2 ile karsilastirildiginda edaravonenin
fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdigi, daha erken etki gostermeye bagladigi ve daha
etkili oldugu goriilmiistiir. Metilprednizol da serum fizyolojik verilen gruba gore daha
1yl fonksiyonel sonu¢ saglamistir. Ancak edaravone verilen gruba gore daha geg
lyilesme goriilmeye baslamistir. 4. haftada istatistiksel olarak da hem kornea refleksi
hem de biyik hareketlerindeki iyilesme agisindan edaravone ve metilprednizolon
grubu arasinda fark kalmamustir.

Diger calismalar ile karsilastirildiginda Grup 1-Hasar grubunda 4. haftanin
sonunda tam fonksiyonellik gézlenmemistir. Bu durum da bize yapilan ezilmenin
yeterli kuvvet ve silirede oldugunu diisiindlirmektedir. Diger bir deyisle, ilag
verilmeden kendiliginden diizelebilecek bir silire¢ olusturulmamistir. Ve ilaglarin
etkinligi bu sekilde daha iy1 degerlendirilebilmistir.

Sinir yaralanmalar1 sonucunda olusan travma ve iskeminin primer etkileri
yaninda ortaya ¢ikan 6dem ve inflamatuar reaksiyonlarin da hiicre ve dokular tizerinde
ciddi yapisal degisikliklere neden olabilecegi yaygin olarak kabul gdérmektedir.
Dolayisiyla, sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesi ve olast nedenlerinin

arastirtlmasinda, lipid peroksidasyonu, superoksit anyonlarin artisi, 6dem ve
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enflamatuvar reaksiyonlarin meydana gelmesi primer doku hasar1 yaninda sekonder
doku hasarlarina neden olmaktadir (12).

Periferik sinir hasar1 genellikle Wallerian dejenerasyon ve ndronal apoptozis
ile meydana gelmektedir. Bu ylizden ndronal apoptozisi Onleyen cgesitli faktorler
hasarl1 periferik sinirin iyilesmesini saglayabilecegini diislindiirmektedir. Apoptozisin
en Onemli nedenlerinden birisi serbest radikallerdir. Son zamanlarda, hasarli periferal
sinirden iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin lipid peroksidayonu artirdigi, enzim ve
yapisal proteinleri degistirdigi ve hiicreyi apopitoz yolagina soktugu gosterilmistir.

Yaralanma sonrasi ortamda meydana gelen inflamatuar reaksiyonlara bagli
olarak, cok miktarda superoksit anyonlarinin ortaya ¢iktig1 ve bu anyonlarin 6zellikle
mitokondriyonlar basta olmak lizere, hiicresel yapilar {izerinde dejeneratif etkilere
neden olduklar rapor edilmistir (108). Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon peroksidaz (GPx) dogal antioksidan savunma sisteminde yeralan ve
superoksit anyonlarin ortamdan uzaklastirilmasini saglayan enzimlerdir. Dokulardaki
oksidan hasarin biiyiikliigiinii belirleyebilmek i¢in lipid peroksidayonu son {iriinii olan
MDA miktar1 Olgiilebilmektedir.

Sencar L.’nin deneysel siyatik sinir yaralanmasinda betametazon ve sinir
bliylime faktoriiniin sinir rejenerasyonu iizerindeki ultrastriiktiirel etkilerini arastiran
calismasinda SOD aktivitesinin, kontrol grubunda belirgin olarak azaldigi,
betametazon grubunda artig gosterdigi, NGF+betametazon tedavi grubunda SOD
aktivitesinin anlamli olarak arttig1 ve MDA diizeyinin diistiigii dikkati cekmektedir.
Bu durum, betametazonun antiinflamatuar etkisinin bir sonucu olarak
degerlendirilebilmektedir (109).

Saini ve ark. yapmis oldugu diabetik rat modelinde edaravone tedavisi sonrasi
lipid peroksidayonunun 6nemli 6l¢iide azaldigi SOD ve CAT enzim diizeyinin normal
ratlarla ayn 6l¢iildiigi ve MDA diizeyinin de azaldig1 gézlemlenmistir (142).

Deneysel akut iskemi rat modelinde edaravone tedavisinin karaciger, adale,
plazma MDA seviyelerindeki artist Onledigi, adale ve eritrositlerde glutatyon
seviyesindeki azalmay1 engelledigi, biitlin dokularda SOD aktivitesinin azalmasini
onledigi gosterilmistir (78, 79, 84, 87).

Siyatik sinirde ezilme yaralanmasi sonrasi edaravone etkinligini degerlendiren

Zhang ve ark. nin yapmis oldugu c¢alismada ise siyatik sinir dokusunda azalmig MDA
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ve artmig SOD aktivitesi gozlemlenmistir. Bu bulgular, edaravonenin, lipid
peroksidayonunu onleyici ve serbest radikal tutucu etkisiyle birlikte erken evrede,
mekanik siyatik sinir hasar1 sonrasi iyilesmeyi sagladigin1 géstermektedir (104).

Calismamizda ise serum SOD1, GPx, CAT, MDA, TAS, TOS, OSI degerleri
Olciilmiistiir. Grup 2 ve 3’te Grup 1’e gore SOD1, GPx, CAT da artis mevcutken bu
istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir. Ayrica Grup 2’de Grup 3’e gore daha
fazli artis gozlemlenmistir. Grup 2°’de Grup 1’e gére TAS da beklenen artis TOS ve
OSI’de de beklenen azalma goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Grup 3’ te ise beklenenin aksine TAS’da azalma; TOS ve OSI’de ise artma tespit
edilmistir (Tablo 19).

Grup 1-Hasar, Grup 2-Hasar, Grup 3-Hasar gruplarindaki doku degerleri
karsilagtirildiginda Grup 2 ve 3’te Grup 1’e gore TAS degerinde artma; TOS, OSI
degerlerinde azalma mevcutken bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Yine
Grup 2°de Grup 3¢ gore TAS degerinde daha fazla artma ve TOS degerinde daha fazla
azalma izlenmistir (Tablo 20).

Bu calismada, edaravonenin ndroprotektif etkisinin antioksidan ozelligini
gostermeyi amaglamistik. Bekledigimiz sonuglar tedavi gruplarinda (Grup 2 ve 3)
kontrol grubuna gore SOD1, GPx, CAT, TAS’da artma veya degismeme; MDA, TOS
ve OSI’de azalma veya deSismeme idi. Ancak elde ettigimiz sonuglarla siganlarda
fasiyal sinir ezilme yaralanmasi modelinde edaravonenin antioksidan ozelligini
gosteremedik.

Bunun sebebi olarak; fasiyal paralizi modelinin istenilen iskemiyi
olusturamamasi, ayni kisi tarafindan islemlerin yapilmasina ragmen diisiik hacimli bir
sinir olmasi ve travmaya daha elverigli olmasindan ya da biyokimyasal 6l¢iimlerde
olusabilecek Ol¢iim hatalar1, kullanilan kitlerin kalitesinden ve bu nedenle olusan
Olcim hatalarindan kaynaklanmis olabilecegi diisliniilmektedir. Diger bir yandan,
daha fazla denek sayisi olan ve farkli dozlar kullanilarak yapilacak ileri ¢alismalarda
anlamli sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Periferik sinir ezilmesi sirasinda travma ve kisa siireli iskeminin etkisi ile
miyelin kilif yapisinda bozulma, miyelin lamellerinin birbirlerinden ayrilmasi, akson
zar1 ve organellerde yapisal degisikliklerin meydana geldigi bilinmektedir. Sinir

dokusunda, miyelin kilif lamellerinin lipid igeriginden zengin olmas1 ve yaralanma
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sonras1 ortamda superoksit anyonlar gibi oksidatif ajanlarin ortaya ¢ikmasi, dokuda
lipid peroksidasyonuna neden olacagt ve buna bagli olarak da sinir liflerinin
yapilarinin bozulacagi agiktir. Gergekten de sinir yaralanmasini takiben makrofajlarin
bolgeye gog ettikleri ve siddetli yaralanmalarda, inflamatuar reaksiyonlarin meydana
geldigi, buna bagli olarak da hiicresel yapilarin bozulmasina neden olduklar

bilinmektedir (110-112).

Sinir yaralanmasindan hemen sonra uygulanan metilprednizolon tedavisi
muhtemelen enflamasyonu azaltmakta ve buna bagli olarak meydana gelen sekonder

doku hasarlarinin olusumunu engellemektedir.

Sekiya ve ark, yapmis olduklari hayvan g¢aligmasinda kompresyon sonucu
geligsmis kohlear sinir dejenerasyonunda metilprednizolon etkinligini arastirmistir.
Kompresyondan once ve sonraki donemde ratlara metilprednizolon verilmesinin
koklear ndronlarda hasar1 Onleyebilecegini raporlamislardir. Bu etkinin
metilprednizolonun antiddem etkisinden kaynaklanabilecegi savunmustur (113).
Bizim calismamizda da metilprednizolon grubunda belirgin sekilde antiodem etki
gorilmiistiir.

Yildiz ve ark, yapmis olduklart c¢alilsmada travmatik fasiyal sinir
paralizilerinde iyilesmede metilprednizolon ve n-asetil sistein etkisini aragtirmigtir.
Fasiyal sinirin kesilerek tekrar siitiire edildigi calismada metilprednizolonun
rejenerasyonu arttirmadigi raporlanmistir (114).

Yanilmaz, travmatik fasiyal sinir paralizilerinde aminoguanidin, melatonin ve
metilprednizolonun etkinligini arastirmis ve fasiyal sinirin kesilerek tekrar dikilmesi
sonucunda 1yilesmenin degerlendirilmesinde metilprednizolonun kollajen 1if
birikimini azaltmasina ragmen iyilesmenin 6nemli bir belirteci olan schwan hiicre
proliferasyonunu kontrol grubuna gore azalttigini tespit etmis ve tedavide etkin
olmadigini vurgulamistir (115).

Yildinim, farkl etiyolojik faktorlere bagl gelisen fasiyal sinir paralizilerinde
metilprednizolonun etkinligi aragtirmistir. Calisma sonucunda kesiye bagli olusan
fasiyal sinir paralizilerinde metilprednizolonun etkin olmadigi ancak basiya bagh
gelismis olan fasiyal sinir paralizilerinde etkin oldugu vurgulanmistir (12). Délen,
travmatik fasiyal sinir yaralanmalarinda nimodipin ve metilprednizolonun iyilesme

izerine etkileri aragtirilmis ve metilprednizolonun iyilesme iizerine olumlu etkilerinin
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oldugu vurgulanmistir (116). Bu bulgular bu g¢alismada elde ettigimiz sonuglar
destekler niteliktedir.

Tim bu caligmalara ragmen kesiye bagli gelismis olan fasiyal sinir
paralizilerinde kortikosteroid etkinligi tam olarak ortaya konamamustir. Ayrica
metilprednizolon antiinflamatuar etkinlikleri nedeni ile yara iyilesmesi lizerine negatif
etkili olduklarin1 gosteren galigsmalar da mevcuttur.

Nguyen ve ark, kortikosteroidlerin iyatrojenik yara iyilesmesinin erken
donemindeki etkinligini arastirmis ve kortikosteroidlerin cerrahi bolgedeki 16kosit
sayisint %50 oraninda azaltarak iyilismeyi azalttigini raporlamistir (117).

Zhao ve ark. nin hayvan modelleri ilizerinde (118), Shimoda ve ark. nin
hepatositler izerinde(119) yaptig1 calismalarda edaravonenin apopitozisi 6nleyebildigi
gosterilmis ve bu etkisi nedeniyle de Parkinson’s ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
bir ¢ok hastalik tedavisinde uygulanmistir (10, 118).

Zhang ve ark. nin siyatik sinir lizerinde yaptigi calismada elde edilen sonuglara
gore, edaravonenin Bcl-2 protein seviyesini yiikseltip Bax protein asir1 iiretimini
baskilayarak Bcl-2/Bax apopitotik yolagini inhibe ettigi gosterilmistir. Erken
donemde, siyatik sinir hasarindan sonra noroprotektif etkiyi bu yolla sagladig
diisiiniilmiustiir (104). Ayrica, oksidatif stres apoptotik islemi hizlandirmaktadir (120)
(121) (122). Bu nedenle edaravonenin, antioksidan mekanizmasi ile apoptotik islemi

yavaglatarak noroprotektif etki gosterdigi diisiiniilmektedir (123).

Bu bilgilere dayanarak, edaravonenin, hiicrelerde serbest radikal hasarini
hafifleterek lipid peroksidasyonunu ve hiicre dis1 apopitotik etkileri inhibe ettigi bir
cok calismada gosterilmistir. Erken donemde mekanik faktorlerin neden oldugu
periferik sinir hasarinda rejenerasyonu bu etkileri ile sagladigi sonucuna varilmaktadir

(104).

Calismamizda, 151k mikroskobisi incelemesinde ortalama sinir lifi cap1
(akson+myelin ¢ap1), aksonal ve myelin dejenerasyon acisindan hasarli gruplar
arasinda anlamh farklilik gézlenmistir. Myelin lifi kalinligi, Grup 2 ve 3’te Grup 1’e
gore; grup 3’te de grup 2’ye gore artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Tablo 14). Grup 1’de aksonlarda yaygin olarak dejenerasyon,

dilatasyon veya incelme izlenmis; myelin kilifinda ise yaygin olarak kesintilere
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ugrama ve kayip izlenmesine bagli akson ¢apinda artma, myelin ¢apinda azalma
izlenmistir. Grup 3’te ise sag fasiyal sinir dokusunun 1sik mikroskobik
incelenmesinde, yer yer sismis aksonlar izlenmekle birlikte genel olarak normal yapida
aksonlar izlenmistir. Myelin kilift yer yer sismis ve kesintiye ugramis myelin yapisi

yaninda normal myelin ¢ap1 ve akson ¢apinda artig olmustur (Sekil 15, 16).

Aksonal ve myelin dejenerasyon Grup 2 ve 3’te Grup 1’e gore daha diisiik
oranda izlenmis olup, Grup 2 ve 3 arasinda anlamli farklilik bulunamamistir. Hatta
Grup 3’te aksonal dejenerasyon Grup 2’den daha yiiksek seviyede olusmustur. Bunun
sebebi olarak grup 2’de aksonlarda aksonal kiigiilme olmasi1 ve grup 3’te ise aksonal
sisme seklinde bazi akson yapilar1 olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Grup 2
ve 3’te normale yakin akson ve myelin yapisi izlenmistir. Myelin dejenerasyon ise

grup 2 ve 3’te esit izlenmistir (Tablo 12).

Grup 3’teki bu degisime dayanarak, edaravone tedavisinin sinir rejenerasyonu
tizerinde etkili oldugu metilprednizolona gore daha i1yi histolojik bulgular olusturdugu

gosterilmistir. Ancak bu istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.

Ayrica, Schwann hiicre apoptozisini tespit etmek i¢in TUNEL teknigi
kullanilarak 151k mikroskopik inceleme yapilmistir. Metilprednizolon grubuna ait sag
ve sol sinir kesitlerinde hafif seviyede; edaravone grubunda ise sag ve sol fasiyal sinir
kesitlerinde ¢ok az miktarda apoptotik Schwann hiicresi, yaygin olarak da normal
Schwann hiicreleri izlenmistir (Sekil 17). Istatistiksel olarak incelendiginde ise
Schwann hiicre apoptozis skoru i¢in Grup 1 ile 2 ve Grup 1 ile 3 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilhik saptanmisti. Grup 2 ve 3 151k mikroskopik bulgular
karsilastirildiginda Grup 3’ te daha az apoptozis izlenmesine ragmen bu farklilik

istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (Tablo 12).

Calismamizda, ezilme tipi yaralanma uygulanan fasiyal sinirde
metilprednizolon, postoperatif olarak 1 mg/kg/giin dozunda bir hafta boyunca verildi.
Gergekten de bu grupta 151k mikroskobik bulgularin deney kontrol grubuna gore daha
iyi durumda olmasi, lipid peroksidasyonunun nisbeten azalmasi ilgi c¢ekici

bulunmustur.
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Calismamizda, edaravone hasar grubundaki sinir lifi yapilariin nisbeten
normale yakin olduklari, sinir rejenerasyonunun da deney kontrol grubuna gore daha
1yi oldugu belirlendi. Bunun yaninda, edaravone verilen grupta, ortalama sinir lifi ¢apz,
akson c¢ap1 ve miyelin kilif kalinlig1 dikkate alindiginda, kontrol-hasar grubuna gore
anlamli bir artisin meydana geldigi dikkati ¢ekmistir.

Periferik sinir rejenerasyonunda, akson disinda Schwann hiicrelerinin de
onemli rollere sahip oldugu diisiiniilmektedir. Yaralanma sonucu, Schwann
hiicrelerinin  hiicre yapisma molekiillerini sentezledikleri, bu yolla aksonal
oryantasyon ve rejenerasyonu kolaylastirdiklart kaydedilmistir (12).

Calismamizda, edaravonenin Schwannn hiicrelerinde apopitozisi Onleyerek
sinir rejenerasyonuna katki sagladigi diistiniilmiistiir.

Bu sonuglara dayanarak, edaravone tedavisiyle aksonlarin rejenere oldugunu,
akson sayilarinin ve ¢aplarinin arttigini, Schwann hiicre apopitozisinin dnlendigini ve
rejenere aksonlar etrafinda miyelin yapiminin uyarildigint sdylemek yanlis
olmayacaktir.

Histopatolojik verilerimize gore sinir biitlinliigiiniin korunmus oldugu
travmatik periferik sinir paralizisinde edaravone ve metilprednizolon gruplarinda,
kontrol grubuna gore dejenerasyonun azaldigi ve rejenerasyonun arttigi gorilmiistiir.
Edaravone grubunda normale yakin akson, myelin ve sinir yapis1 goézlemlendigi;
ayrica apopitozis skorunun azaldigi ve bunun da rejenerasyona katki sagladigi
gorilmiistiir.

En onemlisi de, histopatolojik bulgular fonksiyonel bulgular ile uyumlu
bulunmustur. Mekanik nedenlerle olusan sinir biitiinliigli korunmus sican lizerindeki
fasiyal sinir modelinde edaravonenin ndroprotektif etkinligi gosterilebilmistir.

Bu calismada bazi kisitliliklar meveuttu. ilk olarak, calisma, optimal edaravone
dozu veya optimal kullanim siiresinin kesin olarak analiz etmek ig¢in yeterince
giiclendirilmelidir. Edaravonenin mekanik periferik sinir hasariin tedavisinde klinik
kullanim1 i¢in en iyi doz, terapdtik periyod, emniyet ve etkinligini belirlemek i¢in daha
fazla calismaya ihtiyag duyulmaktadir. ikincisi, periferik sinir hasarindan sonra
edaravonenin fonksiyonel 1yilestirme mekanizmasini incelerken objektif bir belirteg
olan elektrofizyolojik caligmalara gerek duyulmaktadir. Edaravonenin iyilesmedeki

antioksidan etkisini gosterebilmek i¢in de daha fazli denek sayili, doz ayarli, kombine
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tedavi gruplar1 ve daha hassas Olglimler saglayabilecek kitler ile daha caligsmalar

yapilmasi ileri caligmalarda amaglanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu ¢alismamizda, fonksiyonel degerlendirme ile teyit edilerek fasiyal
sinir ezilme yaralanmasi modeli olusturulmustur.
2. Edaravone alan grupta fonksiyonel iyilesmenin diger gruplara gore

daha erken bagladig1 ve daha hizli etki gosterdigi tespit edilmistir.

3. Edaravone grubunda sinir rejenerasyonunun belirgin oldugu, sinir

lifleri ve miyelin yapilarinin ¢cogunlukla normal oldugu izlenmistir.

4. TUNEL boyama ile yapilan apopitozis skoru degerlendirilmesinde 4.

haftada edaravone alan grupta skorun anlamli olarak diisiik oldugu bulunmustur.

5. Calismamizda, gruplar arasinda serum ve doku oOrneklerindeki

antioksidan ve oksidan parametrelerde anlamli fark bulunmamustir.

6. Fasiyal sinirin ezilme hasarinda edaravonenin fonksiyonel ve

histopatolojik iyilesme skorlarinda anlamli olarak diizelmeye yol agtig1 gosterilmistir.

7. Edaravonenin mekanik fasiyal sinir hasarinin tedavisinde iyilestirici
etkilerini objektif olarak gdsterebilecegimiz elektrofizyolojik calismalara ihtiyag
vardir. Edaravonenin iyilesmedeki muhtemel antioksidan etkileri, daha fazla denek

say1ly, ileri calismalarda gosterilebilir.
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