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OZET

RATLARDA PERIFERIK SiNiR REJENERASYONUNDA ALLANTOININ
AKUT ETKISININ ARASTIRILMASI

Amag: Periferik sinir hasari sonrasi; hasarin distal kisminda, akson ve miyelin
dejenerasyonunun yani sira basta Schwann hiicrelerinde olmak {izere hiicre sayisinda
keskin bir artis gozlemlenmektedir. Caligmada hasar alaninda gergeklesen bu
reaksiyonlar iizerinde, piirin katabolizmasinda gorev alan ve hiicre proliferasyonunda
artis saglayan allantoin maddesinin etkisi test edilmistir. Siyatik sinir hasar1 olusturulan
ratlara 30 giin boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak allantoin verilmistir ve olusan
periferik sinir modelindeki miyelin kilif kalinligina, akson ¢apina, sinirde meydana
gelen mitotik faaliyetlere, kaslardaki fonksiyonel iyilesmelere ve sinirdeki rejenerasyon
hizina olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Materyal ve Metot: Deney hayvanlarinin sag siyatik sinirleri goriiniir hale getirildikten
sonra pens yardimiyla 50 Newton’luk bir kuvvet ile 5 saniye boyunca basing uygulandi
ve bdylelikle deneysel siyatik sinir hasar modeli olusturuldu. Deney grubuna 30 giin
boyunca her giin diizenli olarak ayni saatlerde allantoin (10 mg/kg) i.p. olarak verildi.
Hayvanlar 30 giiniin sonunda Elektromiyografi (EMG) ve Siyatik Fonksiyon Indeksi
(SFI) tetkiklerinden sonra sakrifiye edildi. Testler sonucu elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Stereolojik degerlendirmelere gore; hasar sonrasi allantoin verilmis grup ve
sadece hasar olusturulmus grup arasinda; miyelinli akson sayisi, miyelin kilif kalinligi,
akson cap1, miyelin kilif kalinligi/akson ¢ap1 parametreleri bakimindan herhangi bir fark
gbzlemlenmezken, amplitiitte anlamli olarak artisa neden olmustur. Buna paralel olarak
SF1 testinde de allantoinin iyilestirici etkisi gdzlemlenmistir.

Sonug¢: Allantoinin i.p. olarak uygulanmasi morfolojik olarak bir etki gostermezken
fonksiyonel olarak pozitif etki gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Allantoin; Noroprotektif, Periferik Sinir Rejenerasyonu; Rat;

Stereoloji

Burcu DELIBAS, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Aralik-2016
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ALLANTOIN’S EFFECTS ON THE PERIPHERAL
NERVE REGENERATION IN RATS

Aim: Following the peripheral nerve injury, in addition to the degeneration of axons
and myelin, it is observed a sharp increase in the number of cells, especially on
Schwann cells in the distal part of injury. In this study, the effect of allantoin, which has
a role on purine catabolism and increase the cell proliferation was investigated on the
reactions occurring in the lesion area. Throughtout 30 days, allantoin was
intraperitoneally (i.p.) given to the rats with sciatic nerve lesion after that myelin sheath
thickness, axon diameter, mitotic activity, and functional improvement in muscles in
this peripheral nerve degeneration model was investigated.

Material and Method: After the right sciatic nerve of the experimental animal models
was made visible, with the help of pliers, pressure was performed with a force of 50
Newton for 5 seconds and as a result, experimental sciatic nerve injury model was
formed. Allantoin was administered intraperitoneally (10 mg/kg) to the test groups for
30 days, every day on the same hours on a regular basis. Animals were sacrificed at the
end of 30 days after the Electromiyography (EMG) and Sciatic Function Index (SFI)
tests. The results obtained from the tests, were analyzed statistically.

Results: According to stereological evaluations; there was not observed any difference
between after-injury allantoin given group and non-given group in terms of
miyelineated axon number, miyelin thickness, axon diameter and myelin thickness/axon
diameter parameters, moreover it caused a significant difference in amplitude between
two groups. In parallel with this statement, the curative effects of allantoin is observed
in SFI test.

Conclusion: The i.p. administration of allantoin has not any morphological effect but it
has positive functional effect on nerve healing.

Keywords: Allantoin; Neuroprotectan; Peripheral Nerve Regeneration; Rat; Stereology

Burcu DELIBAS, Master Thesis

Ondokuz Mayis University — Samsun, December-2016



SIMGELER VE KISALTMALAR

DEHAM  : Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi

EDL : Ekstensor Digitorium Longus
EMG : Elektromiyografi

EHA : Extractum cepae-Heparin-Allantoin
H,0, : Hidrojen Peroksit

HAY : Hasarli Ayak Yayilimi

HIiU : Hasarl1 Iz Uzunlugu

HPY : Hasarli Parmak Yayilimi

| : Imidazolin

IgE : Immunoglobulin E

IL : Interldkin

KiTAM : Karadeniz leri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi

mRNA : Mikro Ribo Nukleik Asit
NiU : Normal Iz Uzunlugu
NAY : Normal Ayak Yayilimi
NPY : Normal Parmak Yayilim
SFI : Siyatik Fonksiyon Indeksi

vi



ICINDEKILER

OZET cceeiiiniinnniinsniissnsncssssiossssisssssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssses iv
ABSTRACT ....cuiuiiinininsnnsaississississesssssssssississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssnes v
SIMGELER VE KISALTMALAR .....cvcuiusincnsinsnsssnsssssssssssssssssssssssssossssssssssssssses vi
LGIRIS wucnnninncnncincinncinnissssscssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2.GENEL BILGILER ... iininncancincinssississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 2
2.1 INOTON YAPIST weteuiiieeiiieeeieeeeite ettt et e ettt e ettt e et e e bt e etaeessteesaseeesabaeesaseeesaseessaneeas 2
2.2. Periferik Sinir Hasar1 ve Hasara Verilen Yanit.........ccccccoeoiiviiiniiniienienieeieene 5
2.3. Hasara Verilen NOronal Yanit...........cccoooeeiiiiiiiiiiienieeieenieceeesee e 6
2.3.1. DiStal KISIM ...oiiiiiiiieiiecieeieeee ettt ettt e e e ennees 7
2.3.2. Proksimal Kisim ve Hilicre GOVAESI........cevuieriieriieiieeiieiieeieeieeeie e 8

2.4, ATTANEOIN ....eiiiiiieiie ettt ettt ettt et et e et e e aeeeebeenteesnbeeteeeabeeseesnbeeseennraens 9
2.5. Stereoloji ve Parcalama YONtemi.......ccoecueerieiiiieiiieiieiie et 10
3. MATERYAL VE METOT ....ccccccecinninnuncseissessnssssssssasssasssssssssssssssssassssssssssssssassssssass 12
3.2. Siyatik Fonksiyon Indeksi TESt ..........ccccevveeeuiviveeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesseseeeesene s 14
3.3. Elektrofizyolojik AnalizIer...........ccceoiiiiiiiiiiiiieiiecie e 16
3.4, Histolojik ISIEMIET ...........ovveieeveieeeceeeeeee et 17
3.4.1. DoKu Takip ISIEMI ........ooovvieieieiieieeceeeeeee et 17
3.4.2. Stereolojik ANAlZICT .........ooieeiiiiiiieiiee e 19

3.5, IStAtIKSEl ANALIZ .......cevvevececeeeeeeeeeeeeee ettt 21
4. BULGULAR .....coouireinennainsensenssiossssssssssosssssssssssssssssssassssssssssssossssssssasssssssssssssssssssssass 22
4.1. Miyelinli AKSON SQYIST...cccuiiriiiiiiiiiiieiieiie ettt ettt e 22
4.2. Miyelinli AKSON AJQNI......c.coiiiiiiiiiiiiiieie e 24
4.3. Miyelin Kiltf Kalinli@1......c.cooiiiiiiiiiiiiieie et 25
4.3. Miyelin Kilif Kalinligi/Akson Cap1 Orant ...........ccceeeeevieenieeciienienieeiieeieeeeeee 26
4.4. Birlesik Aksiyon Potansiyeli Latanst ..........cccoeceeevieniiiiiieniiiiieieciceeeee e 27
4.5. Birlesik Aksiyon Potansiyeli AmMplitiidii..........cceeevievieiiiiiniieiieieciceiece e 28
4.6. SFI TESt SONUGIATT ...t 29
5. TARTISMA ....ucouieneinensanosansssssasssssssssssssssssssssassssssssssssossssssssasssssssssssssssssssssassssssssssasss 30
6. SONUC VE ONERILER.......ouuiiuiincincisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 35
KAYNAKLAR ...uiiitinniininsaiesansssnssnsssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassssssssssssssssssassass 36
EKLER .ucuiiiiininntinnnsninsissisississssssssssssississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssossoss 40
EK 1- Etik KUrul Onayi........coccvieiiiiiiiiieiecieee ettt 40
OZGECMIS wouunninninirncinciscisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41

vii



1.GIRIS

Periferik sinir yaralanmalari, tedavi segeneklerinin kisitliligindan dolay1 6nemli
bir klinik problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu klinik problemler, siklikla mekanik
travmalara dayanmakla birlikte daha seyrek olarak tliimor eksizyonu sirasinda
gerceklesen cerrahi rezeksiyona baglh olarak da meydana gelebilmektedir. Mekanik
travmalar; ezilme, sikigma, germe ya da kopma sonucunda sinirde tamamen ya da
kismen bozulmaya yol acacak sekilde gerceklesebilir (Hasegawa ve Kuroda, 1989).

Periferik sinir sistemi kendi i¢inde bir yenilenme ve onarim yetenegine sahip
olmasina ragmen fonksiyonel ve fiziksel olarak hasar Oncesi seviyesine ddnmesi
neredeyse imkansizdir. Sinir kopmasit sonucunda sinirin distal kismi1 omurilikte bulunan
hiicre govdesinden ayrilir ve distalde kalan govdesiz akson kismi 4 giin iginde glia
hiicreleri tarafindan ¢evrelenerek ortamdan uzaklastirillir. Bu olaya "Wallerian
bozulmasi1" ad1 verilir. Myelin kilif yikimi gecikmeli olarak aksondan yikimindan sonra
baslar ve ortalama 40 giin sonra tamamen biter. Schwann hiicreleri dejenere olan distal
boliimden ayrilir fakat ortamda bulunmaya devam eder (Hasegawa ve Kuroda, 1989).

Allantoin kimyasal adiyla 5-ureidohydantoin ya da glyoxyldiureide olarak
bilinen CsHeN4O; formiiliine sahip bir¢ok bitki tiirlinden elde edilebilen antioksidan ve
anti-inflamatuvar etkisi ile bilinen bir maddedir. Urik asidin non-enzimatik yollarla
yikimi sonucu agiga ¢ikan allantoin plazmada serbest radikallerin artmasina yol acar
(Hasegawa ve Kuroda, 1989). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda allantoinin; oksidatif
stresin artmasi durumunda, enzim antioksidan sistemin aktivitesini arttirdigi, bundan
dolay1 da ortamdaki hidrojen peroksit (H.O;) seviyesini arttirdigi gosterilmistir
(Shestopalov ve ark., 2006). H,O,’ nin bir takim biiyiime faktorleri icin ikincil haberci
oldugu ve bir¢ok proteinin tirozinkinaz aktivitesini arttirarak g¢ogalmayi uyardigi
bilinmektedir (Droge, 2002).

Bu caligmada; siyatik sinirde olusturulan ezilme tipi hasarlanma sonrasinda
intraperitoneal olarak uygulanan allantoinin siyatik sinir rejenerasyonu ilizerindeki olasi
etkileri, siyatik fonksiyon indeksi (SFI), stereolojik ve elektrofizyolojik yéntemlerle

arastirildi.



2.GENEL BiLGILER

Periferik sinir sistemi, Ozellesmis sinir sonlanmalarini ve merkezi sinir
sisteminin disinda yer alan ganglionlar1 igeren sinir hiicre govdelerini igerir Periferik
sinir sistemi viicuttaki dokular ve merkezi sinir sistemi elemanlar1 arasinda bilgi
aligverisini saglayan duyusal ve motor sinir liflerinden meydana gelir. Bu lifler bag
doku yardimiyla bir arada tutulur (Sekil 1) (Ross, 2006).

Periferik sinir sistemi ¢ogunlukla noéral krest hiicrelerinden meydana gelir.
Noral krest hiicreleri ndral plate in lateral yiizlerinden koken alirlar akabinde omuriligin
ve gelismekte olan beyinin lateraline dogru goc¢ ederler. Bazi kranial sinir
ganglionlarinda plakod adi verilen 6zellesmis epidermal hiicre kiimeleri de bulunur.
Bunlar o6zellikle V., VII., VIIL, IX., ve X. kranial sinirlere ait ganglionlardir. Noral
krest periferik sinirdeki hiicre tiplerine ve birka¢ baska yapiya onciiliik eder (Crooks,

1997).

e Bag Dokusu Tabakalari

~ . / :\ Epinéryum

Perinéryum

Endondryum

Perinoryum icerisine Fasikiil
yerlesik arter ve venler \

Schwann hiicresi

“\, = Miyelinli akson

Sekil 1. Periferik sinirin genel organizasyonu ve bag doku tabakalarini gdsteren sematik ¢izim (Pearson

education, Inc., 2011’den uyarlanmigtir)

2.1. Noron Yapisi

Sinir sisteminin fonksiyonel ve yapisal en kiigiik birimi nérondur ve insan sinir
sistemi 10 trilyondan fazla sinir hiicresi igerir. Noronlar bircok boyut ve sekilde
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olabilmelerine ragmen duyusal ndron, motor ndron ve ara noron olmak iizere ii¢ genel
gruba ayrilirlar (Lodish H, 2000).

Duyusal néronlar merkezi sinir sistemine gelen uyaranlarin iletilmesinden
sorumludurlar. Bunlar somatik aferent ve viseral aferent sinir lifleridir. Somatik aferent
sinir lifleri agr1, sicaklik, dokunma ve basing gibi duyularin iletiminde goérev almanin
yani sira kas, tendon, ve eklemler gibi organlardan gelen bilingsiz hislerin beyine
iletilmesinde de gorev alir. Viseral aferent lifler mukozal membranlar, bezler ve kan
damarlar1 gibi i¢ organlardan gelen agri ve diger sinyallerin iletiminde goérev alir
(Lodish H, 2000).

Motor noronlar ise merkezi sinir sistemi veya ganglion kokenli sinyalleri
efektor hiicrelere tasirlar. Bu sinirlerin uzantilart somatik eferent ve viseral eferent
lifleri igerir. Somatik eferent ndronlar iskelet kasia istemli sinyalleri iletir. Viseral
eferent noronlar ise istemli sinyalleri diiz kaslara, kardiyak iletim hiicrelerine (Purkinje
lifleri) ve bezlere iletir (Lodish H, 2000).

Ara noronlar diger adiyla interkalat ndronlar duyusal ve motor ndronlar
arasindaki baglantidan sorumludurlar. Noronlarin %99.9 unun bu gruba ait oldugu
tahmin edilmektedir (Lodish H, 2000).

Bir ndronun fonksiyonel bilesenleri hiicre govdesi, akson, dendrit ve sinaptik
baglantilardir. Hiicre gdvdesi nukleus ve hiicre igerigindeki organelleri igerir.
Noronlarin hiicre gdvdesinden ¢ikan uzantilar yapisal olarak tiim ndronlara ait tek ortak
ozelliktir. Noronlarin ¢ogu tek bir akson icermekle beraber aksonlar genelde noron
govdesinden ¢ikan en uzun uzant1 olup hiicre gévdesinden gelen sinyalleri 6zellesmis
bir terminale iletir. Sinaps diger bir néron ya da efektor hiicreyle sinaps yapabilir (Ross,
2006) (Sekil 2).

Akson hiicre govdesinden akson tepecigi adi verilen kiiclik bir yiikseltiden
koken alir. Aksonun akson tepecigine yakin proksimal kismi baslangic segmenti adin
alir. Aksonun sitoplazmasi (aksoplazma) yogun miktarda mikrotiibiil ve noérofilament
icerir. Hiicre catisinin desteklenmesi goérevine ek olarak bu yapilar akson boyunca
metabolitlerin ve organellerin taginmasinda da gorev alirlar. Ultrastriiktiirel diizeyde
aksonlar1 dendritlerden ayiran bir 6zellik ise aksonlarin ribozom organelinden yoksun

olmasidir (Lodish H, 2000).



Sinaps Tipleri

Iki néron arasindaki sinaps
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i Sinaptik terminaller

Sekil 2. Degisik tipteki noronlar1 gosteren diagram. Pseudounipolar (unipolar) , bipolar ve postsinaptik
otonomik noéronlar merkezi sinir sisteminin disinda lokalize olmustur. Purkinje hiicresi ve
piramidal hiicreler MSS ile sinirdandirilmistir, birgogu taninmalarini kolaylastiran dendritik

uzantilar igerir (Pearson education, Inc., 2011°den uyarlanmistir)

Dendritlerden farkli olarak aksonlar dallanma ve sonlanmadan once ¢ok daha
uzun seyredebilirler. Ornegin; aductor hallucis kasimi inerve eden sinir lifi uzun bir
insanda bir metreden fazla uzunluga erisebilir. Dendrit akson ve dendritler i¢in besleyici
bir merkez olarak gorev almasina ragmen; hacimsel olarak bakildigindan toplam hiicre
hacminin ¢ok kiiciik bir kismin1 temsil etmektedir. Yiizey alan1 olarak
degerlendirildiginde ise aksonun yiizey alani hiicre gdvdesinden birka¢ bin kat daha
fazla olabilmektedir (Lodish H, 2000).

Sinir hiicreleri organellerin ve makromolekiillerin akson terminalinin disina
dogru tasinmasinda gorev alan ayrintilt bir iletim sistemine sahiptir. Aksonlardaki iletim
her iki yonde de gergeklesir. Hiicre govdesinden akson terminaline dogru olan taginma
“anterograde” ya da” orthograde” olarak adlandirilmakla beraber tersi yondeki taginim
ise “retrograde” olarak adlandirilir. Anterograde aksonal iletim hizli ve yavas iletim
olarak ikiye ayrilir. Hizli iletimde kinesin proteinin faaliyetine baglh olarak iletim hizi
400 mm/giin’e kadar ¢ikabilir (Chowdary ve ark., 2015). Bir adenozin trifosfataz (ATP
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az) olan kinesin proteni pipet i¢cinde emekleyerek ileryen bir bocek gibi makromolekiil
iceren kiiciik vezikiilleri ve mitokondriyi mikrotiibiiller boyunca tasir. Yavas tasima ise
yapisal ve metabolik bilesenlerin hiicre gévdesinden akson terminallerine taginmasinda
gorev alir. Yavag tasimanin mekanizmasina ait bilgi ise ¢ok kisithidir (Duncan ve
Goldstein, 2006).

Retrograde aksonal tasinma ise ndronlarin aksonun terminal ucundan pinositoz
ya da reseptor-aracili endositoz araciliyla alinan biliylime faktorii gibi sinyal
molekiillerine cevap vermesinde gorevlidir. Ayni zamanda bu tip tasima aksonal
terminalde gorev alan molekiillerin geri dontstiiriilmesinde de etkilidir. Retrograde
tasimada knesin proteininden ziyade dynein protein gorev alir (Duncan ve Goldstein,

20006).
2.2. Periferik Sinir Hasar1 ve Hasara Verilen Yanit

Sinir hasarinin hemen sonrasinda hasarli dokunun ortamdan uzaklastirilmasi ve
onarim siirecin baglamasi i¢in hasar ortaminda kompleks ve diizenli sekilde yiiriiyen bir
olaylar zinciri baglar. Viicuttaki diger alanlardaki onarimdan farkli olarak, periferik
sinirin hasara yaniti, mitoz ve hiicre proliferasyonu seklinde olmaz. Periferik sinir
rejenerasyonu siireci hakkindaki bilgiler son zamanda siklikla yapilan hiicresel ve
molekiiler biyoloji caligmalar1 1s18inda artig gostermistir. Bu ¢alismalar sonucunda;
hasara yanitin sadece hasar bolgesinde degil, ayni zamanda hiicre gdvdelerinin
bulundugu omurilik ve ganglionlarda da oldugu seklindedir. Schwann hiicreleri,
makrofajlar ve inflamatuvar hiicreler bu siirecte 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica;
norotropik faktorlerin siirecteki 6nemi de aydinlatilmistir (Sunderland, 1990b).

Gerilmeye bagli gelisen periferik sinir hasarlari en sik karsilasilan hasar tipidir.
Periferik sinirler igerigindeki kollajen endondryum yapisindan dolay1 dogal elastik bir
yapiya sahiptir, fakat ne zaman ki ¢ekme kuvveti sinirin dayanma kapasitesini asarsa o
zaman bir hasar meydana gelir (Sunderland, 1990a). Eger uygulanan kuvvet ¢ok fazla
ise brakiyal pleksus kopmalarinda oldugu gibi sinir biitiinliigiinde bozulma meydana
gelir. Bununla birlikte, cogu vakada sinir biitiinliigiiniin korundugu goériilmektedir. Bu
tir hasarlar ekstremite kiriklar1 yakinlarindaki sinirlerde ve kemiklerde goriilebilir
(Ornegin; humerus kirig1 yakinindaki radial sinir hasarinda). %30'luk bir kism1 agir olan

bicak yaralanmalari; siklikla karsilagilan periferik sinir hasarlarindan bir digeri olarak



goze carpmaktadir (Sunderland, 1990b).

Sikistirma ticilincii tip sinir hasar tipidir. Bu tip yaralanma sonucu total duyusal
ve motor fonksiyon kaybi1 gergeklesebilir. Sinire basing uygulandigi zaman; epindryum,
sinir {izerinde stresi emici ve dagitici bir rol istlendigi i¢in fasikiiller ve bag doku
tizerindeki baski tamponlanmis olur ve bu olay sonucunda hasarin etkisi azalir.
Dolayistyla; dokunun hasardan etkilenme orani sinir fasikiillerini ¢evreleyen bag doku
miktarina bagli olarak degiskenlik gosterir. Gene bu Onermeye paralel olarak
fasikiillerin yogun seyrettigi sinir bolgelerinde hasarlanma sonucu hasarin daha fazla

olmas1 beklenmektedir (Sunderland, 1990b).

2.3. Hasara Verilen Noronal Yanit

Rejenerasyon siireci baslamadan oOnce bir kisim dejenerasyon siireci
tamamlanmalidir. Rejenerasyon basarisi; hastanin yasina, hasar mekanizmasma ve
ozellikle sinir hiicre govdesinin hasara olan uzakligina baglidir. Birinci kademeli
hasarlarda patolojik bulgular ya yoktur ya da ¢ok zayiftir. ikinci kademeli hasarlarda
(oksonotmezis) hasarin bolgesinde ya da hasarin proksimalinde birkag kiiciik histolojik
degisiklik gézlemlenmekle birlikte hasarin distal kisminda kalsiyum aracili gerceklesen
“Wallerian bozulmas1” adli olaylar silsilesi ger¢eklesmektedir (Waller, 2008).

Wallerian bozulmasi akson ve miyelin kilifin fiziksel parcalanmasiyla hasar
sonrasi birkag¢ saat icerisinde baslar. Ultrastriiktiirel olarak ndrotiibiil ve noroflament
organizasyonu bozulur ve aksonal sinir diizensizlesir. Takip eden 48. ve 96. saatler
arasinda aksonal devamlilik bozulur ve sinyallerin iletimi zorlasir. Miyelin
parcalanmasi aksonlardan daha gecikmeli olarak baglar fakat 36. ile 48. saatler arasinda
bozulma siireci sonlanmis olur (Chang ve ark., 2016).

Schwann hiicreleri “Wallerian bozulmasinda™ anahtar bir rol oynar. Schwann
hiicreleri 24 saat igerisinde aktiflesir, niiklear ve sitoplazmik genislemenin yani sira
yogun mitotik aktivite gosterirler. Bu hiicreler dejenerasyon ve onarim prosesinde etkili
olan molekiilleri sentezleyen genlerin ekspresyonunun fazla oldugu farklilasmamis
yavru hiicreler olusturmak icin hizlica ¢ogalirlar. Schwann hiicrelerinin baslangictaki
rolii dejenere olmus akson ve miyelin kalintilarim1 makrofajlara iletmek suretiyle
ortadan uzaklastirilmasina yardimer olmaktir. Makrofajlar hematopoietik yol yardimiyla
hasar alaninda gecirgenligi artmis olan kapillerlerden gecerek travmatize alana dogru
goc ederler. Hasar alaninin temizlenmesi siirecinde makrofajlar ve Schwann hiicreleri
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beraber calisarak temizleme islemini bir hafta ile birka¢ hafta arasi siirebilecek bir
zaman zarfinda bitirirler (Chang ve ark., 2016).

Hasar1 takip eden iki hafta icerisinde endondral mast hiicreleri sayilarini
arttirarak rejenerasyon siirecinde dnemli rol oynarlar. Bu hiicreler kapiller gecirgenligini
arttiran histamin ve seratonin salgilayarak makrofajlarin go¢linii kolaylastirirlar.
Baslangigtaki asamalarda endondral tlipler hasara yanit olarak genisleme gosterir fakat
iki hafta sonra caplarini kiiciiltiirler. 5. ve 8. haftalar arasinda dejenerasyon siireci biiytlik
Olciide biter ve geriye kalan tek sey endonoéral kilif i¢indeki Schwann hiicrelerinden

olusan sinir lifi kalintilaridir (Chang ve ark., 2016).

2.3.1. Distal Kisim

Hasarin distalinde “Wallerian Bozulmasi” ikinci derece hasarlarda goriilene
yakin bir tablo agiga ¢ikartir. Onemli bir farklilik olarak intrafasikular hasar aksonal
rejenerasyonu zayiflatir ve bundan dolayr endonoéral tlipler uzun siireler denerve
poziyonda kalir. Bunu takiben; endondral tiipler biiziismeye baslar ve bu olay hasari
takip eden 3. ve 4. haftalarda maksimum boyuta ulasir (Sunderland, 1990a). Endonoéral
kilif Schwann hiicrelerinin bazal membranindaki kollajen birikimiyle es zamanli olarak
kademeli olarak kalinlagir. Eger endondral tiipe erisen bir rejenere akson olmazsa,
ilerleyen fibrosis en sonunda tiipli ortadan kaldirir. Siddetli hasarlarda Schwann hiicre
yiginlar1 kollapse olmus tliplerin mikroskobik olarak goriiliir olmasina yol agar. Olusan
bu Schwann hiicre siitiinlar1 Biigner bandi olarak adlandirilir ve reinervasyon sirasinda
yeni filizlenen aksonlar i¢in 6nemli rehberler olarak gorev alir. Bu asamada, Schwann
hiicrelerinin ikincil rolii olan akson biiylimesinin desteklenmesi devreye girer (Chang ve
ark., 2016).

Dondiincii ve besinci derece hasarlarda, siddetli travmaya kars1 lokal reaksiyon
belirgindir. Endonoral tiipler ve fasikiiller dagilmis durumdadir ve Schwann hiicreleri
ve aksonlar koruma alanin disina ¢ikmis durumdadirlar. Ayn1 zamanda epindryum da
hasarlidir ve reaktif epindral fibroblastlar 24 saat icinde hasarli uglarda goriilmeye
baslar. Bu olaya Schwann hiicrelerinin, peri ve endonéral fibroblastlarin cogalmasi eslik
eder. Hiicre ¢ogalmasi bir hafta igerisinde ¢ok hizli bir sekilde gelisir ve maksimum
diizeyine ulasarak uzun bir siire devam eder. Orta derecedeki hasarlarda oldugu gibi
muhtemelen mast hiicrelerinin degraniilasyonunun artmasi sonucu kapiller gegirgenligi
artar ve bunu 6dem ve makrofaj infiltrasyonu takip eder. Bu cevabin biiyiikliigii sinir ve
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onu cevreleyen dokulardaki hasarin biiyiikliigiine baghdir. 4. ve 5. derece hasarlarda
sinir uclart disorganize Schwann hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar ve kollajen lifler
toplulugu sayesinde siser. Rejenere olan aksonlar sismis proksimal uca ulastiklarinda
daha ileriki diizeyde biiylime i¢in miithis bir engelle karsilagirlar. Bu engel karsisinda
aksonlarin birgogu bu yara dokusu icerinde halkalar cizerler ya da proksimal kisim
boyunca geriye dogru yol alirlar. Bir kism1 ise onu ¢evreleyen dokunun digina ¢ikar.
Ancak rejenere olan aksonlarda bir kismi distal uca ulasabilir. Bu ulagsma siirecinin
basarist orijinal hasarin siddeti, yara dokusunun derecesi, aksonun hasar alanina
ulasmasina kadar gecen siire gibi bircok faktore baghdir. Ugiincii derece hasarlarda
endondral tiipler uzun siireler boyunca bos kalir, bu da tiiplerde biiziilme ve fibrozise

yol agar, en sonunda kollajen lifler tarafindan tamamen bozulur (Chang ve ark., 2016).

2.3.2. Proksimal Kisim ve Hiicre Govdesi

Hiicre govdesinde ve hasarin proksimal kisminda kalan liflerde meydana gelen
degisiklikler hasarin siddetine ve ayn1 zamanda hasarin hiicre gdvdesine olan uzakligina
baglidir. Schwann hiicreleri hasarin proksimal tarafina yakin bir kisminda kag¢inilmaz
olarak degrade olurlar akson ve miyelinler ise caplari azalmis olarak goriiliirler.
Proksimal kisimdaki bozulma en az diizeyde (hasardan en yakindaki ranvier noduna
kadar) olabilecegi gibi; hiicre gévdesine kadar olan biitiin kisimi kaplayacak sekilde de
olabilir. Eger hiicre govdesinde hasar meydana gelirse (siddetli travmalar sonucu)
proksimal kismin tamami "Wallerian bozulmasi" sonucunda fagositoza ugrar. Onemli
yaralanmalar sonrasinda ozellikle uygun terminal organlarla fonksiyonel baglantilar
yeniden saglanmamigsa hasarin proksimal kismindaki akson capi azalir. Buna bagh
olarak da sinir iletim hizi azalir. Rejenerasyon basladiginda akson capi artar fakat
onceki haline hi¢ bir zaman ulasamaz. Hasar sonrasi hiicre govdesi ve akson onariminda
tam bir bagimsizlik goriilmekltedir. Soyle ki; hiicre govdesi fonksiyonel periferik
baglantilar saglanmadan tamemen kesinlikle onarilmaz ve final aksonal yetenek hiicre
govdesinin iyilesme derecesine baglidir (Burnett ve Zager, 2004).

Sinir hiicre gévdesi hasara nispeten 6ngoriilebilir bir sekilde tepki verir. Takip
eden 6 saat icerisinde nukleus hiicrenin periferine dogru go¢ eder ve Nissl graniilleri
ayni zamanda diiz endoplazmik retikulumlar ayrilir ve dagilir. Bu olay kromatolizis
olarak adlandirilir. Es zamanli olarak, kromatolizise benzer olarak perinoral glia
hiicrelerinde proliferasyon yoniinde bir hareketlenme olur. Glia hiicresi etkilenen
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norona dogru uzantilarin1 uzatir ve muhtemelen kurtarma islemi i¢in néronu etrafindan

izole etmek adina sinaptik baglantilar1 bozar (Burnett ve Zager, 2004).

2.4. Allantoin

Allantoin, 5-ureidohydantoin veya glyoxyldiureide olarak da adlandirilan
C4HeN4O5 formiiliine sahip olan bir kimyasaldir (Sekil 3). Allantoin ismi insanlar ve
yliksek primatlar disinda c¢ogu memelilerin gelisimi sirasinda olugsan amniyot
embriyonik bosaltim organi olan "allantois" kelimesinden koken alir. Allantoin
hakkindaki ilk c¢alismalar; allantoinin iirik asidin oksidasyonu sonucu olustugunun

gosterildigi 1838 yilina dayanir (Liebig, 2006).
O
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Sekil 3. Allantoinin kimyasal formiili

Allantoin amniyotik sivida ve saglikli bir insanin idrarinda az miktarda
bulunmaktadir. Oksidatif stres c¢aligmalar1 sirasinda oksidatif hasarin iirik asidin
oksidasyonu sonucu olusan allantoin maddesinin birikmesine yol actig1r gosterilmistir.
Fiziksel aktivite sonrast gelisen oksidatif stresin yan1 sira allantoin seviyesinin romatid
artrit, myocardial enfartiis ve Down sendromu vakalarinda da arttig1 gozlemlenmistir.
Yapilan bazi caligmalarda ise; allantoin seviyesinin glutatyon peroksidaz ve sisteine
gore daha hassas bir oksidatif stres markir1 oldugunu 6ne stiriilmiistiir (Yardim-Akaydin
ve ark., 2004).

Hemen akabinde; Robinson'un allantoinin yara iyilesmesi iizerindeki pozitif
etkilerini gosterdigi yayinlar sonucunda ¢aligmalar medikal ve farmasoétik alanlara hizla
uyarlanmistir (Robinson, 1935). Bunu takiben yara iyilesmelerinde kullanilmak {izere
allantoin igerikli bircok merhem cerrahi ve dermatoloji alanlarina kazandirilmis ayni

zamanda zaten bu amacla kullanilan {irtinlere allantoin maddesi eklenerek etkinliginin



arttirllmasi saglanmistir (Szczygiel, 1960; Chan ve ark., 2014). Cesitli kokenli inatc1
irinli iilserlerde, ¢esitli derece ve kaynakli yanik tedavilerinde ve sedef hastaliginda %35
oraninda kullanilmasinin tedaviyi olumlu yonde etkiledigine dair ¢aligmalar mevcuttur
(Margraf ve Covey, 1977; Fisher, 1981). Ayrica; allantoin i¢eren formiillerin egzamada,
ellerdeki kontakt dermatitis, hiperkeratozis, perionditis, agizda ve mukoz membranda
1stya bagli kabarciklarin iyilesmesinde de olumlu etkisi gozlemlenmistir (Draelos,
2015).

Daha oOnceki yapilan c¢aligmalarda allantoinin enzim antioksidan sistem
aktivitesini diizenleyici rolii oldugu gosterilmistir. Bu durumun intraseliiler H,O,
miktarint arttirdigl diistiniilmektedir. H,O>’nin bazi biiyime faktorleri igin ikincil
haberci oldugu ve bir¢ok proteinin tirozin kinaz aktivitesini indiikleyerek proliferasyonu
arttirdigi herkes tarafindan bilinmektedir. Ayni zamanda allantoinin H,O, aracilt
mutagenezi dengeleme ve yiiksek seviyedeki H,O,‘nin toksik etkisini azaltma etkisi
vardir. Ayrica, agir fiziksel aktivite sonucu insan viicudunda yiiksek seviyede allantoin
biriktigi gézlemlenmistir. Bu durumun, allantoinin serbest radikal seviyesindeki artigi
gosteren bir marker olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Shestopalov ve ark.,
2006).

Bununla beraber; bu olgu farkli bir sekilde de yorumlanabilir. Fiziksel stres
sonrasinda kas hiicrelerinde rejenerasyon baslar ve hiicreler hipertrofiye ugrar. Bu olay
da dolayl olarak ortamda hiicre ¢ogalmasini ve biiylimesini tetikleyen ayni1 zamanda
spesifik olmayan metabolik faktorlerin olusmasini artirir. Daha Onceki calismalar
1s18inda allantoinin ireidosiiksinatin hiicre zarindan tasinmasinda etkili oldugu ve
pirimidinin biyosentetik yolaginda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Shestopalov ve ark.,

2006).

2.5. Stereoloji ve Parcalama Yontemi

Periferik sinir ¢aligmalarinda toplam akson sayisi, miyelin kilif kalinlig1, akson
cap1 gibi parametreler onemli bir degerlendirme kriteri olarak kullanilmaktadir. Modern
plan-tabanli (design based) stereolojinin en ¢ok kullanilan toplam say1 hesaplama
yontemlerinden bir tanesi olan parcalama (fractinator) yontemi bu tip ¢aligmalarda en
cok bagvurulan yoOntemlerdendir. Sayr hesaplamasinda bilinen en etkin ve tarafsiz

yontem olmanin yani sira bu yontem arastirictya uygulama kolayligi saglamaktadir.
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Parcalama yontemi, dokuya uygulanan histolojik islemler sonucu meydana gelebilecek
sisme, biiziisme gibi yapisal degisimlerden bagimsizdir. Bununla birlikte ¢aligilan
yapryla ilgili hi¢bir 6n bilgi veya kabul gerektirmez (Gundersen, 1986).

Parcalamanin temel mantigi, igerisindeki toplam tanecik sayisi bulunmak
istenilen yapiy1 oranlar1 bilinen pargalara kontrollii bir sekilde ayirip, ayrilan
parcalardan sistemik rastgele 6rnekleme yontemi yardimiyla se¢ilmis olanlarinda sayim
yaparak; elde edilen saymin “parg¢alama katsayisi” ile ¢arpimi sonucu doku ya da
organdaki toplam sayiya ulasiimasina dayanir (Sekil 4). Ozet olarak; érnekleme sonucu
elde edilen partikiil sayisi tiim yapiya oranlanir ve boylece dokudaki toplam partikiil

sayist tahmin edilmeye calisilir (Gundersen, 1986; Gundersen ve ark., 1988).
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Sekil 4. Dokunun belli araliklarla pargalara ayirilmasi ve her pargaya ait taneciklerin sayim gergevesi

yardimiyla sayilmasini temel alan parcalama ydnteminin sematik gdsterimi

Pargalama yOnteminin temel olarak iki tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilki
fiziksel, ikincisi ise optik parcalamadir. Her iki metot da temelde ayni mantigi

icermektedir ancak uygulamada bazi farkliliklar mevcuttur (West ve ark., 1991).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu’nun 29.01.2015 tarih ve 2015/02-f-12 nolu karar1 geregince
PYO.TIP.1901.15.012 koduyla desteklenmistir. Calismaya baglamadan 6nce Ondokuz
Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 05/11/2014 tarih ve 36
say1l1 onay alimustir.

Calismada agirliklart ortalama 150-250 gr arasinda degismekte olan 20 adet
erkek Wistar albino sican kullanildi. Denekler Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Yiiriime testleri
Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde,
elektrofizyolojik testler ise Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali1 laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Elektron mikroskobik
analizler ise Ondokuz Mayis Universitesi Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi (KITAM) laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Denekler rastgele olarak esit sayida 4 gruba ayrildi. Siganlar altlar plastik, iistii
tel olan 6zel kafeslere yerlestirildi. Kuru pellet yemle beslendi, uygun sicaklik ve nem
ortaminda 4 hafta boyunca Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezi (DEHAM) 'nde beslendi.

Gruplarin olusturulmasi

Sicanlar, rasgele segilerek ve her grupta 5 erkek sigan bulunacak sekilde dort

alt gruba ayrilmistir:

Kontrol (K) Grubu: Hicbir cerrahi isleme ve madde uygulamasina tabi tutulmayan

grup (n:5),

Hasar (H) Grubu: Deneysel hasar modeli olusturulan fakat herhangi bir madde

uygulamasina tabi tutulmayan grup (n:5),

Allantoin (A) Grubu: Deneysel hasar modeli olusturulmadan sadece allantoin

(10mg/kg i.p.) verilmis grup (n:5),
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Hasar+Allantoin (HA) Grubu: Deneysel hasar modeli olusturulan ve ardindan

allantoin (10 mg/kg i.p.) verilmis grup (n:5).
3.1. Cerrahi Islemler

Calismadaki tiim cerrahi islemler Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Hasar
olusturulacak olan gruplara ait denekler (H, HA) ketamin-ksilazin (0,4mg/kg-0,1mg/kg
(i.p.)) uygulanarak anestezi altina alindi. Sag bacaklar1 tiras edilerek antiseptik
sollisyonla temizlendi ve gluteal bolgeden ince bir insizyonla cilt agild1 (Sekil 5).
Ardindan biseps femoris kasi diseke edilerek siyatik sinire ulasildi. Ekstensor
digitorium longus (EDL) kasinin 10 mm distalindeki bolgeye 5 1/2 ing’lik hemostatik
forseps yardimiyla 5 saniye boyunca 50 Newton (N) basing uygulanmasi yoluyla hasar
olusturulmustur. Operasyonu takip eden 30. giinde sicanlar sakrifiye edilerek sinir

rejenerasyonunun histolojik, stereolojik ve elektrofizyolojik degerlendirmeleri yapildi.

Siyatik Sinir

Sekil 5. Hasarli gruba ait ratlarda sag siyatik sinire hasar yapilmasi (orijinal)
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3.2. Siyatik Fonksiyon indeksi Testi

Fonksiyonel geri kazanimin dl¢iilmesinde kullanilan Siyatik Fonksiyon Indeksi
(SFI) testi ilk olarak Demedinaceli ve ark. (1982), tarafindan bulunmus olup, ardindan
Bain ve ark. (1989b), tarafindan modifiye edilmistir. SFI’nin hesaplanmasi; arka
bacaklara ait ayaklar ve parmaklar arasindaki cesitli iliskilere baglidir. Bu veriler,
ylrlime tahtasi boyunca hayvanlarin yiritilmesi ve miirekkebe daldirilmis arka
ayaklarin zemin iizerinde biraktigi ayak izleri yardimiyla elde edilmektedir. Bu
formiiliin gelistirilmesi siyatik sinir hasar1 sonucunda ratlarda gelisen karakteristik
ylirime modelleri baz alinarak ortaya ¢ikmis olup giivenilir sekilde tekrar edilebilir ve
oOlgtilebilir olma 6zelligi tasimaktadir. Sinir hasarindaki geri kazanim orani bu yiiriime
analiziyle tespit edilebilmektedir (Bain ve ark., 1989a).

Yiirlime analizi testleri analiz agamasindaki teknik problemlerden dolay1 hantal
ve rahatsiz olup hataya yatkinlik gostermektedir. Ek olarak; SFI hesaplamalar yalnizca
motor fonksiyon degil duyusal ve proprioseptif fonksiyonun da kompleks entegre bir
yansimasidir. Bundan dolayr siyatik sinir manipiilsyonununu takiben kolay
uygulanabilir, kantitatif alternatif degerlendirme testlerinin yapilmasi; onarimin hangi
yonle gerceklestigini aydinlatmasi agisindan tercih edilir (Bain ve ark., 1989a).

SF1 testi i¢in hayvanlarin 8,7cm x 43cm boyutlarinda bir ahsap yiiriime tahtasi
iizerinde yiiriimeleri saglanmigtir. Ratlarin arka ayaklar1 metilen mavisi soliisyonu
icerisine daldirilmis ve ahsap zemine yerseltirilmis beyaz kagit lizerinde yiirliyerek ayak
izleri ¢ikarmalart saglanmistir (Sekil 6). Kagit {izerindeki miirekkep izleri kurumaya
birakilmistir ve ardindan Bain ve ark., (1989a), tarafindan tanimlanmig formiile gore
degerlendirilmistir. Olciimlerde ayak izlerinden yararlanarak elde edilen normal ve

hasarl1 ayaklara ait veriler ve formiildeki yerleri asagidaki gibidir:

HPY (Hasarli Parmak Yayilimi): Hasarli ayaga ait birinci ve besinci parmak izleri

arasindaki mesafe,

NPY (Normal Parmak Yayilimi): Normal ayaga ait birinci ve besinci parmak izleri

arasindaki mesafe,

HAY (Hasarli Ayak Yayilimi): Hasarli ayaga ait ara parmaklarin yayilima,
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NAY (Normal Ayak Yayilimi): Normal ayaga ait ara parmaklarin yayilima,

NiU (Normal iz Uzunlugu): Normal ayaga ait ii¢iincii parmak ile izin bittigi yer

arasindaki uzunluk,

HIiU (Hasarli iz Uzunlugu): Hasarli ayaga ait iiciincii parmak ile izin bittigi yer

arasidaki uzunluk.

SFi=-38.8 (HIU-NIU)/NiU + 109.5 (HPY-NPY) +13.13 (HAY-NAY)/NAY-8.8

Sekil 6. A. yiirime testi goriintiisii B. formiilde kullanilan degerler ve nereden alindiklarini gésteren

resim

SFI testinde ¢ikan “0” olmasi fonksiyonun normal oldugunu gésterirken “-100”
degeri tamamen bozulmus fonksiyonun gostergesidir (Kanaya ve ark., 1996; Terris ve
ark., 1999). Yiirtime analizleri arka bacak kas fonksiyonu ile ayak izi 6l¢iimleri arasinda
acik bir iliski oldugunu gostermistir (Reynolds ve ark., 1996).

Siyatik sinir indeksi formiilii yukarida aciklanan her bir faktériin SFi’ye olan
etkisini agik bigimde ortaya koymaktadir. Daralmis parmak izinin 6nemi "HPY-NPY"
parametresinin katsayisi ile ortaya konulmustur ve iz uzunlugundaki artis formiildeki

negatif katsayi ile yansitilmaktadir (Bain ve ark., 1989a; Inserra ve ark., 1998).
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Biitlin dl¢timler manuel olarak ve milimetrik olarak yapilmistir. Deneklere ait
baz1 ayak izleri deneklerin hasar sonrasi anestezik duruma gecen ayaklarinm

kemirmelerinden dolay1 alinamamagtir.

3.3. Elektrofizyolojik Analizler

Calismaya ait elektrofizyolojik analizler Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirildi.
Elektromiyografi (EMG) testleri icin PowerLab 4SP (AD Instruments, Sydney,
Australia) cihazi ve Scope (ver. 3.7.2, AD Instruments) programi kullanildi.

Denekler sakrifiye edilmeden hemen once fizyolojik geri kazanimi
elektrofizyolojik boyutta degerlendirmek adina elektromiyografi dl¢timleri yapildi. Bu
amacla anestezi altina alinan siganlara ait sag siyatik sinirler, siyatik ¢entikten popliteal
fossaya kadar diseke edilerek goriiniir hale getirildi. Uyar1 veren tel siyatik ¢entikten 10
mm distal kismina yerlestirildi ve elektrotlar ise uyar1 yapan tele 2,5 cm uzakliktaki
gastokinemus kasi lizerine yerlestirildi. 0,01 mV ile 10 mV arasinda uyar1 voltaj
uygulanarak gastroknemius kasi birlesik kas aksiyon potansiyelleri dl¢iildii. Elde edilen
pikler agagidaki parametreler agisindan degerlendirildi.

Latans: Aksiyon potansiyeli egrilerinde uyaridan defleksiyonun basladigi

zamana kadar gegen siire
p-p Amplitiit: Iki tepe arasindaki mesafe

Her bir denek igin iicer adet aksiyon potansiyeli egrisi ¢izdirilerek ortalamasi

alind1 ve bu degerler istatistiksel olarak birbirleri ile karsilagtirildi (Sekil 7).

16



| & LabChart Reader File Edit Setup Commands Window Help — YD i =4 B 78%E Thul6e:38 Q =
*n,; | EEEEM EE EEE] EEE
File o

O GEE 12 Kontrol.sfwdat — Scope View

x ‘ r 0 D & 06 s Kontrol.sfwdat — Zoom View

z < Subtracti Sweep| \‘_ _‘/ ’Elg e Input A =

) 8 O v
o) | Ji} L
LY - page2 I

75 /v page 3 I ‘

& /' page 4 | b

< /v page 5 I}

) /- page 6 2

/' page 7

[_: &

& ~

lV/ P P-P Amplitiit

Ps = 20.

—— E

[) <

ow £ L v
\ 16 19 =
-

&

1 12

\ i

A Y ) 0

0 08 Latans

on E

L U

0,4

* -10-

] 0

= R [ “T0001 0002 0003 0004 0005 0006 0007 0008 0009 001 0011

L § | M s 10 (?) Active Channel: | Il Input A 2]
(e Y

Sekil 7. EMG kayitlarinda degerlendirilen parametreler goriilmektedir (Onger, 2013)’den
3.4. Histolojik Islemler

SFI testi ve elektrofizyolojik testlerin ardindan deneklere air sag siyatik sinirler
cikarilip 151k mikroskobunda incelenmek iizere doku takip ve boyama iglemlerine tabi

tutuldu.

3.4.1. Doku Takip Islemi

Denekler anestezi altinda iken agilan siyatik sinir iizerine %5’lik gluteraldehit
damlatild1 ve ardindan sinir dokular1 ¢ikarildi. Daha sonra; asagidaki siraya gore takip

islemi yapildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Elektron mikroskobik takip sirasinda kullanilan kimyasallar ve muamele siireleri

% 4 lik Gluteraldehit

0,1 M Fosfat tamponu ile yikama
%]1 ‘lik Osmium tetraoksit

0,1 M Fosfat tamponu ile yikama
%50 Aseton

%70 Aseton

%95 Aseton

%100 Aseton

%100 Aseton

Propilen oksitte

Propilen oksitte

%350 Propilen oksit + %50 Araldit karigimi

%100 Araldit

1 saat

4x15 dakika
1,5 saat (karanlik ortamda)
4x15 dakika
15 dakika
15 dakika
15 dakika
15 dakika
15 dakika
20 dakika
20 dakika

1 saat

1 saat

Bu siire sonunda silikon gdmme kalib1 igerisinde bloklanan dokular bir gece
boyunca bu kaliplar igerisinde bekletildi. Ertesi glin rezin igerisine yerlestirilmis

bloklar 45 °C’deki etiive yerlestirildi ve her 30 dakikada bir 5 °C’lik 1s1 artist

yapilarak 62 °C’ye ulasildi.

62 °C’de 48 saat bekletilerek polimerizasyonu saglanan plastik bloklardan
elmas bigakla ultramikrotom (Leica Ultracut UCT, Leica Microsystems GmbH,
Almanya) yardim ile 0,5 um kalinliginda cam lam {izerine alinarak %1’lik toluidin
mavisi + %0,2’lik sodyum borate ¢ozeltisi ile boyandi (Sekil 8). Boyanan yar1 ince

kesitlerde 151k mikroskobunda miyelinli akson sayisi, akson alani ve miyelin kilif

kalinlig1 6l¢timleri stereolojik metotlar kullanilarak yapildi.
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Sekil 8. Resimde kesitlerin alindig1 ultramikrotom (A.) kesitlerin su tizerindeki goriintiisii (B.) toluidin

mavisi ile periferik sinirin boyanmasi (C.) gériilmektedir
3.4.2. Stereolojik Analizler

Yar1 ince kesitlerin incelenmesi i¢in kesitler toluidine mavisi boyasiyla
boyand1. Toluidine mavisi asidik doku bilesenlerine kars1 yiiksek afinite gosteren bazik
tiazin metakromatik bir boyadir (Sridharan ve Shankar, 2012). Bunun i¢in lam {izerine
yerlestirilmis bir su damlas1 iizerine alinan kesitler hot plate iizerine yerlestirilip
kurumaya birakildi. Ardindan doku {izerine %1°’lik toluidine mavisi ve sodyum borat
karigimi (1 gr toluidine mavisi+2 gr Na;B4O7-10H,O + 100 ml dH,O) damlatilarak hot
plate lizerinde 2-3 dakika boyunca bekletildi. Siirenin ardindan lamlar distile suya
daldirilarak dokular tizerindeki fazla boya akitildi. Elde edilen yar1 ince kesitler 151k
mikroskobu yardimiyla Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunan bilgisayar destekli stereoloji
caligma istasyonunda (Stereoinvestigator 9.0. MicroBrieldField; Colchester; USA)
analiz edildi. Miyelinli akson sayimi i¢in parcalama metodu kullanildi. Miyelin kilif
kalinlig1 6l¢limii gene parcalama metodunu takiben kullanilan niikleator metodu ile

yapildi. Bu yOntemlerin uygulanabilmesi i¢in fasikiilin etrafi 5’lik biiyiitmede
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cevrelendi. Cevrelenen alanin dahilinde; pilot calisma sonucu elde edilen 6rneklemeye
uygun bicimde parcalama yoOntemi uygulandi. Segili alanlarin igerisinde 63’liik
biiylitmede tarafsiz sayim cergevesi yardimiyla miyelinli akson sayimi yapildi (Sekil 9).
Bunun i¢in 60 pm x 60 um adim araligi ve 25 um x 25 pum tarafsiz sayim cercevesi
Slgiileri kullanildi. Dolayisiyla pargalama metodu geregince her 3600 pm®’lik alandan
625 um™’lik bir alan 6rneklenmis oldu. Ayrica sayim yapilan her adimda tarafsiz sayim
cergevesinin sag iist kosesine degen en biiyilik capli aksonda niikleatér metoduyla akson
alan1 ve miyelin kilif kalinlig1 6l¢iimii yapildi. Sayim sonucunda elde edilen degerler
yardimiyla toplam miyelinli akson sayisinin hesaplanmasinda asagidaki formiil

kullanildz:

Toplam miyelinli akson sayis: = X SAY19rnekienen alan X AlaNpagipa X Z Taneciksgyian

60
625

3 " BHIEAMY Y ORNEGEL. ¢Po 7R
MR HERE e IO0 o

Sekil 9. Stereoinvesitgator yazilimi kullanarak x5 biiylitmede ¢evrelenmis bir periferik sinir goriintiisii.
Parcalama yonteminin uygulanmasi i¢in atanmis sayim ¢ergevesi, ¢erceve igerisinde sayilmis
miyelinli aksonlar, akson alani ve miyelin kilif kalinligimi 6l¢iimiinii saglayan niikleator

metodunun uygulanma sekilleri gosterilmektedir.
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3.5. istatiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 for Mac (IBM Corporation) istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Gruplarin karsilagtirilmasinda 0,05 anlamlilik
derecesi (p) baz alinarak One Way ANOVA (Tukey Post-Hoc Test) testi kullanildi.

21



4. BULGULAR
4.1. Miyelinli Akson Sayis1

Gruplara ait periferik sinirlerin 151k mikroskobu altinda toluidin mavisi ile

boyanmig goriintiileri asagida gosterilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. (A.) Kontol (B.) Hasar (C.) Allantoin (D.) Hasar+Allantoin, ok: miyelinli aksonlart, (¥):

miyelini olusturan Schwann hiicrelerini gostermektedir

Miyelinli akson sayisi bakimindan istatistiksel olarak; K ile HA gruplar
arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). H ile A gruplar arasinda anlaml
fark gozlendi (p<0,05). H ile HA gruplarn arasinda anlamli fark gozlemlenmedi
(p>0,05). K ile A gruplan arasinda anlamhi fark yoktu (p>0,05). Ayrica; A ile HA
gruplart arasinda da anlamli bir farkin oldugu gozlendi (p<0,01) (Tablo 2) (Sekil 11).
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Tablo 2. Gruplara ait miyelinli akson sayilar1 (OSH: Ortalama Standart Hata)

Grup Miyelinli Akson Sayisi Degisim Katsayisi
(Ortalama + OSH)

Kontrol (K) 7083,52 £ 571,16 0,07

Hasar (H) 8486,60 + 618,51 0,06

Allantoin (A) 6718,80 + 436,87 0,05

Hasar+Alantoin (HA) 8801,60 £ 628,68 0,06

Miyelinli Akson Sayisi
10000 k-

* %k * %k

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

Kontrol Hasar Allantoin Hasar+Allantoin

Sekil 11. Gruplara ait miyelinli akson sayis1 degerleri (**) p<0,01
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4.2. Miyelinli Akson Alam

Akson alan1 bakimindan istatistiksel olarak; K ile H gruplar1 arasinda ileri
derecede (p<0,01) ayrica; H ile A gruplar1 arasinda ise anlamli fark goézlendi (p<0,05).
K ile A gruplart arasinda ve A ile HA gruplar arasinda da anlamli fark goézlendi
(p<0,01). H ile A gruplar arasinda ileri derecede anlamh fark gozlendi (p<0,01). H ile
HA gruplart arasinda ise anlaml fark gozlemlenmedi (p>0,05) (Tablo 3) (Sekil 12).

Tablo 3. Gruplara ait miyelinli akson alan1 degerleri (OSH: Ortalama Standart Hata)

Grup Miyelinli Akson Alan1 (nm?) Degisim Katsayisi
(Ortalama +OSH)

Kontrol (K) 51,88+ 3,79 0,06

Hasar (H) 14,32 £ 1,91 0,11

Allantoin (A) 46,96 £ 6,26 0,11

Hasar+Allantoin (HA) 12,16 +£ 1,09 0,08

Miyelinli Akson Alani (um?)
* 3k

60
* % * Xk * %

50

40

30

20

10

.

Kontrol Hasar Allantoin Hasar+Allantoin

Sekil 12. Gruplara ait miyelinli akson alani degerleri (**) p<0,01
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4.3. Miyelin Kilif Kalinhg:

Miyelin kilif kalinlig1 bakimindan istatistiksel olarak; K ile H gruplar1 arasinda
ileri derecede (p<0,01), ayrica H ile A gruplar arasinda ise anlamli fark goézlendi
(p<0,05). K ile A gruplar1 arasinda anlaml fark saptanmadi (p>0,05) A ile HA gruplar1
arasinda ise ileri derecede anlamli fark gozlendi (p>0,05). Buna karsin; H ile A gruplari
arasinda ileri derecede anlaml fark gozlendi(p<0,01). H ile HA gruplar arasinda ise

anlamli fark gézlemlenmedi (p>0,05) (Tablo 4) (Sekil 13).

Tablo 4. Gruplara ait miyelin kilif kalinlig1 degerleri (OSH: Ortalama Standart Hata)

Grup Miyelin Kihif Kalinhg1 (um) Degisim Katsayisi
(Ortalama + OSH)

Kontrol (K) 1,87+£0,1 0,04

Hasar (H) 1,14+ 0,08 0,06

Allantoin (A) 1,92+ 0,13 0,06

Hasar+Allantoin (HA) 1,08 £ 0,03 0,03

Miyelin Kihf Kalinhigi (um)

2,5 oy
% %k % %k * %k

Kontrol Hasar Allantoin Hasar+Allantoin

Sekil 13. Gruplara ait miyelin kilif kalinlig1 degerleri (**) p<0,01
25



4.3. Miyelin Kilif Kalinhgi/Akson Capi1 Oram

Miyelin kilif kalinliginin akson capima olan orani bakimindan istatistiksel

olarak; K ile A gruplart arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). Ayn1

sekilde; K ile HA gruplari arasinda anlamh fark gézlendi (p<0,05). Ayrica; A ile HA

gruplar1 arasinda da ileri derecede anlamli fark tespit edildi (p<<0,01). H ile HA gruplar1
arasinda anlaml fark gézlemlenmedi (p>0,05) (Tablo 5) (Sekil 14).

Tablo 5. Gruplara ait miyelin kilif kalinligi/akson ¢ap1 degerleri (OSH: Ortalama Standart Hata)

Grup Miyelin Kihif Kalinhgi (um) Degisim Katsayisi
/Akson Cap1 (pm)
(Ortalama + OSH)
Kontrol (K) 0,45 + 0,004 0,01
Hasar (H) 0,58 £ 0,054 0,18
Allantoin (A) 0,48 + 0,004 0,01
Hasar+Allantoin (HA) 0,54 + 0,007 0,02

%k %

Miyelin Kilif Kalinhgi (um) / Akson Capi (um)

0,7

%k Xk

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

]

* %k

Kontrol

Hasar

Allantoin

Hasar+Allantoin

Sekil 14. Gruplara ait miyelin kilif kalinligi/akson ¢ap1 degerleri (**) p<0,01
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4.4. Birlesik Aksiyon Potansiyeli Latansi

Latans degerleri bakimindan istatistiksel olarak; hem K ile H gruplar1 arasinda
ileri derecede anlamli fark (p<0,01), hem de H ile A gruplar1 arasinda anlamli fark
gozlendi (p<0,05). K ile A gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmezken (p>0,05), A
ile HA gruplari arasinda fark gozlendi (p<0,01). Son olarak H ile HA gruplar1 arasinda
anlamli fark yoktu (p>0,05) (Tablo 6) (Sekil 15).

Tablo 6. Gruplara ait latans degerleri (OSH: Ortalama Standart Hata)

Grup Latans (s) Degisim Katsayisi
(Ortalama +OSH)
Kontrol (K) 0,64 £ 0,04 0,14
Hasar (H) 3,75+£0,16 0,08
Allantoin (A) 0,54 = 0,03 0,12
Hasar+Allantoin (HA) 3,80 £ 0,17 0,09
Latans (s)
4,5 ok
* %k * % * %
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
Kontrol Hasar Allantoin Hasar+Allantoin

Sekil 15. Gruplara ait latans degerleri (**) p<0,01
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4.5. Birlesik Aksiyon Potansiyeli Amplitiidii

Amplitiit degerleri bakimindan istatistiksel olarak; K ile H gruplar1 arasinda ve

H ile A gruplan arasinda ileri derecede anlamh fark vardi (p<0,01). K ile A gruplari

arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05). Son olarak H ile HA gruplar arasinda da ileri
derecede anlamli bir fark gézlendi (p<0,01) (Tablo 7) (Sekil 16).

Tablo 7. Gruplara ait amplitiit degerleri (OSH: Ortalama Standart Hata)

Grup Amplitiit Degisim Katsayisi
(Ortalama +OSH)

Kontrol (K) 40,31 + 6,06 0,13

Hasar (H) 6,58 £1,05 0,14

Allantoin (A) 39,05 + 5,48 0,12

Hasar+Allantoin (HA) 13,72 £ 1,15 0,05

Amplitiit (mV)
* %

50

45 * % % %

X ¥

40

35

30

25

20

15

10

i |

Kontrol Hasar Allantoin

Hasar+Allantoin

Sekil 16. Gruplara ait amplitiit degerleri (**) p<0,01

28



4.6. SFI Test Sonuclari

SFI degerleri bakimindan istatistiksel olarak; hem K ile H gruplar1 arasinda
(p<0,01) hem de H ile A gruplar arasinda anlamli fark gdzlendi (p<0,05). K ile A
gruplar1 arasinda anlamli fark yoktu (p>0,05). Hem A ile HA gruplari arasinda hem de
H ile A gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark gozlendi (p<<0,01). Son olarak H ile

HA gruplar1 arasinda da ileri derecede anlamli fark gézlenmistir (p<0,01) (Sekil 17).

SFI Test Sonuglari
Kontrol Hasar Allantoin Hasar+Allantoin

0

-5
-10
-15
-20

X K
25 %k k Xk
Xk
X K

Sekil 17. Gruplara ait SFi test degerleri (**) p<0,01
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5. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalar1 pratikte g¢ogunlukla travmaya bagli olarak
geligsmekle birlikte buna neden olan etyolojik faktorler degiskenlik gostermektedir. Bu
hasarlar kiint veya penetran yaralanmalara bagli olarak aciga ¢ikabilecegi gibi,
kompresyona bagli olarak, akut ve kronik olarak da gelisebilir. Periferik sinir
yaralanmalar1 motor, duysal ve otonom fonksiyonlarinin tek tek veya hepsinin kaybina
neden olabilmektedir (Sunderland, 1974). Bununla birlikte; travmatik sinir
yaralanmalart impuls iletimini bozar. Bu durum duyu sinirlerinin yaralanmalarinda
duyu bozuklukluklart hipoestezi, parestezi ve hiperestezi ile kendini gosterirken; motor
sinir hasarinda, ¢izgili kaslarda gii¢ kaybi ve atrofi olusur (Sunderland, 1974).

Periferik sinirin rejenerasyon yetenegi ve denerve pozisyondaki hedefleri
yeniden inerve edebildigi ylizyili askin bir siliredir bilinmektedir. Mikrocerrahi
tekniklerinin 6nemli avantajlarinin yani sira tamamen fonksiyonel geri kazanim olgular1
oldukca azdir ve rejenerasyon mekanizmasi aydinlatilamamistir (Gordon ve ark., 2003).
Sinir hasar1 sonrasinda “Wallerian bozulmasi1” olarak bilinen aktif, kompleks ve
multiseliiler bir siire¢ baslar. Ortamdaki Schwann hiicreleri progenitor benzeri hiicrelere
farklilagsarak ve g¢ogalarak ortama cagirilmis olan makrofajlar ile beraber akson ve
miyelin kalintilarin1 ortamdan uzaklastirirlar. Bu cevap giiclii bir inflamatuvar cevabin
sonucunda gerceklesir ve bunun sayesinde ¢ok sayida inflamatuvar hiicreler sinire giris
yapar. Bu siire¢ hasarin proksimal kisminda ve distal kisim boyunca gerceklesir.
Aksonlar; hasarli alandan, bazal laminalarinda kalan ve aksonlar1 orijinal hedef
dokularma dogru yonlendiren progenitor benzeri Schwann hiicrelerinden olusmus
tiipleri kullanarak, hasarin tersi yoniinde yeniden biiyiirler (Cattin ve Lloyd, 2016).

Allantoin iirik asit metabolizmasinin oksidasyon {iriinii olarak ortaya ¢ikmanin
yant sira birkag bitki ¢esidinde de bulunmaktadir ve son zamanlarda kimyasal olarak
kolayca sentezlenebilmektedir. Nekrotik dokuyu ortadan kaldirma, hiicre ¢cogalmasin
arttirma ve analjezik Ozelliginden dolay1 farmakolojik ve kozmetik alanlarinda
kullanilmaktadir. Ayrica ¢aligmalarda, allantoinin opioid reseptorlerini ve ATP-bagimh
kappa BETA kanallarinin aktivasyonu araciligiyla antinflamatuvar ve periferik
antinosiseptif etkileri oldugu bilinmektedir (Florentino ve ark., 2016).

Lee ve ark. (2010), tarafindan yapilan bir ¢aligmada astim hastalarina uygulanan

allantoinin olumlu etkisi sonucunda; bronkoalveolar sivida, Immunoglobulin E (Ig E)

30



ve Interlokin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-5) gibi T-helper-2 tip sitokinlerin seviyesinde
onemli bir azalma gosterilmistir. Ek olarak; allantoin tedavisi gormiis hastalarda sitokin
mikro Ribo Niikleik Asit (mRNA) ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla bir azalma
gorilmiistiir.

Ayrica bu c¢alismada; allantoinin inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisini inhibe
ederek ve boylece oksidatif stresten sorumlu reaktif ajanlarin salinmasini engelleyerek
inflamatuvar cevab1 dengeledigi one siiriilmiistiir. Bagka bir ¢alismada ise; allantoinin
fibroblast ¢ogalmasini ve extraseliiler matriksi attirici etkisine dikkat ¢cekilmistir (Lee ve
ark., 2010).

Periferik sinir rejenerasyonu sirasinda hasar bolgesinde olusan inflamatuvar
cevap rejenerasyon mekanizmasinin aydinlatilmasi dogrultusunda birgok aragtirmacinin
dikkatini ¢ekmistir. Bizim calismamizda da allantoinin periferik sinir rejenerasyona
olan etkisi olas1 anti-inflamatuvar cevabindan yola ¢ikilarak arastirildi.

Periferik sinir rejenerasyonunun mekanizmasinin anlagilmasi ¢aligmalarinda
fonksiyon, elektrofizyolojik, protein ve mRNA analiz testlerinin yan1 sira morfolojik
veriler de siklikla tercih edilir. Bu tiir c¢alismalarda periferik sinir rejenerasyonu
miyelinli akson sayisi, akson capi, miyelin kilif kalinligi ve g-orami gibi kriterler
degerlendirilir. Son yillarda yapilan birgok ¢aligmada periferik sinirdeki rejenerasyon
kapasitesi morfolojik verilere dayali stereolojik yontemlerle ortaya konulmaya
calisilmistir (Maxwell ve ark., 2015). Bununla birlikte, morfolojik c¢alismalar
fonksiyonel geri kazanimin anlagilmasi konusunda yeterli olmadigi icin stereolojik
metodlarm yani sira elektrofizyoloji ve SFI testlerinin de yapilmas:1 gerekmektedir. Bu
calismada allantoinin periferik sinir rejenerasyonununa olan etkisi stereolojik,
elektrofizyolojik ve fonksiyonel testler yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

Yapilan bir calismada allantoinin; imidazolin reseptorlerinin (6zellikle I,
alttipinin) agonisti oldugu gosterilmistir (Lin ve ark., 2012). imidazolin (I) reseptorleri
I;-I, ve I olmak iizere en az ii¢ alt tip olacak sekilde siniflandirilmistir. Imidazolin (I)
reseptorlerinin  aktivasyonu metabolik hastaliklar1  azaltmaktadir. Allantoin I,
reseptorlerine baglanip glukoz seviyesinin diizenlenmesinde aktif rol almaktadir (Chen
ve ark., 2012). Bu bilgiler 1sinda Yang ve ark. (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada bitkilerde
ve yiyeceklerde fazla miktarda bulunan allantoinin I; reseptdrlerini uyararak plazma kan

basinci ve yag seviyesini azaltma etkisi oldugunu gostermislerdir. Calismamiz miyelin
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kilif kalinlig1 acisindan degerlendirildiginde; sadece hasar uygulanmis ve hasar sonrasi
allantoin uygulanmis olan gruplar arasinda anlamli bir fark ¢ikmadigr goriilmiistiir
(p>0,05). Allantoin uygulanmis ratlarda plazmadaki lipit ve glukoz seviyesindeki
muhtemel azalma miyelin kilif i¢in gerekli olan yeterli protein ve lipit igeriginin
kargilanamamasina neden oldugu ve bundan dolay1 miyelin kilif onarim siirecine etki
etmedigi diisliniilmektedir. Buna paralel olarak; ¢alismamizda latans siireleri agisindan
H ve HA gruplar arasinda anlamli bir fark ¢ikmamasi iki grup arasinda miyelin kilif
kalinliklart agisindan anlamli  bir fark olmamasindan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir.

Hasar sonrasinda kan - sinir bariyerinin tekrar olusturulmasi ve daha
sonrasinda ise dejenerasyonla ilgili hiicresel degisiklikler baslar. Kan-sinir bariyeri, kan
beyin beriyerinde oldugu gibi penceresiz endotel hiicrelerin olusturdugu siki
baglantilardan olusur ve bu yap1 kandan sinir dokusuna protein, hormon, iyonlar ve
toksik maddelerin gecisini kisitlar (Olsson, 1968; Weerasuriya ve Mizisin, 2011). Kan-
sinir bariyeri hasar alaninda her ne kadar zarar gérmiis olsa da akson dejenerasyonu
baslayana kadar sinir boyunca gorevini yapmaya devam eder. Dejenerasyon sonrasi en
az dort hafta boyunca hasarin distal kisminda bu bariyer kisimsal olarak gecirmezlik
ozelligini koruyamaz (Popovich ve ark., 1996). Hasar sonrasi maksimum gecirgenlik;
normal sinir geg¢irgenliginin iki kati1 kadar olup hasarin 4-7 giin sonrasinda olur ve bu
olay da inflamatuvar yanitin maksimum diizeye ¢ikmasi ile sonuglanir (Weerasuriya ve
Hockman, 1992; Gray ve ark., 2007). Kan-sinir bariyerinin artan gegirgenligi; kanla
taginarak onarimi gergeklestirebilen hiicrelerin ortama girmesini kolaylastirir. Perinoral
sinir-kan bariyer gecirgenligi; hasar sonrasi iki haftadan sonra azalmaya baslar ve ikinci
bir artis hasardan dort hafta sonra gergeklesir ve stireklilik gosterir. Bu ikinci artis
Wallerian bozulmasi ardindan kaybolan homeostaziyi geri kazanmak i¢in gereken
degisiklikler i¢in uygun ortam hazirlar (Mizisin ve Weerasuriya, 2011). Caligmamizda
kullanilan deneklerde beklenen rejeneratif etkinin zayif olmasinin dort hafta sonrasinda
gerceklesecek olan ikinci giiclii inflamatuvar cevabin eksikliginden kaynaklanabilecegi
diistintilmektedir.

Kahraman ve Kahveci (2015), yaptig1 bir ¢alismada polytetrafluoroethylene ve
extractum cepae-heparin- allantoin jel kullaniminin periferik sinir hasar sonrasi olusan

fibrotik dokunun onariminda olumlu etki gosterdigi ve fonksiyonel geri kazanimi
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arttirdig1 goriilmiistiir. Makroskobik incelemelerde ise ekstra-ndral yara dokusunun ve
adhezyonun arttirmasmma ragmen yara iyilesmesinde herhangi bir etkisi
gozlemlenmemigken fonksiyonel geri kazanimi arttirdigi tespit edilmistir (Beuth ve
ark., 2006). Calismamizda da i.p. olarak uygulanan allantoinin akson sayisi, miyelin
kilif kalinlig1 ve akson capi gibi parametreler iizerinde etki gdstermemesine ragmen
birlesik aksiyon potansiyeli amplitiidiinii arttirmasi1 ve fonksiyonel geri kazanimi
saglamasi yoniinden bahsedilen calismayi destekler sonuglara ulasilmistir. Diger bir
olasilik ise kullanilan allantoin dozunun fonksiyonel iyilesme icin yeterli oldugu ancak
morfolojik bir etki goriilmesi icin yeterli doza ve iyilesme siirecine ulagilamadigi
diistintilmektedir.

Hasar sonrast epindral ve endondral yaralanma dokusu sinirde akson
rejenerasyonun inhibe edilmesi ve iletimde tikanikliga yol acabilmektedir. Normal sinir
dokusunda; kollajenin biiyiik bir kismu epindryumdaki fibroblastlar tarafindan
sentezlenir. Sinirin hasarli alanlarinda bir fibroblast birikimi olur ve buna bagl olarak
hasarl1 alanda travmaya cevap olarak kollajen sentezinde artma gergeklesir. Diger organ
sistemlerinde oldugu gibi bu kollajen olusumu doku dayanikliliginda azalmaya ve bu da
mekanik fonksiyon bozukluguna neden olur (Beuth ve ark., 2006).

Gene ayni calismada fibroblast kiiltlirleri (skar, keloid ve embriyolojik) ile
ilgili yapilan calismada extractum cepae-heparin-allantoin (EHA) bilesenleri igeren
karisimin keloid fibroblast miktarin1 azalttigi ve dermal fibroblastlart maksimum
diizeyde inhibe ettigi goriilmiistiir. Deneysel calismalarda patolojik kollajen sentez
inhibisyonunun normal dokudaki kollajen iizerinde herhangi bir etkiye yol agcmadigi
gosterilmistir. EHA’nin histolojik olarak kollajen polimerizasyonunu inhibe ettigi ve
yara dokusunda kollajen restorasyonunu kolaylastirdigi bulunmustur. Yeni olusmus
yara dokusunda kullanildiginda, kollajen yapisinin giicsiizlestigi ve gereginden fazla
kollajen polimerizasyonun onlendigi goriilmiistiir (Beuth ve ark., 2006).

Sinirsel iletim hizi, bu ¢aligmada elektrofizyolojik analiz olarak kullanilmistir.
Cok fazla hasarli akson olmasina ragmen, yeni olusan aksonlarin sinir iletiminde artisa
neden olabilecegi disiiniilmektedir. HA grubundaki amplitiit artist bu gruptaki
miyelinsiz aksonlarin sayilarinin H grubuna goére daha fazla olabilecegini akla
getirmektedir. HA grubunda amplitiitte gozlenen artisin latans degerlerinde

gozlenmemesi bu gruptaki miyelinizasyonun diger grup degerlerinden farksiz
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olmasindan kaynaklanmig olabilir. Bu caligmada, gruplar arasinda miyelinizasyon
acisindan bir fark gozlenmemesi latans degerleri arasinda fark goriilmemesine neden
olmus olabilir.

Kanaya ve ark. (1996), akson sayisindaki artisin rejenerasyona olan etkisinin
olumlu olarak degerlendirilebilmesi icin SFI degerleriyle ortiismesi faktoriinii
degerlendirme i¢in altin standart olarak kabul etmistir. Bizim ¢alismamizda buna ters
olarak SFI degerleri miyelinli akson sayisiyla ortiisme gdstermemesine karsin SFi
degerleri elektrofizyolojik testlerle Ortlisme gostermistir. Bunun sayimda goz Oniinde
bulundurulmayan miyelinsiz aksonlarin fonksiyona olan etkisinden kaynaklanabilecegi

diisiilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1-Ratlarda siyatik sinir hasari, allantoinin deneysel sinir rejenerasyonu iizerine
olan etkileri, miyelinli akson sayilari, akson alant ve miyelin kilif kalinlig1 gibi
parametreler agisindan giivenilir, tarafsiz ve etkin degerlendirme ydntemlerinden olan

stereolojik metotlar kullanilarak ve ayrica elektrofizyolojik testlerle degerlendirildi.

2-Calisma sonuglarimiz gostermektedir ki; allantoin akut donemde periferik
sinir rejenerasyonuna morfolojik anlamda etki etmemekle beraber fonksiyonel bir

iyilesmeye neden olabilmektedir.

3-Allantoinin morfolojik anlamda etki etmemesi, rejenerasyon i¢in 30 giinliik
bir siirenin ya da kullanilan dozun (10 mg/kg) rejenerasyon i¢in yetersiz kalmasindan

kaynaklanmis olabilir.

4-Sonug olarak allantoinin daha uzun siireli deney modellerinde test edilerek

periferik sinir rejenerasyonuna etkisinin arastirilmas: gerekmektedir.

35



KAYNAKLAR

Bain J R, Mackinnon S E, Hunter D A. Functional evaluation of complete sciatic,
peroneal, and posterior tibial nerve lesions in the rat. Plast Reconstr Surg 1989a;
83: 129-38.

Bain J R, Mackinnon S E, Hunter D A. Functional-Evaluation of Complete Sciatic,
Peroneal, and Posterior Tibial Nerve Lesions in the Rat. Plastic and
Reconstructive Surgery 1989b; 83: 129-136.

Beuth J, Hunzelmann N, Van Leendert R, Basten R, Noehle M, Schneider B. Safety and
efficacy of local administration of contractubex to hypertrophic scars in
comparison to corticosteroid treatment. Results of a multicenter, comparative
epidemiological cohort study in Germany. In Vivo 2006; 20: 277-83.

Burnett M G, Zager E L. Pathophysiology of peripheral nerve injury: a brief review.
Neurosurg Focus 2004; 16: E1.

Cattin A L, Lloyd A C. The multicellular complexity of peripheral nerve regeneration.
Curr Opin Neurobiol 2016; 39: 38-46.

Chan R J, Mann J, Tripcony L, Keller J, Cheuk R, Blades R, Keogh S, Poole C, Walsh
C. Natural oil-based emulsion containing allantoin versus aqueous cream for
managing radiation-induced skin reactions in patients with cancer: a phase 3,
double-blind, randomized, controlled trial. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2014;
90: 756-64.

Chang B, Quan Q, Lu S, Wang Y, Peng J. Molecular mechanisms in the initiation phase
of Wallerian degeneration. Eur J Neurosci 2016.

Chen M F, Yang T T, Yeh L R, Chung H H, Wen Y J, Lee W J, Cheng J T. Activation
of imidazoline I-2B receptors by allantoin to increase glucose uptake into
C(2)C(1)(2) cells. Horm Metab Res 2012; 44: 268-72.

Chowdary P D, Che D L, Kaplan L, Chen O, Pu K, Bawendi M, Cui B. Nanoparticle-
assisted optical tethering of endosomes reveals the cooperative function of
dyneins in retrograde axonal transport. Sci Rep 2015; 5: 18059.

Crooks n n. Fundamental Neuroscince. Vol., Place. 1997.

Demedinaceli L, Freed W J, Wyatt R J. An Index of the Functional-Condition of Rat
Sciatic-Nerve Based on Measurements Made from Walking Tracks.
Experimental Neurology 1982; 77: 634-643.

Draelos Z D. A pilot study investigating the efficacy of botanical anti-inflammatory
agents in an OTC eczema therapy. J Cosmet Dermatol 2015.

Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev 2002;
82: 47-95.

36



Duncan J E, Goldstein L S. The genetics of axonal transport and axonal transport
disorders. PLoS Genet 2006; 2: €124.

Fisher A A. Allantoin: a non-sensitizing topical medicament. Therapeutic effects of the
addition of 5 percent allantoin to Vaseline. Cutis 1981; 27: 230-1, 234, 329.

Florentino I F, Silva D P, Galdino P M, Lino R C, Martins J L, Silva D M, de Paula J R,
Tresvenzol L M, Costa E A. Antinociceptive and anti-inflammatory effects of
Memora nodosa and allantoin in mice. J Ethnopharmacol 2016.

Gordon T, Sulaiman O, Boyd J G. Experimental strategies to promote functional
recovery after peripheral nerve injuries. J Peripher Nerv Syst 2003; 8: 236-50.

Gray M, Palispis W, Popovich P G, van Rooijen N, Gupta R. Macrophage depletion
alters the blood-nerve barrier without affecting Schwann cell function after
neural injury. J Neurosci Res 2007; 85: 766-77.

Gundersen H J. Stereology of arbitrary particles. A review of unbiased number and size
estimators and the presentation of some new ones, in memory of William R.
Thompson. J Microsc 1986; 143: 3-45.

Gundersen H J, Bagger P, Bendtsen T F, Evans S M, Korbo L, Marcussen N, Moller A,
Nielsen K, Nyengaard J R, Pakkenberg B, et al. The new stereological tools:
disector, fractionator, nucleator and point sampled intercepts and their use in
pathological research and diagnosis. APMIS 1988; 96: 857-81.

Hasegawa T, Kuroda M. [A new role of uric acid as an antioxidant in human plasma].
Rinsho Byori 1989; 37: 1020-7.

Inserra M M, Bloch D A, Terris D J. Functional indices for sciatic, peroneal, and
posterior tibial nerve lesions in the mouse. Microsurgery 1998; 18: 119-24.

Kahraman A, Kahveci R. Evaluating the effect of polytetrafluoroethylene and extractum
cepae-heparin-allantoin gel in peripheral nerve injuries in a rat model. Plast Surg
(Oakv) 2015; 23: 9-14.

Kanaya F, Firrell J C, Breidenbach W C. Sciatic function index, nerve conduction tests,
muscle contraction, and axon morphometry as indicators of regeneration. Plast
Reconstr Surg 1996; 98: 1264-71, discussion 1272-4.

Lee MY, Lee N H, Jung D, Lee J A, Seo C S, Lee H, Kim J H, Shin H K. Protective
effects of allantoin against ovalbumin (OVA)-induced lung inflammation in a
murine model of asthma. Int Immunopharmacol 2010; 10: 474-80.

Liebig F W v J. Untersuchungen iiber die Natur der Harnsdure. Annalen der Pharmacie
2006; 26: 241-336.

Lin K C, Yeh L R, Chen L J, Wen Y J, Cheng K C, Cheng J T. Plasma glucose-
lowering action of allantoin is induced by activation of imidazoline I-2 receptors
in streptozotocin-induced diabetic rats. Horm Metab Res 2012; 44: 41-6.

37



Lodish H B A, Zipursky. Molecular Cell Biology. 2000.

Margraf H W, Covey T H, Jr. A trial of silver-zinc-allantoinate in the treatment of leg
ulcers. Arch Surg 1977; 112: 699-704.

Maxwell W L, Bartlett E, Morgan H. Wallerian degeneration in the optic nerve stretch-
injury model of traumatic brain injury: a stereological analysis. J Neurotrauma
2015; 32: 780-90.

Mizisin A P, Weerasuriya A. Homeostatic regulation of the endoneurial
microenvironment during development, aging and in response to trauma, disease
and toxic insult. Acta Neuropathol 2011; 121: 291-312.

Olsson Y. Topographical differences in the vascular permeability of the peripheral
nervous system. Acta Neuropathol 1968; 10: 26-33.

Onger M, 2013. Obez ve nonobez ratlarda bazi néroprotektif maddelerin periferik sinir
rejenerasyonuna etkisi. Vol. PhD, ed.“eds. Ondokuz Mayis Universitesi,
Samsun, pp. 34.

Popovich P G, Horner P J, Mullin B B, Stokes B T. A quantitative spatial analysis of
the blood-spinal cord barrier. I. Permeability changes after experimental spinal
contusion injury. Exp Neurol 1996; 142: 258-75.

Reynolds J L, Urbanchek M S, Asato H, Kuzon W M, Jr. Deletion of individual
muscles alters rat walking-track parameters. J Reconstr Microsurg 1996; 12:
461-6.

Robinson W. Allantoin, a Constituent of Maggot Excretions, Stimulates Healing of
Chronic Discharging Wounds. The Journal of Parasitology 1935; 21: 354-358.

Ross M. Histology: A text and Atlas. Vol., Place. 2006; 867.

Shestopalov A V, Shkurat T P, Mikashinovich Z I, Kryzhanovskaia I O, Bogacheva M
A, Lomteva S V, Prokofev V P, Gus'kov E P. [Biological functions of
allantoin]. Izv Akad Nauk Ser Biol 2006: 541-5.

Sridharan G, Shankar A A. Toluidine blue: A review of its chemistry and clinical
utility. J Oral Maxillofac Pathol 2012; 16: 251-5.

Sunderland S. Mechanisms of cervical nerve root avulsion in injuries of the neck and
shoulder. J Neurosurg 1974; 41: 705-14.

Sunderland S. The anatomy and physiology of nerve injury. Muscle Nerve 1990a; 13:
771-84.

Sunderland S. The Anatomy and Physiology of Nerve Injury. Muscle & Nerve 1990b;
13: 771-784.

38



Szczygiel B. [Treatment of stubborn wounds with a domestic allantoin]. Pol Tyg Lek
1960; 15: 1152-4.

Terris D J, Cheng E T, Utley D S, Tarn D M, Ho P R, Verity A N. Functional recovery
following nerve injury and repair by silicon tubulization: comparison of laminin-
fibronectin, dialyzed plasma, collagen gel, and phosphate buffered solution.
Auris Nasus Larynx 1999; 26: 117-22.

Waller A. Experiments on the Section of the Glossopharyngeal and Hypoglossal Nerves
of the Frog, and Observations of the Alterations Produced Thereby in the
Structure of Their Primitive Fibres. Philosophical Transactions of the Royal
Society of London 2008; Vol. 140 (1850): 423-429.

Weerasuriya A, Hockman C H. Perineurial permeability to sodium during Wallerian
degeneration in rat sciatic nerve. Brain Res 1992; 581: 327-33.

Weerasuriya A, Mizisin A P. The blood-nerve barrier: structure and functional
significance. Methods Mol Biol 2011; 686: 149-73.

West M J, Slomianka L, Gundersen H J. Unbiased stereological estimation of the total
number of neurons in thesubdivisions of the rat hippocampus using the optical
fractionator. Anat Rec 1991; 231: 482-97.

Yang T T, Chiu N H, Chung H H, Hsu C T, Lee W J, Cheng J T. Stimulatory effect of
allantoin on imidazoline I(1) receptors in animal and cell line. Horm Metab Res
2012; 44: 879-84.

Yardim-Akaydin S, Sepici A, Ozkan Y, Torun M, Simsek B, Sepici V. Oxidation of

uric acid in rheumatoid arthritis: is allantoin a marker of oxidative stress? Free
Radic Res 2004; 38: 623-8.

39



EKLER
EK 1- Etik Kurul Onay1

S = gt e
= = $ %
= - T.C. ] 5 v
=____5 ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI % &
‘a‘w—f Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii TR

Ogrencinin

Adi Soyadi :  Burcu DELIBAS

Numarasi : 12220243

Anabilim Dali : Histoloji ve Embriyoloji

Tez Konusu : Ratlarda Periferik Sinir Rejenerasyonunda Allantoin’in  Akut Etkisinin

Arastiriimasi

BiLIMSEL ETiK BIiLDIRiMI

Hazirladigim Yiiksek Lisans tezimin, proje agamasindan sonuglanmasina kadarki siregte
bilimsel etige ve akademik kurallara &zenle riayet ettigimi, tez icindeki tim bilgileri bilimsel ahlak
ve gelenek cercevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirladigim bu
alismamda dogrudan veya dolayli olarak yaptigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve
yararlandigim eserlerin kaynakgada gosterilenlerden olustugunu, ayrica Saglik Bilimleri Enstitiisi
Y6netim Kurulunun 22/05/2015 tarih ve 2015/303 sayili karari uyarinca tez savunma sinavindan
6nce, tez danismanim tarafindan tezin “kaynaklar” bélimi hari¢ tamaminin intihal kontrol

programinda (Turnitin) tarandigini, intihal kontrol programi raporlarinda benzerlik endeksinin
%30’u agmadigini, taahhiit ederim.

06 /12 /2016
Burcu DELIBAS

ﬁ 00/ it
Ve

SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Yukarida ad1 soyad, tez konusu yazili olan, tez danigmanligini yiiriittiigiim 6grencinin tezi
tamamlamig olup, tezin; tez savunma sinavi oncesinde Universitemiz Kiitiiphane ve
Dokiimantasyon Daire Bagkanligi'mn “TURNITIN™ programinda “kaynaklar” bélimii harig
tamaminin tarandigini, intihal kontrol programi raporlarinda benzerlik endeksinin =~ .. ....
HYEDEE) oldugu tespit edilmistir. TURNITIN PROGRAMINDAN alinan rapor ektedir.

06/12 /2016
Yrd. Dog. Dr. Mehmet Emin ONGER

\_ThHE

Kurupelit Kampst 55139 -ATAKUM / SAMSUN Ayrintili bilgi igin irtibat:
Telefon: 036231219 19/6347  Lax 03624575763
e-posta: sagbilen@omu.edu.tr  Elektronik Ag: http://sagbilens.omu edu.tr

40



OZGECMIS

Adi Soyadi: Burcu DELIBAS

Dogum Yeri: Altindag/ANKARA

Dogum Tarihi: 1990

Medeni Hali: Bekar

Bildigi Yabanci Diller: ingilizce, ispanyolca

Egitim Durumu (Kurum ve Yil): Lisans, istanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik, 2012

Cahistigi Kurum/Kurumlar ve Yil: Ondokuz Mayis Universitesi -2012-Halen

E-posta: burcu.delibas@omu.edu.tr

41



