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OZET

Periferal sinir hasar1 giiniimiizde 6nemli saglik sorunlarindan bir tanesidir. Sinir
dokunun o6zellikle rejenerasyon yeteneginin zayif olmasi fonksiyon kaybinin geri
kazanimini daha da zorlastiran bir durumdur. Bu deneysel ¢alismada siyatik sinir hasari
modelinde Ginkgo biloba (EGb 761), Epigallochatechine-3 gallat (EGCG) ve kombine

(EGb 761 + EGCQG) verilmesinin oksidatif hasarlanma {izerine etkinligi arastirildi.

Bu caligmada 220-250 gr agirlhiginda 48 adet yetiskin erkek Wistar albino cinsi
sigan kullanilmistir. Denekler; Kontrol grubu (grup 1), Sham grubu (grup 2), deney
grubu | (grup 3), EGb 761 verilen grup (grup 4), EGCG verilen grup (grup 5) ve EGDb
761+EGCG kombine grup (grup 6) olmak iizere 6 gruba ayrildi. Grup 4 deney
hayvanlar1 her hayvan i¢in 40 mg/kg/giin olacak sekilde EGb 761 i¢me sularina ilave
edilerek beslenmistir. Grup 5 ise bir hafta boyunca her giin 10 mg/kg/giin EGCG
enjeksiyonu yapilmistir. Grup 6 ise, bir hafta boyunca EGb 761 40 mg/kg/giin igme
sularma katilmigtir ve bir hafta boyunca her giin 10 mg/kg/giin EGCG enjeksiyonu
yapilmistir.

Deney sonunda Histopatolojik ve biyokimyasal caligmalar i¢in doku ornekleri
alindi. Lipid peroksit {iriinii olan Malondialdehit (MDA) diizeyi, Siiperoksit Dismutaz
(SOD) enzim aktivitesi, Nitrit-nitrat tayini i¢in (NO) diizeyi dl¢tilmiistiir.

Biyokimyasal analiz sonunda Deney grubu I, MDA diizeyi anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (p<0.05). SOD enzim aktivitesi agisindan en yiiksek degerlerin
EGb 761 grubunda oldugu ve diger gruplara oranla anlamli bigimde yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p<0.05). NO diizeyinde en yiiksek degerlerin Deney grubu I’de oldugu ve
istatistiksel olarak da anlamli oldugu goriilmistiir. En disiik NO diizeyinin ise EGCG
grubunda oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlemlenmistir (p<0.005).
EGb761 ve EGCG gruplar arasinda ise NO diizeyinde anlamli bir fark goériilmemistir
(p>0.05). Kombine grupta ise SOD enzim aktivitesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p<0.05), ayn1 zamanda elde edilen bu degerin EGb 761 grubuna gore daha diisiik ve
EGCG grubuna gore ise daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Sonugta intraperitonel EGCG uygulamasi, diyetle alinan EGb 761 ve kombine

uygulamalarin oksidatif stresi Onlemede yararli olabilecegi kombine uygulamanin,

Xl



uygulamada herhangi bir {istiin yaninin olmadig: tesbit edilmistir. Calismanin genis
kapsamli, daha farkli doz ve siirelerde ¢alisilmasinin daha verimli olabilecegi kanaatine

varilmstir.

Anahtar kelimeler: siyatik sinir, sican, EGCG, serbest radikal, EGb 761.
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ABSTRACT

Peripheral nerve injury is one of the important health problems nowadays.
Especially, poor regeneration ability of the nerve tissue is a situation making the
reestablishment of nerve function difficult. In this experimental sciatic nerve injury
model study, The efficacy of the Gingko biloba (EGb 761), Epigallochatechine-3 gallat
(EGCG) and (EGb 761 + EGCG) application was evaluated on the oxidative injury.

In this study, weighing 220-250 g 48 wistar albino genus grown up male rats
were used. The subjects were divided into 6 groups as Control group (Group 1), Sham
group (Group 2), experiment group | (Group 3), EGb 761 applied group (Group 4),
EGCG applied group (Group 5) and EGb 761+EGCG combined group (Group 6). The
group 4 subjects were fed adding EGb 716 to the drinking water in 40 mg/kg/day per
subject. To the group 5 members, EGCG 10 mg/kg/day were injected during a week. To
the group 6, EGb 761 40 mg/kg/day were added to their drinking water during a week
and EGCG 10 mg/kg/day injections were performed for a week.

At the end of the experimental period, tissue samples were taken for
histopathological and biochemical studies. Lipid peroxide product malondialdehyde
(MDA), superoxide dismutase (SOD) enzyme activity were measured and determine the
nitrite-nitrate (NO) levels.

At the end of the biochemical analysis MDA levels of Experiment group | were
significiantly found high (p<0.05). According to the SOD enzyme activity the highest
levels were seen in the EGb 761 group and was seen higher than other groups
significantly (p<0.05). The highest values of NO levels were found in the experiment
group | and it was found that these findings were significant statistically. The lowest
values of NO levels were observed in the EGCG group and was found significant
statistically (p<0.005). According to the levels of NO, no difference were found in
EGb761 and EGCG groups (p>0.05). It was seen that the SOD activity were high in
combined group (p<0.05), at the same, it was seen that obtained these values were lower
than the EGb 761 and higher than the EGCG group.

As a result, it was found that application of EGCG intraperitoneally, dietary EGb

761 and combined applications may be useful on preventing oxidative stres but weren’t

XV



superior to each other. It was concluded that different dose and duration of working in
other comprehensive studies might be more beneficial.

Key words: sciatic nerve, rats, EGCG, free radical, EGb 761.
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1. GIRIS AMAC

Periferal sinir hasar1 giiniimiizde sik karsilagilan olaylardan bir tanesidir.
Ozellikle iilkemizin cografik yapisinin daglik ve engebeli olmas1 goz oniine alindiginda
toprak kaymasi, ¢1g diismesi, trafik kazalari, bireye bagh diisme, insaat kazalar1 ve
bunun gibi daha birgok olay klinik olarak sinir doku iizerinde ezilme tipi hasarlar

olugsmasina sebep olmaktadir.

Genelde lezyonun klinik tablosu sinirin lokalize oldugu bdlgeye, ezilme
olusturan basinca ve bu basmcin olusturdugu siddet etkisine ve ezilme olusturan
basincin etki siiresine baglidir. Ezilmeye bagli olarak sinir {izerinde mekanik iletim
blogu ve basiya bagli mikrovaskiilerizasyon iizerinde blok olusmaktadir. Daha sonra
sinir doku iizerinde basinin azalmasiyla olusan reperfiizyon sonucu ortama yiiksek
oksijen Ozellikle oksijen ve ikincil olarak besin maddelerinin yiiksek basingla geri
gollenmesi sonucu olusan serbest radikaller doku iizerinde yikici etkiler

olusturmaktadir.

Hiicre olumsuz sartlara adaptasyon egilimindedir ki bu siire¢ ig¢inde ani bir
oksijen artis1 hiicre i¢i bir ¢ok sistemde oksidasyonu artiracagindan olusan triinler ve
substratlar arasindaki diizensiz korelasyon radikal iiretimini tetikleyecek, olusan
radikaller ise ilk hedef olarak lipidlere saldiracaktir. Boylece lipid peroksidasyonu
artacaktir (44, 45, 46, 56). Sinir sistemi ise lipitce oldukca zengindir. Sfingomyelin
lipidler iceren sinirler iste bu ezilme tipi sinir hasarinda iskemi-reperfiizyon hasarina

maruz kaldig1 i¢in esas olarak hasara ugramaktadirlar (48, 49, 51, 52).

Organizma iskemi reperfiizyon sonucu olusan serbest radikallere antioksidan
sistem dedigimiz enzimatik (SOD, CAT, GSH-Px gibi) ve nonenzimatik sistemleriyle

radikal toksifikasyonuna kars1 savunma olusturmaya calismaktadir (62, 65, 71, 75).

Calismamizda kullandigimiz EGb 761 (Tebokan forte) un SOD enzim aktivitesi
tizerinde olumlu etkilerinin oldugu daha onceki ¢alismalarda belirtilmistir (82, 83, 84).
EGb 761; SOD aktivitesi arttirict etkisi, kendisinin SOD enzim aktivitesine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir (79, 80). SOD aktivitesinin artigi, Nitrit-nitrat
diizeyindeki diisme, serbest radikallerin ortamdan temizlenmesi noronlarin membran
biitlinliigiiniin saglanmasi ve ndron rejenerasyonu agisindan onemli bir nokta oldugu

icin iizerinde calisilmasit gereken bir konu olabilecegini diisiindiirmektedir. EGCG



oksidatif DNA hasarinda epigallokatesinin koruyucu etkilerinin oldugu bir¢ok
caligmada yine belirtilmektedir (102). Doz bagimli epigallokatesin verilerek yapilan
iskemi reperfiizyon sonucu serbest radikal salimmi ve hiicre hasari, apopitozis

calismasinda katesinin koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir (77, 90, 92)

Bu deneysel calismada antioksidan etkinligi daha oOnceki yapilmis olan
calismalar da gosterilmis olan EGB 761 ve EGCG’1n ayr1 ayr1 ve kombine olarak sinir
yaralanmalar1  oncesinde, koruyucu etkilerinin  olup olmadiginin  bulunmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. PERIFERIK SINIR

2.1.1. Periferik Sinir Anatomisi
Periferik sinir dokusu, sinir lifleri ve bag dokudan olusur (1, 2, 5).

Noron denilen sinir hiicreleri, bagimsiz anatomik ve fonksiyonel, kompleks
morfolojik karakteri olan yapilardir. Cogu néron {i¢ yapidan olusur, Bunlar: perikaryon,
dentrit ve aksondur. Perikaryon denen hiicre cismi, hiicrenin trofik merkezini temsil

eder. Niikleus ve ¢evre sitoplazmasindan olusur (3).

Sitoplazmada Nissl cisimcikleri denen golgi-ribozom organel kompleksleri
vardir. Motor noronlarda Nissl cisimcikleri bolca bulunur. Sinirlerde olan bir
zedelenmede bu cisimcikler azalir (3,8). Ayrica perikaryonun uzantilart boyunca devam

eden norofilamanlar ve mikrotiibiiller de perikaryondan baslar (1, 2, 4).

Dendrit (afferent noron) g¢evreden, duyu epitelinden veya diger noronlardan
stimuluslar1 alan birgok dali olan uzantilardir. Akson (efferent néron) ise kas, sinir veya
glandlara impuls yollanmasini  saglayan hiicrenin uzantisidir.  Aksonlarda
norofilamanlardan olusan mikrotiibiiller dendritlere nazaran daha az bulunur,
aksoplazma (sitoplazma), aksolemma (plazma membrani) tarafindan c¢evrilir.
Aksonlarin c¢ap1 ve boyu sinirden sinire degisir. Aksonun distal uglar1 dallanir ve her

biri baska hiicrelerle sinapslar araciligiyla iliski kurarlar (4, 5) .

Noronlar fonksiyonel rollerine gore motor ndronlar, duyu ndronlar1 ve inter
noronlar olmak iizere ayrilabilir. Motor noronlar kas lifleri, ekzokrin ve endokrin
glandlar1 kontrol eden efektdr noronlardir. Motor ndronlarin perikaryonlart medulla

spinalisin 6n boynuzunda bulunur (7).

Farkli fonksiyonlarla ilgili degisiklikler, sinir hiicresinin uzantilarinda da
gozlenir. On boynuz ndronlari tek aksona ancak hiicre gévdesinin her kutusundan ¢ikan

cok sayida dendrite sahiptirler. Bu sekildeki ndronlara multipolar noéron adi



verilmektedir. Gangliondaki noron ise tek aksonla birlikte ayni kutuptan ¢ikan tek

dendrite sahip olup bu tip néronlara unipolar néron denir (4).

Duyu noronlar1 ¢evreden ve viicudun iginden stimuluslari alan reseptor
noronlardir. Bunlarin perikaryonlar1 ise posteriyor spinal koklerin gangliyonlarinda
bulunur. Interndronlar merkezi sinir sisteminde noronlar arasinda iliskiler kuran

kompleks fonksiyonel zincirlerdir (4, 5, 8).

2.1.2. Sinir lifi ve konnektif doku

Ratlarda n.ishiadicus, plexus sacralisten koken alan bir sinirdir. Plexus sacralis
L4in 6n dalmin bir kismi ile L5-S1-S2-S3 ve S4’tin bir kisitm 6n dallarinin
katilimlarindan olusur. N.ishiadicus ise biitlin bu spinal sinirlerin 6n dallarinin
birlesmesiyle meydana gelir ve gluteal bolgede foramen infrapiriformeden pelvis disina
cikar. Tuberculum major ve tuber ishiadicum arasindan gecerek uylugun ortasinda
asagiya iner. Uylugun 1/3 alt kisminda n. Tibialis ve n. Peroneus comminis isimli iki
dala ayrilir. Sinir gluteal bolgede m. Obturator internus, mm. Gemelli ve m. quadratus

femorisin arkasindadir. Uylukta ise m. Adduktor magnusun gerisinde yer alir (6).

Sekil 1: Sigan siyatik sinir anatomisi

Sinir lifleri, 6zel kiliflarla sarilmis aksonlardan olusur. Bu kilif periferik
sinirlerde Schwann hiicreleri, merkezi sinir sisteminde ise oligodendrositler tarafindan

yapilir. Lif gruplar beyin ve omuriligin traktuslarint ve periferik sinirleri olusturur.



Miyelinli ve miyelinsiz olmak {iizere, iki tip sinir lifi vardir. Kiigiikk ¢apli aksonlar,

genelde miyelinsiz lifleri olustururlar (10, 11, 12).

Periferik sinir sisteminde sinir lifleri, afferent veya efferent aksonlar igeren
miyelinli ya da miyelinsiz sinir lifi demetlerinden olusan ve gevresi bag dokusu
kiliflarla sarili olusumlardir Hizli sinir iletimi i¢in aksonlar ya boyutlarini biiyiitiirler ya
da cevreleri 6zel Schwann hiicreleri tarafindan cevrilerek lipid ve proteinden olusan
miyelin tabakasiyla ¢evrelenirler. Miyelinli bir akson, ayni boyuttaki miyelinsiz bir
aksona nazaran daha hizli sinir akimu iletir. Periferik sinir lifleri yap1 ve fonksiyonuna

gore bagka bir siniflamada ise A, B, C olmak iizere 3 gruba ayrilir (Tablo 1)( 12).

Periferik sinir sisteminde sinir lifleri gruplar olusturarak sinirleri meydana
getirirler. Sinir lifleri gruplar arasinda epindrium, perindrium ve endondrium denen

tabakalar vardir (4, 5, 14, 15).

Endondrium: Aksonlar ve cevrelerindeki miyelin kilif endondrium denen
yapinin i¢inde bulunurlar. Fibroblast ve kollajen matriks, mast hiicreleri, kapiller ag ve

genis ekstraselliiler araliktan olusur. Perindrium tarafindan gevrilir (5).

Perindérium: Endondriumun ayirdigr sinir lifleri gruplarinin - olusturdugu
fasikiiller perinorium denen bag doku kilifi tarafindan ¢evrilir. Bu kilif 6-15 kadar farkl
yonlere dagilan lamellerden olusur. Bu konfigiirasyon yapiya saglamlik kazandirir.
Ayrica dis ortamla endondrium arasinda difiizyon ve basing bariyeri olusturur.
Sunderland, perinériumun i¢ tabakasini yassi hiicrelerin olusturdugunu, dis tabakasini

da fibr6z bag dokunun olusturdugunu tarif etmistir (17, 18).

Epinérium: Fasikiilleri ve fasikiil gruplarini saran zardir ve eksternal ve internal
olarak iki tabakaya ayrilir. Eksternal epinérium tiim siniri saran bag dokudur ve siniri
cevre dokulardan ayirir. Internal epindrium fasikiil ve fasikiil gruplarmi ayirir.
Epindrium kalinlig1 sinirin lokalizasyonuna gore degisir. Kompresyona ve traksiyona

maruz kaldig1 yerlerde (eklemleri gegerken) daha kalindir (4, 5, 16)

Bazi sinirler sadece duyu liflerini (afferent) igerirken (duyu sinirleri), bazilari
motor lifleri barindirir (1). Ama ¢ogu sinirler mikst sinirlerdir ve her iki komponenti de
biinyesinde bulundurur; bu sinirler hem miyelinli hem de miyelinsiz lifleri igerirler(14,
17).



2.1.3. Lenfatikler

Epindriumda arterlerle birlikte seyreden lenfatik kapillerler bulunur.
Endondriumda ve fasikiiller iginde lenfatik kapillerler yoktur. Fakat sinir lifleri arasinda
sivli dolu endondral bosluklar vardir. Bu endonéral bosluklarla lenfatikler arasinda,
perindrium etkin bir bariyer olusturur. Bu sebeple travma sonrasi kan-sinir bariyerinin
bozulmasiyla olusan endondral 6dem disariya cikamaz; fibroblast invazyonu ve

endonoral skar gelisir (7, 8, 14,).

2.1.4. Inervasyon

Periferik sinirlerin nervi nervorum denilen 6zel sinirleri, perivaskiiler pleksus
yoluyla vazomotor innervasyon saglayan sempatik sinir lifleri ile sinirin agr1 duyusunu
saglayan serbest sinir uglar1 vardir. Bunlar epindrium, perindrium ve endondriumun her

birinde bulunup duyu ve sempatik lifler igerirler (3, 5, 8).

2.1.5. Sinirin Vaskiiler Yapisi

Periferik sinirlerde birbiriyle yaygin anastomozlari olan iki ayr1 vaskiiler sistem
vardir. Bunlar, bolgesel besleyici arter, arteriol ve veniillerin olusturdugu longitudinal
epinodral damarlar (ekstrinsik sistem) ve fasikiiler endonérium ve perindriumda bulunan
oblik konfiglirasyonlu mikrodamarlardir (intrinsik sistem). Ekstrinsik sistem damarlar
major vaskiiler trunkuslardan, kollaterallerden veya muskiiler damarlarindan gelir.
Intrinsik sistemden gelen doniis akimi ise epindriumda bulunan veniillere drene olur.
Vaskiiler yapidaki bir bozulmada sinir fonksiyonel ve yapisal degisiklige ugrar. Bu iki
damar sistemi arasinda bir baskinlik yoktur. Epindral ve perindral damarlarin birbirleri

arasinda ¢ok siki anastomotik baglantilar vardir (3, 5, 6).

Bir sinir hiicresine ait akson ve dendrit gibi hiicre uzantilarma sinir lifi adi
verilmektedir ki bu periferik sinirin yapisinda yer alan sinir demetlerinin temel yapi
tasidir (4, 5, 6, 7). Her bir sinir lifi ise akson, aksonun plazma zar1 (aksolemma) ve bunu
cevreleyen bir kilifi bolimlerinden olusmaktadir. Genel olarak, periferik sinir lifleri

iletim hizlarina ve lif kalinliklarina gore siniflandirilmaktadir (6, 14).



Tablo 1: Sinir liflerinin iletim hiz1 ve kalinliklaria gore siniflandirilmasi*

Lif tipi Iletim hiz1 (m/sn) Sinir lifi cap1 (um) Miyelin
A lifleri
Alfa 70-120 12-20 Var
Beta 30-70 5-12 Var
Gamma 15-30 3-6 Var
Delta 10-30 2-5 Var
B lifleri 3-15 1.5-3.0 Var
C lifleri 0.5-2.0 0.4-1.2 Yok

*Tablodaki veriler Sunderland S’dan (14) degistirilerek alinmistir.

Sinir lifleri, en dista yer alan bag dokusu kilif tabakasinin mevcudiyetine gore

ise; miyelinli ve miyelinsiz olarak iki tipe ayrilmaktadir (10, 11, 12).

Miyelinli Lifler: Somatik sinir sisteminde yer alirlar. Bir Schwann hiicresi

sadece bir tek aksonu dolanir ve onun miyelininden sorumludur (10).

Bu Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminin 6zel uydu hiicreleridir. Bu
hiicreler aksonlar1 endondral kompartmandan, miyelin tabakasi veya plazma membran
invajinasyonu ile ayirir. Schwann hiicreleri aksonlara destek olur, onlara metabolit ve
trofik faktor saglar (8, 19). Ayrica iyon dengesinin saglanmasinda da onemli rolleri
vardir. Sekil itibariyle diizensiz ve ndronlarin arasia giren bir yapist vardir. Schwann
hiicresinin sitoplazmasi kendi etrafinda spiraller cizerek aksonun ¢evresinde miyelin
kilifim1 olusturur, c¢ekirdegi disarida kalir. Miyelin tabakasi lipid, protein ve su igerir
(20). Yenidogan biiyiidiikge akson tizerindeki miyelin kilifi da kalinlagir. Gelismis bir
noronda, akson g¢ap1 arttik¢a miyelin kilif kalinlig1 azalir (21). Aksonun arada miyelin
tabakas1 olmadan dogrudan Schwann hiicre kilifi ile uzunlugu boyunca kusatildigi bu

yapida, karsilikli gelen Schwann hiicre membranlar1 mezakson adini alir (21, 22).

Komsu Schwann hiicrelerinin arasinda aksolemma bir aralik olusturur ki
buralara Ranvier bogumu denir (14, 16). Bunlar diizenli aralarla her iki tarafta yer alir.

Bu araliklar asidik mukoz bir madde ile kaplidir. Ranvier bogumlar1 arasindaki mesafe




kiictik liflerde 300 p, biiyiik liflerde 1500 p kadardir. Histolojik olarak miyelinli liflerde
ortada aksoplazma, cevresinde aksolemma, sonra ince preaksonal aralik, daha sonra
sirastyla Schwann hiicresi plazma membrani, Schwann hiicresi sitoplazmasinin ince i¢
tabakasi, birgok membranéz lamel seklinde miyelin kilifi, Schwann hiicresi

sitoplazmasinin dis tabakast ve Schwann hiicresinin bazal membrani ve bazal laminasi

bulunur (3, 5, 21, 22).

Kolleteral dallanma yapan aksonlarda yan dallar Ranvier bogumlarindan
ayrilmaktadir. Miyelin tabakasi konsantrik dizilimli tabakalar seklinde diizenlenmis ve
lameller arasindaki genisleme yerleri miyelin kilifindaki Schmidt - Lanterman yariklari
olarak adlandirilir. Bu yariklar ve Ranvier bogumlari merkezi sinir sistemi miyelinli

sinirlerinde bulunmazlar (7, 14, 16, 25).

Duyu sinirlerinin %75’ini ve motor sinirlerin de %50’sini olustururlar. Bir tane
Schwann hiicresi pekgok aksonu ayirir ve besler. Bu lifler ¢aplar1 0.15-2 p gibi kiigiik
liflerdir (5, 8).

2.1.6. Periferik Sinir Yaralanmalar

Periferik sinirler mekanik travmadan (basi, gerilme, siddet) etkilenebilecekleri
gibi termal iskemik ve kimyasal etkenler gibi birgok degisik etkenden dolay1 da
yaralanabilirler (8). Bu yaralanmalarin en sik olanmi travmatik yaralanmalardir (20).
Gerilme tipi yaralanmalar genellikle, periferik sinir izolasyonunda veya ekstremite
kiriklarinda, sinirle kemigin yakin oldugu noktalarda goriiliir. Ciddi yaralanmalarm %
30’unu olusturan ve sinirde kesilme ile karakterize yirtilma tipi yaralanmalar, diger
yaygin tip yaralanmalardir. Yirtilma tipi yaralanmalar, kolay bir sekilde
olusturulabildiginden, arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Yaygin
olarak goriilen diger yaralanma tiirii, ezilme (kompresyon) tipi yaralanmalardir (7, 12,
13, 20, 23). Bu yaralanmada sinirsel elemanlarin ayrilmasi veya kopmasi s6z konusu
degildir. Ezilme tipi yaralanmalarda, motor ve duyu fonksiyonlarinin total kaybi
meydana gelebilmektedir. Ezilme (kompresyon) tipi yaralanmalarda, mekanik ezilme ve
iskemi olmak tizere iki mekanizmanin, primer etken olabilecegi kabul edilmektedir.
Bununla birlikte sinir hasarinin olusumunda, hangi mekanizmanin daha énemli oldugu
tam olarak acgikliga kavusmamustir. Yapilan c¢alismalar, kisa siireli ezilme tipi
yaralanmalarda, iskeminin fizyolojik iletim bloguna neden oldugunu gostermistir.

Siddetli iskemik hasara ugramis sinirde, genellikle fonksiyonun kaybolabilecegi ve tam
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bir iyilesmenin olugsmayabilecegi kabul edilmektedir (7, 12, 20). Son yillarda yapilan
calismalarda, ezilme tipi yaralanmalarda mekanik deformasyonun etkilerinin daha 6n
planda oldugu goriisti 6n plana ¢ikmistir. Periferik sinir yaralanmalari hayati tehlike arz
etmemelerine ragmen sonugta kisinin fonksiyonlarini ileri derecede sinirlamasi,
sosyoekonomik ve psikolojik durumunu etkilemesi agisindan dikkate degerdir. Periferik
sinir yaralanmalarindan sonra istenilen amag¢ sinir iyilesmesinin (fonksiyonun geri
doniisii) en kisa siirede saglanmasidir (18, 20). Periferik sinir harabiyeti, uygulanan
kompresyonun siiresine ve kuvvetine, sinir liflerinin topografik seviyesine ve
biiyiikliigiine gore de degisir. Biiytik lifler kiigiiklere gore kompresyon ve iskemiye daha
duyarhdir. Ayrica sinirde yiizeyel lifler, santralde yer alanlara gore daha hassastir. Sinir
icerisindeki fasikiillerin yerlesimine goére de degiskenlik gosterir. Sinirdeki bag
dokusunun miktar1 da &nemlidir (4, 5, 12). Ornegin eklem cevreleri gibi yiizeyel
seyreden ve travmaya ugrayan lokalizasyonlardaki sinirlerde bag dokusu miktari
fazladir. Biyiik lifler kiigiik liflere oranla kompresyona ve iskemiye daha fazla
duyarlidir. Kalin epineurium igerisine gomiilii kiiclik lifler, ince epineurium igerisine

gomiilii kalin liflere oranla daha az oranda kompresyona duyarlidir (13).

Mekanik Tletim Blogu: Kompresyon gibi lokal intrandral mikrosirkiilasyonun
blogu varsa metabolik (fizyolojik) iletim blogundan bahsedilir. Ciinkii sinir iletimi lokal
enerji destegine (kanlanmasina) bagimlidir. Bu durumda yapisal olarak sinir saglam olsa
bile impuls iletim problemi olur (5, 6). Ust ekstremiteye uygulanan turnikenin sistolik
basingtan c¢ok yiiksek sisirilmesi, peroneal sinirin ayak ayak iizerine atilip uzun siire
kalindiginda ayakta hissedilen ignelenme bu duruma gosterilebilecek Orneklerdir.
Beslenmemeye bagli bir iletim bozuklugu olan metabolik iletim bozuklugu,
kompresyonun kaldirilmasi halinde hemen geri doner. Uzun siiren iskemilerde geri
doniis, iskemik kalma zamanina baglhidir. Alti-sekiz saat iskemi sinir liflerinin geri

doniisiimsiiz hasari igin kritik bir zamandir (13).



2.1.7. Periferik Sinir Zedelenmelerinin Siniflandirilmasi

Sinir lezyonlart mekanik (kompresyon, germe, ezilme) veya termal; iskemik ve

kimyasal nedenlerle olabilir.

Lezyonlarin siniflandirilmalari, sinir liflerinde ve

trunkuslarda olan yapisal veya fonksiyonel degisikliklere gore ayrilabilir (14, 16, 24).

Tablo 2: Hasarin siniflandirilmasi (14)

Seddon Sunderland Patoloji Prognoz
Siniflamasi
Noropraksi Birinci derece | Myelin zarar1 Haftalar aylar icinde miikemmel

diizelme

Aksonotmezis Akson kaybi Destek dokularn biitiinligiiniin
Degisik korunmasina ve kasa olan
derecelerde bag | mesafeye bagl olarak iyiden
doku kayb1 kotiiye degisebilen prognoz

Ikinci derece Akson kayb1 Kasa olan mesafeye bagli olarak
Endondral tiipler | iyi progroz
saglam
Perindryum
saglam
Epinéryum
saglam
Ugiincii derece | Akson kaybi Kétii prognoz

Endondral tiipler
hasarh
Perinéryum
saglam
Epinéryum
saglam

Aksonlar hatal1 yone gidebilir
Cerrahi gerekebilir

Dordiincu
derece

Akson kaybi
Endonoral
tiipler hasarl
Perindryum
hasarl
Epindryum
saglam

Kot prognoz
Aksonlar hatal1 yone gidebilir
Cerrahi siklikla gerekir
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Besinci derece | Akson kaybi Spontan iyilik olmaz

Norotmezis Endonoral Cerrahi gereklidir

tiipler agir Cerrahiden sonra prognoz

hasarli belirlenir

Perinéryum agir

hasarl

Epinéryum agir

hasarl

Mackinnon ve arkadaslar1 Sunderland siniflamasina "Altinc1 Derece" zararlanma
eklemeyi Onerirler. Bu, kimi liflerde akson kaybinin kimi liflerde ise ileti blogunun oldugu
mikst zararlanmadir. Bu tiir lezyonlar olasilikla ¢ok yaygindir ve akson kayipli lezyonlardan
ayirim icin dikkatli elektrodiyagnostik inceleme gerektirir (24). Sinir yaralanmasindan
sonra meydana gelen mikroskobik degisikliklerin korrelasyonuna izin veren ve klinikte
kullanigh olan yaralanma tiirleri gelistirilmistir. Seddon ile Sunderland tarafindan
gelistirilen smiflandirma giinimiizde yaygin olarak kabul edilmektedir (14, 15, 16).
Seddon yaralanmalari siddetine gore; noropraksi, aksonotmezis ve nérotmezis olmak
tizere 3 sinifa ayrilmaktadir (3, 5, 8). Sinir devamliliginin kaybolmadigi ancak gegici bir
fonksiyonel kaybin oldugu ndropraksi, bu yaralanmalarin en hafif tipidir. Noroprakside,
miyelin yapisinda bazi degisiklikler meydana gelmesine ragmen, olusan gegici
fonksiyon kayiplarinin yaralanma bolgesindeki lokal bir iyon-aracili iletim blogundan
dolay1 olustugu diistiniilmektedir (5). Akson ve miyelin kilifin tamamen kesilmesiyle
aksonotmezis olusmaktadir. Aksonotmeziste, epinéryum ve perindryum genellikle
korunmustur. Yaralanmanin distal bolgesinde, akson ve miyelin dejenerasyonu sonucu
tam bir denervasyon meydana gelmektedir. Norotmeziste, sinirin baglantilarinin
kesildigi ve tam bir fonksiyonel kaybin oldugu yaralanma tipidir. Bu tip yaralanmada
aksonda yeniden biiyiimeyi yonlendirecek yapilar kaybolur ve skar olusur. Cerrahi
girisim yapilmadan genellikle iyilesme meydana gelmemektedir (26, 27, 30).

Sunderland sinir yaralanmalarin1 5 grupta degerlendirmistir (1, 14); 1. derece
yaralanma, Seddon’un noropraksi tipi yaralanmasina, 2. derece yaralanma ise
aksonotmezise esdeger olarak kabul edilmistir. 3. derece yaralanmalar aksonda kesilme
ile meydana gelen, Seddonun néropraksi ve axonotimes tipleri arasinda bir yaralanma

tipine esdegerdir. Bu tip yaralanmalarda endonéryum da kismen hasar gérmektedir (1).

Endondryumdaki hasarin  derecesine bagli olarak iyilesme olusabilir.

Sunderland, Seddon’un ndrotimes tipi yaralanmasini, 4. ve 5. derece yaralanmalar
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olarak smiflandirmistir. 4. derece yaralanmada, epinéryum haricinde sinirin biitiin
kisimlar1 bozulmakta, 5. derece yaralanmada ise sinir tamamen kesintiye ugramaktadir.
Her iki yaralanmada da iyilesme ancak cerrahi girisim ile saglanabilmektedir (16, 17,
18).

2.1.8. Yaralanma Sonucu Olusan Dejenerasyon

Dejenerasyon sonucu gozlenen baslica yapisal degisikler, ndronda norotiibiil ve
norofilamanlarin diizensiz hale gelmesi, akson ve miyelin kilifin birbirlerinden
ayrilmalari, aksonda varikoz siskinliklerin olusmasidir. Miyelin kilif dejenerasyonu
ozellikle 36-48 saat iginde belirgin hale gelir (27). Yaralanmadan sonra 48-96 saatte
genellikle akson devamliligi kaybolur ve impuls iletimi bozulur. Birinci derece
yaralanmalarda, patolojik degisiklikler ya hi¢ yoktur ya da ¢ok hafiftir. ikinci derece
yaralanmalarda, yaralanma bolgesinde veya bu bolgenin proksimalinde hafif histolojik
degisiklikler  olusmaktadir. Yaralanma bolgesinin  distalinde ise  Wallerian
dejenerasyonu meydana gelmektedir (17, 18, 19, 20, 21, 27, 40). Wallerian
dejenerasyonunda primer histolojik degisiklik, akson ve miyelin kilifta olusan yapisal
bozukluklardir. Wallerian dejenerasyonunda Schwann hiicrelerinin anahtar rol

oynadiklari kabul edilmektedir (19, 20).

Schwann hiicreleri yaralanmadan sonra 24 saat i¢inde aktif hale geger, ¢ekirdek
ve sitoplazmik biiyiime gosteren hiicreler, hizla boliinerek tamir yoluna yardim edecek
bircok molekiilii eksprese ederler. Schwann hiicreleri dejenerasyon sonrasi, akson ve
miyelin artiklarin1 ortadan kaldirir. Periferik kandan go¢ eden makrofajlar ile Schwann
hiicreleri, fagositoz yaparak, yaralanma bolgesini 1 haftadan bir ka¢ aya ulasan bir
stirede temizler (20, 21, 24, 25). Endonéryumda bulunan mast hiicrelerinin de dnemli
rollere sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu hiicreler yaralanmadan sonra ilk 2 hafta i¢inde
cogalirlar, makrofaj gociinii kolaylastiran ve kapiller permeabiliteyi arttiran histamin ve
serotonin salgilarlar (24). Baslangi¢ evresinde, travmaya cevap olarak endondral tiip
siser, ilk iki haftadan sonra ¢ap1 oldukg¢a azalir. 5-8 haftada dejenere olan sinir artiklari
genellikle ortadan kaldirilmistir (25). 3. derece yaralanmalarda travma-aracili lokal bir
reaksiyon meydana gelir. Intrafasikiiler yaralanmalarda sinir lifi distal kisimlar1 elastik
endondryumlarindan dolayr retraksiyona ugrar. Lokal vaskiiler travma, etkin

enflamatuvar cevapla sonuglanan hemoraji ve 6deme yol acar. Fibroblastlar prolifere
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olur ve olusan fibréz bag dokusu, yarali segmentte siskinlige neden olur. Intrafasikiiler
skar dokusu sinir govdesinde de gelisir ve genellikle perinoral skar dokusu ile kaynasir
(24, 27).

2.1.9. Sinir Proksimalinde Meydana Gelen Degisiklikler

Yaralanmay1 takiben proksimal segmentte, akson ¢aplarinin azalmasiyla beraber
sinir iletim hiz1 da diismektedir. Rejenerasyon siirecinde, akson caplari artmakla
beraber, yaralanmadan Onceki normal boyutlarini kazanamamaktadir. Fonksiyonel
periferal baglantilar yeniden kurulmadan, hiicre perikaryonunda tam bir iyilesme
meydana gelmez. Akson ¢apindaki artis, hiicre perikaryonundaki iyilesme ile dogru
orantilidir. Yaralanmayla beraber néronun ¢ekirdegi 6 saat icinde perifere go¢ eder,
Nissl cisimcikleri bozulur ve néroplazmaya dagilir. Bunun disinda, néronun sinaptik
baglantilar1 da genellikle bozulur (26, 27). Dorsal kok gangliyonunda apopitozla hiicre
oliim insidansinin %20-50’ye kadar arttig1 rapor edilmistir (20). Yaralanmadan sonra,
periferik sinir mikrogevresinde, Schwann hiicrelerinin destekleyici rolleri yaninda,
salinan pek ¢ok tropik molekiiliin, hiicre yasamini etkiledigini bildiren g¢alismalar

yayinlanmistir (27, 28).

2.1.10. Biiyiime konisi

Rejenere olan aksonun en distali bliylime ucudur ve koniktir. Biiylime konisinin
cevreyi algilama ve bilgiyi isleyerek aksonu en uygun ortama yonlendirme yetenegi
vardir (23, 24, 30). Filopodiumlar parmaksi ¢ikintilardir ve aktif olarak genislerler.
Lamellipodlar membranin daha biiylik genislemeleridir. Bu ¢ikintilar biiylime konisinin

tabaninda mikrotiibiillerce desteklenen aktin filamanlar {izerinde uzanirlar (30).
Biiylime konisi 4 grup faktore cevap verir. Bunlar;
e Norotrofik faktorler
e Noron gelistirici faktorler
e Matriks olusturan prekiirsorler

e Metabolik ve diger faktorler
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Norotrofik faktorler denerve motor lif ve duyu reseptorlerinde bulunan
makromolekiiler proteinlerdir. Ayrica Schwann hiicrelerinde de bulunur. Bu faktorler
noron gelisimi ve maturasyonunda yardimci gorevler listlenir. En iyi bilinen norotrofik
faktor Noron Gelistirici Faktor (NGF)’dir. Bunun yaninda silier norotrofik faktor ve

motor sinir geligim faktorii de diger 6nemli norotrofik faktorlerdir (30, 31, 32).

Noron gelistirici faktorler glikoprotein yapidadir. Laminin bunlardan en iyi
bilinenidir. Schwann hiicresi bazal membrani laminin gibi néron ilerletici faktorler

igerir. Laminin’in aksonal rejenerasyonu artirdigi gosterilmistir (30).

Prekiirsor olarak matrix olusturan fibrinojen, fibronektin ile polimerize olarak
fibrin matriksini meydana getirir, bu da hiicre migrasyonu ve sinir rejenerasyonu igin

onemli bir substrattir (28).

Dordiincii grup cok gesitli faktorler igerir. Asidik ve bazik fibroblastik faktorler
insiilin ve insiilin benzeri gelisim faktorleri, glia kokenli proteaz inhibitorii, elektrik
stimiilasyonu ve tiroid hormonu, kortikotropin, dstrojen, testesteron gibi hormonlar bu

gruplarda degerlendirilir (19, 25, 30).

2.1.11. Hasar alam

Wallerian dejenerasyonundan once siddetli ve hizli bir sekilde travmatik
dejenerasyon goriiliir. Bu sirada masif bir protein ve de potasyum kaybi, sodyum ve
kalsiyum artig1 goriilir. De Medinaceli ve Seaber bu durumu kimyasal yanma olarak

isimlendirmistir (33).

2.1.12. Sinir Distalinde Meydana Gelen Degisiklikler

Bir akson kesildiginde ve biitlinliigiinii kaybettiginde distal par¢a Wallerian
dejenerasyonu ile karakterizedir. Wallerian dejenerasyonunun ge¢ donemlerinde
Schwann hiicre yi1ginlari ile karakterize kollabe endonéral tiipler mikroskopta da ayirt
edilmektedir. Schwann hiicre siitunlarindan olusan aksonun rehber yollari, Biingner

bandlar1 (34, 35, 36) olarak adlandirilir. Dolayisiyla bu bandlar, sinir yaralanmasindan

14



sonra, akson biiyiimesi i¢in Schwann hiicrelerinin néronlar1 destekleyici etkilerinin
onemli bir gostergesidir. 4. ve 5. derece yaralanmalarda endondral tiipler tamamen
bozulur, Schwann hiicreleri ve aksonlar tanimlanamaz hale gelirler. Bu tip
yaralanmalarda epindryumda Onemli yapisal degisiklikler olusur. 24 saat igerisinde
dejenere olmus sinir uglarinda reaktif epinoral fibroblastlar ortaya ¢ikar. Biitiin bunlar,
Schwann hiicreleri, perindral ve endondral fibroblastlarin proliferasyonu ile birliktedir
(37, 38). Etkin hiicresel ¢ogalma bir hafta iginde en yiiksek diizeye ulasir ve uzun siire
devam eder. Hafif yaralanmalarda oldugu gibi, kapiller permeabilite artmaktadir, bu
artis, mast hiicre proliferasyonu, 6dem ve takip eden makrofaj infiltrasyonu sonucu
olusmaktadir. Hiicresel cevaplarin biiyiikliigii, sinir ve onu saran dokulardaki travmanin
siddetiyle paralel bir korelasyon gostermektedir. 4. ve 5. derece yaralanmalarda sinirin
son kisimlari, siskinlesmis ve dejenerasyona ugramis Schwann hiicreleri, fibroblastlar,
makrofajlar ve kollajen lif demetleri ile karakterizedir. Sinir rejenerasyonu,
yaralanmanin siddeti, skar olusumunun biyiikligli ve aksonun yarali bolgeye
ulasmasindan once gecen siire gibi, pek c¢ok faktore bagh olarak degisiklik
gostermektedir (22, 23, 39).

2.1.13. Sinir Rejenerasyonu

Aksonal tomurcuklanmay1 baglatarak rejenerasyonu saglayan mekanizmalar hala
tam olarak aydinlatilamamistir. Rejenerasyonun baglamasi, yeni gen ekspresyonu ve
proteinlerle ilgilidir. Biiyime konileri (growth cone), aksotomi sonrasi proksimal
aksonun en u¢ kismindaki aksonal genislemedir. Biiyiime konileri, graniilsiiz
endoplazmik retikulum, norofilaman, mikrotiibiil, mitokondri, lizozom ve diger
vezikiiller bakimindan olduk¢a zengindir. Buradan aksonal tomurcuklanma ile
rejenerasyon baglar. Rejenerasyon igleminde aksonlar, ndronal olmayan hiicreler ve
ekstraseliiler elemanlar rol oynar. Diger taraftan yaralanma boélgesindeki ndrotrofik
faktorlerin rejenerasyondaki etkileri ¢alismalarla gdsterilmistir. Rejenerasyon sirasinda
genellikle tiibiilin yapim1 ve tasinmasi artmistir (32, 33). Fonksiyonel bir sinir

rejenerasyonu i¢in asagidaki li¢ islemin basariyla tamamlanmasi gereklidir (33):

Aksonal kesi sonras1 néron govdesi canli kalmalidir. N6ronlar, proksimal ugtan

aksonu rejenere etmeli ve rejenere akson ucu distal sinir ucuna gitmelidir.
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1) Rejenere olan aksonlar proksimal ugtan ¢ikip kendilerine ait hedef organlarla
birlesmelidir (34). Dejenere sinir kiliflarindan ve denerve dokulardan salinan

trofik faktorlerin, akson rejenerasyonunu tetikledigi goriisii benimsenmistir.

2) Rejenere aksonlar, distal ugtaki endondral tiipler i¢ine dogru ilerler.
[lerlemenin hizi, canli tiirlerine goére degismekte olup insanlarda ortalama

giinde 1-3 mm’dir.

Rejenere aksonun cevresini kusatan Schwann hiicreleri, hem akson biiyiimesi
icin uyaricidir hem de proksimalden distale miyelinizasyonu baslatir. Promiyelinli lifler,
dogru hedef organa ulastiktan sonra proksimalden distale dogru akson ¢ap1 artar. Ancak

kesi 6ncesi miyelin kalinlig1 ve akson ¢apina erigemezler (32).

Rejenerasyon hiz1 eriskin ve fetusta ayni1 olmakla birlikte, remiyelinizasyon hizi
fetusta daha fazladir. Bu sirada promiyelinli rejenere aksonlara uygulanan basi ve

mikrotravmalar, kilif kalinlig1 ve akson ¢apinin daha da kisalmasina sebep olur (34).

2.2. LiPiD PEROKSIDASYONU

Lipid peroksidasyonu kimyasal bir olaydir ve serbest radikaller tarafindan
baglatilarak membran yapisindaki poliansature yag asitlerinin oksidasyonuna (PUFA)
neden olur. Bu lipid peroksit radikalleri (L-O;"), membran yapisindaki diger
poliansature yag asitlerini etkileyerek (41), yeni lipid radikallerinin olusumuna yol
acarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksidlerine
(L-OH + L° doniisiirler (41, 42, 43). Lipid peroksidasyonunun, zarlarm lipid
yapisindaki degisiklikler nedeniyle fonksiyonlarin bozulmasi, olusan serbest
radikallerin enzimler ve diger hiicre bilesenlerine etkisi, son tiriinler olan aldehitlerin
sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden olduklar1 diigiiniilmektedir.
Lipid peroksidasyonu g¢ok toksik bir zincir reaksiyonudur. Kendiliginden ilerleyen
zincir reaksiyonu olmasi nedeniyle 6nemlidir. Direkt olarak membran yapisina ve
indirekt olarak reaktif aldehitlere diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Dolayisiyla doku
hasarina ve pekcok hastaliga sebep olur (45). Lipid radikallerinin hidrofobik yapida
olmasi yiiziinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerle meydana gelir,
membran permeabilitesi ve mikroviskozitesi ciddi sekilde etkilenir. Lipid

hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusurlar. Bu
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bilesikler, hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki eski alanlarindan
difiize olup hiicrenin diger béliimlerine hasari yayabilirler. Ug ya da daha fazla ¢ift bag
igeren yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehid (MDA) olusturur (42, 43), bu da
tiyobarbitiirik asitle 6l¢iilebilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik veya kantitatif
bir indikatorii degildir, ancak lipid peroksidasyonunun derecesine bagl bir iligski gdsterir
(44, 47). Peroksidasyonla olusan MDA, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve
hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir.
Bu etkiler, MDA’ nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar (44,

45, 46, 47).

2.3.SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller bir¢ok fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar sirasinda
olusabilen bir veya daha fazla eslesmemis elektronu bulunan atom veya molekiillerdir.
Serbest radikaller kimyasal sembollerinin {st tarafina konulan nokta ile gosterilirler.
Ornegin; siiperoksit radikali: (0. ), hidroksil radikali: (OH") (46, 47). Genellikle
radikal olmayan maddelere gore daha reaktif olduklarindan eslesmemis elektronlarini
paylasmak icin diger molekiillerle hizla reaksiyona girerler. ki serbest radikalin
birlesmesi sirasinda eslesmemis elektronlar1 da birleserek bir ¢ift olusturur. Boylece her
iki radikal ortadan kalkar. Ancak organizmada bulunan molekiillerin ¢ogu eslesmemis
elektron igermediginden serbest radikaller ¢ogu zaman radikal olmayan maddelerle
tepkimeye girerek yeni serbest radikaller olusturur. Bu olaylar zincir tepkimeler olarak

stirme egilimindedir (48, 50).
Serbest radikaller {i¢ yolla olusurlar (54):

1) Kovalent bagli bir molekiiliin simetrik olarak her iki parcada ortak

elektronlardan biri kalacak sekilde homolitik olarak par¢alanmasi ile
X:Y — Xe +Ye

2) Bir molekiilden tek bir elektronun kaybiyla Ki bu olay ¢cogunlukla heterolitik

boliinmede goriiliir

X > e + X°
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3) Molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile
X+e — X"

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu

olusurlar. Serbest radikaller pozitif, negatif yiikli veya elektriksel olarak notral

olabilirler (47, 48, 52, 53, 54).

2.3.1. Siiperoksit Radikali

Dogal oksijen molekiiliiniin ¢evresindeki herhangi bir molekiilden bir elektron
almis hali olan siliperoksit (OZ'WJ ) molekiilii baska molekiillerle kolayca elektron
aligverigine girebilen bir 6zelliktedir, yani radikaldir (43, 47, 48). Mitokondride elektron
transport zinciri sirasinda O nin oksidasyonuyla olusur. Siiperoksit radikali, hem 1yi bir
rediiktan hem de iyi bir oksidandir ve zincir reaksiyonlar1 baslatabilir. Siiperoksid bir
serbest radikal olmakla birlikte, ¢ok zararli degildir. Asil 6nemi, hidrojen peroksit

kaynag1 olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (49).

Serbest oksijen radikal olusumu, genellikle oksijenin univalan indirgenmesiyle
stiperoksit radikalinin agiga ¢ikmasiyla baglar. Sitokrom c¢’yi indirgemesi superoksit
dismutaz (SOD) enzimi tarafindan inhibe edilir. Bundan yararlanilarak SOD aktivitesi

ve fagositler tarafindan tiretilen (02“[\EJ ) tayini yapilir (41, 48, 50). Superoksit ile
perhidroksil radikali (HO2 *) birbirleriyle reaksiyona girince, biri okside olur ve digeri

indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksit olusur. SOD
enzimi bu reaksiyonu katalize eder (50, 56).
- _ +
HO «+O_ ++H —HO +0
2 2 2 2 2
2.3.2. Hidrojen Peroksit

Dogal oksijen, cevresindeki molekiillerden 2 elektron alirsa, olusan molekiil

peroksittir (41, 44, 45, 46).

0y 2H —H.O,+0
2 2 2
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Bu dismutasyon ya kendiliginden artar veya SOD tarafindan katalizlenir.
Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6énemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona
girerek en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH”
olusturmak i¢in kolayca yikilabilir (41, 44, 50, 51).

H202+ 0O, - 0OH +OH +O2

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Katalizor varliginda veya
katalizorsiiz olusabilir. Ancak katalizorsiiz reaksiyon cok yavag ilerler, demirle
katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonuna da ‘‘Fenton Reaksiyonu’’ adi

verilir (42, 44, 49).

. 3+ 2+
O, +Fe — 0+ Fe

2

+ 3
Fe +H O _—Fe
272

+OH +OH
0, HZOZ. —OH +OH + 0,

2.3.3. Singlet Oksijen (Tek Degerli Oksijen)

Ortaklanmamis elektronu olmadigr i¢in, radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 ile olusabildigi gibi serbest radikal

reaksiyonlarini da baslatabilir (41, 42, 43, 46, 48, 51).

Merkezi sinir sisteminin, serbest oksijen radikalleri ve 6zellikle (OH™) hidroksil

radikalinin tahrip edici etkisine maruz kalmasinin nedenleri sunlardir;
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¢ Beynin hacmine gore yiiksek oranda oksijen tutmasi

e Merkezi sinir sisteminin serbest demir igeriginin yiiksek oranda olmasi
ve bu durumda HZO2 in en toksik serbest oksijen radikali olan OH

radikaline doniismesi.
e Noronlarin onarim yeteneginin olmamasi

¢ Beynin kolayca okside olabilen yiliksek miktarda yag asidi igermesi

2.3.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH"), transisyon metallerinin varliginda hidrojen peroksitin
indirgenmesiyle olusur. Bundan baska, suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona
maruz kalmasi sonucu da hidroksil radikalleri olusur. Bu serbest radikal yiiksek
reaktivitesinden dolay1 derhal tiim hiicresel komponontlerle reaksiyona girer, bu yiizden
hiicre i¢in ¢ok toksiktir. Son derece reaktif bir oksiradikaldir. Yarilanma omrii ¢ok

kisadir ve olustugu yerde biiyiik hasara neden olur (44, 46, 48, 49).

2.3.5. Serbest Radikal Kaynaklari

Antioksidanlari, dogal (endojen) ve eksojen kaynakli olmak iizere iki grupta

toplayabiliriz (44, 46).

2.3.5.1. Endojen Kaynaklar
e Hiicrelerde bir¢cok endojen radikal iiretim kaynagi vardir.
e Mitokondrial ve mikrozomal elektron transport zinciri
e Aktive fagositler (polimorfoniiveli 16kositler ve makrofajlar)
e Iskemi-reperfiizyon

e Ksantin oksidaz
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Paradoks olarak iskemi sonrasi reperfiizyon ve hipoksiden sonra reoksijenasyon
doku hasarma yol agabilir. Eger aerobik metabolizma i¢in oksijen destegi yetersizse,
yiiksek enerjili fosfor bilesiklerinden Adenozin Trifosfat (ATP) olusan doku enerji
depolar1 bosaltilir ve hipoksantin olusur. Reoksijenasyonda hipoksantin ATP onarimi
icin kullanilir. Ancak doku hipoksisi uzun siirerse, reoksijenasyonda ksantin oksidaz
etkisi ile hipoksantin ksantine ¢evrilir. Bu reaksiyon siiperoksit iireten bir siirectir ve su

hastaliklarda goriilebilir:

e Biitiin hipoksi halleri

e Cerrahi miidahale bdlgesindeki damarlarin klemplenmesi

e Mikrosirkiilasyon kayb1 (Diyabet, Refleks sempatik distrofi)
e Bazi damar tikanmasi tablolar1 (Serebral enfarkt)

e Organ transplantasyonu

Travmatik kazalar ve bunun gibi

2.3.5.2. Eksojen Kaynaklar:
e Asir oksijen konsantrasyonu (hiperoksi)
e Iyonize radyasyon
e Sigara i¢ilmesi

e Redoks sikling ksenobiyotikler: Bir insektisit olan paraquat ve sitotoksik bir ilag

olan doksorubisin.
e Kimyasal madde zehirlenmeleri
e Hava kirliligi

e Pestisit kullanimi

e Silikat tozlar1 ve bunun sonucu olusan solunum yetersizlikleri
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2.3.6. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkisi

Serbest radikaller, biyomolekiillerin ¢ogunu etkiler, fakat lipidler en hassas
olanlaridir (44, 46, 49). Biyolojik zarlar biiyiik miktarlarda yan bagli ¢oklu doymamis
yag asidi (PUFA) igerirler. Membran kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Lipid
peroksidasyonu ile olusan membran hasar1 geri doniistimsiizdir (50, 56). Lipid
peroksidasyonu zarmn yapisinda ve barindirdigr enzimlerde birtakim hasarlar olusturur.
Zar gecirgenligi nedeniyle kalsiyum homeostazisi degisebilir ve ATP’azlarin kalsiyumu
tutmasi azalabilir, Fosfolipaz A,’yi uyarabilir, bu da reseptér fonksiyonlarini etkiler.
fyon pompalarim1 ve reseptdrlerin baglanmasini etkileyebilir. PUFA’larin hasarmdan
dolay1 zarin akigkanligini1 da azaltir ve dinamik membran yapisinda bozulmalar olusur.
Membraninin  biitiinliigiiniin ~ kaybiyla  hiicre 6limii ve doku nekrozu
gerceklesebilmektedir (41, 42, 43). Lipit peroksidasyonu, lipit peroksitlerinin
malondialdehit (MDA) ve diger karbonil bilesiklerine donlismesiyle sona erer (43, 44,
46).

2.3.7. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikal hasarindan ne derece etkilenecegi aminoasit
bilesenlerine baglidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein
gibi aminoasitleri i¢eren proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Proteinler
tizerinde olan serbest radikal hasari birikmisse ya da belirgin proteinlerin spesifik
bolgesi lizerinde yogunlagmissa hiicrenin canliligi bakimindan zararli etki yapar (46, 48,

56).
2.3.8. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol agarlar. Sitotoksisite biiylik oranda niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine ya da DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. Aktive olmus ndtrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit,
membranlardan kolayca gec¢ip hiicre c¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre

disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilirler (56, 58).
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2.3.9. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksidler ve
okzoaldehitler olusur. Bunlar 6zellikle diabetin patogenezinde énemli rol oynarlar. Bag
dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hiyaliironik asit ile serbest radikallerin

etkileserek bag dokusunun yapisinin bozulmasina ve doku vizikozitesinin kaybolmasina

neden olur (43, 44, 46).
2.4. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 koruma, olusan radikallerin detoksifiye edilmesi,
radikal zincir reaksiyonlarmin ve radikal olusumunun engellenmesi ile saglanmaktadir
(51). Antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif

oksijen tiirlerini toplayarak lipid preoksidasyonunu inhibe ederler (87).
2.4.1. Antioksidan etki tipleri

Antioksidan maddeler bulunduklar1 hiicresel kompartmana ve fonksiyonel 6zelligine

gore antioksidan etkisi agisindan su sekillerde siniflandirilabilir (41, 43, 44)

1. Toplayict (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya daha

zay1f yeni bir molekiile ¢evirme etkisidir.

2. Bastirict (quancher) etki: Serbest radikallerle etkilesme sonrasinda, onlara bir

hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif sekle doniistiiren etki seklidir.
3. Zincir kirier (chain breaking) etki
4. Onaric1 (repair) etki
2.4.1.1. Dogal Antioksidanlar (Endojen)

Organizmada ya da hiicresel kopartmanlarda bulunan enzimatik yada enzimatik 6zelligi
olmayan molekiillerdir (43).

1-Enzimler:
o Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi,
e Siiperoksit dismutaz (SOD),
o Katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz(GPx) ve

e Glutatyon transferaz (GST)
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2- Enzim olmayanlar:

Lipid fazda bulunanlar: Alfa-tokoferol ve beta-karoten

Sivi fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, iirat, sistein, ferritin,
albiimin, bilirubin, seriiloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobin,

hemoglobin, glutatyon (44).

2.4.1.2. Eksojen Antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri: Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit
Soya fasiilyesi inhibitorleri

NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyumkanal

blokerleri, non-steroidal antienflamatuvar ilaglar
Rekombinant superoksid dismutaz

Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol
Demir redoks dongiisii inhibitdrleri: Desferrioksamin

Notrofil adhezyon inhibitorleri (44, 46).

2.4.1.3. Gida Antioksidanlar

Butylated hydroxytoluene (BHT)
Butylated hydroxyanisole (BHA)
Sodyum benzoat

Ethoxyquin

Propyl gallate

Demir-superoksid dismutaz
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2.4.2. Superoksit Dismutaz (SOD)

McCord ve Fridovich 1968’de sigir eritrositlerinden bir enzim izole ettiler ve
siiperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve oksijene pargalayan bu enzime Onceleri
hemokuprein adimi verdiler. Daha sonra mitokondri ve prokaryotik hiicrelerde bulunan
Mn tastyan formu ile 6karyotik hiicrelerin sitozoliinde bulunan Cu-Zn tasiyan formlari
oldugu goriilen bu enzime siiperoksit dismutaz adi verildi (52, 53). Superoksit dismutaz,
stiperoksidin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir

enzimdir (49, 54, 75)
_ +
200 +2H - HO_+0O
2 2 2 2

Bu reaksiyon kendiliginden olarak da olusabilir. Ancak SOD ile
katalizlendiginde reaksiyon hizi 4000 kat artar. SOD’lar bir grup metalloenzimlerdir
(43).

SOD-1: Cu-Zn SOD, sitoplazmada bulunur.
SOD-2: Mn SOD, mitokondride bulunur
SOD-3: Fe-SOD, Bazi bakterilerde saptanmustir.

SOD-4:Ni-SOD, Bazi1 bakterilerde bulunur. Aminoasit kompozisyonu diger

izoenzimlerden farklidir.

Tim izoenzimler ayni reaksiyonu katalizler. Enzimin fizyolojik fonksiyonu,

oksijen metabolize eden hiicreleri superoksit serbest radikallerinin (02_) zararl

etkilerine kars1 korumaktir. Ayn1 zamanda lipid peroksidasyonunu da inhibe ederler.
SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan dokularda fazladir. Normal metabolizma
sirasinda superoksit iiretimi yiiksek orandadir. SOD’1n ekstraseliiler aktivitesi ise ¢ok

disiiktiir (51, 52, 57, 75).

Stiperoksit Dismutaz enziminin, siiperoksit anyonuna olan etkisi su sekildedir:

+2
Superoksit anyonu, Cu ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna baglaninca, bir

+2 +1 i
elektron Cu ’ye baglanir ve Cu ve molekiiler oksijen olusur. Ikinci bir reaksiyonda

+1 +2
superoksit Cu ’den bir elektron alarak HZO2 ve Cu olusur.
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2 1

+ +
SOD-Cu + 02_ — SOD-Cu  + O2

1 2

+ +
SOD-Cu + 02_ — SOD-Cu  + HZO2

Stiperoksit Dismutaz enzimi graniilosit fonksiyonu i¢in onemlidir. Ciinkii fagosite
edilmis bakterilerin intraseliiler olarak 6ldiiriilmesinde rol alir. Lenfositlerde daha fazla

SOD enzimi bulunur (57, 60, 62).

2.4.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinde sorumlu enzimdir.

Lipid peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine indirger. Olusan Hzoz’ Glutatyon

peroksidaz ya da katalaz araciligi ile suya indirgenir. Selenyum bagimli Glutatyon

peroksidaz, HZO2 ve organik hidroperoksitlerin glutatyon tarafindan indirgenmesini

katalize eden peroksidazlardan biridir (51, 56, 57, 58, 75).

GPx
HZO2 + 2GSH > GSSG +2 HZO2

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPx) monomerik, selenyum

atomu igeren sitozolik bir enzimdir. Membran fosfolipid hidroperoksidlerini (PLOOH.)
alkole indirger (55).

PLGPx
H202+ 2GSH —> GSSG +2 HZO

PLGPx
ROOH + 2GSH —> GSSG + ROH + H O

. PLGPx
PLOOH + 2GSH — GSSG + PLOH + HZO
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Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile olusan GSSG, glutatyon rediiktazin
katalizledigi reaksiyon ile yeniden GSH’ya doniisiir (43, 56, 57).

+ Glutatyon Rediiktaz

+
GSSG +NADPH +H — 2GSH + NADP

Eritrositlerde de Glutatyon peroksidaz oksidan strese karst en etkili
antioksidandir. Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin
artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden olur (43, 44, 45, 67, 75).

2.4.4. Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit; L-arginin aminoasidinden sentezlenir. NO’in vazodilasyon, platelet
adhezyonu ve agregasyonu, sinirli notrofil aktivasyonu etkileri vardir. Yiiksek
konsantrasyonunda Siklik Guanozin Monofosfat (cGMP)’dan bagimsiz mekanizma ile
indiiklenebilir, diisiik konsantrasyonunda ise NO’dan ¢cGMP bagimli mekanizma ile
sitoprotektif endotelyal NO sentaz (eNOS), indiiklenebilir NO sentaz (iNOS), ndronal
NO sentaz (nNOS) meydana gelir. Gii¢lii bir oksidan ajan olan Peroksinitrit (OONO<:),
NO’nun Oy ile reaksiyona girmesi ile olusur. OONO:, nétrofil gibi insan inflamatuar
hiicrelerinde apopitozise yol agar (42, 43, 44, 56, 57, 60). NO molekiilii inflamatuar
bozukluklarda ve nérodejeneratif durumlarda artar, GIS motor bozukluklarda azalir.
NO, fizyolojik ve patolojik siireglerin énemli bir biyolojik habercisidir. L-argininden
NO sentaz yardimiyla NADPH ve Oy’ e bagli siireglerde meydana gelir (57, 57, 60, 75).

2.4.5. Mitokondriyal sitokrom oksidaz

Stiper oksit radikalini detoksifiye eden mitokondriyal sitokrom oksidaz, solunum
zincirinin son enzimidir. Fizyolojik sartlarda bu reaksiyon siirekli olan normal bir
reaksiyondur, bu sekilde yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda
enerji liretimi saglanir. Fakat cogu zaman O, radikal iiretimi mitokondriyal sitokrom
oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu yiizden diger antioksidan enzimler devreye

girerek O, <:radikalinin zararlh etkilerine engel olurlar (57, 60, 75).
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2.4.6. Katalaz

Katalaz, aerobik hiicrelerin g¢ogunda bulunur. Anaerobik organizmalarda
bulunmamaktadir. 60 kDa agirliginda 4 ayni1 yapida tetrahedral subunitler iceren hem
enzimidir. 240 kDa molekiil agirliginda her molekiilde 4 adet ferriprotoportfirin igerir.

Gorevi hidrojen peroksidi oksijene ve suya parcalamaktir. Peroksizomlarda lokalizedir
(43, 56, 75).

Katalaz
2 HZO2 ) 2 HZO + O2

Katalazin indirgeyici aktivitesi, hidrojen peroksit ve metil etil hidroperoksitler
gibi kii¢iik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerini ise etkilemez
(56, 67, 68, 75).

2.4.7. Non-enzimatik Antioksidan Molekiiller
2.4.7.1. Vitamin E

Lipid peroksi radikalleri ve radikal tiirevlerini indirger. Vitamin E, peroksit
radikallerinin diizeyini azaltarak radikal zincir reaksiyonunu sonlandirabilir. Hiicre

membran biitiinliiglini korur (44, 53, 56).
2.4.7.2. B karoten

Etkili bir tek degerli oksijen (O-) temizleyicisidir. Lipid peroksidasyonunu
inhibe eder (69).

2.4.7.3. Askorbik Asit (Vitamin C)

Askorbik asit ve vitamin E sinerjistik etkilere sahiptir. Bu molekiil, suda
¢ozilinen rediiktan ve radikal temizleyici olarak etki gosterir. Askorbik asit veya vitamin
C glikoz metabolizmasindan gelen, suda ¢oziinen vitaminler grubundandir. Prolin, lizin
ve dopamin alfa hidroksilaz enzimlerinin kofaktorii olup, bu amino asitlerin
hidroksilasyonunda ve kollojen fibrillerin sentezinde gereklidir. Askorbik asitin bir

elektron oksidasyonu sonucu monodehidro askorbil radikali olusurken, reaksiyona
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girdigi radikali de etkisiz hale getirerek serbest radikallerin organizmaya verdigi zarar1
engeller. Askorbik asidin radikalik formu ise glutatyon sistemi tarafindan askorbik aside

yeniden dontstiirilir (44, 53, 56, 57, 59).

2.4.7.5. Urik Asit

Plazmada 300 mcM gibi bir konsantrasyonda bulunur, hemoglobini ve

eritrositleri peroksit reaksiyonundan korur (46, 70).

2.4.7.6. Seriiloplazmin

Bazi aragtirmacilar serumdaki antioksidan aktivitenin baglica, Cu tasiyan protein
olan seruloplazmine baglh oldugunu ileri siirmektedir (46). Sisteine benzer

mekanizmayla (Stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisi) etki géstermektedir (57).

2.4.7.7. Glutatyon

Seliiler birgok olayda onemli rol oynayan bir tripeptiddir. Tim memeli,
hiicrelerde en ¢ok bulunan diisitk molekiil agirlikli tiyoldiir. Lipid peroksidasyonunun

baslama fazim Hzozi suya indirgeyerek engeller. E vitamini araciligiyla membranlarda

lipid peroksidasyonunu onler (53, 59, 60, 67).

2.4.7.8. Melatonin

Melatoninin bir diger dnemli 6zelligi lipofilik olmasidir. Boylece hiicrenin biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin engelini de kolayca
gecer. Melatonin oksijen radikallerinden singlet oksijen, hidroksil radikali, peroksil
radikali ve siiperoksit anyonu tizerine etkilidir. Oksidatif hasardan niikleus DNA' sini,
membran lipidlerini ve sitozolik proteinleri korur. Bununla beraber, NOS {izerine
inhibitor etki yapar. Yaslanmada melatonin liretimi azalir. Bu durumun yaslanma ve
yaslanmaya bagli hastaliklarin patogenezinde 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir (56,

72,73, 74).
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2.4.7.9. Flavonoidler:
Yapilar1 ve Genel Ozellikleri:

Flavonoidler yiiksek organizasyonlu bitkilerdeki en karakteristik sinifi
olustururlar. Flavonoidlerin ¢ogu angiosperm ailesinde ¢igek pigmentleri gibi kolaylikla
taninabilir. Halen bu olay sadece ¢igeklerle sinirli kalmayip bitkilerin biitiin pargalarini
icerir. Flavonoidlerin kimyasal yapist 2,3 ve 4 pozisyonundaki 2 aromatik halka tasiyan

C 15 iskeletine dayanir (Sekil 3) (76).

Sekil 2: Flavonoidlerin kimyasal yapisi (76)

Flavonoidlerin bir¢ok alt grubu yerine konan C halkasinin ¢esitlerine bagh
olarak siniflandirilirlar (96). Heterosiklik halkanin hem oksidasyon durumu hem de B
halkasinin pozisyonu siniflamada onemlidir. Flavonoidlerle ilk kez 1930'1u yillarda
ilgilenilmeye baglanmis, 19601 yillarda ise gida koruyucu olarak kullanilmiglardir.
Flavonoidlerin en 6nemli etkilerinden birisi serbest radikalleri temizleme 6zellikleridir.
Hemen her flavonoid grubunun en iyi tanimlanmis 6zelligi antioksidan kapasiteleridir
(76, 77, 78).

Farkli siniflardaki sekiz flavonoidin temel yapilart gosterilmistir. Bu siiflarin

her birinin yap1 disinda da bazi farkliliklar1 vardir (96).

Flavonoidler molekiiler yapilarina gore baglica flavanlar, flavanonlar, flavonlar,

flavonollar, antosiyoninler ve isoflavonoidler seklinde siniflandirilir (76, 78).
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Tablo 3: Flavonoidlerin alt siniflar1 ve besinsel kaynaklari (76)

Flavonoid Flavonoidler Temel besin kaynaklar

alt gruplar

Flavonoller | Kaempherol, Sogan, kiraz, elma, brokoli,
myricetin, quercetin, |lahana, domates, bogiirtlen, cay,
rutin kirmizi sarap, karabugday

Flavonlar Apigenin, chrysin, Kekik, maydonoz
luteolin

Isoflavonlar |Daidzein, genistein, Soya fasulyesi, baklagiller

glycitein, formononetin

Flavonoller |Katesin, gallokatesin | Cay, elma

Flavononlar |Eriodictyol, hesperitin, |Portakal, greyfurt
naringenin

Flavanonoller | Taxifolin Limon, narenciye

2.5. GINKGO BIiLOBA (EGb 761)

Basitge ginkgo da denilen ginkgo biloba, ginkgo bitki ailesinin tek yasayan
tiyesidir. Ginkgo agaci; kuvvetliligi, hastaliklara karsi direngliligi ve uzun yasama
ozelligi ile karakterizedir. Antik bir ¢in agacidir. Avrupada 1960’11 yillardan sonra, ilk
olarakta 1965 yilinda Almanyada tedavide kullanilmaya baslanmistir. Saglhiga yararh
etkileri nedeniyle yetistirilmis ve korunmustur (79). Cin tibbinda astim Oksiiriik ve
entiresis tedavisinde kullanilmaktadir (80). Oral alim sonucu gastrointestinal sistemden
hizla emilmektedir. Ginkgolid A, ginkgolid B ve bilobalid komponentlerinin
biyoyararliligi olduk¢a iyidir. Ginkgolid A i¢in % 100, Ginkgolid B i¢in %93 ve
bilobalid i¢cin % 72 biyoyararlanim mevcuttur. Maksimum plazma konsantrasyonu
ginkgolid A i¢in 15 ng/ml, ginkgolid B i¢in 4 ng/ml ve bilobalid i¢in ise 12 ng/ml’dir. Y

arillanma omrii ise 3,2-7saat arasinda degismektedir (79, 81).
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Sekil 3: Ginkgolid

Ginkgo biloba ekstresinde standart olarak %24 flavanoid glikozidler, %6 terpenoid
laktonlar bulunur. Flavonoidler esas olarak Quersetin, kamferol, isorhamnenitin
glikozdur. Terpenoid fraksiyonu ise diterpenler (Ginkgolid A,B,C,J ve M) ve
bilobalidden olusur. Antioksidan etkiden terpenoid tiirevlerinin, doku fonksiyon kaybi,
hasar olusumu gibi patolojik durumlarda rejenerasyon yetenegi kazanmasindan ise
flavonoid fraksiyonlarin sorumlu oldugu diistiniilmektedir (81, 82, 83). Bilobalid
tirevlerinin 1se Ginkgo biloba bitkisini daha c¢ok bocek ya da zararl
mikroorganizmalara karsi korunmak amaciyla bitki govdesinde {iretildigi kabul
edilmektedir.  Bilobalidlerin  Ginkgolid’lerin ~ degredasyon iriinii  olabilecegi
diistiniilmektedir (2, 3, 14, 15, 16 karbonlarin uzaklagmasi) (82). EGb 761 in pek ¢ok
biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri bulunmaktadir. Ginkgo’ nun biyolojik
aktivitesi i¢in polivalent etki deyimi kullanilmaktadir. Cok sayida aktif maddenin
meydana getirdigi ortak etki anlamindadir. Oksidan maddeler hiicrede siirekli olugsmakta
olup DNA, protein ve lipidler iizerinde hasara neden olmaktadir. Terpenoidlerin
antioksidan Ozelliklerinin serebral ve lipid metabolizmasi, farkli ndrotransmitter
maddeler {izerine etkileri daha Onceden belirtilmistir. Peroksit radikal ¢opgiistidiir.
Iskemi reperpiizyon sonucu olusan siiperoksit anyonlarin1 temizlemektedir. SOD Enzim
aktivitesine sahip oldugu daha Once yapilan g¢alismalarda belirtilmistir. Nitrik oksit
olusmasini inhibe edici 6zelligi vardir (83, 84). Ozellikle beyin dokusunda hipoksiye

tolerans olusmasinda yardimcidir. Bu etkiyi ise Fosfodiesteraz ve Na-K-ATPazlar
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tizerinden  yaptigi  distinilmektedir. Kan  akiskanligint  arttirir.  Eritrosit
hiperagregasyonu ve deformitesi iizerindeki etkileri kan viskozitesini azaltir. Periferde
ve merkezde kan damarlarimin, kapiller duvarlarin elastisite ve dayanikliligini arttirir.
Kan- beyin bariyerinde Glikoz alimini arttirir (84, 85). Platelet aktive edici faktorii
(PAF) antagonize eder. PAF’a bagl platelet agregasyonunu onler ve lizozomal zarlart
stabilize eder. Bu ekstre serebrovaskuler ve periferal vaskiiler yetmezlikleri de igeren
pek ¢ok iskemik olayda terapotik amagh kullanilmaktadir. Antiapopitotik etkilidir.
Apopitotik kaspaz selalesinin olusumundaki mitokondri {izerinden sitokrom c’nin
salmimimi azaltmaktadir. Antiapopitotik bcl-2 benzeri protein transkripsiyonunu
arttrmakta ve ER’da bulunan onciil apopitotik stres proteini olan kaspaz-12 nin
transkripsiyonunu ise azaltmaktadir (88). Noronal plastisiteyi arttirir. Hafiza, dil,
oryantasyon ve O0grenme kapasitesinde gelismeye neden olur. Yasgliliga bagl hafiza
kaybi, Alzheimer, algilama kayiplarinda, bunama, performans bozukluklari, kulak
¢inlamasi ve bas donmesi gibi hastalikta tedavi edici olabilecegi belirtilmistir (84, 85,
86, 87,)

2.6. EPIGALLOKATESIN-3-GALLAT (EGCG)

Epigallokatesin-3-gallat (EGCG), daha ¢ok katesin olarak bilinir ve yesil ¢ay
iginde major bilesik olarak bulunur (95).

Kimyasal olarak fenol gruplar igerdigi igin polifenoller arasinda siralanmistir
(90).Hidroksil gruplar igerdigi i¢in suda ¢oziinebilmektedir. Avrupada yapilan ilk
caligmalarda epigallokatesinden olusan ekstrenin antioksidan etkisini tesbit etmek i¢in
yiiksek sicakliktaki (60°C) domuz yagi igerisinde ¢oziilmeye birakilmis fakat lipid
icerikte yeterince iyi ¢Oziinmedigi tesbit edilmistir. Epigallokatesin yesil ¢ayin etken
maddesi oldugu gibi bircok bitkinin kabuk, gévde ve yapraklarinda farkli oranlarda
miktar ve tiiriine rastlanmigtir. Quercus sp. Vitis vinifera gibi bitkiler bunlara kii¢iik
orneklerdir (90, 91, 95, 100).
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Sekil 4: Katesin

Katesinlerin antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 daha once yapilan
calismalarda belirtilmektedir (90, 92, 93, 96, 97). Epidemiyolojik ¢alismalarda c¢ay
tiketiminin kalp krizi, koroner kalp hastaliklari, bazi kanserler ve karaciger
rahatsizliklart riskini azalttigi gosterilmistir (96, 97). Caylarda bulunan polifenollerin
kolerektal kanser mutagenezi yapabilecegi bilinen heterosiklik aromatik aminlere karsi
korucuyu 6zellikleri bilinmektedir. Gerek yesil ¢ay, gerekse siyah caydaki katesinlerin
ve theaflavinlerin normal hiicre biiylimesini engellemeden kanser hiicrelerinin

cogalmasini engelledigi gosterilmistir (97).

Kuzey Avrupa, Dogu Avrupa ve Asya’nin biiyilk kisminda en sik rastlanan
kanser tiirii, fazla miktarda tuz ve tuzlu iriin kullanima bagl olarak goriinen mide
kanseridir (97, 99). Helicobakter pylori adli etken bakteri mide mukozasinda hiicre
dongiisiinii arttirir ve mukozada mide kanseri riskini arttirici hasara neden olur. Cay ve
cay polifenollerinin bakteri dldiiriicii ve bakterinin biiylimesini engelleyici ozellikleri
vardir. In vitro ¢alismalar 6zellikle yesil ¢aym insanda mide kanseri hiicrelerine karsi
koruyucu etkisini tanimlamistir (89, 95). Cayda bulunan kafein ve katesinlerin viicut
agirhigi ve enerji harcamasi iizerine etkileri bilinmektedir. Kafeinin insanlarda
termogenezi uyardigi ve yag oksidasyonu yaptigr gosterilmistir (96). Yesil cayin
icerigindeki kafein miktarindan daha fazla termogenezi uyarmasi, igerigindeki diger

biyolojik aktif maddelerin varhigm akla getirmektedir. 2000 yilinda Dulloo ve
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arkadaglart in vitro olarak, katesinlerin kahverengi yag dokusunun solunum hizin
arttirdigini, bunun da termogenezi uyardigini gostermistir (99). Yesil ¢aydaki
katesinlerin termogenezi ve yag oksidasyonunu arttirmasinin, noradrenalini azaltan
katesol o- metil transferaz enziminin inhibe olmasidan kaynaklanabilecegi
disiiniilmektedir (98, 101). Yesil c¢ayin anti-obezite etkisini arastiran bir fare
calismasinda kolesterol ve trigliserit diizeyleri de diisiik bulumustur. Obezite iizerindeki
dogrudan etkisini gorebilecegimiz kadar iyi bir gosterge olan leptin diizeyinin ise
azaldig1 tesbit edilmistir. Kilo kayb1 ilizerinde de etkilerinin oldugu sig¢anlar iizerinde

yapilan arastirmalarda elde edilen bulgular arasinda belirtilmektedir (92).

Oksidatif DNA hasarinda epigallokatesinin koruyucu etkilerinin oldugu birgok
caligmada yine belirtilmektedir (103). Doz bagimli epigallokatesin verilerek yapilan
iskemi reperfiizyon sonucu serbest radikal salinimi ve hiicre hasari, apopitozis olusumu

caligmasinda katesinin koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir (92).
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3. MATERYAL METOD

3.1. DENEY HAYVANLARI

Bu calisma Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali tarafindan Tip Fakiiltesi Deneysel Arasgtirma Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Calisma igin Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi
Yerel Etik Kurulundan 2009/4-2 Sayili ve 07.04.2009 tarihinde izin alindi (Ekler 1).
Deneylerde kullanilan siganlar Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Arastirma Laboratuvari hayvan barinagindan temin edildi. Calismada kullanilan
tim siganlar 20-22 + 2°C oda sicakliginda ve %>50-60 nem ortaminda saklandi.
Hayvanlar standart pelet sican yemi ve su ile beslendiler. Deney hayvanlarinin
agirliklart 220-250 gram arasindadir; deneylerde toplam olarak 48 adet erkek Wistar

albino cinsi si¢an kullanildu.

3.2. SIYATIK SiNIR HASAR MODELI

Sigan siyatik sinirinde ezilme tipi yaralama oncesinde, Ginkgo bilobanin (EGb
761 Tebokan forte), Epigallokatesin-3-gallatin (EGCG, sigma, katolog no:E4268) ayri
ayr1 ve kombine tedavilerinin, Periferik Sinir rejenerasyonuna etkilerinin incelenmesi
amactyla Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Laboratuvarindan, 220-250 gr agirhiginda 48 adet yetiskin erkek Wistar albino cinsi
sigan temin edildi. Denekler; Kontrol grubu (grup 1), Sham grubu (grup 2), deney grubu
I (grup 3), EGb 761 verilen grup (grup 4), EGCG verilen grup (grup 5) ve EGb
761+EGCG kombine grup (grup 6) olmak iizere 6 gruba ayrildi. Grup 4 deney
hayvanlar her bir hayvan i¢in 40 mg/kg/giin olacak sekilde EGb 761 igme sularina ilave
edilerek 7 giin beslenmistir. Grup 5 ise 7 giin boyunca hergiin intraperitonel (IP) olarak
10 mg/kg/giin olacak sekilde EGCG enjeksiyonu yapilmistir. Grup 6 ise yine bir hafta
boyunca hem EGb 761 40 mg/kg/giin i¢gme sularina katilmis hemde P olarak EGCG

enjeksiyonu yapilmis olan gruptur.
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Sekil 5: Siyatik sinirin klemplenmesi

Sekil 6: Sinir hasarinin olusmasi
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3.3. DENEY GRUPLARI

Deney gruplari her grupta 8 adet olacak sekilde 6 gruba ayrilan toplam 48 adet

rastgele secilmis Wistar albino cinsi si¢anlardan olusturuldu.

Grup 1 (Kontrol grubu): Higbir cerrahi islem yapilmayan ve bir hafta sonunda

hayvan anestezi altina alinarak sadece siyatik sinir ve kas doku 6rnekleri alinan gruptur.

Grup 2 (Sham grubu): Bir hafta boyunca intraperitonal Serum fizyolojik
enjekte edilen, siyatik sinirin oldugu bolge a¢ kapa yapilarak ve deney sonunda yine

sadece siyatik sinir ve kas doku 6rnekleri alinan gruptur.

Grup 3 (Deney grubu 1): Bir hafta boyunca intraperitonal Serum fizyolojik
enjekte edilen ve deney sonunda ezilme tipi sinir hasar1 olusturularak siyatik sinir ve kas

doku 6rnekleri alinan gruptur.

Grup 4 (EGb 761): Bir hafta boyunca yalnizca EGb 761 igme sularina ilave
edilerek beslenen ve deney sonunda ezilme tipi sinir hasar1 olusturularak siyatik sinir ve

kas doku 6rnekleri alinan gruptur.

Grup 5 (EGCG): Bir hafta boyunca intraperitonal EGCG enjekte edilen ve
deney sonunda ezilme tipi sinir hasar1 olusturularak siyatik sinir ve kas doku ornekleri

alian gruptur.

Grup 6 (EGb 761+EGCG): Bir hafta boyunca intraperitonal EGCG enjekte
edilen ayrica igme sularina EGb 761 ilave edilerekte beslenen, deney sonunda ise
ezilme tipi sinir hasar1 olusturularak siyatik sinir ve kas doku ornekleri alinan kombine

gruptur.

3.4. KULLANILAN ILACLAR

Calismada kullanilan ilaglar sunlardir: Ginkgo biloba EGb 761(Tebokan forte,
Eczacibasi ilag Sanayi ve Ticaret AS, Kiigiikkaristiran/Liileburgaz), Epigallokatesin-
3gallat EGCG (Sigma, E4268 Interlab. Adana), Ketamin (KETALAR flakon,
Eczacibasi Ilag Sanayi ve Ticaret AS, Kiiciikkaristiran/Liileburgaz)
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3.5. BiYOPSi ORNEKLERININ ALINMASI

Tespit edilecek operasyon sahasi; Povidone lodine serub (MEDICA brush; %4
chlohexidine scrub, MEDICA BV, Hollanda) ile 10 dakika fir¢alandi1 ve %10 povidone
iodine solusyonu (POVIOD; Saba Tiirkiye) ile dezenfekte edildi. Sicanlara
operasyondan 30 dakika Once, profilaktik antibiyotik olarak tek doz 50 mg/kg
seftriakson intraperitoneal olarak verildi. Anestezi igin ise intraperitoneyal (iP) olarak
60 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tirkiye) verilerek anestezi saglandi. Sag siyatik
sinir cerrahi olarak eksplore edildikten sonra kanamalar bipolar koter yardimiyla kontrol
altina alinarak iyi bir hemostaz saglandi. Yasargil anevrizma klempi kullanilarak sag
siyatik sinirde basiya bagli ezilme tipi hasar olusturuldu. Siyatik sinir ve kas dokusu
izole edildi. Histopatolojik ve Biyokimyasal incelemeler igin esit iki pargaya ayrilarak

saklandi.

Histopatolojik degerlendirme Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim dalinda, diger biyokimyasal degerlendirmeler
Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim dalinda

yapildi.

Doku ornekleri, biyokimyasal degerlendirme yapilana kadar serum fizyolojik
iceren ependorflar i¢inde -20 °C de g¢alisma zamanina kadar bekletildi ve isleme
baslamadan hemen 6nce +4 °C de erimeye birakildi. Eriyen doku ornekleri teker teker
sogukluklart muhafaza edilerek tartildi ve cam tiiplere konuldu. Dokulara 1 gr doku 3
hacim (hacim/agirlik) soguk %1.15 M KCI eklendi. Dokular 16.000 devir/dakika hizda
3 dakika siireyle homojenize edildi. Enzim aktivite kayb1 olmamasi i¢in 6rnekler buz
dolu kiivete yerlestirildi. Daha sonra homojenatlar 14.000 x rpm'de +4 °C 45 dakika
soguk santrifiij edilerek siipernatanlan ependorf tiiplere ayrildi. Bu ayrilan
stipernatanlardan MDA ve protein, NO diizeyleri ile SOD enzim aktivite 6lgtimleri

yapildi.
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3.6. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) AKTIVITE TAYINI

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin H202 ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu yontem,
ksantin ve XO kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-iyodofenil]-3~[4-
nitrofenol]-5- feniltetrazoliyum klorid (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet: INT) ile
meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasmin 505 nm dalga boyunda verdigi OD
okunmasi esasma dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit radikallerini
ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta olusan
kirmizi rengin OD'si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir. Bu aradaki farkin

belirlenmesiyle SOD aktivitesi olgiiliir.

3.6.1. Ayiraclar
1. CAPS (3-(stkloheksilamino)-I-propan siilfonik asit) Tamponu (pH 10.2)
50.00 mMMCAPS
0.94raM EDTA
Doymus NaOH
2. Substrat karisimi
0.05 mM Ksantin
0.025 mM INT
3. 80 U/L Ksantin oksidaz
4. 0.01 M Fosfat tamponu (pH 7.0)
K2P04
NaH2P04

5. Standart (S6): 5,6 U/ml SOD igeren Ransod kitinin standartidir.

3.6.2. Standart Egrinin Cizimi

Liyofilize olarak hazirlanmis SOD standard:r 10 ml bidistile su ile sulandirilir.
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Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri fosfat tamponuyla

Tablo 4’teki gibi hazirlanir. 2-8 °C'de saklandiginda 2 hafta siireyle dayaniklidir.

Tablo 4: SOD standart egri ¢izimi i¢in tiiplerin hazirlanis

Kullanilacak Standart Soliisyonun 0.0l M Fosfat SOD Derigimi
Standartlar Hacmi Tamponunun Hacmi (U/ml)
S5 6 ml S6 5ml 2.8
S4 5 ml S5 5mil 14
S3 5ml S4 5ml 0.7
S2 3mlS3 6 ml 0.23

Stiperoksit dismutaz aktivite tayini igin, Siyatik sinir ve inerve ettigi kas

dokularindan hazirlanan siipernatant %30 ile %60 arasinda % inhibisyon araligi olacak

sekilde 0.01 M fosfat tamponu ile 1: 65 oraninda sulandirilir ve aktivite tayini yapilir.

Tablo 5: SOD standart egri ¢izimi igin kuvars kiivetlerin hazirlanis

Kor (ul) Standart (pl)
Standart - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karigimi 850 850
Kiivetler iyice karigtirilir
Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra c¢aligma koriinlin ve standardin 37°C'de,

505 nm dalga boyunda havaya karsi baslangi¢ absorbanslar1 (A1) okunur. Ayni anda

kronometre ¢alistirilarak 3 dakika sonra son absorbanslari (A;) tekrar okunur.

3.6.3. Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak
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kabul edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri

bunlara ait ¢aligma koriiyle oranlanarak 100'den ¢ikarilmasi sonucu hesaplanir.

AA/dak. standart = A,-A, / 3 dakika % inhibisyon standart = 100- AA/dak

standart x 100 A c¢alisma korii

Hesaplama yapildiktan sonra x yatay eksenine SOD derisimlerinin (U/ml)
logaritmik doniisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhisyon degeri

yazdirilarak standart egri elde edilir (Sekil 7).

2.0
(o4}

% inhibisyon
(93]
(=]
~
o
S
(]

0.5 -0.25 0 0.25 0.5 0.75
jog U/mL

Sekil 7: SOD standart egrisi caligmasi

Tablo 6: Dokuda SOD aktivite tayini i¢in kuvars kiivetlerin hazirlanigi

Kor (ul) Numune (pl)
Doku 6rnek - 25
0.01 M Fosfat Tamponu 25 -
Substrat Karisimi1 850 850
Kiivetler iyice karistirilir
Ksantin oksidaz 125 125

Tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C'de, 505 nm dalga boyunda havaya
kars1 baslangi¢ absorbans (A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (Aj) tekrar okunur.

Hesaplama:

AA/dak 6rnek = Aj-A1/ 3 dakika % inhibisyon ornek = 100- AA/dak 6rnek /
100 A galisma korii
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Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri
standart egri kullanarak bulunur. U/ml biriminden 6lgiilen SOD spesifik aktivitesi U/mg

protein birimlerinden verilmistir.

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) - SOD Degeri (U/ml) Protein (mg/ml)

3.7. MALONDIALDEHIT DUZEYININ TAYINi

Aecrobik sartlarda pH 3.4'de tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-95°C'de
inkiibasyonu sonucu olusan lipit peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA'nin
TBA ile pembe renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan renk siddeti
ortamdaki MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir; 532 nm'de spektrofotometrik

olarak degerlendirilir.

3.7.1. Ayiraglar
1. SDS % 8,1'lik
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
2. Asetik Asit % 20'lik
3. TBA % 0,8'lik
Tiyobarbitiirik asit
4. N-Butanol/Piridin Cozeltisi (14/1)(v/v)
5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

3.7.2. Standart Egri Cizimi

Stok standarttan 6,6 pl alinip 100 ml'ye saf su ile tamamlanarak giinliik standart
hazirlanir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml konsantrasyonunda c¢alisma standartlar

hazirlanir. Ayiraglar tliplere asagida belirtildigi sekilde ilave edilir.
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Tablo 7: MDA standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi

Tiip No. 00 1 280 (360 4 520 610
Konsantrasyon(nmol/ml) 100 40

Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Asetik asit (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1,5 15
TBA (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
90 °C'de 45 dk. inkiibe edilir. Ve sogutulur.

Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
N-Butanol/Piridin (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 50 [B.0 5.0

Tiipler N-Butanol/Piridin ilavesinden sonra iyice karistirilir. Daha sonra 4000

rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, iisteki organik kisim almip 532 nm'de absorbans

okunur. Standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 8).

025 s s

4.2

OB {832nm}

0.1

a 20

490

a0

Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 8: Malondialdehit standart egrisi ¢alismasi

80

Ornek calismast igin yukarida bahsedildigi gibi hazirlanan belirli hacimde doku

ornegi alinir ve MDA tayini yapilir (Tablo 8).
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Tablo 8: Dokuda MDA diizeyinin tayini igin tiiplerin hazirlanisi

Kor (ml) Std (ml) Ornek (ml)

Std (60 nmol/ml) - 0.1 -

Ornek - - 0.1

SDS 0.2 0.2 0.2

Asetik Asit 1.5 1.5 1,5

TBA 1.5 1.5 1.5

Saf su 0.8 0.7 0.7

90 °C'de 45 dk. inkiibe edilir Ve sogutulur.

Saf su 1.0 1.0 1.0
N-Butanol/Piridin 5.0 5.0 5.0

Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir, tistteki organik kisim alinarak

532 nm'de absorbans okunur. Sonug standart egrisinden degerlendirilir.

3.7.3. Hesap

lama

nmol/ml olarak dlgiilen MDA diizeyi nmol/mgprotein olarak verilmistir.

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)-MDA Degeri (nmol/ml)/ Protein (mg/ml)

3.8. PROTEIN DUZEYININ TAYINi

Bu metot proteinlerin igerdigi tirozin ve triptofan rezidiilerinin fosfotungustik-

fosfomolibdik asit ile verdigi renk reaksiyonunun 750 nm'deki absorbans Ol¢iimiine

dayanir.
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3.8.1. Aymracglar
1.A Cozeltisi:
% 2 Na2C03
2.B1 Cozeltisi:
% 1 CuS04.5H20
B2 Cozeltisi
% 2 Na-K tartarat

3.C Cozeltisi (Giinliik hazirlanir)

50 ml A+1 ml B (0,5 ml Bi+ 0,5 ml By) karistirlir.

4. D Cozeltisi (Glinliik hazirlanir)

Folin Cioacalteu 1:1,5 (v/v) oraninda saf su ile sulandirilir.

3.8.2. Standart Egri Cizimi

Stok standart i¢in 0.3 g/dl bovin albumin hazirlanir. Hazirlanan stok standarttan

5 ml alinip 100 ml'ye serum fizyolojik ile tamalandiginda 150 pg/ml konsantrasyon elde

edilir. Bundan seri sulandirma ile 150, 120, 90, 60, 30 ug/ml’lik konsantrasyonlar elde

edilerek 750 nm'de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere gére konsantrasyon-

absorbans egrisi ¢izilir ve her numune 6lgimiinde standart egri tekrarlanir (Sekil 9).

Tablo 9: Protein standart egri ¢izimi igin tiiplerin hazirlanisi

Tiip no Kor 0 1 2 60 3 4120 5

Konsantrasyon (fag/ml) 30 90 150

Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - -

C ¢ozeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3
15 dakika oda 1sisinda bekletilir

D ¢ozeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm'de kore kars1 okunur.
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Konsantrasyon (pgiml)

Sekil 9: Protein standart egrisi ¢aligmasi

120

150

Siyatik sinir ve inerve ettigi kas dokularindan hazirlanan siipernatantta protein

tayini i¢in, sipernatant 1: 50 oraninda serum fizyolojik ile sulandirilir ve protein tayini

yapilir. Bunun ig¢in ¢ tlip alinir ve ¢ozeltiler agagidaki sekilde konulur.

Tablo 10: Doku 6rneginde protein tayini igin tiiplerin hazirlanist

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Serum fizyolojik 0.3 - -
Standart - 0.3
Siipernatant - - 0.3
C ¢ozeltisi 3 3 3

Oda 1s1sinda 15 dakika bekletilir
D ¢ozeltisi 0.3 0.3 0.3

Oda 1sisinda 30 dakika bekletilir, absorbans 750 nm'de okunur. Hesaplama

Ornegin absorbansi standartm absorbansi ile karsilagtirilarak veya dogrudan standart

egriden degerlendirilir ve dillisyon katsayisi ile ¢arpilarak sonug verilir.
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3.9. NO TAYINi

Dokuda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile
belirlenir. Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum rediiksiyon
metodu ile degerlendirilir. pH 9.7 glisin tamponunda bakir (Cu) kapli kadmiyum
graniilleri deproteinize numune siipernatanti ile 90 dakikalik inkiibasyon sonunda nitrat
rediiksiyonu saglanir. Uretilen nitrit; siilfanilamid ve buna bagli N-naphthylethylene
diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonu olusan pembe rengin 545 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlenir. Sonucta elde edilen nitrit

konsantrasyonu ilk konsantrasyondan ¢ikarilarak nitrat miktari belirlenir.
Kullanilan reaktifler:

Kadmiyum graniilleri (Cd)

pH 9.7 Glisin-NaOH tamponu
Siilfanilamid

N-Naphthylethylene diamine (NNDA)
5 mmol/L CuSO,

0.1 mol/L H;SO4

Standart soliisyonu (0.1 mol/L NaNO,)
10 mmol/L NazB4Oy

75 mmol/L ZnSO4

55 mmol/L NaOH

Tablo 11: Doku 6rneginde NO tayini i¢in tiiplerin hazirlanigi

Kor (ml) Ornek (ml)
Ornek - 500 ul
ZnS0,, 2ml 2mil
Iyice Karistirilir
NaOH 1.250 ml 1.250 ml

olarak kullanilir.

Karistirilir. 3500xg’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatan numune

Deiyonize su

2 ml

2 ml
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Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 20 cc kapakli plastik tiiplere
dagitilir. Graniiller deiyonize su ile yikanir. 1-2 dakika CuSO,
soliisyonu iginde bekletilir ve soliisyon dokiiliir. Graniiller glisin

tamponu ile yikanarak deneyde kullanilir. 90 dakika oda 1sisinda

inkiibe edilir.
Deiyonize su 3ml 2.5 ml
siilfanilamid, 1ml 1ml
NNDA 1ml 1ml

1 saat oda 1s1sinda inkiibe edilir.

Organik kisim alinip, 545 nm’de kore karst okunur.

e
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Sekil 10: NO standart egrisi ¢alismasi
Hesaplama:

umol/mg olarak dl¢iilen NO diizeyi pmol/mg protein olarak verilmistir.

NO Diizeyi (umol/mg protein)=NO Degeri (umol/mg)/ Protein (mg/ml)
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3.10. HISTOPATOLOJiK DEGERLENDIRME

Siyatik sinir ve Inerve ettigi kas dokularindan alinan drneklerinin histopatolojik
incelenmesi i¢in, doku kesitleri % 10'luk formaldehit iginde fikse edildi. Rutin
islemlerin sonrasinda doku kesitleri Haris hematoksilen-eosin boyasi ile boyanarak 1sik
mikroskobunda (X100) degerlendirildi.

3.11. iISTATISTIK

Istatistiksel analizin yapilmasinda bilgisayar programi olarak (SPSS Inc.,
Chicago, IL; USA) kullanildi. Sayisal degiskenler ortalama + standart sapma seklinde
sunuldu. Biyokimyasal verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi sirasinda gruplar
arasindaki farklarin incelenmesinde Kruskal-Wallis testi, ikili karsilagtirilmalarin
degerlendirilmesinde ise Mann-Whitney U testi kullanildi, p<0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. MDA DEGERLERI UZERINE ETKIiLER

Siyatik sinir ve inerve ettigi kas dokusunda tespit edilen MDA diizeyleri
incelendiginde 0,075 nmol/mg protein ile 0,336 nmol/mgprotein arasinda degisen
degerler elde edilmistir. Ortalama MDA degerleri hesaplandiginda en diisiik MDA
degerinin Kontrol grubunda (0,097+-0,05nmol/mg protein) oldugu en yiiksek degerin
ise Deney grubu I’de (0.189 nmol/mg protein) oldugu goériilmektedir.

MDA
mikromol/mg
0,25 1
0,2 19
0,15 1
%k
0,1 4
0,05 1
0 - - -
Kontrol Sham Deney grubu | Gingko Epigallokatesin  Kombine

Sekil 11: MDA Diizeyleri

** Deney grubu I’e nispeten anlamli derecede diisiik (p<0.05)

Gruplar arasinda MDA diizeyleri kiyaslandiginda;

1-Deney grubu I, MDA seviyesi anlamli olarak en yiiksek tesbit edildi (p<0.05).

2-Ilag uygulanilan tiim gruplarda tesbit edilen MDA degerleri istatistiksel olarak
anlamli ve diisiik tespit edilmistir (p<0.05).

3-Ilag uygulamilan gruplar arasindaki MDA degerlerindeki farklar ise

istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (p>0.05).
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4.2. SOD AKTIiVITELERI UZERINE ETKIiLER

Siyatik sinir ve inerve ettigi kas dokusunda tespit edilen SOD aktivitesi
incelendiginde 2,19 U/mg protein ile 10,67 U/mg protein arasinda degisen degerler elde
edilmistir. Ortalama SOD degerleri hesaplandiginda en diisiik SOD degerinin kontrol
grubunda (2,850 U/mg protein) oldugu en yiiksek degerin ise EGb761 grubunda (8,309
U/mg protein) oldugu saptanmastir.

U/mgprotein
&P SOD

14
12 1 * ok

10 9§

Kontrol Sham Deney grubu | Gingko Epigallokatesin  Kombine

Sekil 12: Gruplarda SOD aktivitesi

**Deney grubu I, kontrol grubu ve sham grubuna gére anlamli derecede yiiksek
(p<0.05).

1-Deney grubu I, SOD seviyesi Kontrol grubuna gére daha diistiktiir, istatistik
olarakta bu fark anlamli kabul edilmistir (p<0.05).

2-EGDb 761 uygulanan grupta tesbit edilen SOD degerleri anlamli olarak yiiksek
kabul edilmistir (p<0.05).

52



3-EGb 761 ilag grubu ile diger ilag gruplari arasinda fark anlamli olarak kabul
edildi (p>0.05).

4- EGb 761 ilag grubu ile kombine grup arasindaki fark anlamli bulunamistir
(p>0.05).

4.3. NO DEGERLERIi UZERINE ETKIiLER

Siyatik sinir ve kas dokusunda tespit edilen NO diizeyleri incelendiginde 0,36
umol/mg protein - 1,31 umol/mg protein arasinda degisen degerler elde edilmistir.
Ortalama NO degerleri hesaplandiginda en diisikk degerinin EGCG grubunda (0,4420
umol/mg protein) oldugu en yiiksek degerin ise Deney grubu I’de (0,5913 umol /mg
protein) oldugu saptanmugtir ( Tablo 12, Sekil 17).

NO

NO umol/mgprotein

0,9

Kontrol Sham Deney grubu | Gingko Epigallokatesin  Kombine

**Deney grubu I’e gore fark anlamli derecede diistik (p<0.05).

Sekil 13: Gruplarda NO degerleri

53



1-NO diizeyi EGb 761 grubu ve EGCG grubunda anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p<0.05).

2-Deney grubu | ile kombine grup arasindaki fark anlamli bulunmamistir
(p>0.05).

3-Deney grubu | ve Kontrol grubu arasinda fark olmasina ragmen istatistik

olarak bu fark anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Tablo 12: Gruplardaki ortalama degerler

Gruplar MDA (umol/mg) SOD (U/mgprotein) | NO (umol/mg)
Kontrol 0,097+-0,05 6,2625+-0,01 0,3625+-0,01
Sham 0,106+-0,05 5,8625+-0,01 0,4025+-0,01
Deney Grubu | 0,189+-0,03 2,850+-0,02 0,5913+-0,04
EGb761 0,1240+-0,01 8,309+-0,06 0,4550+-0,02
EGCG 0,1190+-0,03 4,2450+-0,02 0,4420+-0,01
Kombine 0,1210+-0,01 5,8690+-0,01 0,5590+-0,03

Tabloda ilag verilen gruplarin ve Kontrol, Sham, Deney grubu I gruplarinin
MDA ve NO diizeylerinin ortalama degerleri ile SOD enzim aktivitesinin gruplardaki
ortalama degerleri goriilmektedir. Biyokimyasal verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi sirasinda gruplar arasindaki farklarin incelenmesinde Kruskal-Wallis
testi, ikili karsilagtirllmalarin degerlendirilmesinde ise Mann-Whitney U testi kullanildi,

p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4.4. HISTOPATOLOJIK ANALIZ SONUCLARI

Gruplarm histopatolojik analizlerinde, Deney Grubu 1 ile ila¢ verilen gruplarin
kendi aralarinda karsilagtirmalar1 yapildiginda birbirleriyle aralarinda istatistiksel olarak

anlaml fark tespit edilememistir (p > 0.05).
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Sekil 14: Kontrol grubu siyatik sinir dokusu

Sekil 15: Sinir doku hasarli bolge kesiti
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Sekil 16: Egb 761 grubu sinir dokusu kesiti

Sekil 17: EGCG grubu sinir doku kesiti
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5. TARTISMA

Periferal sinir hasar1 giiniimiizde sik karsilasilan olaylardan bir tanesidir.
Ozellikle iilkemizin cografik yapisinin daglik ve engebeli olmas1 gdz oniine alindiginda
toprak kaymasi, c1g diismesi, trafik kazalari, bireye bagh diisme, insaat kazalari ve
bunun gibi daha birgok olay klinik olarak sinir doku iizerinde ezilme tipi hasarlar
olusmasina sebeb olmaktadir. Genelde lezyonun klinik tablosu sinirin lokalize oldugu
bolgeye, ezilme olusturan basinca ve bu basincin olusturdugu siddet etkisine, ve ezilme

olusturan basincin etki siiresine baghdir (1, 2, 8).

Sinirde olusan ezilme tipi ya da kompresyona bagli hasar da diyebiliriz ilk
olarak doku diizeyinde mekanik olarak etkili olmaktadir (4, 5). Kompresyon yapan
cisim etrafindan doku normal anatomik durusunu birakir ve travmatize bolge, saglam
olan kisima dogru kaymaya baslar ve duyu ve motor iletim iizerinde aksakliklar olusur.
Ezilme tipi hasarin ikincil etkisini dokuda azalan kan ve doku sivisina bagl olarak
mikrovaskiiler hasar olarak gormekteyiz (12, 13). Mikrosirkiilasyonun azalmasi igin
kompresyon siiresinin uzun olmasina gerek olmadig diisiik siddetlerde bile kesildigi

belirtilmistir.

Ezilme tipi hasar; mekanik iletim bloguna ki bu durumda sinirin inerve ettigi kas
tizerinde de atrofiye neden olacaktir, 6te yandan olusan iskemi ve iskemi sonrasi kanin
tekrar o bolgeye gollenmesiyle reperfiizyon olusur ki bu durumda serbest oksijen
radikalleri meydana gelmektedir. Iskemik ve mekanik etkilerin toplam etkisi her birinin

tek basina olusturdugu etkiden daha fazla hasar olusturmaktadir (18, 19, 20, 21).

Deneyde sican kullanilmasinin ana sebebleri Oncelikle bilimsel olarak
taksonomide memeliler sinifinda olmasi ve insana genetik ve molekiiler agidan bir¢cok
protein benzerliginin bulunmasi, viicut olarak kiiciik olmas1 yani fazla yer kaplamamasi
bdylece rahat miidahale edilebilmesi, biitce olarak masrafli olmayip kolay tretilebilen

ve elde edilebilen olmasi seklinde siralanabilir.
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Yapilan arastirmalar neticesinde iskemi sonucu hiicresel permeabilite artmakta

+2
olup hiicre i¢i Ca konsantrasyonunda artmaya ve bu artisa bagl olarak bir ¢ok proteaz

enzimi aktivasyonuna reseptorlerin, membran proteinlerinin hasarma yada ksantin
oksidaz enzimi gibi serbest radikal liretim merkezi olan enzimlerin aktiflenmesine (41,
43, 46, 51), mitokondriyal aktivitenin azalmasina bagli olarak ATP seviyesinde

diismeye, mitokondri membran yapisinin bozulmasina bagli olarak intermembranel

araliktaki (H+) hidrojenlerin serbestlesmesine ve serbestlesen hidrojenlerin (OH')

radikal formlara doniismesine belkide sebeb olmaktadir. Ayrica mitokondri membran
biitiinliigiindeki bozulmalar membran yapisindaki sitokrom C nin serbestlesmesine
hiicre i¢i apopitotik etkinin olusmasina neden olacaktir. Iskemik hasar yiiksek diizeyde
radikal olusumunu aslinda katalizlememektedir. Serbest radikallerin bu kadar
artmasinin asil nedeni iskemik durum degildir azalmis oksijen seviyesinin reperfiizyon

olusmastyla birlikte ani artisidir (52, 54, 56, 57, 60).

Hiicre olumsuz sartlara adaptasyon egilimindedir ki bu siire¢ i¢inde ani bir
oksijen artis1 hiicre i¢i bir ¢ok sistemde oksidasyonu artiracagindan olusan iiriinler ve
substratlar arasindaki diizensiz korelasyon radikal iiretimini tetikleyecek, olusan
radikaller ise ilk hedef olarak lipidlere saldiracaktir. Bdylece lipid peroksidasyonu
artacaktir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden biride MDA ’dir (44, 45, 46,
56). Sinir sistemi ise lipitce oldukca zengindir. Sfingomyelin lipidler i¢eren sinirler iste
bu ezilme tipi sinir hasarinda iskemi-reperfiizyon hasarima maruz kaldigi icin esas
olarak hasara ugramaktadirlar (48, 49, 51, 52). Bizde bu g¢alismamizda bu hasari
gostermek ve kullandigimiz maddelerin hasara kars1 koruyucu etkisini arastirmak igin
siyatik sinir ve inerve ettigi kas dokusunda MDA diizeylerini ¢alistik. Ortalama MDA
degerleri hesaplandiginda en diisik MDA degerinin Kontrol grubunda (0,097+-
0,05nmol/mg protein) oldugu en yiiksek degerin ise Deney Grubu I’de (0.189 nmol/mg
protein) oldugu goriilmektedir. Bu bulgular neticesinde verilen ilag maddelerinin serbest
radikal kaynakli lipid peroksidasyonunu azalttigi diisiinilmektedir. Fakat ilag
gruplariin her birinin tek basina yaptig1 etkinin kombine gruba gore herhangi bir iistiin

yaninin olmadigini da yine bulgularimizda belirtilmistir.
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Organizma iskemi reperfiizyon sonucu olusan serbest radikallere antioksidan
sistem dedigimiz enzimatik (SOD, CAT, GSH-Px, gibi) ve nonenzimatik sistemleriyle
radikal detoksifikasyonuna karsi savunma olusturmaya ¢alismaktadir. SOD, CAT, GPx
gibi endojen antioksidan Ozelligi olan bu enzimler radikal temizleyici 6zellikleriyle
koruyucu etki gosterirler. SOD siiperoksiti hizlica hidrojenperoksite katalizler.
Hidrojenperoksit ise katalaz ve GPx tarafindan su ve oksijene indirgenir. Bu enzim
seviyelerinin Ol¢limii serbest radikal araciliyla olusan hasar konusunda indirek bilgi
verir (62, 65, 71, 75).

Calismamizda kullandigimiz EGb 761 (Tebokan forte) un SOD enzim aktivitesi
tizerinde olumlu etkilerinin oldugu daha 6nceki ¢alismalarda belirtilmisti (82, 83, 84).
EGb 761 SOD aktivitesi arttirici etkisi kendisinin SOD enzim aktivitesine sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir (79, 80). Cesitli hastaliklarin etkisiyle olusan SOR
tiretiminde ve bu iiretime bagl olarak antioksidan enzim aktivitelerinde siirekli bir
artistan bahsetmek veya enzim inhibisyonu olabilecegi konusunda fikir yiiriitmek zor

olacaktir.

Canli hastalik durumunda antioksidan mekanizmalarint uygun derecelerde
calistirarak kendine savunma yolu se¢mekte ya da hastaligin ¢esidine veya tipine baglh
olarak antioksidan mekanizmalarinin ¢alismasi, enzim sentezinin engellenmesi ya da

enzim yapisinin degistirilmesi seklinde baskilanmaktadir (104).

Bizde ¢aligmamizda siyatik sinir ve inerve ettigi kas dokusunda SOD enzim
aktivitesini ¢alistik. SOD enzim aktivitesi agisindan en yiiksek degerlerin EGb 761
grubunda oldugu ve diger gruplara oranla anlamli bigimde yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p<0.05). Ortalama SOD degerleri hesaplandiginda en diisik SOD degerinin deney
grubu I’de (2,850 U/mg protein) oldugu en yiiksek degerin ise EGb761 grubunda (8,309
U/mg protein) oldugu saptanmistir. Kombine grupta ise SOD enzim aktivitesinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.05), ayn1 zamanda elde edilen bu degerin EGb 761
grubuna gore daha diisiik ve EGCG grubuna gore ise daha yiiksek oldugu gortilmiistiir.
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Siyatik sinir ve kas dokusunda yaptigimiz NO diizeyi Ol¢iimiinde; NO
diizeyinde en yiiksek degerlerin Deney Grubu I’de oldugu ve istatistiksel olarak da
anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05). En diisik NO diizeyinin ise EGCG grubunda
oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlemlenmistir (p<0.05). EGb761 ve
EGCG gruplan arasinda ise NO diizeyinde anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05).
Ayrica ortalama NO degerleri acisindan karsilastirildiginda ise; Ortalama NO degerleri
hesaplandiginda en diisiik degerinin EGCG grubunda (0,4420 pmol/mg protein) oldugu
en yliksek degerin ise Deney grubu I’de (0,5913 pmol /mg protein) oldugu saptanmustir.

SOD aktivitesinin artisi, Nitrit-nitrat diizeyindeki diisme, serbest radikallerin
ortamdan temizlenmesi noronlarin membran biitiinligiiniin saglanmasi1 ve ndron
rejenerasyonu agisindan onemli bir nokta oldugu i¢in {izerinde ¢alisilmasi gereken bir

konu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Siyatik sinir hasari ¢alismasinda ana model olusturan ¢alismay1 Sartini ve ark.
lar1 yapmuistir. Sinir sistemi iizerinde EGb 761’in rejenerasyon ve bazi yaygin koruyucu

etkilerinin olabilecegini belirtmislerdir.

Hsu ve ark ise buna ilaveten schwann hiicrelerinde EGb 761’in bazi
polimerlerin (DL-laktik asit-co-glikolik asid) total miktarlarinin artirilabilinecegini
noronlarin myelin igeren aksonlarinda rejenerasyon ve periferal sinir fonksiyonlarinda
geri kazanimim da artirilabilecegini belirtmistir. EGCG oksidatif DNA hasarinda
epigallokatesinin koruyucu etkilerinin oldugu bir¢ok calismada yine belirtilmektedir
(102).

Doz bagimli epigallokatesin verilerek yapilan iskemi reperfiizyon sonucu serbest
radikal salinimi ve hiicre hasari, apopitozis c¢alismasinda katesinin koruyucu etkisi

oldugu belirtilmistir (77, 90, 92).

Agirlik kaybir iizerinde de etkilerinin oldugu siganlar iizerinde yapilan

aragtirmalarda elde edilen bulgular arasinda belirtilmektedir (96).

Yapilan bu deneyde iizerinde ¢alisma yapilacak olan siganlar deneyin ilk giini,
4. giinii ve deneysel olarak ila¢g vermenin kesildigi 8. gilinde tartildi ve sicanlarda
ortalama olarak 40gr. Agirlik kaybi gozlemlendi. Ilag verilen tiim gruplarda agirlik

kaybinin lineer bir azalis seklinde oldugu bulgulara eklendi.
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1-

6.SONUCLAR

Deney grubu I, MDA seviyesi Kontrol gruba gére anlamli olarak yiiksek
tesbit edildi (p<0.05). Oksidatif hasar1 ortadan kaldirmaya ¢alisan
antioksidan enzimlerden SOD enzim aktivitesi ilag¢ verilen gruplarda anlaml

olarak yiiksek bulundu (p<0.05).

Siyatik sinir hasarinda EGb 761’in  koruyucu etkisinin olabilecegi
gozlemlenmistir. EGb 761 grubunda MDA diizeyi anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.05). Yine bu grupta NO diizeyinde de anlamli olacak
diizeyde bir azalma tesbit edilmistir (p<0.05). SOD enzim aktivitesinde ise
diger gruplara oranla EGb 761 grubunda anlamli bir artma s6z konusudur
(p<0.05).

Siyatik sinir hasarinda EGCG’nin koruyucu etkisi olabilecegi goriilmiistiir.

MDA diizeyinde ve NO diizeyinde anlamli bir azalma goriilmistiir (p<0.05).

Kombine grupta ise hasar1 énlemede koruyucu bir etkisinin oldugu fakat tek
tek uygulanilan ilag gruplarina nispeten aradaki farkin anlamli bir fark

olmadig: gorildi (p>0.05).
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