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OZET

Periferik sinir iskemisini takiben kan akiminin yeniden baglamasi
oksidatif strese bagli olarak kan sinir bariyerinin bozulmasina ve sinir hasarina
neden olur. iskemi sonrasi reperfiizyon hiicresel bitiinliigiin bozulmasina bagli
fonksiyonel yetmezlik ile karakterize inflamatuvar ve metabolik hasara yol acar.
Birgok antioksidanin insanlari hastaliklardan koruyucu faydali etkileri oldugu
deneysel ¢caligmalarla gosterilmigtir. Kuruyemigler, tohumlar, sebzeler, meyveler
ve aga¢ kabugunda dogal olarak bulunan proantosiyanidinlerin (PA) serbest
radikaller ve oksidatif strese karsi koruyucu ve tedavi edici etkileri birgok
calismada rapor edilmistir.

Bu calisma; sicanlarda periferik sinir iskemi reperfiizyon (iR) hasarinda,
PA’in koruyucu etkisini arastirmak amaciyla yapildi. Siganlar rastgele her biri
7’serli 9 gruba ayrildi. Sag inguinal bolgede yapilan diseksiyon sonrasinda
femoral arter ve ven anevrizma mikroklipsi ile klempe edilerek siyatik sinir ve
devami tama yakin iskemik hale getirildi. Bu sekilde 3 saat iskemiye maruz
birakilan sinirde klipsler c¢ikarilarak deney protokoline uygun surelerde
reperfuzyon saglandi.

PA veriimesiyle sican periferik sinirinde IR hasarl belirgin derecede
azaldi. Serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonunun metaboliti
olan malondialdehit seviyeleri; grup II'de (1,22+0,93 nmol/ml) grup lIl'den
(0,76+0,25 nmol/ml) belirgin olarak daha yuksekti. Yine grup IV’te (1,00+£0,63
nmol/ml) grup V’e gore (0,74+0,33 nmol/ml) belirgin olarak daha yUksek
saptandi. Ayrica PA'in sUperoksit dismutazin antioksidan enzimatik aktivitesini
belirgin derecede arttirdigi tespit edildi. Yine PA’in iskemi reperfizyon hasari
sonucu olusan aksonlarin miyelin kiliflarinda delaminasyon derecelerini dnemli
dlclide azalttigr belirlendi. immunofloresan isaretleme ve ELISA ydntemi ile
yapilan olgumlerde grup Il ve grup VII'de aktif kaspaz 3 dlizeylerinde azalma
oldugu tespit edildi.

Sonug olarak; PA’in periferik sinir iskemi reperfizyon hasarinda olusan
oksidatif hasar ve sinir lifi dejenerasyonuna kargi serbest radikallerin zararl
etkilerini engelleyerek antioksidan savunma sistemlerini destekledigi kanisina

varildi.

Anahtar kelimeler: iskemi-reperfiizyon, Kaspaz 3, Oksidatif stres,

Periferik sinir, Proantosiyanidin



ABSTRACT
The Investigation Of Proanthocyanidin Extract Protective Effect In Rat

Sciatic Nerve In Ischemia Reperfusion Injury

Blood flow after peripheral nerve ischemia leads to the destruction of
blood-nerve barrier due to oxidative stres. Reperfusion after ischemia causes
inflammatory and metabolic injury characterised by functional insufficiency due
to the impairment of cellular integrity. The protective effect of various
antioxidants from illnesses for human beings have been demonstrated by
experimental investigations. The protective effects of nuts, seeds, vegetables,
fruits and proanthocyanidines (PA) against both to free radicals and oxidative
stress have been reported by many studies.

This study was designed to investigate therapeutic effects of PA in
ischemia-reperfusion (IR) injury in rats. Rats were randomly assigned to 9
groups each consisting of 7 animals. After the dissection in the right inguinal
region, femoral artery and vein were clamped with aneurysm microclips to
establish ischemia in the siatic nerve. After 3 hours of ischemia, the clips was
removed and various durations of reperfusion have been performed in different
experimental groups.

A marked decrease in IR injury was noticed by PA administration.
Malondialdehyde, the lipid peroxidation metabolite caused by free radicals, was
considerably high in the group Il compared to group lll. Also, the MDA level was
higher in group IV compared to group V. PA also markedly increased the
antioxidant enzymatic activity of superoxide dismutase. PA was shown to
decrease delamination degree of axonal myelin sheaths due to IR injury. Active
caspase 3 levels were seen to decrease by immunoflourescant and ELISA
methods in group Il and group VII.

In conclusion, PA might be suggested to support antioxidant defense
systems by inhibiting the harmful effects of free radicals which may cause
oxidative injury and nerve degeneration in peripheral IR injury.

Key Words: Ischemia-reperfusion, Caspase 3, Oxidative stress

Peripheral nerve, Proanthocyanidin



GiRiS VE AMAC

Sinir sistemi anatomik olarak merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir
sistemi (PSS) olmak Uzere iki bolimde incelenir. MSS beyin ve medulla
spinalisten olusur. Kraniyal, spinal, periferik sinirler ile gangliyonlar ve serbest
sinir sonlanmalari ise PSS’ni olusturur®.

Sinir sistemi, sinir hicresi adi verilen néronlar ve gliya hicrelerinden
meydana gelir?. Néronlar uyariy1 almak ve iletmek, ayrica nérotransmitterler ve
bilgi ile ilgili diger molekulleri salgilamaktan sorumludurlar. Noéronlar; hucre
govdesi (perikaryon), akson ve dendritlerden olusurlar. Akson, sinir uyarisini
diger hicrelere iletmek icin 6zellesmis tek bir uzantidir. Dendritler ise uyariyi
cevreden, duyu epitel hdcrelerinden ve diger noéronlardan almak Uzere
dzellesmis cok sayidaki uzantilardir®.

Periferik sinirler, somatik veya otonom sinir sistemlerinin afferent veya
efferent sinir liflerinden olusan yapilardir. Sinir lifi, bir akson ve ¢evresinde yer
alan miyelin kiliftan meydana gelir. Sinir liflerine ait hucre goévdeleri MSS’nde
veya gangliyonlarda yer alir. PSS’ne ait butun aksonlarin c¢evresinde
baslangiclarindan sonlanacaklari yere kadar Schwann htcresi kilifi bulunur.
Schwann hicre sitoplazmasinin akson cevresine konsantrik olarak sikica
sariimasi sonucunda miyelin kilif olusur. Miyelin kilifi iceren sinir liflerine
miyelinli sinir lifleri, miyelin kilifi bulunmayan sinir liflerine ise miyelinsiz sinir
lifleri denir. Miyelin kilf lipidden zengin bir tabakadir ve impulsun hizl
yayllmasini saglar®.

iskemi organi veya dokuyu perfiize eden kan akimindaki yetersizlige
baglh olarak gelisen geri donusumli veya donusumsuz olabilen hicre/doku
zedelenmesidir®. Iskemik dokudaki kan akiminin yeniden sagdlanmasi ise
reperfizyon olarak adlandiriir. Doku kan akimi kesildiginde hucre
fonksiyonlarinda bozulma ve hicre 6limiG gézlenir. Kan akiminin tekrar
bagslamasi iskeminin yol ac¢tigi hasari sinirlandirmaktadir. Ancak kan ile iskemik
doku arasindaki etkilesim var olan doku hasarini daha da arttirabilmektedir.
Kesilmig olan kan akiminin tekrar baglamasi sonucu hasarin daha da artmasina
reperfiizyon hasari denir>®.

iskemik dokudaki reperflizyon, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) Uretimini

arttirirken, proinflamatuar sitokinler ile mediatorlerin serbestlesmesi, granulosit



infiltrasyonu ve kalsiyum dengesinde bozulma gibi bir dizi olay da baslatir’.
ROS’nin Uretimi ve birikimi lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA
hasarina neden olur. ROS kaspaz kaskadininin tim basamaklarinin
aktivasyonunda rol oynar®.

Iskemik néropati genellikle diyabetes mellitus, vaskdlitler, travma ve
periferik vaskiler hastaliklara bagli olarak gérilir®. iIR'da kan sinir bariyerinin
yikimi sonucunda ortaya c¢ikan oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu c¢ok
sayida biyokimyasal ve patolojik degisikliklere neden olur®®. Siddetli sinir
iskemisi enerji azhgini takiben iletim bozuklugu ve sinir lif dejenerasyonu ile
sonuglanir. Reperfuzyon sonucunda endotel hlcrelerinde oksidatif hasar ve
sonrasinda endondral ddem ile sinir lifi dejenerasyonu meydana gelir**.

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek Uzere organizmada
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan
cesitli savunma mekanizmalari bulunmaktadir'?.

Son zamanlarda yapilan cesitli deneysel IR modellerinde 6&zellikle
endojen antioksidan maddelerin iR hasarinda koruyucu veya &nleyici etkileri
gosterilmeye calisilmistir. Ancak henliz PA’in IR hasarinin neden oldugu
oksidatif stres ve antioksidan savunma sistemleri ile periferik sinirde yaratmis
oldugu etkileri arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Bu tezin amaci
histopatolojik ve biyokimyasal parametreler kullanilarak iR hasari yapilan
sicanlarda PA takviyesinin cesitli oksidatif stres ve antioksidan savunma

sistemleri ile periferik sinir Uzerine koruyucu etkilerini aragtirmaktir.



GENEL BILGILER

Sinir Sisteminin Embriyolojisi

Embriyonik gelisim surecinde ektoderm tabakasi organizmada birgok
yapilya farklanir. Ektodermden farklanan en kompleks ve ilging yapi sinir
sistemidir. Sinir sistemi gelisimi surecinde Pax2, Pax5, Wnt1, En1, Nurr1, Shh,
OTX1, OTX2, Noggin, Chordin, Slug, FGF8, b FGF, BMP, PDGF, demir,
laminin, entaktin, fibrin, kollagen Tip1 gibi ¢cok sayida protein, gen ve farklanma
faktorleri rol oynamaktadir.

Sinir sisteminin gelisiminde induksiyon, proliferasyon, pattern olusumu,
hicreler arasi iligki, hticre gocu, hlcre farklanmasi gibi birgok gelisimsel olay rol
oynar. indiksiyon hem sinir sisteminin notokord tarafindan primer indiiksiyonu
hem de farklanan ndral dokularin kendilerini induklemeleri (sekonder
indUksiyon) seklinde geligir.

Gastrulasyon déneminde normal ektoderm BMP-4 (Bone morphogenetic
protein) salgilayarak dorsal ektodermin néral dokulari olusturmasini
engellemektedir. Ancak intrauterin gelismenin Ucunci haftasinda HNF-3b
(Hepatic nuclear factor-3b) etkisi ile notokordu olusturan hucreler noral
indukleyici molekuller olan noggin ve kordini salgilamaya baglarlar. Noggin ve
kordin BMP-4’Uin inhibitor etkisini bloke ederek ylzey ektoderminin uyariimasini
saglar. Notokordun bu indukleyici etkisi ile yuzey ektoderm hucreleri gogalarak,
uzun kalin bir bant seklinde néral plagi olustururlar. Notokordun gelisimi ile
birlikte uzamaya ve genislemeye devam eden noral plak 18. glinde invajine
olarak ndral kivrimlarin arasinda néral olugu olusturur. Uglincl haftanin
sonunda noéral kivrimlar birbirlerine dogru uzanarak birlesmeye baglarlar ve
noral tupd olustururlar. Noral tiplin olusumu genler, ekstrinsik faktorler ve
mekanik faktorleri de kapsayan bir slregtir. Bir grup gen noéral tlpun
kraniyal/kaudal polaritesini belirlerken, bir grup gen ve sinyal molekulu ise
dorsal/lateral polariteyi belirleyerek sinir sisteminin dogru ydnde gelisimini
dizenlemektedir. Geligimin ilerlemesiyle noral tup ylzey ektoderminden ayrilir.
Noral tlp olusumu sirasinda bazi noéroektodermal hucreler ylzey
ektoderminden ayrilirlar. Noral tlp icin spesifik olan hucre yluzey molekullerinin
kaybiyla birlikte (N-CAM ve N-Kaderin) komsu hucrelerle baglantilarini
kaybederek ndral tip ile yuzey ektodermi arasinda yassi duzensiz bir kitle olan

ndral kristayi olustururlar. Cesitli yonlere dogru goé¢ eden noéral krista hlcreleri



mezensim iginde dagilirlar ve gesitli hicre ve dokulara farklandiktan sonra ise
hicre adezyon molekullerini yeniden eksprese etmeye baslarlar. Noral krista
hicreleri sinir sistemi ile ilgili olarak spinal gangliyonlari (arka kdk gangliyonlart),
otonomik sinir sistemi gangliyonlarini, bazi kraniyal sinir (V, VII, IX ve X)
gangliyonlarini, periferik sinirlerin kiliflarini ve beyin ile medulla spinalisi saran
meningeal zarlari olustururlar.

Noral tip MSS’ne farklanirken, noéral krista hlcreleri ise PSS ve otonomik
sinir sisteminin biyik kismini olusturur'®. Spinal sinirler, kraniyal sinirler ile
kraniyal, spinal ve otonomik gangliyonlardan olusan PSS’nin ¢ogu krista noralis
kokenlidir. Her bir néron gévdesi modifiye Schwann hicre (SH)’leri olan satellit
hicreleriyle sarilidir. Periferik sinirlerin  olusumu medulla spinalisin bazal
plaginda bulunan motor noroblastlardan aksonlarin uzamasiyla baslar. Buyuyen
aksonlar buyume konu ile sarihidir. Bu buyime konuna gelen sinyal
molekullerine bagh olarak akson uzunlugu ve gidecegdi yon belirlenir. Yapilan
son g¢alismalar Hedgehog, Wnt ve BMP ailesi proteinlerinin aksonal buyumede
rolleri oldugunu gostermekle birlikte, bu molekullerin hicre iskeletini aksonlarin
buyumesi icin nasil organize ettikleri bilinmemektedir.

Doérdincu haftanin sonunda medulla spinalisin bazal plaklarindan gikan
motor sinir lifleri belirmeye baslar ve gelismekte olan bir kas grubuna dogru
uzanan ventral sinir kékinu olustururlar. Medulla spinalisin dorsolateraline go¢
eden noéral krest hicrelerinden farklanan spinal gangliyon hicrelerinin aksonlari
ise dorsal sinir koku liflerini olugtururlar. Spinal gangliyon hdcrelerinin distal
uzantilari ise ventral sinir koktine dogru buyutyerek ona katilir ve spinal sinirleri
olustururlar. Dorsal ve ventral primer ramuslara ayrilan spinal sinirlerin dorsal
ramuslari dorsoaksiyel kaslari, vertebral eklemleri ve sirt derisini innerve
ederler. Ventral primer ramuslar ise brakiyal ve lumbosakral pleksuslari
olusturarak ekstremiteleri ve &n viicut duvarini innerve ederler®.

Sinir Sistemi

Sinir sistemi i¢c ve dis g¢evredeki degisikliklere vicudun surekli olarak
cevap vermesine olanak saglar*®. Sinir sistemi insan viicudunun en karmasik
yapisidir ve 100 milyondan fazla sinir hicresinin (néron) olusturdugu bir iletisim
agidir. Ayrica sayilari noronlarin 8-10 katina ulasan glia hucreleri ve kan
damarindan zengin az miktarda bag dokusu da icerir'. Her néron diger
ndronlarla ortalama olarak en az bin baglantiya sahiptir ve bu yapi iletisim igin

cok karmasik bir sistem olusturur®.
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Sinir sistemi anatomik olarak MSS ve PSS olmak Uzere ikiye ayrilir.
Kraniyal kavitede yerlesmis beyin ve spinal kanalda bulunan medulla spinalis
MSS’ni olustururken, MSS’ne impuls iletimini saglayan kraniyal, spinal ve
periferik sinirler, MSS disindaki sinir gévdeleri toplulugu olan gangliyonlar ve
dzellesmis sinir sonlanmalari ise PSS’ni olusturur®®,

Sinir sistemi fonksiyonel olarak somatik sinir sistemi ve otonom sinir
sistemi olmak Uzere ikiye ayrilir. Somatik sistem uyarilara karsi istemli olarak
uygun cevaplar olusturur. Vicudun hemen hemen butun bolumlerine motor ve
duyusal innervasyon saglar. Otonom sistem ise istegimiz disinda g¢alisarak duz
kas, kalp kasi ve organlarin fonksiyonlarini diizenler".

Noron

Sinir hicreleri veya néronlar uyarilari alabilen, degistirebilen, iletebilen,
belirli hicre aktivitelerini baglatabilen, norotransmitterler ve diger bilgi
molekdllerini Uretebilen hucrelerdir. Noronlar sinaps olarak bilinen 6zel alanlar
araciligi ile birbirleri ile baglanti kurarak bilgi aktarimi yolu ile yaygin bir ag
olustururlar. NUkleus ve cevresindeki sitoplazmadan olugan hucre goévdesi
soma veya perikaryon olarak adlandirilir. Néron sitoplazmasina noéroplazma
denir. Noronlar uzantili hucrelerdir. Hlcre gévdesinden iki tlr sitoplazmik uzanti
cikar. Govdeden ciktiktan sonra siklikla dallanarak ilerleyen c¢ok sayidaki
uzantilara dendrit, her noron igin bir adet olan daha ince uzantiya akson denir.
Akson hucre govdesinin koni seklinde bir cikintisi olarak izlenen akson
tepesinden baglar. Akson tepesinin apeksinden aksonu saran miyelin kilifin
gorilmeye basladigi bdlgeye kadar olan bdlim inisiyal segment olarak
adlandirihir. Bu bolge aksiyon potansiyallerinin olustugu bdlgedir. Aksonun
plazma membranina aksolemma, sitoplazmasina aksoplazma denir. Akson
hicre gdvdesinden bir baska noérona veya effektdr hicreye uyari tasirken
dendrit periferden gelen uyarilari hticre gdovdesine tasir.

Noronlarin oval veya yuvarlak sekilli genigs nukleuslari genellikle
perikaryonun ortasinda yer alir. Hucrenin yuksek aktivitesinin bir gostergesi
olarak nukleus okromatiktir ve nukleolus belirgindir. Isik mikroskobik dizeyde
perikaryonda ve dendritlerde bazofilik ve metakromatik olarak boyanan granuler
materyal izlenir. Nissl cisimcikleri veya Nissl granulleri olarak isimlendirilen bu
granuller elektron mikroskobik olarak granulli endoplazma retikulumu (GER)
dur. Perinuklear sitoplazmada ayrica ¢ok sayida mitokondriyon, belirgin Golgi

kompleksi, lizozom, mikrotibuller, noérofilamentler, vezikil ve inklizyonlar
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bulunur. Organelden zengin olmalari ndéronlarin  ylksek aktivitelerinin
gOstergesidir.

Aksoplazmada mitokondri, mikrotibudl, nérofilament ve granilsiz

endoplazma retikulumu (ER) bulunmasina ragmen, ribozom ve GER yoktur.
Dendritler bir agacin dallari gibi hiucre govdesinden ayrilan ve dallanma
gosteren kisa uzantilardir. Dallanma noéronun reseptor ylzey alanini genigletir.
Dendritlerde Golgi kompleksi hari¢ tim organeller bulunur. Akson capi
perikaryondan ¢iktigi noktadan sonlandi§i noktaya kadar asagi yukar sabittir.
Bunun aksine dendiritin ¢api ise dallandikga daralir.
Akson ve dendritin 6nemli kismini olusturan hicre iskeleti, ndronlarin asimetrik
kurulumuna izin verir ve néronal fizyolojide esansiyeldir. Néronal hlicre iskeleti
mikrofilamentler, mikrotibuller ve ara filamentler olmak Uzere U¢ tip hicre
iskeleti elemanindan meydana gelmektedir. Mikrotlibuller ve mikrofilamentler
ndronal gelisim ve ndronal hicre seklinin kurulmasina, go¢ sureci, aksonal
blylme, sinaptik plastisite, proteinlerin ve organellerin hicre ici tasinmasi
fonksiyonlarinda rol oynar. Mikrotlbuller bircok nérotoksik durumda hedetftir.
Ara filament proteinleri ise hidcre stabilitesini saglayan hicre iskeleti
komponentleridir>*°,

Noronlarin sentez aktivitesi buyuk olgude hiucre govdesinde gercgeklestigi
icin sentezlenen maddelerin uzantilara gonderilmesi igin bir transport sistemine
intiyag vardir. Aksonal transport cift yonli gerceklesen bir olaydir. Hucre
gOvdesinden akson ucuna, akson ucundan hicre gévdesine mikrotlibll ve ara
filamentler araciigi ile molekuller ve bilgi tasinarak intraselliler bir iletisim
saglanir™.

Periferik Sinirler

PSS’nin varhi@: ilk olarak MO 460-370 yillarinda Hipokrat tarafindan tarif
edilmistir'®. Bir periferik sinir (PS) sinir lifleri, gangliyonlar ve duyusal veya motor
son plaklarindan olusur. Duyusal sinir (afferent) lifleri, periferden son plaklar
(reseptorler) araciligiyla alinan duyulari beyin-omurilik sistemine iletirler. Duyu
sinirlerinin hdcre gdvdeleri dorsal spinal arka kokler igerisinde yerlesmigtir.
Motor (efferent) sinirlerin hiicre govdeleri ise spinal kordun 6n boynuzundadir
ve buradan c¢ikarak kaslara (somatomotor) veya organlara (viseromotor)
giderler. Afferent uyarilar arka boynuzdan, efferent uyarilar ise 6n boynuzdan
iletilirler. Duyusal ve motor sinirler iceren periferik sinirler, dorsal ve ventral

spinal koklerin birlesmesinden olugsmaktadir. Duyusal ve motor liflerin somatik
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olanlari kemik, iskelet kaslari ve deri ile iligkili olup, genel vicut duyusunu
olustururlar. Visseral olanlari ise i¢ organlar, damarlar ve mukoz zarlarla ilgilidir.
Otonom sinir sistemine ait sinir hucreleri ise MSS iginde ve disinda bulunan
cekirdek ve gangliyonlarda toplanmislardir®?.

PS’ler bir veya daha fazla akson demetinden olusmustur. Sinir lifi bir
akson ve gevresinde yer alan kiliflardan meydana gelir. Sinir liflerine ait htcre
govdeleri MSS’inde veya gangliyonlarda yer alir. PSS’ne ait bitlin aksonlarin
cevresinde baslangiglarindan sonlanacaklari yere kadar Schwann kilifi bulunur.
Schwann hiicre kilifi, SH’nin sitoplazmasidir’.

Orta buyuklukteki bir sinir, bazilari miyelinsiz, bazilari ise farkli
kalinhktaki miyelin kiliflari ile ¢evrelenmis binlerce sinir lifini kapsar. Az sayida
miyelinsiz liften olusan ¢ok ince sinirler hari¢ sinirler, miyelin ve kollajen icerigi
nedeniyle beyaz, homojen, parlak bir gériiniim sergilerler®.

Periferik Sinirin Bag Doku Tabakalari

PS’ler bag dokusu tarafindan cevrelenen sinir lifi demetleridir. Bag
dokusu periferik sinirin %21-81’ini olusturur. Eklem bdlgelerinde bu oranin
arttig1  bilinmektedir. Bag dokunun goérevi periferik siniri korumak ve
beslemektir'"*°.

PS bag dokusu temel olarak doért ayri tabakadan olusur. Bu tabakalar en
distan ice dogru; mezonoryum, epindryum, perindryum ve endonoryum olarak
siralanmaktadir. Mezonoryum tabakasi, PS gdvdesini saran ve sinirin
etrafindaki dokulara gore kolayca hareketini saglayan gevsek yapili bir bag
doku tabakasidir®®.

Sinirler distan epinéryum adi verilen siki bag dokusundan olusan fibr6z
bir tabaka ile sariimistir’®?'. Mezodermden kdken alan epindryum periferik sinir
kesitinin %30-70’ini olusturur. Bir periferik sinirde ne kadar fasikil varsa
epinbryum o kadar kalindir. Epinbryum ayni zamanda sinir lifleri arasindaki
boslugu da doldurur. Kan damarlari sinir boyunca epinéryumda seyreder.
Hematoksilen eozin (HE) ile boyal kesitlerin incelenmesinde epinéryumun
yogun kollajen lif, fibroblast ve kan damarlarindan olustugu goérulur. Ayrica
adipositler, mast hucreleri, histiyositler ve lenfatik damarlar da bulunur.
Epindryum, bdlgesel lenf nodlarina agilan lenf kanallari igerir®® 2.

Epindryumun internal bilegeni fasikulleri ayirarak birbiri Uzerinde
kaymasina izin verirken eksternal bileseni ise periferik siniri dis etkenlerden

koruyan bir yastik gbrevi gorur. Bu nedenle, eklem bdlgelerinde daha kalin bir
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yapliya sahiptir. Perindryum ile karsilastirildiginda gerilim kuvvetine karsi direnci
dusiktir’®,

Sinir liflerinin bir araya gelmesiyle fasiklller meydana gelmektedir. Bu
yapilar perindryum tabakasi ile c¢evrilidir. Perinbryum dairesel, boyuna ve
capraz yerlesim goOsteren kollajen liflerden olusan ince fakat kuvvetli bir bag
doku tabakasidir. PerinOryum siki baglantilarla birbirlerine tutunmug hucre
tabakalarindan olusur ve kalinhdi sinir lifinin c¢apina baghdir. Hucreler
arasindaki siki baglanti kompleksleri kan-sinir bariyeri (KSB)'nin temelini
olusturur**°.

KSB’ni olugturan elemanlarin birisi de endondéryumdaki kapillerlerin
endotel hicreleridir. Metabolik olarak aktif bir diftizyon bariyeri olmasi nedeniyle
osmotik dengenin surdurulebilmesi ve endondryum igindeki sivi basincinin
korunmasinda énemli rol oynamaktadir'’?%?*, Ana gorevi gevreledigi fasikilleri
korumak olan perindryum el bilegi gibi bazi bdlgelerde kalin bir yapiya sahip
iken dirsek gibi yapilarda daha ince bir yapiya sahiptir. Bir sinir gdvdesinin
gerilim kuvveti ve esnekligi endonoryum ve epindryumdan daha c¢ok
perindbryuma baglidir. Perindryum saglam oldugu surece sinirin elastikligi ve
bitiinligi korunur®®.

Perinébryum kilifinin icinde tek tek aksonlari ve SH’lerini ¢evreleyen
gevsek bag doku yapisinda endonoryum bulunur. Endondryum rutin
hematoksilen eozin i1sik mikroskopi preparatlarinda ayirt edilemezken, 6zel bag
doku boyalari ile ayirtedilebilir. Yapisinda kollajen ve retikuler lifler, fibroblastlar,
makrofajlar, mast hiicreleri ve kapiller damarlar bulunur. icerdigi uzun yerlesimli
tip | kollajen sayesinde gerilmeye karsi kuvvetli bir yapi haline gelir. Sinirde
bulunan endondral damarlar, SH’lerini ve miyelini sarar. Endonéryumun fibréz
ve hucresel komponentleri endonoéral sivi ile cevrilidir. Endondral sivi basinci,
cevre doku basinglarina gbére daha yuksektir. Bu fark sayesinde akson
kendisine zarar verecek toksik maddelerden uzak tutulur'#%22,

Schwann Hiicresi

SH’leri periferik sinir sisteminin major glial hdcreleridir, sinir hasarinda
rejenerasyonun basarilmasinda ve fonksiyonlarin yeniden kazaniimasinda
vazgecilmezdir®. Olgun PSS’nde miyelin yapan SH’leri, miyelin yapmayan
SH’leri, ndéromuskuler kavsagin perisinaptik SH’leri ve noéronlarin hicre
govdelerini cevreleyen uydu (satellit) hiicreleri bulunur®. SH’leri néral krest

kokenlidir. Noral krest hicrelerinden SH meydana gelmesi Sox 10
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transkripsiyon faktoru gerektirir. SH prekursoérleri dogumdan 6nce ilk olarak
immatur SH’lerini olusturur. Bu immatur SH’lerinin postnatal akibeti iligkide
olduklari akson c¢apina baghdir. SH’leri buyluk capl aksonlarla iligki kurarsa
miyelin yapan SH’lerine farklilagir, klicik ¢apli aksonlarla kargilagsan SH’leri ise
miyelin yapmayan SH’leri olarak kalir. Bu son basamak SH’lerinin yagamlari
boyunca geri donusumludidr. Bu durum dikkat cekici sekilde akson kaynakl
sinyallere baghdir, fakat anahtar sinyal belirlenememistir. Transkripsiyon faktort
Krox-20 SH’nin miyelin yapimi icin vazgecilmezdir®.

Son galismalar, SH’nin miyelin yapimina baglamasinda aksonal kalinlk
kadar aksonal yluzeyden eksprese edilen ndroregulin 1 tip Il miktarininda
belirleyici oldugunu gdstermistir. Farelerde, transkripsiyon faktéri Sox 10 veya
ndroregulin-1 sinyalinin inaktive edilmesi SH preklrsorleri ve sonraki SH’lerinde
kayiplara neden olmaktadir. Buna ¢ok sayida motor ndéron ve dorsal kok
gangliyon noéronlarindaki olumun eglik etmesi, ndronlarin gelismekte olan
glialardan kaynaklanan yasam sinyallerine bagimli oldugunu akla getirir. Miyelin
temel olarak; MSS beyaz cevheri ve genis motor aksonlar iceren periferik
sinirlerde bulunan, lipid ve proteinden olusan bir membrandir?’.

SH’nin bazal lamina ve akson arasinda yerlesmesi miyelinizasyon
surecindeki ilk ve en 6nemli basamaktir. SH’leri siniri gruplar halinde ¢evreler ve
periferik sinir lifi demetindeki miyelin kilif yapacagi akson ile iliski kurarak
miyelin kihfi yapmaya baglar. SH aksonal membrana hicre adhezyon
molekullerinden nectin-like (Necl4 veya SynCAM) aracihidi ile baglanir. Yapilan
son calismalarda akso-glial yizde Necl ¢ifti tanimlanmistir. Necl4 (SynCAM4)
SH’'de ve Necll (SynCAM3) aksonal membranda SH-akson baglantisinda
énemli rol oynar®®. Necl4 akson-glial arayiiz boyunca miyelin iligkili glikoprotein
ile birlikte kimelenmistir. Bu bdlge gelecekte internoda sekillenir. Neurofascin
155, TAG-1 ve gliomedin SH membraninin akson ylzunde bulunur ve ranvier
nodu etrafinda SH-akson etkilesiminde Onemlidir. SH plazma membrani
yalnizca radyal degil longitudinal boyutta da polarizedir. Longitudinal olarak
aksonun tamamen miyelinizasyonu miyelin membranin polarizasyonunun
kanitidir’®.  SH’nin yuzey membrani aksonun c¢evresine spiral seklinde
sariimistir. Bdylece miyelin lameller tabakalar halinde yerlesmistir®’.

Miyelin kilifin olusmasi esnasinda, her bir akson etrafinda 50’ye kadar
ulasabilen sayida donus yapilir. Akson ilk olarak SH’lerinin ylzeyindeki bir

olugun igcinde uzanir. Aksonu gevreleyen olugun kenarlarinin birlesmesiyle, en
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icteki halkanin interselliiler boslugu daralir ve i¢c mezakson olusur. Ik lamel, siki
bir sekilde dizenlenmemistir, yani ilk birka¢ tabaka iginde bir miktar sitoplazma
vardir. Ayni sekilde en distaki tabaka da Schwann hticre nikleusu ile bir miktar
sitoplazma icermektedir. Son tabakanin plazma membraninin kendine yaklagir
sekildeki pozisyonu, dis mezaksonu olusturur. SH aksonun etrafini sararken,
sitoplazma SH’nin ortak merkezli donen membranlari arasinda sikismis olarak
kalir. Daha sonra plazma membraninin i¢ tabakalari birlesir. Elektron
mikroskobik inceleme ile i¢ tabakalarin bu birlesme yerleri, kalin yodun cizgiler
seklinde olan opak bir bolge seklinde gorulir. Bu yogun koyu lamelleri, dig
membran yapraklarinin birlesmesiyle olusan, daha az yogun olan intraperiod
bolgeler takip eder'.

Aksonun miyelinize segmentleri, "Ranvier diguimleri" olarak isimlendirilen
duzenli bir gsekilde yerlesmis miyelin icermeyen alanlar ile birbirinden
ayriimaktadir'. Ranvier dugumleri, Na* ve K* iyon kanallari bakimindan
zengindir. Aksiyon potansiyellerinin sigrayarak ilerlemesine (saltatorik iletim) ve
bdylece uyarinin hizl bir sekilde iletiimesine yardimci olurlar. Bu birbirini takip
eden duzenlenme ayni ¢aptaki miyelinsiz akson boyunca olan impuls iletimine
gore yaklasik on kat fazladir®’.

Miyelinli aksonlar yalnizca Ranvier dugumlerinde dig ortamin etkisi
altindadir. Miyelin kilif aksiyon potansiyelinin hizl iletiimesinin yaninda aksonal
batinligu de saglar. Miyelin yapan glia hlcresinden kaynaklanan sinyaller,
aksonal membranda hizli iletim igin esansiyel olan nod ve paranodlarda iyon
kanallarinin dagilimi gibi 6zellesmeleri uyarir. Miyelinli liflerde her akson tek bir
SH tarafindan sarilirken, miyelinsiz liflerde bir SH birden fazla aksonu
cevrelemektedir®?,

Miyelin kompozisyonu hucre ylzeyine veya hucre i¢i membranlara gore
daha fazla lipid icerir. PS’de miyelinin icerigi %70-85 lipid %15-30 proteindir.

%27 Miyelin kilifini olusturan

Miyelin kilif unsature yag asit zincirleri igerir
lipidlerin bilesiminde kolesterol %25, galaktolipid %29 ve fosfolipidler %46
oraninda bulunmaktadir. Galaktoserebrozid miyelindeki major galaktolipiddir?’.
Periferik Sinir Lifi Tipleri
PS’ler icerisinde tasidiklari bilgilerin igerigine, onemine ve vardiklari
noktalara gore gesitlilik gosteren birgok lif bulunmaktadir. Bu lifler 6zelliklerine
gére A, B ve C gruplari olarak siniflandiriimigtir. A tipi lifler motor ve duysal

liflerdir. A liflerinin ¢aplari ¢ok buyulktir ve miyelinli somatik afferent lifleri ve
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iskelet motor liflerini icermektedirler. Miyelin tabakasina sahip olmalari
nedeniyle sinir iletimi daha hizh olmaktadir®®. B tipi lifler daha kiigiik capa
sahiptirler. Bu lifler A tipi liflere goére iletim hizi olarak daha dusik bir degere
sahiptir. Otonomik sinir sistemine ait pregangliyonik motor lifleri icermektedirler.
C tipi lifler ise A ve B liflerine gore oldukg¢a kuguk bir capa ve iletim hizina
sahiptirler. Pregangliyonik ve postgangliyonik otonomik motor ve duysal lifler
gibi miyelinsiz afferent lifler C tipi lifler igin birer drnektir?.

Periferik Sinir Vaskiilarizasyonu

PS’ler, impuls iletimi ve aksonal transport icin surekli bir enerji
gereksinimi icindedir. PS kanlanmasinin durmasi sinir fonksiyonunun hizla
bozulmasina yol agar. Bir PS’in kesilmesi sonrasi uyarilabilirlik 3-8 glin strdugu
halde, tam iskemi altinda kalmasi sonucu yarim saat iginde tim ileti fonksiyonu
durur®®®,

PS’ler ekstrensek ve intrensek mikrovaskuler sistemlerle beslenen ve
vaskularizasyonu iyi olan yapilardir. Ekstrensek sistem, rejyonel buyuk arter ve
venlerden gelen dallardan olusur. Ekstrensek sisteme ait damarlar, siniri
cevreleyen gevsek bag dokusu (mezondryum) icinde ilerlerler. Lokal besleyici
damarlar epinéryuma ulasinca inen ve c¢ikan dallara ayrilarak intranoral
intrensek vaskdiler sistemle anastomozlar yaparlar®®32. intrensek mikrovaskiler
sistem epindral, perinéral ve endonoral pleksuslardan ve aralarindaki
komunikan dallardan olusur. intrensek mikrovaskiler sistem epindryum icinde
uzunlamasina ilerler ve ekstrensek damarlardan segmental dallar alir®®.

intrensek vaskiiler sistemin ana longitudinal damarlari epindryumda
yerlesiktir. Epindral pleksusta ¢ok sayida ve longitudinal uzanan arteriol ve
venuller yer alir. Bu damarlar perindral ve endonoéral pleksuslara ¢ok sayida
komunikan dal ile baglantiidir. Daha sonra perindryum iginde vaskuler
pleksuslar olusur. Bu damarlar endondral bosluga karekteristik bir sekilde oblik
olarak girerler. intrensek ve ekstrensek sistemler birbirleriyle denge icindedir ve
her biri digerindeki fonksiyonel bozukluklari kompanse edebilir®24%4L,

Sigan Siyatik Siniri Vaskuler Anatomisi

Siganlarda siyatik sinirin damarlanmasi, medulla spinalisten ¢iktiktan ve
pelvise girdikten sonra, A. Glutealis inferior ve eglik eden venler tarafindan
saglanir. inferior gluteal arter, posterior mezonéryumda arteria komitansi (nervi
ischiadici) olusturarak sinirde kanlanmayi gercgeklestirir. Sigan siyatik sinirinin

ikinci buyuk kanlanma kaynagi A. poplitea ve genellikle popliteal arter yanindaki
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iki popliteal vendir. Popliteal arter siyatik sinire uyluk distali ve diz eklemi
hizasinda ulasir ve bu dizeyde asagi ve yukari dallar gdndererek siyatik sinirin
uyluk 1/3 distalinden itibaren, trifurkasyon dahil, asagiya kadar kanlanmasinin
tamamina yakinini gercgeklestirir. Yapilan mikroradyografik calismalar ve
disseksiyonlarda %40-50 siklikla uyluk 1/3 orta bolumde bir intermediat arterin
siyatik sinirin kanlanmasini sagladigi saptanmistir**°,

Sigan Siyatik Sinirinin Bolgesel Kan Akimi

1905 yilinda Okada, yalnizca inferior gluteal arterin baglanmasinin tim
siyatik sinirde iskemik dejenerasyon yaratacagini 6ne surmustir. Sonraki
deneysel calismalarda Okada’nin bulgulari dogrulanmamigs ve siyatik sinirin
intrensek ve ekstrensek dolasimlarindan birisinin tikanmasi halinde digerinin
kompansasyon igin yeterli olabilecegi vurgulanmistir. Hess, iliak arter
ligasyonunu ve sonra Myers, epindryumun disseksiyonu sonrasinda olusan
degisiklikleri incelemislerdir. Nukada'ya gore sigan siyatik siniri beslenmesini
femoral ve internal iliak arterler ile saglar. internal iliak arter ligasyonu
sonucunda siyatik sinirin pelvik bélge ve uyluk bdlgesinin 1/3 Ust ve 1/3 orta
boélimlerinde kan akimi 6nemli dlgide azalmistir. Femoral arterin ligasyonu
uylugun 1/3 alt bélumunde ve bunun distalinde kalan siyatik sinir trifurkasyonu
ile bunun tibial, peroneal ve sural dallarinda tam bir iskemiye yol a¢gmistir.
Femoral arter ligasyonu siyatik sinir kan akiminda en siddetli azalmaya yol
acgarken, iliak arter ligasyonu orta derecede azalmaya neden olmaktadir.
Sladky, femoral arter ligasyonu sonucu siyatik sinirin izledigi yol boyunca
regional kan akimi degisikliklerini ortaya koymustur®®>2.

Periferik Noropati

Yuzden fazla periferik noropati tipi saptanmistir. Noéropati nedenleri
genetik, metabolik, enfeksiydz, immun aracilikli, vaskiler, ilag ve toksin
kaynakli, maligniteyle iligkili ve basiya bagl veya travmatik olarak kategorize
edilebilir. Lezyon distalinde aksonda harabiyet vardir. Aksondaki harabiyetde
SH’leri yasadigi icin sinir rejenerasyonu mumkuanduar. Farkh néropatilerde
patolojik degisikliklerin gelismesinde iskemi majér rol oynar’.
Polindropatileri olusturan hastalik surecgleri 6n planda hicre godvdesini
etkiliyorsa noronopati, baslica akson hasarina neden oluyorsa aksonopati ve
sinir liflerinin miyelin kilift primer olarak hasara ugruyorsa miyelinopati s6z

konusudur®®,
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Periferik Sinir iskemisi

PS iskemisini takiben kan akiminin yeniden baglamasi oksidatif strese
badli sinir hasari ve kan sinir bariyerinin bozulmasi ile sonuglanir. PS’ler
uyarilarin iletimi ve aksonal transportu desteklemek igin surekli enerjiye ve
yuksek metabolik aktiviteye ihtiya¢c duyarlar. Kan akiminda kesilme iletimin
aksamasina neden olur. Impuls iletimi ve aksonal transport intrandral
mikrosirkulasyon ile saglanan araliksiz enerjiye bagldir. Kan sirkilasyonunun
kesintiyi takiben hizli diizelmemesi aksonal 6liimle sonuglanir®**°,

Gegici iskemi periyodundan sonra kan akiminin yeniden baslamasi
reperflizyon hasarina sebep olabilir. Reperflizyon hasari asirt Ca™ yiiklenmesi,
serbest yag asitlerinde yukselme, extrasellller asidozis, kapiller permeabilitede
artma, kan sinir bariyerinde bozulma, NO metabolizmasinin bozulmasina neden
olur®*. Buna ek olarak reperfiizyon sinirde oksidatif strese neden olur ve serbest
radikal olusumu hiicrenin savunma mekanizmalarini bozar®®.

iskemik sinir hasari segmental demiyelinizasyon, endonéral 6édem,
iletimde bozulma, aksonal dejenerasyon ile multifokal veya diffuz sinir lifi
kaybini icerir®. Diyabetes mellitus, vaskiiler okluziv hastaliklar, nekrotizan
vaskllitler ve travma sadece periferal sinir iskemisi ile ilgili néropatiye neden
olan birka¢c patolojik durumdur. Son yillarda yoJun olarak siyatik sinirde
olusturulmus IR incelenmistir®®.

ROS kaspaz kaskadinin tim basamaklarinin aktivasyonunda rol oynar.
ROS mitokondri diginda sfingomiyelinazi aktive ederek seramid uretimine
neden olur ve grantllositlerde hicre ici apoptoz mediatérudir. Fas
reseptorlerinin ROS ile uyariimasi da apoptozu uyarir. ROS mitokondrial
membran potansiyelinde bozulmaya neden olarak mitokondrial porlardan
sitokrom C’nin serbestlesmesine katkida bulunur®.

Normal dokular iskemik hasara kargi ¢cok sayida defans mekanizmasina
sahiptir. PSS’de bol miktarda bulunan lipidden zengin miyelin reperfizyon
esnasindaki serbest radikal aracili lipid peroksidasyonunun hedefidir. iR ile
iligkili toksik substanslar dokulardaki koruyucu sistemleri bozar ve ROS’nin
dokuda birikmesine neden olur’>*.

IR miyelinli liflerde daha fazla hasara yol acar. Lif dejenerasyonu
endonodral 6dem ile ilgilidir. Aksonda gekilme (buzusme) ve sisme goralur.
Carpicit morfolojik degisiklikler elektron mikroskobik incelemede miyelin kilifta

vakuolizasyon ve delaminasyon seklinde goérulir. Bazi liflerde belirgin total
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akson yikimi ve bal petegi gorunumu acgiktir. SH'de de dejeneratif degisiklikler
goralur. Miyelinsiz liflerde ise 6dem ile birlikte vakuolizasyon ve dejenerasyon
olur’.

Akson Dejenerasyonu

Iskemik, nérodejeneratif veya néroinflamatuar hastaliklari igeren
noropatiler gibi ¢ok sayida noérolojik hastalik lokal akson patolojisi ile
karakterizedir. Birgok sinyal yoladi aksonal dejenerasyona yol agar. Ancak bu
yikici siiregteki mekanizma heniiz anlasilamamistir’’°.

Aksonun selektif dejenerasyonu cesitli metabolik, toksik ve inflamatuar
hastaliklari igine alan hasar durumlari ve normal gelisim sirasinda ortaya ¢ikan
néron OlimU olmaksizin ortaya c¢ikar. Akson dejenerasyonu aktif ve
dizenlenmis self-destruksiyon programidir ve apopitoza benzer. Akson
dejenerasyon programinin molekuler yapisi ve nasil kontrol edildidi
tartismalidir. Selektif akson dejenerasyonu multiple skleroz ve AIDS gibi gesitli
hastaliklarda klinik olarak &nemlidir>®.

Aksonopati segici akson dejenerasyonu ile karekterizedir fakat néron
hicre govdesi Uzerinde belirgin degildir. Aksonopati toksik maddeye maruz
kalma sonucu (akrilamid, organofosforlar) ve diyabet gibi hastaliklarda gorulur.
Wallerian dejenerasyon klasik aksonal dejenerasyona oOrnektir ve hicre
govdesinden ayrilan distal aksonda meydana gelen olaylar dizisidir. Aksonal
hicre iskeletinde hizli kirllma, mitokondri dejenerasyonu, mikroglia ve makrofaj
toplanmasi gergeklesir.

Aksonopatinin  dijer formu dying-back noéropati veya distal
aksonopatidir®®®'. Dying-back néropatide siklikla hiicre gévdesi kaybindan énce
aksonal patoloji belirgindir. Bunun nedeni hucre govdesinin akson distali igin
gerekli proteinleri ya da enzimleri Uretememesi veya aksonal transport
sistemindeki bozukluk olabilir®®. Bu siirecte distalden baslayip proksimale
ilerleyen aksondaki patoloji progresif olarak néronu dejenerasyona ugratir.
Sistemik metabolik bozukluklar, toksinler ve bazi kalitsal ndropatiler sinir
hicresinde metabolik dizensizlik olusturur.

Gelisim sirasinda ve hasardan sonra noritlerde (akson ve dendritlerde)
otodestriksiyon ortaya ¢ikar. Bu suUre¢ aksonal mikrotubullerde ve
nérofilamentlerde bozulma ve aksonal fragmantasyonu igerir®.

IR ndéronal 6dem, KSB’'de bozulma, sinir lifi dejenerasyonu, sinir iletim

hizinda azalma, membran lipidlerinde peroksidasyon, serbest radikal birikimi
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gibi degisikliklere neden olur. IR hasarinda biyokimyasal degisiklikler ve aksonal
hasar kan 6rnekleri ve sinir biyopsilerinde gosterilmigstir. Cesitli periferik vaskuler
hastaliklar, artroma, toksik metabolit birikimi diyabet gibi durumlarda néronal
kan akiminin ve ndronal fonksiyonlarin degistigi deneysel calismalarda ve
hastalarda benzer sekilde goézlenmistir. Noronal kan akiminda ve noéronal
fonksiyonlardaki degisim noropatik hastalarin yagsam kalitelerinde kismi ve/veya
kalict bozulmaya neden olmaktadir®.

++

Ekstraselliler Ca ’un kanal araciligi ile hicre igine girisi aksonal
dejenerasyonun baslamasi igin kritiktir®. intraaksonal Ca** seviyelerinin artisi
ve Ca™ bagimli hiicre iskeletinin yikimi sonucunda lokal aksonal yasam
faktorlerinin ekspresyonunun bozulmasi akson dejenerasyonunun nedeni olarak
ileri srllmektedir. Ca'™ girisi iyon spesifik mekanizma Uzerinden aksonal
dejenerasyonda erken basamaktir ve kalpain aktivasyonuna onculik eder. Akut
aksonal dejenerasyonda primer mekanizma kalpainin Ca’™ bagimli
aktivasyonudur. Spektrin ve tubulin gibi mikrotibdl ile ilgili komponentler ve
norofilamentler kalpaine duyarlidir>®°83,

Hucrede global apoptotik yolagin aktivasyonu icin lokal kaspaz
aktivasyonu gerekli degildir. Ancak ornegin sinir sonlanmalari, aksonlar ve
dendritler gibi htcrenin farkl bélimleri toksik saldirilara karsi daha hassastir ve
bu bolgelerde baslayan apoptotik sinyallerin somaya yayillmasi sonucunda
apoptotik sinir hiicresinin 8limu gerceklesir®.

Sinir iskemisi bu patolojik anormalliklerin gelismesinde anahtar rol oynar.
Agri ve hissizlik gibi noropatik semptomlar iskemik uzuvda siklikla baslangi¢
semptomlaridir ve kisa sureli uzuv iskemilerinde gorulir. Post iskemik
semptomlar kan akiminin yeterli miktarda geri donmesine karsin aylarca
surebilir ve reperfuzyonun yeniden baglamasi sonucunda sinir hasari
diuzelebilir. Daha 6nceden yapilan galismalarda reperfizyonun gesitli dokularda
iskeminin etkisini geniglettigi one surulmustur.

Epindral, endonodral mikrodamarlarin ve vendullerin yapisinda bulunan
endotelyal hlcrelerde ve perisitlerde sisme siklikla uzun sdren iskemi ile
reperfuzyon periyoduna sekonderdir. Sinir iskemisi demiyelinizasyona yol
acgarken reperfuzyon miyelin kilifta selektif hasara neden olur.

Reperfuzyon hasarinda altta yatan olasi mekanizmalar serbest radikal
uretimi, sitokinler gibi kemotraktan mediatorlerin serbestlesmesi ve noétrofillerin

aktivasyonunu kapsar. ROS uretimi nétrofil aktivasyonuna yol agar. Notrofiller
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reperflizyonun yol actigi dldirict hiicre hasarinda rol oynar. IR hasarinda
l6kositlerin adherensi endotel hasarina yol acar. iIR'da endotel hiicreleri ve
perisitlerde meydana gelen sisme vaskuler lUmen ¢apini daraltir ve yeniden kan
akimi oldugunda kan akimina direnci arttirir. IR sinirde endotelyal serbest
radikal Uretimi, perivaskuler demiyelinizasyon ve sinir 6deminin Ozellikle de
intramiyelinik 6demin baglamasinda tetikleyici mekanizmadir. Intramiyelinik
odem miyelin lamellerinin intraperiyot gizgilerden ayrilmasina neden olur. Bu
patolojik bulgular farkli dokulardaki oksijen radikallerinin neden oldugu hasarla
benzerlik gdsterir®.

Apopitoz

Hicre o6lumu, morfolojik ve biyokimyasal Ozellikleri ile acikga ayirt
edilebilen apopitoz ve nekroz olarak iki sekilde gerceklesir®®. Apopitoz terimi ilk
kez Kerr ve ark. tarafindan 1972 yilinda kullanilmistir®®. Fizyolojik olarak &len
hicrelerin c¢ekirdeklerinde gorulen yogunlagsmis kromatin parcalar nedeniyle
biizlisme nekrozu adi verilmistir®®®’. Bu olayin dokularda tek tek hiicre kaybina
sebep oldugundan latince ayri dismek anlamina gelen apopitoz denmistir (Apo;
ayri, Ptozis; dusmek). Apopitoz genetik olarak kontrol edilen fizyolojik
mekanizmalarla duzenlenir. Normal embriyonik gelisimde ve yetiskin doku
homeostazisinin korunmasinda 6nemlidir. Apopitoz 6nceleri hicre Alimundn
fizyolojik bir sekli olarak dusinilmesine ragmen toksinler, nérolojik hasar ve
dejeneratif norolojik hastalik modellerinde patolojik hicre 6limune de aracilik
ettigi bildirilmistir®®°8,

Blylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi, sitokinler, hiicre ici Ca™ miktarindaki
artis, Tumor Nekroze Edici Faktér, Degistirici Blyume Faktéru B, Fas Ligand
(Fas/FasL) sisteminin aktive olmasi, DNA hasari nedeniyle bir timor supresor
gen olan p53'un aktive olmasi, viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler
apopitozu etkileyen uyaranlardan bazilaridir. Ayrica hipertermi, radyasyon,
sitotoksik antikanser ilaglari ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de
apopitozu tetiklemektedir®®°.

Apopitozun induksiyonu, hlcre yuzey o6lum reseptdrlerinin uyariimasi,
Sitokrom c¢’nin saliverilmesi, apoptozom olusumu (sitokrom ¢ + apoptozis aktive
edici faktor 1 (Apaf-1) + kaspaz-9), mitokondriyal transmembran potansiyelinin
degismesi, kaspazlarin aktivasyonu, fosfotidilserinin hicre membaninin i¢
yuzlinden dis yuzine yer degistirmesi, DNAaz'in aktivasyonu sonucu DNA’'nin

fragmantasyonu (internikleozomal DNA fragmantasyonu) ve vyapisal
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proteinlerin yikilmasina bagli olarak apopitoza 6zgu morfolojik degisikliklerin
meydana gelmesi apopitozun basamaklarini olusturur’.

NUkleer kondensasyon (piknozis), nikleer fragmantasyon (karyoreksis),
normal goérunumde sitoplazmik organeller ve intakt plazma membrani
apopitozda gorulen hucresel degisikliklerdir. Piknotik nukleus yarim ay veya
hilal seklinde gorulur. Nukleer fragmantasyonu takiben, membranla cevrili
apopitotik cisimcikler hicreden ayrilir ve komsu epiteliyal hlcreler ve
makrofajlar tarafinda fagositoz ile yutulur®’.

Nekroz, fiziksel veya kimyasal uyaranlarin etkisi ile gerceklesen patolojik
bir surectir. Hucrenin parcalanmasi ve toksik bilesenlerin serbestlesmesi ile
karekterizedir. Bu stre¢ genellikle inflamasyon, vaskuller hasar, ¢evre doku
hasari ve fibrozis ile sonuglanir. Apopitoz ve nekroz dokularda ve hicre
kdlturlerinde ayni uyarana maruz kalmakla ayni anda ortaya cikabilir. Sonug¢
olarak, hucre i¢ci ATP konsantrasyonu ve mitokondriyal fonksiyonlarin durumu
hiicrenin 8liim biciminde kritik faktordiir®”.

Kaspazlar

Kaspazlar hicre o6lum yolaginda apopitozda asil roli oynayan, sistein
proteaz ailesini olustururlar. Sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak
bulunurlar. Kaspazlar mitokondride membran hasari olusturur. Enzimler, inaktif
proenzimler olarak sentezlenirler (prokaspaz). Proteolizisten sonra aktiflesirler.
Kaspazlarin aktivasyonu ve inaktivasyonu apopitoz inhibitér proteinler ve
kalpainler gibi diger faktorlerle de kontrol edilir. Kaspazlar; sitokin tretimine
katkida bulunanlar (kaspaz 1,4,5,13), proteolizisi "baslaticilar" (kaspaz 2,8,10)
ve "uygulayicilar" (kaspaz 3,6,7) olarak siniflandirilirlar’>".

Olum sinyali veren baglatici kaspazlar, adaptére baglanirlar ve hiicreyi
apopitoza yonlendirirler. Ancak baslatici kaspazlar apopitozu gergeklestirmez
ancak gerceklestirecek olan kaspazlari aktiflestirirler. Apopitozu gergeklestiren
uygulayici (effektor) kaspazlardir. Uygulayici kaspazlar, baslatici kaspazlarin
akisini aktive ederler. Apopitotik programin merkezi bileseni kaspazlardir.
Kaspaz aktivasyonu hlcreye ozgudur ve kaspaz inhibitorlerinin effektor
kaspazlari inhibe ederek apopitozu engelledigi gdsterilmistir. Ayrica apopitoz
inhibitér protein (IAP) ailesinin kaspazlardan ayri olarak, transkripsiyon
faktorlerinin modulasyonu ve hucre siklusunun kontrolinde de yer alarak
apopitozu inhibe ettigi bilinmektedir. Bu inhibitorler malign hicrelerde ylksek

dizeyde eksprese edilmektedir. Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit
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bulunan bolgelerden keser. Boylece kaspazlarin kisitli proteolizisi nedeniyle,
hiicrede lizis sekillenmez ve apopitotik cisimcikler olusur”™®.

Kaspaz Aktivasyonu

Olim reseptorlerinin aracilik ettigi ekstrinsik yolak ve mitokondrinin
aracilik ettigi intrinsik yolak olmak Uzere kaspazlar iki yolak Uzerinden aktive
olur. Ekstrinsik yolak, Fas ligandi ve TNF gibi hicre 6lum sinyallerinin Fas ve
TNF reseptorlerine spesifik olarak baglanmasi ile plazma membranindan
baglar. Prokaspaz 8/10 komplex multiprotein yapisindadir ve Fas veya TNF
reseptorleri ile birlesmis 6lum bdlgelerinde 6lumu baslatan kompleks sinyaller
olusturur. Aktiflesen kaspaz 8/10 aktif efektor kaspazlardir ve apopitozda hedef
proteinlerin bolinmesine onculuk ederler. Kaspaz 8 mitokondri ile iligkili yolakta
Bcl-2 ailesinin Uyesi olan Bid'i aktiflestirir. tBid mitokondriyal yolagin
aktiflesmesini tetikler. Bu apopitozisi uyaran yolaklar arasindaki sinyal gecisleri
sonucunda, olim reseptdrlerinin aracilik ettigi yolak mitokondriye yayilir.
Mitokondri aracili yolakta, hicresel stres ve proapopitotik proteinlerin
aktivasyonu sonucunda mitokondriden sitokrom c serbestlesir. Sitozolde, Apafil,
pro-kaspaz-9 ve ATP varliginda sitozolik apopitozom kompleksini olusturur.
Sonugta, prokaspaz 9 ve daha sonra pro kaspaz 3 aktive olur’’. Apopitozda
kaspaz aktivitesini kontrol eden c¢ok sayida mekanizma vardir. Bcl-2 ailesi
proteinleri apopitozda esas duzenleyici faktorlerdir ve iki gruba ayrilirlar. Grup |
proteinler anti apopitotik proteinlerdir (Bcl-2 ve Bcl-xL) ve esas fonksiyonlari pro
apoptotik proteinleri inhibe etmektir. Grup Il proteinler pro apoptotik proteinlerdir
(Bid, Bax ve Bak). Sitoplazmada lokalize olan Bax ve Bak proteinleri, hlcre
hasari ve apopitoz sinyaline cevap olarak sitoplazmadan mitokondrial dig
membrana transloke olurlar ve voltaj kapili anyon kanallar’rnin (VDAC)
aclimasini kolaylastirir. Bu degisiklik MMP kaybina neden olur ve sitokrom c
serbestlesir. Buna kargin, anti apoptotik Bcl-XL VDAC’a baglanarak kanali
kapatir. tBiD’in proapoptotik aktivitesi Bax ve Bak'in oligomerizasyonunu
tetikler’®. Ca*"’un neden oldugu streste MPT porlari acgilir ve sitokrom c¢ sitozole
serbestlesir’.

Kalpainlere benzer sekilde, kaspazlar da hucre iskeleti proteinleri, sinyal
transduksiyonu saglayan enzimler, hicre siklusu proteinleri ve niukleer DNA
onarim proteinlerini igceren sinirli sayida hucresel protein substratina sahiptir.
Hucre iskeletinin kaspazlar tarafindan pargalanmasi hicre morfolojisinde

degisikliklere yol agar’®.
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Aktif kaspaz-3 aksotomiyi takiben dejeneratif noronlarda eksprese
edilir’”. HIV ile iliskili periferal néropatide duyusal liflerdeki aksonal
dejenerasyonun aksondaki lokal kaspaz aktivasyonuna bagl oldugu ileri
stiriilmektedir®.

Kalpainler

Kalpainler papainase ailesinden Ca*™ bagimli sistein proteazlardir. Genel
olarak kalpainin nekroz ve apopitozisin her ikisinde de aktive olduguna inanilir.
ER stresinde bozulmus Ca'" dengesi apoptozisi indiikler ve kalpainler belirgin
olarak aktive olur®***,

Hicre i¢i Ca™ miktarinin artigi hiicre iskeleti ve miyelin proteinlerinin
degradasyonuna neden olan kalpainlerin aktivasyonuna yol acgar. Birkag¢ tip
nérodejeneratif hastalik hticre ici Ca™ miktarinin artisi ve kalpain aktivasyonu
nedeniyle olugsan proteolizis ile iligkilidir. Bu durum iskemi/anoksi, travma,
Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda da gorilir. Ca*™ bagimh nétral
proteazlarin aktivasyonu ilk olarak 1964 vyilinda Guroff tarafindan
tanimlanmistir. Kalpainler doku spesifik kalpainler ve tim dokularda bulunan
kalpainler olmak Uzere iki grupta siniflandiriimistir. Tum dokularda bulunan
kalpainler, p- ve m-kalpain izoformlarini igerir. Kalpainlerin fizyolojik
fonksiyonlari hala tam olarak anlasilamamistir. Protein kinaz C aktivasyonu,
protein turnoveri, nekrozis ve apopitoz ile hicre oluminde rolleri oldugu
kanitlanmistir.

MSS lezyonlarinda kalpainlerin aktivasyonundan sonra sonug¢ programli
hicre oOlimd veya apopitozun neden oldugu aksonal bozulmadir. Ayrica
kaspazlar da MSS lezyonlarinda apopitoz olusmasi ile iliskilidir®.

Fizyolojik Ca™ duzeylerinde kalpainler normal dinamik hiicre iskeleti
turnoverini duzenlerler. Hulcre iskeleti proteinleri hicre fuzyonu ve hicre
seklindeki degisikliklerde, ndérit uzamasi ve sinaptik sonlanmalarin yeniden
sekillenmesinde rol oynar. Sonug olarak, Ca™ yiikselmesi kalpain aktivitesinin
yukselmesine ve hucre iskeletinin bozulmasina ve dolayisiyla hicresel hasara
neden olur. iskemik stroke ve Wallerian dejenerasyonunda gdzlenen Ca**
aracili hicre hasari kalpain aktivasyonu ile hulcre iskeleti komponentlerinin
bozulmasina baglidir. Kalpainler apopitoz duzenleyici faktorler ve kaspazlar
Uzerinden apopitoziste rol oynar. Kalpain i¢in substrat olan ¢ok sayida hucresel
hedef tanimlanmistir®®8, Kalpain aktivitesi, otoproteolitik salinim, fosforilasyon,

Ca'" konsantrasyonu ve endojen inhibitor kalpastatin ile regiile edilir®*%,
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Kalpainler ve Kaspazlar Arasindaki Sinyal iligkisi

Kalpainler ve kaspazlar arasindaki iligkide birkag farkli 6zellik vardir.
Sistein proteazlarin bu iki ailesi benzer substrat spesifitelerine sahiptir. BcL-XxL
ve Bcl-2 antiapopitotik proteinler kalpain ve kaspazlarin her ikisinin de
aktiflesmesini (yariklanmadan korurlar) engellerler. Kalpainler prokaspazlari
inhibe eder veya aktiflestirirler. Diger taraftan kaspazlar endojen spesifik kalpain
inhibitdri kalpastatini indirgeyerek kalpain aktivitesini diizenlerler®°*.

Kaspaz, Kalpain ve Kalsiyum iyonu

Kalpain sistemi, hucre fuzyonu ve hucre hareketi sirasinda hucre
membranina baglh hlcre iskeletinin yeniden sekillenmesinde, sinyal
transduksiyon yolaginda molekdllerin  proteolitik modifikasyonu, hlcre
bélinmesi sirasinda ilerletici kontrol enzimlerinin degradasyonunda, gen
ekspresyonunun regulasyonunda, apopitotik yolakta ¢ok sayida farkh rollere
sahiptir. Cok sayida proteolitik enzim apopitoz ile iligkilidir. Ca™ bagimli
olmayan sistein proteazlar ve kaspazlar apopitozda majér rol oynarlar.
Kalpainlerin, kaspazlarin ve bazi baska proteinlerin aktiflesmesinde rol
oynadiklari disundlur. Bazi galismalara gore, kalpain kaspaz 7, 8 ve 9'u aktive
eder. Ayrica m-kalpain pro kaspaz 12’nin aktif kaspaza donusumunu sadlar.
Tek tarafli hipoksi ve iskemide beyin hicrelerinde m-kalpain ilk olarak
prokaspaz 3’0 aktiflestirir. Antikanser bir ajan olan sisplatin ER stresi ve
apopitozise neden olur. Bu siirecte, sisplatin Ca™ ve kalpain bagimli olarak
prokaspaz 12’nin aktivasyonuna neden olur'®. Bu yiizden bazi durumlarda
kalpain apopitozda pozitif regulator goérevi gorurken, bazi durumlarda da
ortamda bulunan kaspazlarn inaktiflestirerek negatif regulatér goérevi yapar.
Kalpainler, apopitozda hucre iskeleti proteinlerinin degradasyonuna katilirlar.
Kalpain iskemik doku hasarinda apoptoz ve nekrozun her ikisine de katilir.

ER stresini takibeden Ca' duzensizliginde m-kalpain araciligi ile
kaspaz 12 aktivasyonunun olustugu yapilan son calismalarda gosterilmistir.
Neonatal hipoksi ve iskemide beyinde kalpainlerin Ca*™ aracili aktivasyonu ve
daha sonra apopitozda anahtar protein olan kaspaz 3’lUn aktivasyonu patolojik
apopitozda deneysel yolakta gdsterilmistir®®.

Apopitozun Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler
1- HE boyama
Hematoksilen nukleusu boyadigindan apopitotik hlcreler nikleus

morfolojisine gore degerlendirilir. Hicre kugllmesi veya sitoplazmik kugulme,
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kromatinin kondanse olmasi ve nukleus zarinin periferinde toplanmasi,
nikleusun kugulmesi veya pargalara bolinmesi bu yontemde gozlenebilen
degisikliklerdir.

2- Giemsa boyama

HE gibi nlkleus morfolojisi esas alinarak apopitotik hucrelerin
taninmasini saglar *°.

3- Floresan mikroskopi

Floresan maddelerin (Hoechst boyasi, DAPI, propidium iyodur, akridin
orange, etidyum bromur, FITC) kullaniimasi ile yapilan boyama seklidir.

4- Faz kontrast mikroskopi

Olen hicreler yapistiklar alt tabakadan ayrilacaklari igin besiyeri icinde
yuzmeye baslarlar. Hucreler henluz alt tabakadan ayrilmamiglarsa hucrelerin
sitoplazmasinda ortaya ¢ikan vakuollerde izlenebilir. Faz kontrast mikroskobu
ile apopitotik hucreler Gzerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir. Ayrica, bazi
hicre tiplerinde ‘blister’ olarak adlandirilan hicrenin sitoplazmasindan disari
tasar gibi gorulen bir veya birkag tane buyuk vakuol gozlenebilir. Bu vakuoller
hidcreden ayrilip besiyeri iginde yuzebilirler ve igleri bos kuresel yapilar olarak
gorunurler.

5- Anneksin V yontemi

Normal hucrelerde hicre zarinin sitoplazmik yuUzinde membran
lipidlerinden biri olan fosfatidil serin bulunmaktadir. Eder hlcre apopitoza
giderse normalde i¢ yuzde yerlesmis fosfatidil serin molekulleri hicre zarinin dig
yuzeyine transloke olur. Anneksin V, hucrenin dis yuzeyine transloke olan
fosfatidil serine baglanabilen bir protein oldugu igin, floresan bir madde (6rnegin
FITC) ile isaretlendiginde apopitotik hiicre gorundr hale gelir. FITC-Anneksin V
kompleksinin hicre yuzeyindeki fosfatidil serine baglanma orani flow sitometri
ile dlgulebilmektedir.

6- TUNEL yontemi

DNA kiriklarinin taninmasini saglar.

7- M30 yontemi

Sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle kirllmasi sonucu agiga ¢ikan yeni
antijenik bolgenin immunohistokimyasal yontemle boyanmasi prensibine
dayanir. Sadece sitokeratin 18 eksprese eden epitelyal kaynakli dokularda
kullaniimasi mumkindur. Sitokeratin 18 tek kath ve glanduler epitelyum

hicrelerinde bulunan tip 1 intermediate filament proteinidir. Cogunlukla akciger,
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karaciger, prostat, gogus ve kolon kanser tiplerinde eksprese edilirken, lenfoid
ve noral hucrelerde bulunmaz.

8- Kaspaz - 3 yontemi

Sadece apopitotik hlicrelerde olusan aktif kaspaz 3 immunohistokimyasal
boyama metoduyla belirlenebilir'®’.

9- Agaroz jel elektroforezi

Orta buyuklukte ve buyuk DNA molekllerini elektroforezle ayirmak igin
kullanilir'®,

10-Western blotting

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen ydntem, bir protein
karigsimi icindeki belirli bir proteini ve buyuklugunu saptamak igin kullanilan nicel
bir yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen yuksek kalitede
bir antikor kullanimina baglidir. Bu antikor prob gibi kullanilarak ilgili protein bir
karigsimin icinden saptanabilir. Western blot hiicrede ne kadar protein biriktigini
gOsterir. Bu metot yardimiyla apopitoza 6zgu bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rnegin bcl-2) ya da kirilip kirllmadiklarinin (érnegin kaspaz-3)
saptanmasi mumkuindur. Sitokrom c’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadiglr da bu
metodla belirlenebilir. Yalniz, sitokrom c tespitinde Once alt-fraksiyonlama
yapilarak hicrenin mitokondriyal ve sitoplazmik fraksiyonlari ayrilir. Ardindan,
normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen sitokrom c’nin bu
fraksiyonda tespit edilmesi halinde hucrelerin apopitoza gittikleri anlasilir.

10- ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA ydnteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli
antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya
antikor var ise renk olusumunun gozlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarl,
spesifik ve cabuk sonug veren bir testtir'°®.

11- Elektron Mikroskopi (EM)

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gbzlendigi yontemdir.
Sitoplazmik  kugllme, kromatin  kondensasyonu ve fragmentasyonu
izlenebilirken, mitokondrinin durumu, hicre zari ya da nukleus membraninin
bitiinliginiin bozulup bozulmadigi gibi subselliiler detaylar da izlenebilir*®.

Apopitozdaki yapisal degisiklikler asil olarak 1silk ve elektron
mikroskobide gozlenebilir. Kerr ve ark. fizyolojik sartlarda ve farkli dokulardaki
hicre 6limunde apopitoz kavramini elektron mikroskobik arastirmalarinda ifade

etmislerdir®®. EM apopitotik hiicre ayriminda hala altin standarttir'®®.
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iskemi Reperfiizyon Hasarinin Fizyopatolojisi

iskemi, hiicrede enerji dizeyinin diismesine ve toksik metabolitlerin
dokuda birikmesine yol acgarak hlcre disfonksiyonu ve sonrasinda hicre
élimiine kadar gidebilen bir dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir. iskemik
ortamda doku adenozin trifosfat (ATP) dlzeyi azalmakta, asidoz olusmakta ve
uzun iskemi sdrelerinin ardindan gelen reperflUzyon sonrasi bosalan ATP
depolari organ canhlligini surdurmek igin yeterli miktarda doldurulamamaktadir.
Reperflizyon sonrasi ortama gelen nétrofiller ve bunlardan agiga c¢ikan
mediatorlerin zararli etkileri de eklenince organ veya doku o6lumu kaginiimaz
olmaktadir.

IR sonrasi dokularda mikrovaskiiler fonksiyon bozuklugu gelisir.
Arteriyollerde endotele bagimh dilatasyon bozulur, kapillerlerde I6kosit tikaglari
olusur, sivi filtrasyonu artar, postkapiller venullerde plazma proteinler damar
disina c¢ikar ve lokositlerin hareketliligi baslar. Aktive olan endotel hucreleri
daha fazla ROS ve daha az nitrik oksit (NO) uUretir. Endotel hucrelerinde
superoksit radikali ve nitrik oksit arasindaki dengesizlik inflamatuar
mediyatorlerin Uretim ve salinimina onculuk ederken, adhezyon molekullerinin
biyosentezini de arttirir. Hipoksi sonucu geri donusumsuz dedgisikliklerin
gelismesi icin gecen siire degiskendir. iskelet kaslari saatlerce hipoksiyi tolere
edebilmesine karsin beyin i¢in bu sure ¢ok kisadir; kalp icin ise yaklasik 60
dakika kadardir. Sonug¢ olarak iskemi, hucreleri hasara ugratir ve oldurar. Bu
nedenle iskemi durumunda kan akimi en kisa zamanda tekrar saglanmalidir.
Fakat dokularda oksijenizasyonun tekrar saglanmasi hasarli bdlgede
ROS'lerinin artmasina ve gegici olarak hasarin agirlasmasina sebep
olabilmektedir. iskemi nedeniyle ortamin asitlesmesi, hasarli hiicrelerden demir
iyonlarinin salinimi, mitokondriyal solunum zincirlerindeki aksamalar nedeni ile
de dokularda ROS'lerinin sentezi uyarilir.

IR hasarinin fizyopatolojisi tam olarak agiga kavusmamistir. Birbiriyle
iligkileri net olarak ortaya konulamasa da hucresel ve humoral olaylar dizisi
hasara yol acar. ROS’leri, kompleman, endotel ve nétrofiller olmak Uzere
baslica dért komponent bu olaylar dizisinde etkilidir**®**3,

iskemi Reperfiizyon Hasarinda Olusan Biyokimyasal Degisiklikler

iskemi sonrasinda hiicrelerde pek gok metabolik ve yapisal degisiklikler
olusmaktadir. iskemi hiicrede oksidatif fosforilasyonu bozarak hiicre ici ATP ve

fosfokreatin sentezinde azalmaya yol agar. Bu durum hicre membraninin
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ATP’ye bagimli iyonik pompa fonksiyonunu bozarak hiicreye daha fazla Ca™,
Na* ve su girmesi ile sonuglanir***. Na* ve suyun hiicre iginde birikimiyle akut
hiicresel sisme meydana gelir. Hiicre icinde yiiksek olan K* konsantrasyonu
azalr. K”un bu azalisi voltaj bagimli Ca™ kanallarini uyarir ve ER’dan Ca™
salinir*®®,

Sitoplazmik serbest Ca’™ normalde ATP bagimli Ca'™ taslyicilari ile
oldukca diisiik yogunluklarda tutulur. iskemi veya toksinler hiicre disi Ca™un
plazma membranindan hucre igine akigsina yol acar. Bunu hicre i¢i stoklardan
Ca'™un serbest birakilmasi izler. Artan sitoplazmik Ca™ sira ile cesitli
fosfolipazlari (membran hasarini ilerletir), proteazlari (yapisal ve membran
proteinlerini  katabolize eder), ATPazlart (ATP kaybini hizlandirir) ve
endoniikleazlari (genetik materyali parcalar) aktive eder**®.

Sonraki olay ribozomlarin GER’dan ayriimasi ve polizomlardan
monozomlarin olugsumu ile protein sentezinin azalmasidir. Hipoksi dizelmez ise
mitokondriyal fonksiyonun daha da kétilesmesi ve membran permeabiltesinin
artmasi daha fazla morfolojik bozulmaya neden olur. Ozmotik regllasyon
kaybindan dolayl tum hucrelerde sisme gorulur. Egder oksijen eski haline
donerse yukaridaki tim bozukluklar geri donuasumluddr. Mitokondri saglamken
ATP Uretilebilir, Na*™-K* pompasi calisir, hicre ici laktik asit okside edilebilir ve
DNA hasari ortadan kalkar. Ayrica ribozomlar tekrar ER’a baglanir. Lizozomlar
ise hasarl hiucresel yapilari sindirir ve yikilanlar yerine konarak olay geri doner.
Bununla beraber iskemi devam ederse geri donusimsuz zedelenme geligir.
Morfolojik olarak geri dontisimsuz zedelenmeye mitokondrilerin daha siddetli
vakuolizasyonu ve mitokondri matriksinde sekilsiz ve Ca'“’dan zengin
yogunluklarin birikimi, plazma membranlarinin genis hasari ve lizozomlarin
sismesi eslik eder*'®.

Hiicre igi Kalsiyum Dengesi

Hicre ici Ca™ dengesindeki degisiklikler norotoksisitede major rol oynar.
Ca'™ iyonlari hiicre blylimesi ve farkllasmasi, membranin uyarilabilirligi,
sinaptik aktivite, ndérotransmitterlerin ekzositozu gibi ¢ok sayidaki hucresel
fonksiyon ile iligkilidir. Bundan dolayi hiicre igi serbest Ca™ konsantrasyonu kati
bir sekilde duzenlenmelidir. Optimal noéronal fonksiyonlar ig¢in ndronlarda
Ca'™un hicre igine giris gikisi, depolanmasi ve hiicre igi konsantrasyonunun
korunmasi arasindaki dengenin saglanmasi igin kompleks mekanizmalar

117-119 Ca++

bulunmaktadir girisi baglica plazma membranindaki Ca™ bagiml
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voltaj kanallari ve Ca™" ile galisan ligand kanallari Gzerindendir. Bundan baska
Ca'" girisi noronlar ve glia hicreleri arasindaki gap junctionlar araciligi ile
olabilir.

Hicre icindeki Ca'™, Ca' baglayici protein olan kalmodulin ile
reaksiyona girer ve hucre i¢i organellere sekestre olur. ER Uzerinde lokalize
olan Ca™-ATPaz pompasi Ca’" igin yiksek affiniteye sahiptir. ER Ca™"un asil
deposudur. Mitokondriler de Ca™" sekestre eder. Fazla miktardaki Ca*™" hilcre

disina plazma membranindaki Ca**-ATPaz ile taginirt?®*?4,

Ca'™un asir yiklenmesi proteazlar, lipazlar ve endonikleazlari igeren
enzimlerin agiri stimilasyonuna neden olur. Major etkisi kalpain aktivasyonudur.
Kalpain hucre iskeletinin yikilmasinda anahtar proteindir. Ca*"un asiri
yuklenmesinin bir diger sonucu mitokondriyal disfonksiyon, kaspaz aktivasyonu
ve apopitoz indiksiyonu olabilir. Ayrica DNA degredasyonuna yol agan Ca™"
bagdimli nukleazlar ve fosfolipazlari da aktiflestirir. Fosfolipazlarin aktivasyonu
ROS’nin olusmasina yol agarak membran butinliglinin bozulmasina neden
olur ve daha fazla Ca™ girisini veya hiicre ici depolardan Ca*™" serbestlesmesini
kolaylastirirt?>*7,

Mitokondri ve Hiicre Hasari

Mitokondri birgok hulcresel fonksiyonun sirdurilmesinde esas olan
organeldir. Noronlarin oluminde ve sag kalimlarinda onemli rol oynar.
Mitokondri intermembran aralik ile ayriimis i¢ ve dig mitokondriyal membrandan
olusan cift membran sistemi ile sarilmigtir. Hiucresel enerji Uretiminde yetkili
organeldir. ATP sentetaz araciligi ile mitokondri i¢ membraninda yerlesmis
elektron transfer zinciri (ETC) reaksiyon agi sonucunda ATP sentezler.
ETC’deki kesintisiz elektron transportu sirasinda, matriksteki protonlar ig
mitokondriyal membrandan intermembran bogluga mitokondriyal membran

++

potansiyeli (MMP) olusturarak aktarilir. MMP matriksten Ca

emilimi icin kullanilr'?.

un mitokondriyal

Mitokondrinin  aksonal dejenerasyonda aktif rol oynadigi 6ne
siiriilmektedir™®. Bircok nérodejeneratif durum da mitokondriyal gegirgenligin
artisina yol agmaktadir.

Mitokondriyal Ca*"'un fazla artigi, genellikle oksidatif strese eslik eder.
Mitokondriyal —gegirgenlik gegis porlarinin  (Non-spesifik  mitokondrial
permeability transition pore: MPT) aciimasini, takiben mitokondriyal membran

potansiyel kaybi, ATP azalmasi, ROS artigi, Ca"" serbestlesmesi ve
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mitokondriyal sisme meydana gelir. MPT porlarinin acgilmasi sonucunda
mitokondriyal matriksten Ca*"’u da igeren maddelerin sitozole serbestlegsmesi
gerceklesir. MPT porlarinin agiimasi, oksidatif streste Ca™ seviyesini arttirir.
MPT por olusumu sonucunda yalnizca Ca*" serbestlesmez, sitokrom ¢, Smac/
DIABLO ve apopitoz indiikleyici faktor (AIF) kaspaz kaskadinin aktivasyonunu
baglatan pro-apopitotik proteinler de serbestlesir. Sonu¢ olarak, intraaksonal
Ca'™un fazla yiklenmesi ile Ca*™ bagimli proteazlarin aktivasyonuna bagli
aksoplazmada Ca** bagiml dejenerasyon meydana gelir®®1%3128,

Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller dig yorungelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektrona sahip, kisa omurla, kararsiz, molekul agirligi dusuk ve c¢ok etkin
molekullerdir. Serbest radikaller, radikal olmayan bir atom veya molekilden bir
elektronun cikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya molekile bir

elektronun ilavesiyle olusurlar'®®.

Serbest radikaller arasinda ROS oksijen
kaynaklidir ve oksijenin reaktif formlarini igerirler™°. Reaktif azot tiirleri ve
reaktif sulfir tlrleri gibi serbest radikal turleri de mevcuttur. Bu tlrler ROS ile
reaksiyon sonucunda olusurlar veya ROS Uretimini artirirlar. ROS ve reaktif
azot turleri, butun aerobik organizmalar tarafindan metabolik sireclerin sonucu
olarak {retilen serbest radikal Griinleridir'®.

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kargi en hassas olan
biyomolekullerdir. Serbest radikallerle hicre membranlarindaki kolesterol ve
yag asitleri ile kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon urunleri olustururlar.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerler ve oldukga =zararhdir. Lipid peroksidasyonu hicre membraninin
akiskanhgini degdistirir, konsantrasyon gradiyentinin dengesini bozar ve
membran gecirgenligini ve inflamasyonu artirir. Lipid peroksitler daha sonra
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim drtnlerine donusurler.
Bu yikim drinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilirler ve
mutajeniktirler. Ug¢ veya daha fazla c¢ift bada sahip yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu MDA olugsmaktadir. Bu da tiyobarbutirik asit reaktif
maddeler olarak oOlglilmektedir. MDA'da reperfuzyon sirasinda ortaya ¢ikan
peroksidatif reaksiyon nedeniyle reperfuzyon periyodunda iskemiye gore daha

fazla artis olurt12113.131

32



MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar. Yag asidi oksidasyonunun spesifik
ya da kantitatif bir indikatort olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA
Olcllmesi lipid peroksit seviyelerinin indikatérl olarak kullanilir. Non-enzimatik
lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran
yapisina ve urettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hicre bilesenlerine
zarar verir. Boylece doku hasarina ve birgok hastaliga neden olur. Bu yuzden
lipid peroksidasyonunun kontrolu ¢ok onemlidir. Bu amacgla da hem endojen
hem de eksojen antioksidanlar kullaniimaktadir. Yapilan c¢alismalarda
antioksidan suplementasyonunun plazma antioksidan duzeylerini dnemli
derecede arttirdigi vurgulanmaktadirt'#113.131,

Proteinler serbest radikallere karsi poliansature yag asitlerinden daha az
hassastirlar. ROS’leri yapisal proteinlerde oksidasyona neden olabilirler.
Oksidasyon esnasinda proteinlerdeki amino asit kaybi yapisal proteinlerde veya
enzim fonksiyonlarinda degisikliklere yol acar'3?*38,

Reaktif Oksijen Turlerinin Etkileri

ROS’leri 6zellikle inflamasyonda, fagositoz esnasinda antijenlere etki
ederek bagisiklik olaylarina katilirlar. Hulcresel sinyallerde veya hucrelerin
biyogenezinde onemli rol oynarlar. Hucre habercileri olarak etki ederler ve
oksidasyon-rediksiyon (redoks) durumunu dizenlerler. Ayrica enzim
aktivasyonundan, ilaglarin detoksifikasyonundan veya glikojen birikiminin
kolaylastiriimasindan sorumludurlar. Ayni zamanda kas kasilmasinda temel rol
oynarlar. Bu fonksiyon 6énemlidir, ¢linki ROS olusumunun inhibisyonu kas
liflerinin kasilma gulglerinin kaybolmasina neden olur. Aksine ROS artisi kasiima
gucund arttinr. Ancak kas dokusunda fazla miktarda ROS bulunmasi kas
yorgunluguna neden olur**%14.

Oksidan molekdullerin belirli bir seviyenin Uzerine kadar olan artisi vicutta
bulunan dogal antioksidan molekuller tarafindan engellenmektedir. Yani saglikh
bir organizmada oksidan ve antioksidanlar belirli bir denge igindedir.
Oksidanlarin artisi ve buna karsilik antioksidanlarin yetersiz olmasi durumunda
oksidan molekilller organizmanin yapi elemanlart olan protein, lipid,
karbonhidrat ve nukleik asitler Uzerinde zararl etkilere neden olurlar. Stperoksit
radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, nukleus ve ER
membranlarinda lipid peroksidasyonunu basglatir. Membranlarda lipid

peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran permeabilitesi artar.
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Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki amino asitler okside olarak yikilir,
nuklear ve mitokondriyal DNA okside olur. Hucrede reaktif oksijen turlerinin ve
serbest radikallerin artisi hiicre hasarinin 6nemli bir nedenidir. ROS’lar birgok
hastalikta primer bozukluga ikincil olarak olusarak patogenezde rol
oynarlar112’113’131.

Hucrede Reaktif Oksijen Turlerinin Kaynagi

Normal sartlarda, eksojen (radyasyon, hava kirliligi, sigara, alkol) ve
endojen (oksijen metabolizmasi) kaynaklardan devamli olarak ROS uretimi
yapilir. Hicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda da ara
artnler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bu serbest radikal
ara  Urunlerin  molekller  oksijenle  etkilesmesi sonucunda ROS
olugurtt#113.131.147.148 -~ Liicrelerde serbest oksijen radikalinin en biyiik kaynagi
mitokondriyal ETC’den sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif
fosforilasyon zinciri bilesenlerinin indirgenmesiyle mitokondriyal superoksit
radikal Uretimi artar. ER ve nuklear membranda serbest radikal Gretimi,
membrana bagh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Ksantin oksidaz
gibi bircok enzimin katalitik dongusu sirasinda da serbest radikaller ortaya
¢ikar. Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda bulunan bir dehidrojenazdir.
Pdrinlerin yikihm yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden urik asit
olusumu basamaklarinda elektron alicisi olarak molekuler oksijenden daha ¢ok
NAD" kullanilir. Oksijensizlige bagli olarak ADP'nin ATP'ye fosforilasyonunun
azaldigl durumlarda (iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve purin ksantin oksidaz
ile hipoksantine donusturulir. Ksantin oksidazin oksidaz olarak aktivasyon
gOstermesi durumunda, hipoksantin ksantine ve ksantin Urik aside donusurken
molekuler oksijen kullanilir ve molekuler oksijen hidrojen perokside indirgenir.
iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan énemli hasar olusmaz.
Ancak oksijen seviyesi reperflUzyon sirasinda normale donince iskemi
bolgesinde ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit ve
stiperoksit radikali olusur ve bunlarin etkisiyle de IR hasari denen durum ortaya
cikar. Peroksizomlar ¢ok onemli hucre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar.
Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, Urat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz
ve yag asidi agil-CoA oksidaz gibi oksidazlar superoksit uretmeden bol miktarda
hidrojen peroksit Uretimine neden olurlar. Peroksizomlarda, hidrojen peroksidin
suya ayrismasini katalizleyen yuksek katalaz (KAT) enzimi aktivitesi

bulunmaktadir. Bu nedenle peroksizomlardan sitozole ne kadar hidrojen
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112,113,131,147,148 ROS’lar

peroksit gectigi  bilinmemektedir normal oksijen

metabolizmasi sirasinda da az miktarda olusan superoksit radikali, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalidir**213131,

1. Sdperoksit

Superoksit radikali molekuler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir
ve olustugu yerden fazla uzaga diffize olamaz. Bu radikalin molekuler duzeyde
onemli 6zelligi, sekonder olarak urettigi radikallerdir. Dogal oksijen molekulintn
baska bir molekulden elektron almis halidir.

Superoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte, direkt olarak hasara yol
acmadigr halde hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisidir. Superoksit, nétrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis,
inflamasyon ve vaskuler fonksiyonlarin regllasyonu gibi yararl etkilere sahiptir.
Azalmis superoksit duzeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol
acabilir. Artmis sUperoksit duzeyleri ise superoksit dismutaz (SOD) enzimi ile
hidrojen peroksit ve oksijene donusturulerek azaltiir. Boylece hucresel
superoksit duzeyleri siki kontrol altindadir.

2. Hidrojen Peroksit

Dogal oksijen molekulinin bagka bir molekulden iki elektron almasiyla
peroksit olusur. Peroksitin iki hidrojen molekulu ile birlesirse hidrojen peroksit
olugur. Hidrojen peroksit sUperoksitin aksine membranlari gecgerek sitozole
diffze olabilen uzun émurla bir oksidandir. Bu nedenle membranla korunan
yapilara kolaylikla ulagsarak superoksitle reaksiyona girebilir. Sonugta en reaktif
ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak Uzere kolaylikla
yikilabilir.

3.Hidroksil Radikali

Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H"in
birlesmesinden olusur. Amino asitler, nukleik asitler, organik asitler gibi
biyokimyasal maddelerin bir ¢coguyla reaksiyona girebilir. Bilinen en reaktif
radikaldir.

Oksidatif Stresin Degerlendirilmesinde Kullanilan Yontemler

Oksidatif stres serbest radikallerin lipidler, proteinler ve DNA molekdilleri
uzerine neden oldugu hasarin, antioksidan enzimlerin aktivitelerinin veya
konsantrasyonlarinin 6lgulmesi ile hesaplanabilir.

Enzimatik antioksidan aktivitesi
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Enzimatik antioksidan aktivitesi (SOD, KAT ve glutatyon peroksidaz)
istirahattaki antioksidan durumunu degderlendirmede kullanilabilir, 6zellikle
fiziksel aktiviteden sonraki oksidatif stresin derecesini gdsterebilir*4%*°!,

Serbest radikallerin direkt olarak tayini ROS Uretiminin direkt metotlarla
Olctlmesi ile belirlenebilir. Lipid peroksidasyonu olgimunde ise temel yaklagim
membran lipidlerindeki veya vyag asitlerindeki peroksidasyon hizinin
dlctimesidirt#®1%2,

Antioksidanlar

Hucre icinde serbest radikallerin Uretimi olduk¢a fazladir ve bu nedenle
hicrede bir koruma sisteminin varligi gereklidir. Fizyolojik kosullarda, hucreler
olugsan serbest radikal trtnleri ve peroksitler gibi molekullerin neden olabilecegi
oksidatif hasara karsl antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunurlar.
Antioksidanlar; aktif radikal olusumunu veya serbest radikal zincir
reaksiyonunun proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve DNA Uzerinde yaptigi
hasari azaltarak oksidatif stresin gsiddetini bastirmaya yardimci olan
maddelerdir'®.

Antioksidanlarin tedavi edici potansiyelleri degerlendirilirken emilim ve
biyoyararlanim, etkin doz, guvenlik ve toksisite, hucrelere, dokulara ve
ekstrasellller sivilara dagilimi, serbest radikalleri kovabilme yetenegi, metal
baglama aktivitesi, gen ekspresyonuna etkisi, hlcresel antioksidanlarla ve
antioksidan enzimlerle iligkisi ve karsinojenik metabolitlerin detoksifikasyonu
gibi 6zellikler g6z éniinde bulundurulmalidir>*,

Antioksidanlar reaktif oksijen radikallerini tutulmasi veya daha zayif bir
molekile cevrilmesi (toplayici etki), reaktif oksijen radikallerinin aktivitelerinin
azaltilmasi veya inaktif sekile doénismesinin saglanmasi (bastirici etki,
vitaminler, flavanoidler), reaktif oksijen radikallerinin baglanarak zincirlerinin
kirlmasi ile fonksiyonlarinin engellenmesi (zincir kirici etki) ve serbest
radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi (onarici etki) olmak tzere dort ayri
sekilde etki ederler’™.

Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar SOD, KAT, selenyum bagimh glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon reduktazi (GR) igerir.
Genel olarak enzimatik antioksidanlar hicre iginde, enzimatik olmayan

antioksidanlar ise hicre diginda daha fazla etkilidir. Stperoksit radikallerinin yol

36



actigl oksidatif hasara karsi antioksidan savunmada goérev alan ilk enzim,
SOD'dur. SOD, superoksit radikallerini hidrojen peroksit ve oksijene donusturar.
KAT ya da GPx ise hidrojen peroksiti zararsiz yan urtnlere dénasttrir. Bu
ylizden hiicresel hasarin siddetinde énemli rol oynarlar**°.

Stiperoksit Dismutaz

Mitokondride lokalize Mn-SOD, sitozolde lokalize Cu-Zn SOD igeren ve
plazmadaki stperoksit radikallerini metabolize eden vaskuler endotele badli Cu-
SOD olmak {izere 3 tir SOD vardir***®, Hiicrede en fazla miktarda bulunan
sitozolik Cu-Zn SOD'dir. Superoksit dismutaz, superoksit serbest radikalinin
hidrojen peroksit ve molekuller oksijene donligumuni katalizleyen antioksidan
enzimdir®®. Oksidanlari tutarak daha zayif bir molekiile déniistirmektedirler.
SOD'In fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hicreleri stperoksit
serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilerine kargi korumaktir.
SOD, fagosite edilmig bakterilerin intraselliler olduriimesinde de rol
oynar13o,157.

Katalaz

Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Peroksizomlar toksik maddeleri detoksifiye
etmek igin oksijen kullanan ve sonugta hidrojen peroksit Ureten hicre
yapilaridir. KAT hidrojen peroksidazi su ve oksijene donustirtir. SOD’in
olusturdugu hidrojen peroksidazi katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve
suya parcalar. Hlcrede olusan hidrojen peroksidi hidroksil serbest radikali
olusumunu énlemek icin ortadan kaldirirt*>%8,

KAT aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte yogundur. Tip 2 diyabetli
hastalar Uzerinde yapilan bir calismada diyabetli hastalarin artmis serum
katalaz aktivitesine sahip olduklari vurgulanmaktadir. Ancak bu artigin
organizmanin kendisini lipid peroksidasyonundan korumak igin kompensatuvar
bir mekanizma olabilecegi vurgulanmaktadir. Ancak bagka caligmalarda da
azalmis oldugu vurgulanmaktadir™’.

Glutatyon (GSH)

GSH c¢ok 6nemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hucreleri oksidatif hasara kargi korur. Hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine donusimunun engellenmesinde rol alir. Ayrica
proteinlerdeki sulfhidril gruplarini redikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona

kargl korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu

37



engeller. GSH yabanci Dbilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin
membranlardan transportunu da saglar. GSH eritrositleri, I0kositleri ve goz
lensini oksidatif strese karsi korumada hayati 5neme sahiptir'*’.

Glutatyon peroksidaz

GPx hucrede sitozol ve mitokondri igerisinde bulunur ve hidrojen
peroksidazi suya donusturir, bdylece membran lipidlerini ve hemoglobini
oksidatif strese karsi korur. Membrani peroksidasyona karsi korur. Eritrositlerde
en kuvvetli antioksidandir. Selenyum eksikliginde GPx vyetersizligi olabilir.
Clinkii selenyum GPx'in integral pargasidir'®.

Enzimatik olmayan antioksidanlar

C vitamini, E vitamini, A vitamini, flavonoidler, melatonin, Urik asit,
albdmin, haptoglobulin, sistein, seruloplazmin, transferin, laktoferrin, ferritin,
oksipurinol, ubikinon (koenzim Q210), bilirubin, mannitol, lipoik asit ve
hemopeksin enzimatik olmayan antioksidanlardir .

Antioksidan vitaminler

Antioksidan vitaminlerin (A, E ve C vitaminleri) plazmadaki miktarlarinin
degerlendiriimesi, antioksidan korumanin ve vitamin eksikliginin tayininde en sik
kullanilan yontemdir. Antioksidan vitamin konsantrasyonlari da oksidatif stresin
varhigindan etkilenir ve oksidatif stresin dolayl belirteci olarak kullanilabilir.

Vitamin E

Hucre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansature yag asitlerini
serbest radikal etkisinden korumakta ilk savunma hattini olusturan Vitamin E (a-
tokoferol) cok guclu bir antioksidandir. En aktif formu a-tokoferoldir. Zincir kirici
antioksidan olarak fonksiyon goérur. E vitamininin molekuler yapisi lipid ortamda
ROS inaktivasyonuna, Ozellikle de peroksit radikallerine karsi koruma igin
olanak saglar®®*°*,

Vitamin E peroksitlerin sentezini engellerken glutatyon peroksidaz
olusmus peroksitleri ortadan kaldirir ve bu sekilde serbest radikallere kargi
birbirlerini tamamlayici etki gdsterirler'®’.

C Vitamini (Askorbik asit)

Askorbik asit; molekuller oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve serbest radikallerle reaksiyona girebilme
kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara karsi ilk
antioksidan defansi olusturur. Ekstraselliler sivilarda etkili en &énemli

antioksidan olmasinin yanisira sitozolde de etkilidir'®?.
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B-Karoten ve A vitamini

Gorme, Ureme, buyume ve epitel dokusunun saglamliginda etkilidir.
Diyetteki retinolin oksidasyonu sonucu olugan retinoik asit, retinoidlerin diger
etkilerinin ¢goguna aracilik eder. a-tokoferolle karsilastirildiginda oldukga zayif
bir antioksidandir. A vitamini pek ¢ok lipid 6zellikte maddede bulunan ve yagda
¢6zlnen bir vitamindir. B-karoten hlicre membranlarinda bulunur ve vicudun
ihtiyacina gore A vitaminine dénasturalir. B-karotenin ROS’lari inaktive ettigi ve
lipid peroksidasyonunu azalttigi ileri strilmastir. Bununla birlikte, B-karotenin
ve A vitamininin ROS’lara karsi etkinligi E ve C vitaminine kiyasla daha
azd|r163'164.

Melatonin
Melatonin bilinen en gulcli antioksidan olarak kabul edilmektedir.

Hidroksil serbest radikalini ortadan kaldirir. Melatoninin lipofilik 6zellikte olmasi
nedeniyle, hicre organallerine ve hicre c¢ekirdegine ulasarak ¢ok genis bir
dagilimda antioksidan aktivite gosterir'*=.

Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerdeki fenilalanin, tirozin ve malonat amino asitlerinden
meydana gelen fenolik maddelerdir. in vitro calismalarda, flavonoidlerin
antioksidan etkisini prooksidan enzimlerin inhibisyonu ile veya Fe*?, Fe** veya
bakir gibi prooksidan iyonlarla kompleksler olusturarak gdsterdigi iddia
edilmigtir. Flavonoidlerin hidrojen atomu vererek bazi ROS’lar Uzerine direkt
yakalayici etkisi vardirt*°.

Thioller

Thioller sulfir igeren sistein ve metionin amino asitlerinden sentezlenirler.
Protein sentezi, redoks, hucre biyogenezi ve immunite gibi cok sayida
fonksiyona katilirlar. Ayrica antioksidan savunmada da rol oynarlar. GSH,
organizmada bulunan temel thioldur. GSH, ROS’lar direkt olarak detoksifiye
edebilir ve E ve C vitamininin fonksiyonel antioksidan kapasitesini artirir. GSH
konsantrasyonunun dusuk olmasi hucresel hasara ve bagisiklik sisteminin
zayiflamasina yol acabilir. Ancak bu durumun E ve C vitamini takviyesi ile
kompanse edilebilmesi, bu antioksidanlarin ayni hedefler Gzerine etki ettigini ve
ROS’lara karsi beraber galistigini gostermektedir.

Koenzim Q10

ATP sentezi igin gerekli olan endojen bir molekiuldir ve 6zellikle

mitokondiyal membranda bulunur. Koenzim Q10’'un antioksidan etkisi peroksit
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radikalleri Uzerine dogrudan olabilir veya E ve C vitaminleri araciligi ile dolayh
bir sekilde de olabilir.

Ferritin

Ferritin vlcuttaki demir dengesinin duzenlenmesinde etkilidir. Demiri
baglayarak serbest radikal olusumunu en aza indirir ve serbest radikallerin
neden oldugu hasara kargi koruyucudur.

Albdimin, biliribin ve sertloplazmin

Albumin, bilirdbin ve serlloplazmin serbest radikallere elektron vererek
O0zgun olmayan zincir kirici antioksidan olarak etki ederler . Bununla birlikte, bu
proteinler sinirli antioksidan etkiye sahiptir, ¢ginku etkileri dolaylidir ve kan gibi
viicut sivilarinda etkilidirler'#1°°,

Proantosiyanidinler

PA’ler, flavonoidler’in spesifik bir grubudur. PA’ler diguk molekdl agirlikli
olup, su ve etanolde ¢oziunurler. Barsaklardan emilerek tUm dokulara ve
plazmaya dagilirlar ve 7-10 gun gucli antioksidan etki gosterirler. PA’ler;
kuruyemigler, tohumlar, sebzeler, meyveler ve aga¢ kabugunda dogal olarak
bulunurlar. Uziim gekirdegi, 6zellikle PA’ler igin zengin bir kaynaktir'®.

Proantosiyanidinlerin Antioksidan ve Diger Ozellikleri

PA’lerin oksidatif stresle karakterize hastaliklardaki tedavi edici etkinligi
gOsterilmistir. Farelerde yapilan c¢alismalarda oligomerik proantosiyanidinlerin
kimyasal olarak induklenmis lipid peroksidasyonunu ve beyin ve karacigerde
oksidatif hasara bagli apopitozisi inhibe ettigi gdsterilmistir®®1°7,

PA’ler serbest radikal toplayici ve antioksidan etkinliklerini; vazodilatator,
antikarsinojenik, antiallerjik, antiinflamatuvar, antibakteriyel, kardioprotektif,
immunostimulan, antiviral, Ostrojenik etki ve siklooksijenaz, fosfolipaz A2 ile
lipooksijenaz inhibisyonu yaparak gdsterirler'®®®°. Yapilan in vitro galismalarda
platelet agregasyonunu inhibe ettigi bulunmustur.

in vitro deneylerde serbest radikaltoplama agisindan PA ile vitamin C ve
E cesitli  konsantrasyonlarda kargilagtinimistir.  PA ile vitamin E
kargilastirildiginda PA’in superoksit anyonu igin %84, hidroksil iyonu icin %98
oraninda daha fazla serbest radikal supurme etkinliginin oldugu saptanmistir.
PA ile vitamin C Kkarsilastirildiginda; PA'in suUperoksit anyonu igin %439,
hidroksil iyonu igin %575 oraninda daha fazla serbest radikal stpurme

etkinliginin oldugu saptanmistirt’®*"2,
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Proantosiyanidinlerin Farmakolojik Ozellikleri

Oral alinabilen flavonoidler ve PA barsak hucrelerinde glukronid ile
baglanip serumda karacigere kadar albumin ile tasinir.
Oligoproantosiyanidinler, polimerlere goére vicutta glikolizasyonu daha fazla
oldugu igcin 7-10 gun plazmada kalabilir. Diger suda ¢bzunen antioksidan
vitaminlere gore de bu belirgin bir avantajdir. Proantosiyanidinler karacigerde
metilasyon, dehidroksilasyon, oksidasyon, glukronik asitle veya siulfatla
konjugasyon gibi biyotransformasyon reaksiyonlari ile metabolitlerine ayrilirlar.
Maksimum konsantrasyona ulagsma suresi 45 dakikadir ve yarilanma omru 5
saattir. Doz araligi genis ve guvenlidir. Metabolitler temel olarak idrar ve feges
ile az oranda karbondioksit ile elimine edilirler. PA bilesikleri tek doz oral
uygulama sonrasinda hizli sekilde plazmada gérulirler. Oral uygulamadan
sonra; uygulanan dozun %70’i ilk 24 saat iginde idrar ve %45'i feges ile atilir.
Temel idrar metabolitleri; hippurik asit, etikkatekol ve m-hidroksifenilpropionik
asittir. Gayta metaboliti, etikkatekol’diir*"®*"2,

Flavonoidler hidroksil ve peroksil radikallerinin gug¢li kovucusudur,
bununla birlikte stiperoksit radikalini kovucu etkileri net degildir. Serbest radikal
olusumunu azaltmasi, LDL oksidasyonunda alfa-tokoferolin korunmasi, okside
alfa-tokoferollin rejenerasyonu ve metal iyon selatori olmasi flavonoidlerin
koruyucu etki mekanizmalaridir.

PA’lerin kanser olusumunu; apopitozu duzenleyici, antioksidan ve
antimutajenik aktivite gibi farkli mekanizmalar yoluyla onledigi gosterilmigtir.
PA’lerin etki mekanizmalari igin ileri strtlen goéruslerden antioksidan veya ROS
kovucu aktiviteleri daha belirgindir.

Son vyillarda pek c¢ok kisi tarafindan PA besin takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Bu ekstrenin sitotoksisitesi bircok kanser hucre kulturlerinde
arastinimistir. MCF-7 meme kanseri, A-427 akciger kanseri ve CRL-1739
gastrik adenokarsinoma hucreleri Uzerine konsantrasyon ve zaman bagimli
sitotoksik etkisi gdsterilmigtir. Bu sonuglarin aksine, PA’in fare ve siganlarda
kimyasallarin neden oldugu meme tumoarlerini dnlemede etkili olmadigini iddia
eden calismalar da vardir.

PA'in  kimyasal maddelerin neden oldugu karaciger ve bdbrek
toksisitesine  karsi koruma sagladigi, karaciger dokusunda bcl-xL
ekspresyonunu artirdigt ve hem nekrotik hem de apopitotik karaciger

hicrelerinin 6luminU antagonize ettigi gosterilmistir. PA’in koruyucu 6zelliginin
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DNA tamiri, lipid peroksidasyonu ve hiicre igi Ca*™ dengesi ile iligkili oldugu
gOsterilmigtir.

PA kemoterapotik ilaglarin neden oldugu sitotoksiteye karsi saglikli insan
karacigerinde apopitotik duzenleyici genler olan bcl-2, c-myc ve p53’0
dizenlemek suretiyle, ilag ve kimyasallarin neden oldugu multiorgan
toksisitesine karsi da 6nemli koruma saglar.

Proantosiyanidinlerin Yan Etkileri ve Guvenilirligi

Buglne kadar yapilan in vivo galismalarda PA'in herhangi bir yan etkisi
bildiriimemistir. Tavsiye edilen PA dozu gunlik 100-300 mg arasinda
degismektedir. Hamilelerin ve emziren annelerin PA kullanmamasi
onerilmektedir.

Uzun sureli (90 glin) toksikolojik ¢calismalarda erkek sicanlarda 1,4 g/kg,
disi siganlarda ise 1,5 g/kg oral PA takviyesi herhangi bir yan etkiye sebep
olmamigtir. 90 gun boyunca digi ve erkek sicanlara diyete %0,5, %1 ve %2
oraninda karnistirlan PA’in  vicut agirhgi, besin tiketimi, hematolojik
parametreler, organ agirhglr veya histopatolojisi Uzerine herhangi bir yan
etkisinin olmadidi gdsterilmistir. Erkek farelere bir yil boyunca gunluk 100
mg/kg, disi farelere 6 ay boyunca 500 mg/kg PA takviyesinden sonra hayati
organlarin histolojisinde ve serum biyokimyasinda herhangi bir yan etki

gozlenmemistirt17°.

42



GEREC VE YONTEMLER

Deneysel Calisma

Bu calisma, Mersin Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nin hayvan etik kurul izniyle, ayni merkezde gercgeklestirildi. Calisma,
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorlugu’nce (BAP-TF TTB (OD) 2011-5 TU
no lu proje) desteklendi.

Calismada Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Uretim
Biriminde uretilen toplam 63 adet Wistar albino disi sican kullanildi ve 28 sigan
digerlerinden ayri bir kafese konularak, 7 gun sureyle proantosiyanidin (GNC)
oral yoldan (orogastrik gavajla) 100 mg/kg/giin dozunda verildi*"".

iskemi Reperfiizyon Olusturma Modeli

Yapilan deneyde, anestezi icin, 50 mg/kg ketamin hidroklorir (Ketalar,
Pfizer llag) ve 2 mg/kg xylazine hidroklorid (Rompun, Bayer llag) intraperitoneal
olarak uygulandi. Steril sartlarda, sag inguinal bolgelerindeki killar temizlendi.
Daha sonra operasyon sahasi povidon-iyot (Batticon, Adeka ilag) ile temizlendi
ve steril 6rtl ile kapatildi. Operasyon mikroskobu esliginde uyluk i¢ ytzinden
inguinal kivrima kadar uzanan bir insizyonla derinlegilerek femoral arter, ven ve
sinir bulundu. Femoral sinir yaklagik 1 santimetrelik bir bolumde arter ve venden
disseke edildi. Daha sonra iskemi olusturabilmek amaciyla femoral arter ve ven
anevrizma mikroklipsi (Sugita, No:07-940-80, Straight 3.5 model) ile klempe
edildi (Resim 3.2.1). Boylelikle siyatik sinir ve devami (peroneal, tibial ve surral
dallari) tama yakin iskemik hale getirilmis oldu®*.

Bu sekilde 3 saat iskemide tutulan sinirin klipsler c¢ikarilarak deney
protokoliine uygun slrelerde reperflize olmasi saglandi. Reperfizyon
surelerinin tamamlanmasinin ardindan yeniden anestezi uygulanan siganlarin
histopatolojik inceleme igin sag siyatik sinirlerinden doku 6érnegi alindi. Ayrica
torakotomi ile kalplerine ulagildi ve biyokimyasal inceleme igin steril enjektor ile
direkt olarak girilerek intrakardiyak yolla kanlari alindi. Daha sonra deney

sakrifikasyonla sonlandirildi.

43



Resim 1: Femoral arter ve ven femoral sinirden diseke edildikten sonra

anevrizma mikroklipsi ile klempe edildi.

Calisma Gruplari

Grup I: Kontrol grubu

Grup lI: iskemi grubu; 3 saat siireyle femoral arter ve ven okliizyonu ile
iskemi yapildi. 3 saatlik iskemi sonrasi kan ve doku érnekleri alindi.

Grup lll: Proantosiyanidin+iskemi grubu; Sicanlara 7 gun sureyle oral
gavaj yolu ile %0,9 NaCl ile ¢dzinduriimis 100 mg/kg proantosiyanidin
uygulandi. 3 saatlik iskemi sonrasi kan ve doku érnekleri alindi.

Grup IV: iskemi+4 saat reperfiizyon grubu; 3 saat iskemiyi takiben 4
saatlik reperflizyon sonrasi kan ve doku drnekleri alindi.

Grup V: Proantosiyanidin+iskemi+4 saat reperfiuzyon grubu; Siganlara 7
gun sureyle oral gavaj yolu ile %0,9 NaCl ile ¢bézunduralmts 100 mg/kg
proantosiyanidin uygulandi. Daha sonra 3 saat iskemiyi takiben 4 saatlik
reperflizyonun ardindan kan ve doku érnekleri alindi.

Grup VI: iskemi+7 giin reperfiizyon grubu; 3 saat iskemiyi takiben 7 giin
reperflizyon sonrasi kan ve doku ornekleri alindi.

Grup VII: Proantosiyanidin+iskemi+7 gun reperflizyon grubu; Siganlara 7

gun sureyle oral gavaj yolu ile %0,9 NaCl ile ¢ozunduralmus 100 mg/kg
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proantosiyanidin uygulandi. Daha sonra 3 saat iskemiyi takiben 7 gun
reperflUzyonun ardindan kan ve doku ornekleri alindi.

Grup VIII: iskemi+21 giin reperfiizyon grubu; 3 saat iskemiyi takiben
21 gun reperflizyon sonrasi kan ve doku 6rnekleri alindi.

Grup IX: Proantosiyanidin+iskemi+21 gun reperfizyon grubu; Siganlara
7 gun sureyle oral gavaj yolu ile %0,9 NaCl ile ¢ozundurialmis 100 mg/kg
proantosiyanidin uygulandi. Daha sonra 3 saat iskemiyi takiben 21 gun
reperflizyonun ardindan kan ve doku ornekleri alindi. Gruplarin dagihmi tablo
3.3.1’de gorulmektedir.

Siganlar deney gruplarina goére sakrifiye edilecekleri gunlerde,
intraperitoneal ksilazin+ketamin anestezisi ile uyutularak sag siyatik sinirleri
cikarildi. Siyatik sinirler lic pargaya ayrildi. immunfloresan isaretleme igin
kullanilacak dokular %4’lik paraformaldehite, elektron mikroskobik inceleme
igin kullanilacak dokular ise % 2,5’luk gluteraldehite konuldu. ELISA yénteminde
kullanilacak dokular -20 °C’de saklandi. Biyokimyasal analiz icin alinan kan
érneklerinden elde edilen serumlar -20 °C’de saklandi.

Tablo 1: Deney gruplarinin dagilimi.

Gruplar | iskemi | Reperfiizyon | PA uygulanan | Reperfiizyon siiresi
Grup | - - - -

Grup Il + - - -

Gruplll + - + -

GruplVv + + - 4 saat

Grup V + + + 4 saat

Grup VI + + - 7 gun

Grup VI + + + 7gun
GrupVlI + + - 21 gun

Grup IX + + + 21 gun

immiinfloresan isaretleme

Siyatik sinir kesitlerinde miyelin kiliflarini igaretlemek icin S100 primer
antikoru kullanilirken hlcrelerde apopitozsisin belirlenmesi igin ise aktif kaspaz
3 primer antikor kullanildi.

Paraformaldehit ¢dzeltisindeki dokular bir gece buzdolabinda +4°C’de
bekledikten sonra, 12 saat %20 sukroz, takiben %30’luk sikroz + %0,1’lik Na
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azid solusyonunda bekletildiler. Kesitler alinmadan yaklasik 30 dk 6nce, dokular
-20°C’ye konarak donmalari saglandi. Dokulardan kriyostat ile (Leica CM1900,
Avusturya- Viyana) 10 um kalinhginda kesitler adheziv kaph lamlara alindi.
isaretleme islemi yapilmadan énce kesitler lamlar (izerinde pap-pen ile gevrildi.

1. Kesitler 1 dakika PBS ile yikandi.

. 90,1 Triton-X-100+PBS de 40 dakika bekletildi.
. 3 kez 10’ar dakika PBS ile yikandi.

. 0,3 M glisin+PBS de 20 dakika bekletildi.

. 3 kez 10’ar dakika PBS ile yikandi.

6. PBS + %10 NGS (Normal Keci Serumu) ve %0,5 BSA (Bovin Serum
Albumin) soltisyonunda 20 dakika bekletildi.

7. Birinci primer antikor olarak 1/100 dilisyonda S-100 of3 chain (B32.1)
(Santa Cruz, sc-58839) kullanildi ve +4 °C’de 1 gece bekletildi.

8. 3 kez 10’ar dakika PBS ile yikandI.

9. S-100 icin sekonder antikor olarak 1/400 dilisyonda Goat polyclonal
secondary antibody to Rabbit IgG-H&L (TRITC) (Abcam, ab-6786,England)
uygulandi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

10. 3 kez 10’ar dakika PBS ile yikandi.

11. ikinci primer antikor olarak kesitlere 1/100 diliisyonda Cleaved
Caspase-3 (Asp175)(5A1E) Rabbit mAb (Cell Signaling, 9664) uygulandi ve +4
°C’de 1 gece bekletildi.

12. 3 kez 10’ar dakika PBS ile yikandi.

13. Cleaved Caspase-3 icin sekonder antikor olarak 1/400 dilisyonda

a A WO N

Goat polyclonal secondary antibody to Mouse IgG-H&L (TRITC) (Abcam, ab-
6786,England) uygulandi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

14. 3 kez 10’ar dakika PBS ile yikandi.

15. Son yikamadan sonra lamlar dikkatlice kurulandi ve cekirdeklerin
boyanmasi igin kesitler DAPI igerikli kapatma medyumu (UltraCruz Mounting
Medium, katalog no: sc-24941 Santa Cruz Biotechnology Inc. California U.S.A.)
ile kapatildi. Lamellerin etrafi, kesitlerin hava almamasi igin tirnak cilasi ile
izole edildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX51 floresan mikroskop (Olympus

GmbH, Germany) ile incelenerek fotograflandi.
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ELISA Yontemi

Siyatik sinir kesitlerinde aktif kaspaz 3 duzeylerini belirlemek igin
PathScan(R) Cleaved Caspase-3 (Aspl75) Sandwich ELISA Kit 7190S
kullanildi.

1. -20 °C’de saklanan dokular sivi azot ile dondurulduktan sonra havana
alinarak ezildi.

2. RIPA buffer ve protease/phosphatase inhitor cocktail ile hazirlanan cell
lysis buffer dan 500 pl havandaki doku Uzerine eklenerek doku homojenize
edildi ve ependorf tlipe aktarildi.

3. Homojenize edilen dokular vortekslendi ve Cleaved-Caspase
3(Aspl75) Rabbit Detection Antibody kapli kuyucuklara 100’er ul koyularak +4
°C’de bir gece bekletildi.

4. ELISA Wash Buffer distile su ile dilie edilerek ylkama tamponu
hazirlandi.

5. Kuyucuklar bosaltildiktan sonra her kuyucuga 200’er ul yilkama
tamponu eklenerek yikandi ve bu islem ¢ defa tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 100 pl Biotinylated Caspase-3 Rabbit Detection
Antibody koyulup Uzeri kapatilarak 37 °C’de bir saat inklbe edildi.

7. Kuyucuklar bosaltildiktan sonra her kuyucuga 200’er ul yikama
tamponu eklenerek yikandi ve bu islem ¢ defa tekrarlandi.

8. Her kuyucuga 100 uyl HRP-Linked Streptavidin koyuldu ve 37 °C’de 30
dakika inkube edildi.

9. Kuyucuklar bosaltildiktan sonra her kuyucuga 200’er pl yikama
tamponu eklenerek yikandi ve bu islem Ug¢ defa tekrarlandi.

10. Her kuyucuga 100 pl TMB substrat koyularak 37 °C’de 10 dakika
inkibe edildi.

11. Kuyucuklar bosaltiimadan her kuyucuga 100’er pl STOP solisyonu
eklendi ve birka¢ saniye hafifce karistirildiktan sonra Bio-Tek 987 ELISA
okuyucuda 450 nm’de okuma yapildi.

Elektron Mikroskobu Doku Hazirlama Yontemi

Elektron mikroskobik inceleme icin alinan siyatik sinir érnekleri 1 mm®1iik
parcalara bolundu ve 4-6 saat %2,5'luk gluteraldehit solisyonunda bekletildi.
Fosfat tamponlu tuz solisyonu ile yikandiktan sonra elektron mikroskobik

incelemeler igin doku takip islemi Leica EM TP (Leica Microsystems GmbH,
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Viyana, AVUSTURYA) cihazi kullanilarak asagida belirtildigi sekilde yapildi ve
rezin igine gomuldu.

%1’ lik osmium tetraoksit 1saat

Fosfat tamponlu tuz sollsyonu 15 dk

Fosfat tamponlu tuz solusyonu 15 dk

Etil alkol (%50) 15 dk

Etil alkol (%60) 15 dk

Etil alkol (%70) 15 dk

Etil alkol (%80) 15 dk

Etil alkol (%90) 15 dk

Etil alkol (%100) 15 dk

Etil alkol (%100) 15 dk

Etil alkol (%2100) 15 dk

Etil alkol (%2100) 15 dk

Propilen oksit 15 dk

Propilen oksit 15 dk

Propilen oksit+rezin (2+1)

Propilen oksit+rezin (1+1)

Propilen oksit+rezin (1+2)

Saf rezin 12 saat

Rezin icine gdbmme iglemi

Etlivde (60 °C) polimerizasyon 24 saat

ilk 11 basamak +4 °C’de daha sonraki basamaklar oda Isisinda
gerceklestirildi. Rezin (EMBed-812 Embedding Kit) icine gdmuilen dokulardan
Leica Ultracut UCT 125 ultramikrotom (Leica Microsystems GmbH, Viyana,
AVUSTURYA) ile 70 nm kalinhginda kesitler 300 gbézenekli bakir gridler Uzerine
alindi. Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlandi. Kontrastlama islemi
asagidaki sekilde yapildi.

Kesitler uranil asetatta 5 dakika bekletildikten sonra distile su ile yikandi

Kesitler kursun sitratta 5 dakika bekletildikten sonra distile su ile yikandi

Kurutma kagidi ile kurutuldu

Daha sonra Jeol Jem-1011 transmisyon elektron mikroskobuna (Jeol Ltd.
Tokyo JAPONYA) eklenmis Megaview Il dijital kamera (Olympus GmbH,

Germany) ile fotograflanarak degerlendirildi.
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Elektron Mikroskobik Degerlendirme

Elektron mikroskobik degerlendirme amaciyla her gruptan tum denekleri
kapsayacak sekilde randomize olarak toplam 150 adet miyelinli akson incelendi
ve delaminasyon olan akson miyelin kiliflari degerlendirildi.

Biyokimyasal Analiz Yontemleri

Serum lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢cin malondialdehit dizeylerine,
antioksidan duzeyini belirlemek igin ise SOD aktivitelerine bakild1.

SOD Enzim Aktivitesi Tayini:

Deneyin Prensibi; Oksidatif yolla enerji Uretimi sirasinda olugan endojen
ve eksojen kaynakl toksik superoksit radikallerinin suya ve molekuler oksijene
dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim aktivitesinin 6lgim prensibi, ksantin
varliginda ksantin oksidazin agiga cikardigi superoksit radikallerinin nitroblue
tetrazolium (NBT) ile 560 nm’de absorblanan rengin dlgiilmesine dayanir*’®.

Kullanilan Reaktifler;

Sodyum Hidroksid Coézeltisi (0,1 N): 0,4 g NaOH bidistile suda ¢ozllerek
100 mL’ye tamamlandi.

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4,6 mg ksantin tartilip, 1 mL 0,1 N NaOH
¢cOzeltisinde hafif I1s1 uygulamasi ile ¢ozulerek bidistile su ile 10 mlL'ye
tamamlandi. Cozelti +4 °C’de bir hafta dayanikhdir.

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin ¢dzeltisinden 1 mL alinarak
bidistile su ile 10 mL'ye tamamlandi. Cozelti her deney gunu taze olarak
hazirlandi.

Etilendiamintetraasetik Asid Coézeltisi (0,6mM): 22,32 mg NaEDTA.
2H,0 bidistile suda ¢6zilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Sodyum Karbonat Codzeltisi (400 mM): 4,24 g Na,CO; bidistile suda
¢Ozulerek 100 mL’ye tamamlandi.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢ozilerek 10 mL'ye
tamamlandi.

Nitroblue Tetrazolium Klorir (NBT) Cozeltisi (0,15 mM): 1,226 mg NBT
bidistile suda c¢ozulerek 10 mL ye tamamlandi. Her deney gunu taze olarak
hazirlandi.

SOD Calisma Reaktifi: 10 mL 0,3 mM ksantin, 5 mL 0,6 mM NayEDTA, 3
mL 400 mM NayCOs, 1,5 mL 1 g/L BSA, 5 mL 0,15 mM NBT karistirilarak her

deney gunu taze olarak hazirlandi.
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Amonyum Silfat Cozeltisi (2 M): 26,428 g (NH4).SO, bidistile suda
¢Ozulerek 100 mL’ye tamamlandi.

Ksantin Oksidaz Codzeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus
(NH4)2SO4 ¢ozeltisinde ¢ozilerek 1 mL’ye tamamlandi.

Bakir Klorur Cozeltisi (0,8 mM): 13,64 mg CuCl,.2H,O bidistile suda
¢Ozulerek 100 mL’ye tamamlandi.

Deneyin Yapihisi: 2,85 ml SOD reaktifi érnek ve kor tuplne aktarildi.
Ornek tlptine 100 pl siipernatant ilave edildi ve her iki tiipe de 50 pl ksantin
oksidaz eklendi. Tipler 25 °C’de 20 dakika inklibe edildikten sonra tlplere 100
Ml CuCl, cozeltisi eklendi. En son asama olarak da koér tiptne 100 ul
supernatant eklenerek Kkaristirildi. Kor ve &rnek tuplerinin 560 nm’de
absorbanslari ayri ayri dl¢iltip SOD aktivitesi tespit edildi. Spesifik aktivite U/ml
protein cinsinden ifade edildi.

MDA Olgiimii:

Lipid peroksidasyon drtnlerinden en stabili olan MDA’nin tiobarbatirik
asit ile reaksiyonu sonucu olusan pembe kirmizi rengin absorbansi
spektrofotometrik olarak degerlendiriimesi esasina dayanmaktadir*”.

Kullanilan Reaktifler;

Stok tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 0,92 gr tetrametoksipropan 1 mlL’de
¢ozular.

Gunlik tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 10 mL’lik stok ¢ozelti 100 mL’ye
distile su ile tamamlanir. Calisma sirasinda gunlik ¢ozelti tekrar 1/10 oraninda
seyreltilir.

DS c¢ozeltisi: 8,1 gr SDS tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve
¢Ozuldr.

Asetik Asit ¢ozeltisi: 20 mL asetik asit distile su ile 100 mL’ye tamamlanir
ve pH’si 3,5’e ayarlanir.

TBA ¢Ozeltisi: 0,8 gr TBA tartilip, 100 mL’ye distile su ile tamamlanir ve
Isitilarak ¢ozulur.

n-butanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-butanol ile
karigtirilir.

Tupler 95 °C’de 30 dakika sure ile inkube edilir. Musluk suyunda
sogutulur. 500 pL distile su eklenir. 2,5 mL n-butanol-piridin karigimi eklenip

tipun kapagi kapatilarak karisimlar beyazlasincaya kadar vortekslenir. 4000
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rom’de 15 dakika santrifijlenir. Stpernatant fazdan 1 mL alinip 532 nm’de kore
karg! spektrofotometrik olarak olgulur.

istatistiksel Analiz

Surekli degiskenlere ait Olgimler ortalamazstandart sapma cinsinden
Ozetlenmigtir. MDA, SOD ve ELISA odlgumleri bakimindan gruplar arasinda fark
olup olmadidi genel dogrusal modeller ile analiz edilmis, farkhlik saptanan
degiskenler icin farklihgin hangi gruplardan kaynakl oldugunu saptamak
amaciyla oncelikle kontrol grubu ile diger gruplarin karsilagtirildigr Dunnett testi,
gruplarin birbiri ile kargilastirildigi Dunn testi uygulanmistir. Normal miyelin ve
bozulmus miyelin olma oranlari bakimindan grup karsilastiriimasinda ki-kare
testinden yararlaniimigtir. Farklihgin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit
etmek adina iki oran karsilastiriimasi yapilmistir. p<0,05 istatistiksel anlamhlik

duzeyi olarak kabul edilmigtir.
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BULGULAR

immiinofloresan isaretleme Bulgular
Deney yapilan tim gruplarda aktif kaspaz 3 icin isaretlenme olup
olmamasina gore degerlendirme yapildi. Primer antikoru icermeyen negatif
kontrol amaciyla kullanilan kesitlerde S-100 ve aktif kaspaz 3 igin isaretlenme
g6zlenmemigtir. (Resim 2) Kontrol grubuna ait siyatik sinir kesitlerinde bazi

aksonlarda zayif aktif kaspaz 3 isaretlenmesi izlendi. (Resim 3)

Resim 2: Negatif kontrolX1200.
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Resim 3: Kontrol grubu; S-100 (ok basi, kirmizi), aktif kaspaz 3 (ok, yesil)

isaretlenmesi X1200.

Kontrol grubu ile diger tum gruplar aktif kaspaz 3 igin immunofloresan
isaretlenme bakimindan karsilastirildiginda iskemi (Resim 4A) ve iskemi+4 saat
reperflizyon (Resim 5A), iskemi+7 glin reperfizyon (Resim 6A) ve iskemi+21
gun reperfliizyon (Resim 7A) gruplarinda aktif kaspaz 3 isaretlenmesinde artma
tespit edilmistir. Bu artisin iskemi grubunda diger gruplara goére daha belirgin
oldugu gdzlendi.

PA verilen iskemi (Resim 4B), iskemi+7 gun reperfizyon (Resim 6B) ve
iskemi+21 gun reperfizyon (Resim 7B) uygulanan gruplarda aktif kaspaz 3
isaretlenmesinde azalma saptanmistir. Ancak PA verilen iskemi+ 4 saat

reperfizyon (Resim 5B) uygulanan grupta ise bu azalma olmamistir.
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Resim 4 A: iskemi grubu; B: Proantosiyanidin+iskemi grubu; S-100 (kirmizi),
aktif kaspaz 3(yesil) isaretlenmesi X1200.
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Resim 5A: iskemi+4 saat reperflUzyon grubu; B: Proantosiyanidin+iskemi

+4 saat reperfiizyon grubu; S-100 (kirmizi), aktif kaspaz 3(yesil) isaretlenmesi
X1200.




Resim 6A:iskemi+7 giin reperfiizyon grubu; B: Proantosiyanidin+iskemi+7 giin

reperfuzyon grubu; S-100 (kirmizi), aktif kaspaz 3(yesil) isaretlenmesi X1200.
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Resim 7A: iskemi+21 giin reperfiizyon grubu; B:Proantosiyanidin+iskemi +21
gun reperflizyon grubu; S-100 (kirmizi), aktif kaspaz 3(yesil) isaretlenmesi
X1200.
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ELISA Bulgulan

Siyatik sinir dokusunda ELISA yontemi ile yapilan aktif kaspaz 3
Olcimlerinde kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda tum gruplarda
yuksek bulunmus ancak bu fark sadece iskemi grubunda istatistiksel olarak
anlamli olarak tespit edilsmistir. (p=0,027) PA verilen gruplarda iskemi ve iskemi
sonras! 7 gun reperflzyon uygulanan gruplarda aktif kaspaz 3 degerlerinde
digme saptanmigtir. PA verilen iskemi sonrasi 4 saat reperfuzyon uygulanan
grupta ise aktif kaspaz 3 degerlerinde azalma olmamistir (Sekil 4.2.1).

iskemi sonrasi 4 saat reperfiizyon uygulanan grupta gerek aktif kaspaz 3
icin gerek immunofloresan isaretlenme bakimindan gerekse ELISA ydntemi ile
yapilan aktif kaspaz 3 dlgumlerinde PA verilmesinin aktif kaspaz 3 duzeylerinde
azalmaya yol agmadigi goralmasgtur.

ELISA yontemiyle Olgllen aktif kaspaz 3 degerleri Tablo 4.2.1'de

verilmigtir.

Tablo 2: Siyatik sinir dokusunda aktif kaspaz 3 degerlerinin ELISA

yontemi ile 6lciim sonuglari. (* kontrol grubu ile istatistiksel anlaml fark)

Gruplar Ort+Std. Sapma p degeri
Grup | 0,11+0,01

Grup Il 0,13+0,01 *0,027
Grup Il 0,12+0,01 0,505
Grup IV 0,12+0,02 0,273
Grup V 0,12+0,02 0,220
Grup VI 0,13+0,02 0,052
Grup VI 0,1340,02 0,148
Grup VI 0,1240,02 0,470
Grup IX 0,12+0,02 0,638
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Mean Plot (veri-1 4v*83c)
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Sekil 1. Siyatik sinir dokusunda aktif kaspaz 3 dederlerinin gruplar arasinda
karsilagtiriima grafigi.

Elektron mikroskobik bulgular

Elektron mikroskopik degerlendirmede aksonlari saran miyelin kiliflari
degerlendirilmigtir. Her gruptan randomize olarak 150 akson miyelin kilifi
degerlendirmeye alinarak normal ve delaminasyon godsteren miyelin kiliflar
saylimistir. Kontrol grubunda tim miyelin kiliflari normal olarak tespit edilmigtir.
(Resim 8) Ayrica miyelinsiz sinir lifleri ve hucreler arasi édem bulgularida
degerlendirilmistir.

iskemi grubu (Resim 9, 10, 11), iskemi+4 saat reperfiizyon grubu (Resim
14, 15), iskemi+ 7 gun reperfuzyon grubu (Resim 17,18) ve iskemi+ 21 gln
reperfizyon grubunda (Resim 20) miyelin kiliflarinda delaminasyon tespit edilen
aksonlarin sayisi sirasiyla 117 (%78), 108 (%72), 108 (%72) ve 90 (%60)
olarak saptanmistir. (Sekil 2)

PA+ iskemi (Resim 12, 13), PA+ iskemi 4 saat reperfizyon (Resim 16),
PA+ iskemi+ 7 glin reperflizyon (Resim 19) gruplarinda aksonlarin miyelin
kiliflarinda olusan delaminasyonda 6nemli 6lgcide azalma gorilirken, PA+
iskemi+ 21 gun reperflzyon grubunda azalma olmadigi tespit edilmistir (Resim
21). iskemi+ 4 saat reperfiizyon grubunda 108 (%72) olarak tespit edilen

delaminasyon gosteren myelin kilifi sayisi PA+ iskemi+ 4 saat reperfizyon
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grubunda 69 (%46) olarak tespit edilmis ve her iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p=0,001)

iskemi+ 7 giin reperflizyon grubu ve iskemi+ 21 giin reperfiizyon
grubunda miyelin kilifta delaminasyon saptanirken ileri derecede miyelin
hasarina rastlanmamigtir.

Iskemi grubu (Resim 9, 11) ve iskemi+ 4 saat reperflizyon grubunda
(Resim 14) bazi aksonlarda ileri derecede miyelin hasarina bagli bal petegi
gorinumu tespit edilirken, PA + iskemi grubu (Resim 12, 13) ve PA+ iskemi+ 4
saat reperfuzyon grubunda (Resim 16) ise ileri derecede miyelin kilif hasarina
rastlanmamistir.

Miyelin kiliflarin degerlendirilmesi ile ilgili sonuglar Tablo 3'de verilmistir.

Miyelinsiz sinir liflerinin tamaminda normal morfolojik gérinim tespit
edilmistir. Iskemi ve IR'un yol agtigi hiicreler arasi édemin PA veriimesi ile
azalmadigi tespit edilmigtir.

Tablo 3: Normal ve delaminasyon gdsteren miyelin kilif dagihminin gruplar

arasi dagihmi

Gruplar Normal miyelin kilif Delaminasyon
gosteren miyelin kilif

Grup | 150 0 (%0)
Grup I 33 117 (%78)
Grup Il 54 96 (%64)
Grup IV 42 108 (%72)
Grup V 81 69 (%46)
Grup VI 42 108 (%72)
Grup VII 69 81 (%54)
Grup VI 60 90 (%60)
Grup IX 57 93 (%62)
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Sekil 2: Normal ve delaminasyon gosteren miyelin kilif dagiliminin gruplar arasi

karsilastiriimasi.

Resim 8: Kontrol grubu, normal miyelin kilif (ok), Schwann hlcresi(ok basi),
akson(yildiz) X4000.
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Resim 9: iskemi grubu, normal miyelin kilif (kalin ok), miyelin Kkilifta

delaminasyon( ince ok), ileri derecede hasarl miyelin kilif (ok basi), miyelinsiz
sinir lifleri (y1ldiz) X3000.

Resim 10: iskemi grubu, miyelin kilifta delaminasyon (ok), aksonda gekilme (ok

basti), hucreler arasi 6dem (yildiz) X7500.

62



Resim 11: Iskemi grubu, ileri derecede hasarli miyelin kilif(kalin ok),
delaminasyon(ok basli), miyelinsiz aksonlar (ince ok), hicreler arasi 6dem
(yildiz) X7500.

’ } - A R 4w 0, e A
Resim 12: Proantosiyanidin+iskemi grubu, delaminasyon (ok basl), Schwann

hucre ¢ekirdegdi (ok), miyelinsiz aksonlar (yildiz) X7500.
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Resim 13: Proantosiyanidin+iskemi grubu, delaminasyon (ok basi), miyelinsiz
aksonlar (yildiz)X12000.

(yildiz), akson (ok basi), hlicreler arasi 6dem (ok) X7500.
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P
Resim 15: Proantosiyanidin+iskemi+4 saat reperflizyon grubu, aksonda

cekilme (ok basi), hicreler arasi 6dem(yildiz)X7500K.

Resim 16: Proantosiyanidin+iskemi+4 saat reperfizyon grubu, delaminasyon
(ok basi), hucrelerarasi 6dem (yildiz)X7500.
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Resim 17: Iskemi+7 giin reperflizyon grubu, aksonda gekilme (kalin ok),

delaminasyon (ok basi), hiicreler arasi 6dem (ince ok), bad dokusu lifleri (yildiz)
X7500.

Resim 18: liskemi+7 giin reperfiizyon grubu, aksonda cekilme (ok),

delaminasyon (ok basi), hiicreler arasi 6dem (yildi1z)X7500.
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Resim 19: Proantosiyanidin+iskemi+7 giin reperfiizyon grubu, delaminasyon
(ok bas1)X7500

Resim 20: iskemi+21 giin reperfiizyon grubu, delaminasyon (ok), aksonda
cekilme (ok basi), hucreler arasi 6dem (yildiz) X4000.
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Resim 21: Proantosiyanidin+iskemi+21 gun reperfuzyon grubu, miyelin kilif

(ok), delaminasyon (ok basi), hicreler arasi 6dem (yildiz) X3000.

Biyokimyasal Analiz Bulgulari

Serum oksidatif hasarin neden oldugu lipit peroksidasyonunun siddetini
belirlemek icin MDA, antioksidan enzim aktivitesinin etkinliginin tespiti icin SOD
Olcimleri kullanilmistir. Tim deneklerde yapilan o6lgcimler Tablo 4, 5, 6'da

gOrulmektedir.

Tablo 4: Kontrol grubundaki deneklerin serum MDA ve SOD degerleri

Grup Denek | MDA (nmol/ml) | SOD (U/ml)
No
Grup | 1 0,22905 8,335944
2 0,47846 5,61994
3 0,11198 6,584909
4 0,82967 5,084473
5 0,23414 8,859708
6 0,5599 8,467005
7 0,26468 4,859534
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Tablo 5: iskemi ve IR grubundaki deneklerin serum MDA ve SOD

degerleri
Grup Denek No | MDA(nmol/ml) | SOD (U/ml)
Grup Il 1 0,78386 5,411819
2 0,88566 1,034523
3 1,22669 5,203789
4 0,88057 4,507527
5 0,73296 1,541956
6 3,29832 3,88443
7 0,70751 3,125445
Grup IV 1 0,36648 1,210598
2 0,4581 3,4846
3 0,509 4,499431
4 0,6108 1,843218
5 0,93147 3,499543
6 1,21651 1,246204
7 1,07908 2,140401
Grup VI 1 0,19342 4,096851
2 0,90093 5,629891
3 0,27995 3,104303
4 0,73805 4,383411
5 0,54972 3,798147
6 0,48355 2,748994
7 0,67697 3,208931
Grup VI 1 0,46828 3,837015
2 1,36412 2,499098
3 1,56772 0,607889
4 0,39193 0,925783
5 1,35903 0,520548
6 0,7635 1,586146
7 0,7635 0,773975
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Tablo 6: PA verilen iskemi ve IR grubundaki deneklerin serum MDA ve
SOD degerleri

Grup Denek No | MDA (nmol/ml) SOD (U/ml)
Grup Il 1 0,73805 5,093472
2 0,29522 5,104303
3 1,06381 4,907758
4 0,63116 4,294852
5 0,89075 5,281745
6 0,8653 0,393064
7 0,8653 1,540631
Grup V 1 2,35667 2,672811
2 0,96201 2,344909
3 1,05872 2,997859
4 0,5599 1,507358
5 0,87548 1,658768
6 0,66679 2,51474
7 0,53445 0,41627
Grup VI 1 0,22905 6,72363
2 0,58026 4,641969
3 0,59553 5,517241
4 0,22905 3,634625
5 0,42247 3,702359
6 0,34103 2,244025
7 0,51409 3,393065
Grup IX 1 0,22396 10,57423
2 0,41738 5,578762
3 0,40211 4,99419
4 0,36648 6,507469
5 0,40328 6,42419
6 0,6617 5,532679
7 0,41738 5,122564
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MDA degerleri iskemi yapilan grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiksek bulunmustur. (p=0,008) iskemi
sonrasi 4 saat ve 21 gun reperfizyon uygulanan her iki gruptada yine MDA
seviyelerinde kontrol grubuna gore ciddi boyutlarda bir artis tespit edilmigtir. PA
verilen gruplarin hepsinde MDA degerleri, iskemi ve IR yapilan ve PA
verilmeyen gruplara gore daha dusuk degerlerde bulunmustur. (Tablo 7) PA
uygulanan iskemi sonrasi 7 glin ve 21 gun reperfizyon yapilan grublarda MDA
degerleri kontrol grubunda tespit edilen MDA degerlerine yakin bulunmustur
(Sekil 3).

Tablo 7: Gruplardaki ortalama serum MDA degerleri. (* kontrol grubu ile

istatistiksel anlamli fark)

Gruplar Ort+Std. Sapma P degeri
Grup | 0,39+0,25

Grup Il 1,22+0,93 *0,008
Grup 1l 0,76%0,25 0,513
Grup IV 1,00+0,63 0,084
Grup V 0,74+0,33 0.588
Grup VI 0,55+0,25 0,988
Grup VII 0,41+0,15 1,000
Grup VI 0,95+0,47 0,129
Grup IX 0,41+0,14 1,000

22

20 r
18t
16
14

12+

MDA

10|
08 |
06
04

02

0.0

M

by

m v v vi vivi IX
GRUP

== Ort

Ort.=0,85 Guven Araldi

Sekil 3: Serum MDA degerlerinin gruplar arasi kargilagtiriimasi

71



iskemi ve IR yapilan tiim gruplarda SOD degerlerinde kontrol grubuna

gbre istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (Sekil 4). iskemi

uygulamasi ile azalma gdsteren SOD degerleri,

4 saatlik reperflizyon

uygulamasi sonrasinda azalmaya devam etmistir. PA verilen tim gruplarda

SOD degerlerinde bir artis olmus ancak sadece iskemi sonrasi 21 gun

reperflUzyon uygulanan grupta bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

(p:0,002, Tablo 8)

Tablo 8: Serum SOD degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi.

(*kontrol grubu ile istatistiksel anlamli fark)

Gruplar Ort+Std. Sapma P degeri
Grup | 6,83+1,71

Grup Il 3,53+1,72 *0,001
Grup Il 3,58+2,09 *0,003
Grup IV 2,02+0,88 *0,000
Grup V 2,56+1,27 *0,000
Grup VI 3,85+0,97 *0,004
Grup VIl 4,26+1,49 *0,019
Grup VI 1,53+1,23 *0,000
Grup IX 6,38+2,12 0,997

N

/7
%%

SOD

RN Ort.
"] Ort.£0,95 Given Aralii

Sekil 4: Serum SOD degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi.
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TARTISMA

IR hasarina bagli olarak kan-sinir bariyerinin bozulmasi ile birlikte
oksidatif stres olusmakta ve buna bagl olarak lipid peroksidasyonu meydana
gelmekte ve neticede birgok biyokimyasal ve patolojik degisiklik ortaya
ctkmaktadir. IR sonucunda olusan serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri
nedeniyle hicre membraninin yapisinda bulunan lipidlerde, lipid
peroksidasyonunu baslatmaktadirlar.

PA'’in genis biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinden dolayi son yillarda bu
konuda cok sayida calisma yapiimaktadir’®®*™®. Ancak PA’in, IR hasarinin
neden oldugu oksidatif stres ve periferik sinirde yaratmis oldugu hasar Gzerine
etkilerini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tezin amaci IR hasari
yapilan sicanlarda PA takviyesinin g¢esitli oksidatif stres ve antioksidan savunma
sistemleri ile periferik sinir Uzerine etkilerini ortaya koymakti.

Periferik sinirde iskemi ve sonrasinda olusan reperfuzyon hasarinin
etkilerinin gosterilebilmesi i¢in tama yakin ve geri donusumu olan iskemi
olusturabilecek model arayislari hala siirmektedir'®®®. Korthals kedilerde
meydana getirdigi IR modelinde, ayni anda aorta ve femoral arter ligasyonu ile
siyatik sinir distali ile tibial ve peroneal sinirlerin alt kisimlarinda aksoplazmik
yavaglama, organellerin birikimi ve santral fasikiler nekroz gibi iskemik

degisiklikler ortaya ciktigini bildirmistir'®*

. Hess ise, tavsanlarda olusturdugu
modelde, internal ve eksternal iliak arterlerin ayri ayri ya da birlikte
ligasyonunun siyatik sinir ve dallarinda iskemik lezyonlar olusturdugunu ortaya
koymustur®™. Schmelzer ve arkadaslarinin gelistirdigi modelde 6nce kollateral
arterler baglanmakta ve sonrasinda hem abdominal aortanin hem de her iki iliak
arterlerin gecgici oklizyonu ile sinir kan akimi kesilerek tam iskemi
olusturulmaktadir. Bu model kullanilarak yaratilan 1 saatlik iskemi 30 dakika
icinde iskemik iletim bozuklugu olusturmakta, ancak reperfliizyonla impuls iletimi
hemen geri ddonmektedir. 3 saatlik iskemi sonrasinda ise kalici iletim bozuklugu
ve iletim blogu ortaya ¢ikmaktadir. Reperfizyon yetmezligi 1 saatlik iskemiden
sonra belirmekte ve 3 saatlik iskemi sonrasinda belirginlesmektedir®,

Periferik sinirde iskemi ve reperfizyon hasarlarini arastirmak amaciyla
siganlarda yapilan calismalarda standart bir model ortaya
konulamamistir’®18::183.18 "B nedenle, deneysel calismanin amaglarindan biri
de kolay uygulanabilir ve amacina uygun bir periferik sinir iskemi-reperflizyon

modelinin ortaya konulmasiydi. Bagdatoglu ve arkadaslari serebral damar
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anevrizma Kklipsleri kullanilarak femoral arter ve venin kan akimini 3 saat
sureyle engellemiglerdir. Daha 6nce yapilmis olan c¢alismalarda sigan siyatik
sinirinde patolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmaya bagladigi kritik iskemi sinirinin
3 saat oldugu rapor edilmistir®*. Bu nedenle calismamizda iskemi siiresi 3 saat
olarak belirlenmis ve IR modeli olarak da Bagdatoglu ve arkadaslarinin
literatiirde bildirmis olduklari IR modeli kullaniimigtir.

Periferik sinirler cesitli klinik durumlarda, travmatik, iatrojenik veya
medikal nedenlerle degisen surelerde iskemi altinda kalmakta; anatomik ve
fonksiyonel yapinin korunmasi kosuluyla, daha sonra reperfize olmaktadirlar.
IR siireleri kritik degeri asinca ortaya c¢ikan serbest oksijen radikalleri dncelikle
hicre membranlarini hedef secerek, intranéral mikrosirkilasyonun yapi ve
butlinligini bozmaktadirlar®. Calismamizda 3 saat sireyle total iskemi
uygulanan ve iskemi sonrasi degisen surelerde reperfizyona maruz birakilan
periferik sinirlerde oksidatif stresin etkisi incelenmisgtir.

IR hasarinin olusmasinda baslica rolii indirgenme reaksiyonlari
sonucunda olusan serbest oksijen radikalleri oynar. Serbest oksijen radikalleri
(superoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali) kimyasal olarak reaktif
molekullerdir. Hidroksil radikali canli hicrelerde bulunan hemen hemen tum
molekulerle (proteinler, polisakkaritler, aminoasitler, DNA bazlari, uzun zincirli
doymamis yag asitleri ve organik asitler) reaksiyona girebilir'®%. Lipid
peroksidasyonu lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
donugsmesi ile sona ermektedir. Lipid peroksidasyonu membranin iyon
gecirgenligini arttirmakta ve ayrica membran proteinlerinde de hasara neden
olmaktadir'®’.

iskemi yapilan grup ile kontrol grubu karsilastiriidiginda kan MDA
seviyeleri iskemi grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yuksek
bulunmustur (p=0,008). Ayrica iskemi sonrasinda 4 saat ve 21 gun reperflizyon
uygulanan gruplarda da MDA seviyelerinde kontrol grubuna gore artis tespit
edilmis ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. PA verilen
gruplarin (grup lll, grup V, grup VII, grup IX) MDA degerleri, PA verilmeyen
gruplar (Grup Il, Grup IV, Grup VI ve Grup VIlI) ile kargilastirildiginda daha
duguk degerlerde bulunmustur. PA+iskemi+7 gun reperfuzyon grubu (Grup VII)
ile PA+ iskemi+21 gun reperflizyon grubunda (Grup IX) olgilen MDA degerleri,
kontrol grubunda dl¢ilen MDA degerlerine yakin bulunmustur. Calismamizda

PA verilen gruplardaki MDA sonuglari, PA'in antioksidan sistem Uzerine olumlu
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etkisi oldugunu desteklemektedir. Bagdatoglu ve arkadaslar sigan siyatik sinir
iskemi reperfuzyon modelinde trapidilin etkisini arastirdiklari c¢alismalarinda
MDA degerlerinin IR uygulanan grupta, kontrol grubuna gére istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttigini gdstermislerdir®®. Kerman ve arkadaslari deneysel
olarak kafa travmasi olusturulmus tavsanlarda kuvvetli bir antioksidan olan
melatoninin serbest radikal ve antioksidan sistemler Uzerine etkilerini
arastirdiklar1 galismalarinda travmanin MDA degerlerinde artmaya neden
oldugunu ve verilen melatonin sonucunda MDA degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalmanin olustugunu tespit etmislerdir'®®. Feng ve arkadaslari yedi
gunlik sigan yavrularinda hipoksi olusturulmadan 5 dakika once ve hipoksi
sonrasli 4., 18. ve 26. saatte intraperitoneal olarak uygulanan 50 mg/kg PA’in
hipoksinin neden oldugu iskemik beyin hasarini ve beyin dokusundaki lipid
peroksidasyonunu azalttigini bildirmislerdir*®®. Devi ve arkadaslari erkek albino
Wistar siganlara 9 hafta boyunca oral olarak 25, 50 ve 75 mg/kg dozlarinda PA
uygulamiglar ve 25 ila 50 mg/kg PA uygulanan gruplarda beyin dokusunda lipid
peroksidasyonu ve MDA degerlerinde sinirli bir degisim tespit ederken, 75
mg/kg PA uygulanan grupta ise beyin dokusundaki MDA seviyelerinde %70
oraninda azalma belirlemislerdir®.

X isinlarina maruz birakilan siganlarda ginlik 50 mg/kg PA takviyesinin
yukselen lenfosit MDA seviyelerini azalttigi ve GSH, retinol ve beta-karoten
seviyelerini yiikselttigi gdsterilmistir*®:19,

PA'in miyokard IR hasarina karsi koruyucu etkisinin arastirildig
calismada 3 hafta boyunca 50 ve 100 mg/kg oral PA verilen siganlarda MDA
olusumunun PA verilmeyen siganlarla kiyaslandiginda onemli Olgude azaldigi
gosterilmigtir. Ayrica PA'in kalp iskemisi sonucu olusan hidroksil ve peroksil
radikallerini kovmada etkili oldugu gdsterilmistir'"°.

PA'in  kanittanmis en  Onemli  Ozellikleri  antilipoperoksidatif,
antiapoptojenik ve antinekrojenik potansiyele sahip olmasidir. PA’'in superoksit
ve hidroksil radikali olusumunu engelledigi ve oksidatif strese karsi antioksidan
kapasiteyi arttirici  6zelliklere sahip oldugu daha ©nceki c¢alismalarda
bildirilmigtir. Bizim calismamizda da serbest oksijen radikalleri ile induklenmis
lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde MDA duzeyleri ile yapilan
degerlendirmede PA uygulanan tum gruplarda MDA duzeylerinin anlamli
derecede azaldigi bulunmustur. Bu sonuglarimiz literatur bilgileri ile paralellik

gOstermektedir’-541881%,
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Iskemi ve IR yapilan tim gruplar kontrol grubu ile kargilastirildiginda
SOD degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir. iskemi
uygulamasi ile azalma gdésteren SOD degerleri 4 saat reperflizyon sonrasi da
azalmaya devam etmistir. PA verilen tim gruplarda SOD dederlerinde bir artis
olmus ancak sadece iskemi+21 gun reperfuzyon uygulanan grupta bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p:0,002). Sayan ve arkadaslari sigan
siyatik sinir iskemi reperfizyon modelinde melatoninin faydali etkisini
arastirdiklari ¢calismalarinda, reperflizyon 6ncesi uygulanan melatoninin SOD
enzim seviyelerinde azalmaya engel oldugunu bildirmislerdir. IR yapilan
gruptaki azalmig SOD duzeylerinin, melatonin uygulamasi ile yukseldigini tespit
etmislerdir’. Potansiyel bir antioksidan olan melatoninin 6zellikle reperfiize
dokuda SOD seviyesini arttirdigina yonelik literatirde birgok c¢alisma
bulunmaktadir. Kotler ve arkadagslari yaptiklari c¢alismalarinda melatonin
uygulamasinin sigan serebral korteksinde SOD degerlerinde artmaya neden
oldugunu tespit etmislerdir'®>. Devi ve arkadaslari deneysel olarak siganlara
oral yolla verilen 25, 50 ve 75 mg/kg dozlarinda PA'in lipid peroksidasyonu ve
antioksidan sistem Uzerine etkisini arastirmislardir. 25 ve 50 mg/kg PA
uygulanan gruplarda beyin dokusunda SOD aktivitesinde sinirl bir degisim
tespit ederken, 75 mg/kg PA uygulanan grupta ise beyin dokusundaki SOD
aktivitesinde %70 oraninda artma bildirmislerdir®.

Calismamizda iskemi ve IR uygulanan tim gruplarda SOD degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmis ve PA uygulanmasi ile tim
gruplarda SOD duzeylerinde artis oldugu belirlenmistir. SOD ile ilgili bu
sonuclarimiz literatiir bilgileri ile uygunluk gdstermektedir’**°.

Elektron mikroskopik degerlendirmede aksonlari saran miyelin kiliflari
degerlendirilmigtir. Her grupta rastgele secilen 150 aksonun miyelin kiliflar
elektron mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubunda incelenen tim
miyelin kiliflarinin  normal morfolojik 6zelliklere sahip oldugu goézlenmistir.
iskemi ve iskemi sonrasi 4 saat, 7 gin ve 21 gin reperflizyon uygulanan
gruplarda ise miyelin kiliflarinda delaminasyon tespit edilen aksonlarin sayisi
sirasiyla 117 (%78), 108 (%72), 108 (%72) ve 90 (%60) olarak saptanmistir.
PA+iskemi+ 21 gun reperfluzyon grubu hari¢, PA verilen tum gruplarda, miyelin
kiliffarda gozlenen delaminasyonda onemli Olgude azalma tespit edilmistir.
iskemi sonrasi 4 saat reperflizyon uygulanan grupta 108 (%72) olarak tespit

edilen delaminasyon gdsteren miyelin kilifi sayisi, PA uygulanan ve iskemi
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sonrasi 4 saat reperflzyon yapilan grupta 69 (%46) olarak tespit edilmis olup,
her iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001).
Sayan ve arkadaslari IR uygulanan sicanlarda normal miyelin kilif yapisinda
istatistiksel olarak anlamh bir azalma tespit etmigler ve melatonin
uygulanmasinin ardindan delaminasyon gosteren miyelin kilif sayisinda anlamli
bir azalma meydana geldigini bildirmislerdir’. Bagdatoglu ve arkadaslari sican
siyatik sinir iskemi reperflizyon modelinde iskemi ve IR hasari sonrasinda
miyelin kiliflarinda delaminasyon, akson yapisindaki mitokondriyonlarda sisme
ve krista kaybi ile endondéryumda 6dem tespit etmiglerdir. Trapidil uygulanan
sicanlarda ise elektron mikroskobik olarak hucreler arasi 6demde azalma ve
delaminasyon gésteren miyelin kilif sayisinda azalma oldugunu bildirmislerdir>*.
Tirkoglu ve arkadaslari, iskemi ve IR olusturulan siganlarda miyelin kiliflarda
énemli dlgiide delaminasyon saptamislardir®.

Kaspaz aktivasyonunun aksonal yaralanma ve dejenerasyonda 6nemli
rol oynadigini akla getiren kanitlar vardir. Travmatik beyin yaralanmasina sahip
hayvan modellerinde sitokrom c serbestlesmesi ve kaspaz aktivasyonun

aksonal hasara katkida bulundugu gésterilmistir'*®

. Calismamizda tUm gruplara
ait dokularda aktif kaspaz 3 igin isaretlenme olup olmamasina gore
degerlendirme yapilmistir. Kontrol grubu ile diger tim gruplar aktif kaspaz 3 igin
immunfloresan isaretlenme yoninden karsilastirildiginda iskemi ve reperfizyon
yapilan tim gruplarda aktif kaspaz 3 isaretlenmesinde artis tespit edilmistir. Bu
artisin iskemi grubunda diger gruplara gore daha belirgin oldugu gozlenmisgtir.
PA verilen gruplarda iskemi, iskemi sonrasi 7 gin ve 21 gun reperfizyon
uygulanan gruplarda aktif kaspaz 3 isaretlenmesinde azalma saptanmistir.
Ancak PA verilen iskemi sonrasi 4 saat reperflizyon uygulanan grupta ise bu
azalma gozlenmemistir.

Siyatik sinir dokusunda ELISA yontemi kullanilarak dlgulen aktif kaspaz 3
degerleri tim gruplarda kontrol grubuna gore yuksek bulunmustur. Ancak bu
fark sadece iskemi grubunda istatistiksel agidan anlaml olarak saptanmistir
(p=0,027). PA verilen gruplardan iskemi ve iskemi sonrasi 7 gun reperfuzyon
uygulananlarda aktif kaspaz 3 degerlerinde disme tespit edilmigtir. PA verilen
iskemi sonrasi 4 saat reperflUzyon uygulanan grupta ise aktif kaspaz 3
degerlerinde azalma olmamistir.

Temel olarak iskemi sonrasi reperfize edilen organlarda hicresel

batinligin bozulmasi sonucu 6dem ve fonksiyon bozuklugu ile karakterize
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inflamatuar ve metabolik hasar gorilir. IR siddetine bagh olarak higbir
morfolojik degisikligin olmadigi durumdan belirgin makroskobik hasarin oldugu
diizeye kadar degisik derecelerde hasar olabilir. iR herhangi bir organ ya da
dokuda gelistikten sonra iskeminin suresi, siddeti ve organin buyuklugine bagli
olarak hem o organda hem de uzak organlarda hasar gelisebilir'*°.

Hidrojen peroksit apopitozise neden olan pro-oksidan bir molekuldur.
Pro-oksidan stresin neden oldugu mitokondri hasari mitokondriden serbestlesen
proapopitotik faktorler araciliiyla apopitozis yolaginin aktivasyonuna neden
olur. Kaspaz, ROS’nin neden oldugu apopitotik yolakta esas uygulayicidir. ROS
mitokondri aracili intrinsik apoptozise neden olur. Bu yolakta M-kalpain kaspaz
3 aktivasyonuna neden olmaktadir. Kalsiyum bagimli kalpain aktivasyonunun
neden oldugu kaspaz 3 aktivasyonu neonatal hipoksi-iskemi modelinde
gosterilmistir®®. Hipoksi sonucunda geri déniisimsiiz degisikliklerin gelismesi
icin gecen sire degiskendir. iskelet kaslari saatlerce hipoksiyi tolere
edebilmesine karsin noéral yaplilar igin bu stire ¢ok kisadir. Sonug olarak iskemi
hlcreleri ciddi hasara ugratir. Bundan dolayi iskemi durumunda kan akimi en
kisa zamanda tekrar saglanmalidir. Ancak dokularda oksijenizasyonun tekrar
saglanmasi hasarli bdlgede ROS'nin artmasina ve gegici olarak hasarin

agirlasmasina neden olabilmektedir’>*

. Calismamizda iskemi sonrasi 4 saat
reperflizyon uygulanan grupta hem immunfloresan isaretlenme ile hem de
ELISA yontemi ile yapilan aktif kaspaz 3 olgimlerinde PA verilmesinin aktif
kaspaz 3 duzeylerinde azalmaya yol agmadigi gorulmustar. Ancak iskemi
sonrasi 7 gun ve 21 gun reperfizyon uygulanan gruplarda aktif kaspaz 3
degerlerinde belirgin azalma tespit edilmigstir. Bu sonug, hasarin 6zellikle
reperfizyonun ilk saatlarinde devam  ettiginin  bir  gOstergesidir.

Calismamizda elektron mikroskobik, biyokimyasal, ELISA ve
immunfloresan degerlendirme sonuglarimiz arasindaki korelasyon gdzden
gegcirildiginde iskemi ve iskemi sonrasi reperflizyonun erken doénemlerinde
harabiyetin ileri derecede oldugu tespit edilmistir. iskemi sonrasi 4 saatlik
reperfuzyon suresince lipid peroksidasyonunu deg@erlendirdigimiz MDA
duzeyleri yUksek seyretmeye, antioksidan sistemi degerlendirdigimiz SOD
duzeyleri ise daha da dusmeye devam etmigtir. Lipid peroksidasyonunda tum
gruplarda ciddi azalmalar olurken 7 ve 21 gin reperfuzyon uygulanan
gruplardaki MDA degerleri kontrol grubundaki degerlerine yaklagmigtir. Ayni
sekilde SOD degerleri de 21 gun reperfizyon grubunda kontrol grubu
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degerlerine yaklagmistir. Elektron mikroskobik olarak 21 gun reperfizyon grubu
hari¢ tum gruplarda aksonlarin miyelin kiliflarinda tespit edilen delaminasyonda
onemli oOlgide azalma tespit edilmistir. Aktif kaspaz 3 i¢in immunfloresan
isaretlenme ve ELISA yontemi ile yapilan dlgimlerde ise iskemi sonrasi 4 saat
reperfUzyon uygulanan grupta PA verilmesinin aktif kaspaz 3 duzeylerini
azaltmadigr gorulmuagtur. Bu sonucun 6zellikle reperfizyonun ilk donemlerinde
hasarin artmasina bagl olarak olusan ROS etkisiyle olusan mitokondri aracili

intrinsik apopitozise bagli oldugu disunulmustar.

Sonug olarak; PA'in, periferik sinir iR hasarinda endotel hiicrelerinde
olusan oksidatif hasar ve sonrasinda meydana gelen endondral édem ile sinir
lifi dejenerasyonuna karsi serbest radikallerin zararli etkilerini engelledigi ve
antioksidan savunma sistemlerini destekledigi diistinilmistir. Ozellikle periferik
sinire yonelik cerrahi girisimlerden dnce kullanildiginda, olusabilecek oksidatif
sinir doku hasarini azaltilabilecegi ve noral fonksiyonun ileri derecede

bozulmasina engel olabilecegi kanisina variimistir.

79



SONUC ve ONERILER

1. IR hasari olusturulan sigan siyatik sinir dokusunda tim gruplarda aktif
kaspaz 3 immiinfloresan isaretlemesi yapildi. iskemi ve iskemi reperfiizyon
yapilan tum gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda o6zellikle iskemi
grubunda olmak uUzere, aktif kaspaz 3 isaretlenmesinde artma oldugu tesbit
edildi.

2. PA verilen iskemi grubu, iskemi+7 gln reperfizyon grubu, iskemi+21
gun reperflizyon grubunda aktif kaspaz 3 isaretlenmesinde azalma saptanirken,
iskemi+4 saat reperfizyon grubunda bu azalmanin olmadigi gérulmastur.

3. ELISA yontemi ile tespit edilen aktif kaspaz 3’Un iskemi ve iskemi
reperflizyon yapilan tim gruplarda kontrol grubuna goére yuksek oldugu ancak
bu yuksekligin yalnizca iskemi grubunda istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi. ELISA ve immunfloresan isaretleme sonuglari, iskeminin sinir
dokusunda reperflzyona gore daha fazla kaspaz 3 aktivasyonuna neden
oldugunu gdstermektedir. ELISA yontemi ile yapilan dlgimlerde, PA+iskemi ve
PA+iskemi+7 gun reperflizyon gruplarinda aktif kaspaz 3 dizeylerinde disme
oldugu saptanmistir. PA verilmesinin iskemi sonrasi 4 saat reperflizyon grubu
ve iskemi+21 gun reperfizyon grubunda gerek immunfloresan isaretlenmede
gerekse ELISA ybdntemi ile yapilan oOlgimlerde aktif kaspaz 3 dizeylerinde
azalmaya yol agmadigi goralmausgtar.

4. Elektron mikroskobik incelemede kontrol grubunda tum miyelinli sinir
liflerinin normal morfolojik dzelliklere sahip oldugu gézlenmigtir. Iskemi ve IR’un
ise tim gruplarda miyelin kilifta delaminasyona neden oldugu tesbit edilmistir.
PA verilen iskemi ve iskemi reperfizyon gruplarinda delaminasyon gdsteren
miyelin kilif sayisinda azalma olmustur. PA+iskemi+4 saat reperflizyon grubu
ile iskemi+4 saat reperflizyon grubu arasindaki delaminasyon gosteren miyelin
kihf sayisi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. iskemi ve
iskemi+4 saat reperfizyon yapilan gruplarda miyelin kiliflarda delaminasyon ile
birlikte bazi aksonlarda ileri derecede miyelin hasarina bagh bal petegi
gorinumu tespit edilmigtir.

5. Biyokimyasal analiz sonucunda iskemi grubuna ait serum MDA
degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis
tespit edilmistir. iskemi+4 saat reperfiizyon ve iskemi+21 giin reperfiizyon
gruplarinda da bu degerlerin kontrol grubuna goére ylksek oldugu gdézlenmis

ancak sonuglarin istatistiksel olarak anlaml olmadigi belirlenmistir. PA verilen
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gruplarda MDA degerleri verilmeyen gruplara gore daha dusuk bulunmustur. PA
verilen iskemi+7 gun reperfuzyon ve iskemi+21 gun reperfuzyon gruplarinda ise
MDA degerleri kontrol grubu MDA degerlerine yakin degerlerde bulunmustur.

6. Iskemi ve iskemi reperfiizyon vyapilan tim gruplarda SOD
seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir. Iskeminin neden oldugu SOD seviyelerindeki azalma 4 saatlik
reperflizyon sonrasinda da azalmaya devam etmistir. PA verilen tim gruplarda
SOD degerlerinde, verilmeyen gruplara gore artis oldugu ancak sadece iskemi
sonrasi 21 gun reperfluzyon uygulanan grupta bu artigin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlenmisgtir.

7. Sonug olarak; PA’in periferik sinir iskemi reperfizyon hasarinda olusan
oksidatif hasara karsi serbest radikallerin zararli etkilerini engelleyerek

antioksidan savunma sistemlerini destekledigi kanisina variimistir.
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