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Ozet

Giris: Bu calismada siyatik sinir crush hasar1 modelinde, mannitol ve C vitamininin erken ve
ge¢ donemde noroprotektif etkinligi arastirildi.

Materyal ve Metod: Bu ¢calismada 60 adet sigan kullanildi. Denekler; Sham (grup 1) Kontrol
(grup 2), Mannitol ( 0.5 gr/kg ) 1. saat (grup 3), C vitamini (100mg/kg) 1. Saat (grup 4),
Mannitol 24. Saat (grup 5) ve C vitamini 24. Saat (grup 6) olmak {izere 6 gruba ayrildi. Tiim
gruplarda biyokimyasal ¢alismalar ve histopatolojik inceleme i¢in siyatik sinir doku 6rnekleri
alindi. Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ve lipid peroksit
liriinii olan Malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢iildii.

Bulgular: Mannitol tedavisi verilen gruplar (grup 3, grup 5) kontrol (grup 2) grubuyla
karsilastirildiginda SOD ve CAT enzim aktivitelerinin erken (grup 3, p<0.05) ve ge¢ (grup 5,
p<0.05) donemde anlamli olarak arttigit ve MDA diizeylerinin anlamli bir sekilde azaldigi
goriilmektedir. Yine C vitamini tedavisi verilen gruplar (grup 4, grup 6) kontrol (grup 2)
grubuyla karsilastirildiginda CAT enzim aktivitelerinin erken (grup 4, p<0.05) ve gec (grup 6,
p<0.05) donemde anlamli olarak arttigi ve MDA diizeylerinin anlamli bir sekilde azaldigi
goriilmektedir. SOD enzim aktivitesi diizeyi ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda erken (grup
4, p<0.05) donemde anlaml sekilde arttig1 goriilmektedir.

Sonu¢: C vitamini veya mannitol kullaniminin periferik sinirlerde hasar sonrasi olusan
oksidatif stresi Onlemede erken ve ge¢ donemde yararli oldugu, mannitoliin ge¢c donem
noroprotektif etkisinin daha fazla olabilecegi tesbit edildi. Fakat genis kapsamli, daha farkli
doz ve siirelerde ¢alisilmasinin daha verimli olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Siyatik sinir, C vitamini, mannitol

Neuroprotective Effects of Mannitol And Vitamin C on Crush Injury of Sciatic Nerve;
An Experimental Rat Study

Abstract

In this experimental sciatic nerve crush injury model study, early and late neuroprotective
efficacy of mannitol and vitamin C.

In this study 60 male rats were used. The subjects were divided into 6 groups as Sham group
(Group 1), Control group (Group 2), 1. hour mannitol group (Group 3), 1. hour vitamin C
group (Group 4), 24. hour mannitol group (Group 5) and 24. hour vitamin C group (Group
6).At the end of the experimental period, tissue samples were taken for histopathological and
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biochemical studies. Lipid peroxide product malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) enzyme activities were measured.

After mannitol treatment tissue SOD and CAT activities increased and MDA level decreased
significantly, at the early period (group III, p < 0.05) and on the late period (group IV, p <
0.05) than control (group 2) group. And after mannitol treatment tissue CAT activities
increased and MDA level decreased significantly, at the early period (group IV, p < 0.05) and
on the late period (Group VI, p < 0.05) than control (group 2) group. However, SOD activities
increased in early period (group IV, p <0.05).
As a result, it was found that application of vitamin ¢ and mannitol intraperitoneally, may be
useful on preventing oxidative stress and also mannitol has more neuroprotective efficacy at
late period than early period. However, it was concluded that different dose and duration of
working in other comprehensive studies might be more beneficial.

Keywords: Sciatic nerve, vitamin C, mannitol

GIRIS

Periferik sinirlerdeki yaralanmalar sinirde
gerilme, ezilme ve kesilme nedeniyle
meydana gelmekte ve yaralanmayla
beraber sinirin distal ve proksimal
uclarinda onemli histopatolojik
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bazi sinir
yaralanmalarinda yaral bdlgenin
distalinde, akson ve miyelin kilifin fiziksel
fragmantasyonu ve aksonal yapinin
tamamen bozulmas1 ile karakterize olan
Wallerian dejenerasyonu meydana
gelmekte ve buna baglh olarak sinir
yaralanmasindan sonraki ilk 48-96 saat
icinde akson devamliligi kaybolarak
impuls iletimi bozulmaktadir®*®.

Periferik  sinirin  ezilme  tarzindaki
hasarlanmalarinda klinik tablo, sinirin
lokalize oldugu bdlgeye, ezilme olusturan
basinca, basincin olusturdugu siddet
etkisine ve ezilme olusturan basincin etki
stiresine baglidir. Sinirlerdeki ezilmeye
bagli olarak sinir iizerinde mekanik iletim
blogu ve mikrovaskiilerizasyon {izerinde
blok olusmaktadir. Daha sonra sinir doku
lizerinde basmmin azalmasiyla olusan
reperfiizyon, ortama fazla miktarda oksijen
ve besin maddelerinin yiiksek basingla geri
gollenmesine yol ac¢makta ve yliksek
miktarda serbest radikal (SR) olusmasina

sebep olmaktadir. Olusan bu (SR)
dokudaki  lipidlere  saldirarak  lipid
peroksidasyonuna sebep olmakta ve
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boylece etkiler

olusturmaktadir

doku tizerinde yikict
(17,24)

Sinir rejenerasyonunun  arttirilmasinda,
baslica nérotropik faktorler®”. steroidler,
hormonlar, c¢esitli kimyasal maddeler ve
diistik frekansl manyetik alan
uygulamalariin etkinligi yapilan
caligmalarda rapor edilmistir>'®.

Periferik sinirlerdeki yaralanma sonrasi
doku destriiksiyonundan dolay1 serbest
oksijen radikalleri artarak doku hasarina
neden oldugu bilinmektedir. Bir¢ok yeni
ajan da yapilan calismalarda antioksidan
etkileri tespit edilmesi sebebiyle periferik
sinir rejenerasyonu tedavisinde
kullanilmakta veya test edilmektedir.

Mannitol, kafa travmalarinda yaygin olarak
kullanilan antiddem etkisinin yaninda
antioksidan etkileri de wvardir. Ayrica
mannitol (SR)' i temizler. iskemi sirasinda
noétrofillerin kapiller damarlarda
olusturduklar1 tikaglar1 ¢ozer ve kan

akimini diizenler".

C vitamini suda c¢oziinebilen bir serbest
radikal toplayicisidir. Dihidroaskorbata
doniiserek serbest radikalleri indirger.
Kollajen yapisinda yer alan prolin ve
hidroksi prolinin hidroksilasyonunda ve
oteki hidroksilasyon reaksiyonlarinda rol

oynadig1 bilinmektedir®.

Bu calismada, sicanlarda olusturulan
deneysel crush tipi siyatik  sinir
yaralanmasi modelinde, mannitol ve C
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vitamininin erken ve ge¢ donem
noroprotektif etkilerinin, 151k mikroskobisi
ve biyokimyasal yontemlerle arastirilmasi
amaclandi.

GEREC VE YONTEM
Materyallerin Temini

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Calisma icin Kahramanmaras Siit¢ii Imam
Universitesi ~ Tip  Fakiiltesi ~ Deney
Hayvanlar1  Yerel Etik Kurulundan
12.10.2010 tarihinde ve 2010/5/4 Sayili
izin alindi. Caligmamizda her grupta 10
adet olacak sekilde 6 gruba ayrilan toplam
60 adet 250-300 g agirligindaki Sprague-
Dawley cinsi erkek ratlar kullanildi. Deney
siiresince siganlar 20-22 + 2°C oda
sicakliginda, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik 151k siklusunda ve %50-60 nem
ortaminda barindirildi. Hayvanlar standart
pelet rat yemi ve su ile beslendiler.

Grup 1 (Sham grubu=S): Siyatik sinir
hasar1 olusturulmayan, hayvan anestezi
altindayken Intraperitonal (i.p.) Serum
fizyolojik verilen daha sonra siyatik sinir
eksplore edilip sonra kapatilan ve deney
sonunda siyatik sinir doku ornekleri alinan
gruptur.

Grup 2 (Kontrol grubu=K): Hayvan
anestezi altindayken i.p. Serum fizyolojik
verilen daha sonra siyatik sinirin oldugu
bolge  agilarak  Kuyumcu  forsepsi
(Jeweler's forceps) ile 90 saniye Crush tipi
Siyatik sinir hasar1 olusturulan ve hasardan
1 saat sonra Siyatik sinir doku o6rnekleri
alinan gruptur.

Grup 3 (Mannitol 1. saat=M1): Crush
tipi Siyatik sinir hasari olusturulmadan 24
saat once ve Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulmasi1  esnasinda  Intraperitonal
Mannitol (0.5 gr/kg) verilen, deney
esnasinda Siyatik sinir ortaya konularak
Kuyumcu forsepsi (Jeweler's forceps) ile
90 saniye Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulan ve hasardan 1 saat sonra
Siyatik sinir doku 6rnekleri alinan gruptur.
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Grup 4 (C vitamini 1. saat=C1): Crush
tipi Siyatik sinir hasari olusturulmadan 24
saat once ve Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulmasi esnasinda Intraperitonal C
vitamini  (100mg/kg) verilen, deney
esnasinda Siyatik sinir ortaya konularak
Kuyumcu forsepsi (Jeweler's forceps) ile
90 saniye Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulan ve hasardan 1 saat sonra siyatik
Sinir doku 6rnekleri alinan gruptur.

Grup 5 (Mannitol 24. saat=M2): Crush
tipi Siyatik sinir hasari olusturulmadan 24
saat dnce ve Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulmas1  esnasinda  Intraperitonal
Mannitol (0.5 gr/kg) verilen, deney
esnasinda Siyatik sinir ortaya konularak
Kuyumcu forsepsi (Jeweler's forceps) ile
90 saniye Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulan ve hasardan 24 saat sonra
Siyatik sinir doku 6rnekleri alinan gruptur.

Grup 6 (C vitamini 24. saat=C2): Crush
tipi Siyatik sinir hasar1 olusturulmadan 24
saat once ve Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulmas1 esnasinda Intraperitonal C
vitamini  (100mg/kg) verilen, deney
esnasinda Siyatik sinir ortaya konularak
Kuyumcu forsepsi (Jeweler's forceps) ile
90 saniye Crush tipi Siyatik sinir hasari
olusturulan ve hasardan 24 saat sonra
Siyatik sinir doku 6rnekleri alinan gruptur.

Bu calismada kullanilan ilaglar: Deney
Grubu Ilaglar;; Redoksan IV Ampul
(Vitamin C “Askorbik Asit” Ampul Roche,
Isvigre), Mannitol %20'lik Medifleks ( Her
100 mL'lik soliisyonda, Mannitol 20 gr +
Enjeksiyonluk su izotonik= %0,9 NaCl
sollisyonun Osmolaritesi: 1100 mOsm/L).

SiYATIK SiNiR HASARI MODELI
VE DOKU ORNEKLERININ
ALINMASI

Deneyde kullanilan hayvanlara
Intraperitonal ~ yoldan  30-40 mg/kg
dozunda Tiopental Sodium (Pentotal
sodium Abbort, Italya) ile anestezi
saglandiktan sonra pron pozisyonda tespit
edilerek operasyon sahasi, Povidone Iodine
serub (MEDICA brush; %4 chlohexidine
scrub, MEDICA BV, Hollanda) ile 10
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dakika fir¢aland1 ve %10 povidone iodine
solusyonu (POVIOD; Saba. Tiirkiye) ile
dezenfekte edildi. Ayrica si¢anlara
operasyondan 30 dakika once, profilaktik
antibiyotik olarak tek doz 50 mg/kg
Seftriakson (Rocephin flk Roche, Isvigre),
intraperitonal olarak verildi. Sol siyatik
sinir cerrahi mikroskop kullanilarak orta
gluteal bolgede biceps kasi disseksiyonu
yapilarak ortaya konuldu. Kanamalar
bipolar koter yardimiyla kontrol altina
alinarak iyi bir hemostaz saglandi. Cerrahi
mikroskop altinda Kuyumcu forsepsi
(Jeweler's forceps) kullanilarak sol siyatik
sinirde 90 saniye basiya bagli crush tipi
hasar  olusturulduktan sonra  kesitin
cevresindeki kas dokusu 5.0 ipek siitiir
kullanilarak  isaretlendi. Crush hasar
sonras1 yaklasik 1 cm siyatik sinir doku
Oornegi  alinarak  histopatolojik  ve
biyokimyasal incelemeler i¢in esit iki
parcaya ayrilarak  saklandi.  Deney
esnasinda kullanilan hayvanlarin higbiri
Olmedi.

Histopatolojik inceleme i¢in alinan doku
ornekleri % 10'luk formaldehit i¢inde fikse
edilerek saklanirken, biyokimyasal
inceleme i¢in alinan doku ornekleri, serum
fizyolojik iceren ependorf tiipleri i¢inde -

20 °C de calisma zamanina kadar
bekletildi.
Biyokimyasal Analizler

Homajenatlarin Hazirlanmasi:

Ratlardan alinan dokular soguk %]1.15 M
KCI homojenize edildi. Homojenatlar
14.000 x rpm'de +4 °C 45 dakika soguk
santrifiij edilmesi sonrasinda olusan
stipernatanlar ependorf tiiplere ayrildi. Elde
edilen bu silipernatanlarda Malondialdehit
(MDA) diizeyi ile Katalaz (CAT) ve
Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzim aktivite
Olctimleri yapildi.

Superoksit dismutaz tayini:

Dokularda SOD aktivitesi Fridovich!”
yontemiyle Ol¢iildii. Bu yontem, ksantin ve
ksantin  oksidaz  (XO)  kullanilarak
olusturulan stiperoksit radikallerinin, p-
iyodonitrotetrazoliyum viyolet (INT) ile
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meydana getirdigi kirmizi renkli formazan
boyasmin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansite (OD) okunmasi esasina
dayanmaktadir. Dokularda SOD aktivite
sonuglar1 U/mg protein olarak verildi.

Katalaz tayini: CAT enzim diizeyi
tayininde Beutler® yontemi kullanildi. 230
nm dalga boyunda Olgiim yapilarak
belirlendi. CAT aktivite sonuglar1 U/mg
protein verildi.

Malondialdehit Tayini:

Siyatik sinir dokularinda MDA diizeyi
Ohkawa yontemiyle®” saptanmistir. Bu
yontem, aerobik sartlarda pH 3.4'de
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 6rnegin 90-
95°C'de inkiibasyonu sonucu olusan lipit
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan
MDA'nin TBA ile pembe renkli kompleks
olusturma esasma dayanmaktadir. Olusan
renk siddeti ortamdaki MDA
konsantrasyonu ile dogru orantili olup 532
nm'de spektrofotometrik olarak
degerlendirilmektedir. Calismamizda
MDA diizeyleri sonuglart nmol/mg protein
verildi.

Histopatolojik Analiz:

Siyatik sinir dokusundan enine alinan
orneklerin histopatolojik incelenmesi i¢in,
doku kesitleri % 10'luk formaldehit igine
alindi. Doku kesitleri Haris hematoksilen-
eosin  boyast ile  boyanarak 151k
mikroskobunda o6nce (x40) daha sonra
(x100), (x200) ve (x400) biiyiitme
yapilarak  degerlendirildi.  Mikroskop
altinda dokularin resimleri ¢ekildi.

istatistik:

Istatistiksel analizin yapilmasinda SPSS
programi kullanilda. Biyokimyasal
verilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi sirasinda Mann-Whitney
U testi kullanildi. Bu degerlendirmede
p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Sham grubu kontrol grubuyla
kiyaslandiginda; kontrol grubunda SOD ve
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CAT enzim aktivitesi  diizeylerinin
azaldigi, MDA diizeyinin yiikseldigi
goriilmektedir (p<0,05). Bu durum siyatik
sinirdeki crush hasar1 gostermektedir.

SOD AKTIVITESI UZERINE
ETKIiLER
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Bu c¢alismada alinan Siyatik  sinir
dokularinda ortalama SOD degerleri
hesaplandiginda en diisik SOD degerinin
Kontrol grubunda (80,3 U/mg protein)
oldugu en vyiikksek degerin ise Sham
grubunda (188,3 U/mg protein) oldugu
tespit edildi.

3 K I c1 ez c2

Sekil 1: Gruplarda SOD aktivitesi él¢iimii (U/mg protein)

**Tedavi gruplarindan Mannitol 1.
saat(M1), Mannitol 24. saat(M2) ve C
vitamini 1. saat(Cl) gruplarinda ve
Sham(S) grubunda, Kontrol(K) grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek ol¢tldii (p<0.05).

1-Mannitol 1.saat grubu(M1) ile Kontrol
grubu(K) SOD seviyesi karsilastirildi; M1
grubunda Kontrol grubuna(K) goére daha
yiiksek, istatistik olarak ta bu fark anlaml
kabul edilmistir (p=0,02). M1 grubu ile
Sham(S) grubu arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark olmadig1 goriildii(p=0,529).
MI1 grubu ile M2 grubu SOD seviyesi
karsilastirildiginda, M1 grubunda daha
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yliksek oldugu istatistiksel olarak anlaml
oldugu goriildi (P=0,01).

2- C vitamini 1. saat grubu(Cl) ve
Kontrol(K)  grubu  SOD  degerleri
karsilastirildi. C1 grubunda anlamli olarak
yiiksek 6l¢iildii (p=0,03). C1 grubu ve C2
grubu SOD degerleri acisindan
karsilastirdi. Istatistiksel olarak anlaml
fark olmadig1 goriildii (P=0,82).

3- Mannitol 24.saat grubu(M2) ile Kontrol
grubu(K) SOD seviyesi karsilastirildi; M2
grubunda Kontrol grubuna gore daha
yuksek, istatistik olarak ta bu fark anlamh
kabul edilmistir (p=0,00). M2 grubu ile
Sham(S) grubu karsilastirildiginda,
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sham(S) grubunda daha yiiksek oldugu ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii
(p=0,001).

4- C vitamini 24. saat grubu(C2) ve
Kontrol(K)  grubu  arasindaki  fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0.161).

5- Sham grubunda kontrol grubuna gore
daha yiiksek Olclilmiis, istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir (p=0,021)

CATW g protein)

CAT AKTIVITELERI UZERINE

ETKIiLER

Bu c¢alismada alinan Siyatik  sinir
dokularinda ortalama CAT degerleri
hesaplandiginda en diisik CAT degerinin
Kontrol grubunda (59,9 U/mg protein)
oldugu en yikksek CAT degerin ise
Mannitol 1. saat(M1) grubunda (173.,9
U/mg protein) oldugu tespit edildi.
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Sekil 2: Gruplarda CAT aktivitesi 6l¢iimii(U/mg protein)

**Biitlin tedavi gruplarindan (Mannitol 1.
saat(M1), Mannitol 24. saat(M2), C
vitamini 1. saat(Cl) ve C vitamini
24.saat(C2) ) ve Sham(S) grubunda,
Kontrol(K) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek Olciildii
(p<0.05).

1- Mannitol 1.saat grubu(M1) ile Kontrol
grubu(K) arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,00). M1
grubu ile Sham grubu arasindaki fark ta
istatistiksel olarak anlamli bulundu(0,019).
M1 grubu ve M2 grubu arasinda
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istatistiksel olarak anlaml

(p=0,734).

2- C vitamini 1. saat grubu(C1) ve Kontrol
grubu(K) CAT degerleri karsilastirildi. C1
grubunda anlamli olarak yiiksek ol¢iildi
(p=0,00). C1 grubu ve C2 grubu CAT

fark yok

degerleri acgisindan karsilastirildi.
Istatistiksel olarak anlamli fark yok
(P=0,834).

3- Mannitol 24.saat grubu(M2) ile Kontrol
grubu(K) karsilastirildiginda, M2 grubunda
K grubuna gore daha yiiksek olciildiigii ve
istatistiksel olarak ta bu farkin anlamh
oldugu goriildii (p=0,00). M2 grubu ile S
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grubu  karsilastirildiginda  istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriildii(p=0,345).

4- C vitamini 24. saat grubu(C2) ve
Kontrol(K)  grubu  arasindaki  fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,00).

5- Sham grubunda kontrol grubuna gore
daha yiiksek Olclilmiis, istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir (p=0,00).
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MDA DUZEYLERI UZERINE

ETKIiLER

Bu c¢alismada alinan Siyatik  sinir
dokularinda ortalama MDA degerleri
hesaplandiginda en diisiik MDA degerinin
Sham grubunda (1,61 nmol/mg protein)
oldugu en yiiksek MDA degerin ise
Kontrol grubunda (4,87 nmol/mg protein)
oldugu tespit edildi.

(=]

A

Sekil 3: Gruplarda MDA miktar: 6l¢iimii(nmol/mg protein)

**Biitiin tedavi gruplarindan (Mannitol 1.
saat(M1), Mannitol 24. saat(M2), C
vitamini 1. saat(Cl) ve C vitamini
24.saat(C2) ) ve Sham(S) grubunda,
Kontrol(K) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik Olgiildi
(p<0.05).

1- Mannitol 1.saat grubu(M1) ile Kontrol
grubu(K) arasindaki fark MDA diizeyi
acisindan  istatistiksel olarak anlamli
bulundu(0,02). M1 grubu ile Sham grubu
arasinda(p=345) ve MI1 grubu ile M2
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu (p=0,059).

2- C vitamini 1. saat grubu(C1) ve Kontrol
grubu(K) MDA degerleri karsilastirildi. C1
grubunda anlamli olarak yiiksek Ol¢iildil
(p=0,01). C1 grubu ve C2 grubu MDA
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degerleri acisindan  karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p=0,130).

3- Mannitol 24.saat grubu(M2) ile Kontrol
grubu(K) karsilastirildiginda, M2 grubunda
K grubuna gore daha yiiksek olciildiigii ve
istatistiksel olarak ta bu farkin anlamh
oldugu goriildii (p=0,00). M2 grubu ile S
grubu  karsilastinldiginda  istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=0,096).

4- C vitamini 24. saat grubu(C2) ve
Kontrol(K)  grubu  arasindaki  fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0.01).

5- Sham grubunda kontrol grubuna gore
daha diisiik Ol¢iilmiis, istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir (p=0,01).
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HiSTOPATOLOJIK INCELEME

BULGULARI

Dokularin histopatolojik incelemeleri doku
kesitleri hazirlanarak 151k mikroskobik
incelemeleri  yapilmistir.  flag  verilen
gruplar, kontrol grubu ve sham grubundan

alinan doku kesitleri, kendi aralarinda
karsilagtirmalart ~ yapildiginda,  gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
tespit edilememistir (p > 0.05) (Sekil
4,5,6,7).

Sekil 5: Kontrol grubu (sadece crush hasar olusturuldu) doku kesiti (HEx100)
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Sekil 6: Mannitol crush hasar sonrast 24. saat doku kesiti (HEx100)

Sekil 7: C vitamini Crush hasar sonrasi 24. saat doku kesiti (HEx100)

TARTISMA

Crush tipi hasar; mekanik iletim blogu
olusturur ki bu durumda sinirin inerve
ettigi kas Tlzerinde de atrofiye neden
olacaktir, 6te yandan olusan iskemi ve
iskemi sonrast kanin tekrar o bdlgeye
gollenmesiyle reperfiizyon olusur ki bu
durumda serbest oksijen radikalleri
meydana gelmektedir. Iskemik ve mekanik
etkilerin toplam etkisi her birinin tek
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basma olusturdugu etkiden daha fazla
hasar olusturmaktadir®”.

Deneyde rat kullanilmasinin ana sebepleri
oncelikle bilimsel olarak taksonomide
memeliler smifinda olmast ve insana
genetik ve molekiiler agidan birgok protein
benzerliginin bulunmasi, viicut olarak
kiigiik olmasi yani fazla yer kaplamamasi
boylece rahat miidahale edilebilmesi, biitce
olarak masrafli olmayip kolay iiretilebilen
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ve elde edilebilen olmasi

siralanabilir.

seklinde

Bu caligmamizda antioksidan o&zellige
sahip olduklar1 gosterilen C vitamini ve
mannitolun bir periferik sinir olan siyatik
sinir lizerinde noroprotektif etkilerini
gostermeyi amagladik.

Senoglu ve ark sigan siyatik siniri iizerine
crush hasar1 sonrasi intraperitoneal Alfa
Lipoik asid (a-LA) vererek yapmis
olduklar1 calismada, antioksidan oOzellige
sahip olan a-LA verilen ¢alisma
grublarinda, antioksidan mekanizmanin
onemli enzimleri olan SOD ve CAT enzim
aktivite  diizeylerinin  arttigi,  lipid
peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyinin
azaldigimi gostermiglerdir. Bu durum a-LA
‘din si¢an siyatik siniri tizerindeki oksidatif
stresi  dilglirerek  noroprotektif  etki
olusturdugunu gostermektedir®.

Vitamin C (askorbik asit) organizmada
birgok  hidroksilasyon  reaksiyonunda
indirgeyici ajan olarak gorev yapar ve
kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonu i¢in gereklidir. Lizinden
karnitin sentezinde rol alir. Bu maddenin
organizma i¢in énemi; indirgeyici giliciiniin
yiiksek olmasindandir; dokularda,
dehidroaskorbik aside doniiserek, molekiil
basina iki hidrojen atomunu serbest birakir.
Bu ise organizmanin hidroksilasyon
reaksiyonlarinda, indirgeyici rol oynar.
Omegin kollajen sentezinde, prolinden
hidroksi  prolin  sentezini  saglar"®.
Immiinite ve yara iyilesmesinde etkili
oldugu gosterilmistir. Askorbik asit, gii¢li
indirgeyici aktivitesinden dolayr ayni
zamanda giiclii bir antioksidandir. Kuvvetli
antioksidan ~ oldugundan,  siiperoksit,
hidroksil radikalleri ve singlet oksijenle
reaksiyona girerek, onlar1 etkisiz kilar.
Stiperoksit radikali (O2—) wve hidroksil
radikali (OHe) ile reaksiyona girerek onlari
ortamdan temizler'**®.  Askorbik asit
proteine bagl ferri demiri uzaklastirarak ya
da dogrudan ferri demiri indirgeyerek
Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile
etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali
(OH °) olusturmaya uygun ferro demire
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doniistiirir.  Aym1  zamanda  demirin
emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile
indirgeyici olarak rol oynar, midede ferri
demiri ferro demire indirger'"'. Bu
ozelliginden dolay1 vitamin C, serbest
radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalisti
veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.
Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik
konsantrasyonlarda  gortldigl, yiiksek
konsantrasyonlarda giiclii bir antioksidan
olarak etki ettigi kaydedilmistir''**®. Sulu
fazda olmasina ragmen, lipid
peroksidasyon baslatici radikalleri yok
ederek membranlar1 oksidan hasarina karsi
korur. Baz1i  caligmalar, radyasyon
hasarinda ortaya cikan serbest radikalleri

baglayarak, koruyucu etki yaptigim
gostermistir'”.  Ayrica, tokoferoksilin o-
tokoferole  donilisiimiinii  saglayarak,

endojen E vitamini rejenerasyonunda da
rol oynar. Boylece E vitamini ile birlikte,
digik dansiteli  lipoprotein  (LDL)"
oksidasyon hasarina kars1 korur®2°.

Kimyasal olarak, mannitol, bir alkol, seker
veya polioldiir. Ama asidik sulu
cozeltilerde bir hidrojen iyonunu kaybetme
egilimine sahiptir. Bu sebeple, pH'sini
ayarlamak icin sodyum bikarbonat gibi bir
madde ¢ozeltiye eklenebilir®”. Bir seker
alkolu olan mannitol ayn1 zamanda aktif
oksijen tiirlerinin savurucusu olarak da
gorev yapabilir. Lipit peroksidasyonu ve
hiicre hasarini nler™. Birgok
organizmada bulunan seker alkollerinin
(mannitol vb) bakteri, maya, mantar,
yuksek bitkiler ve memelileri stresten
koruduklar1 gosterilmistir. Bu etkilerini
osmoprotektan olarak gorev yaptiklar1 su
benzeri OH gruplar ile makromolekiiller
etrafinda  yapay  hidrasyon  kiiresi
olusturmalar1 ve diisiik osmotik potansiyel
kosullar altinda metabolik inaktivasyonu

onledikleri i¢indir'”.

Mannitol ¢ogunlukla hiicre i¢ine ve disina
suyun hareketini saglayan bir osmolit
olarak kullanilsa da Hohle ve ark.
tarafindan yapilan denemelerde simplastik
yolla  hiicre  iginede  girdigi  ve
metabolizmaya katildigini
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gostermislerdir™®. Ayrica Steinitz ve ark
tarafinda yapilan invitro ¢caligmalarda seker
alkollerinin bir metabolit olarak gorev
yapabilecegi, kimyasal sinyaller yoluyla
molekiiler fizyolojik progesleri
degistirebilecekleri, bazi durumlarda da
kimyasal ve osmotik strese karsi enzimleri
ve diger molekiilleri koruya bilecekleri

goterilmigtir®.

Pharr ve ark. bitkiler lizerinde yaptiklar1 bir

caligsmada, bitkilerin diistik su
potansiyeline maruz kaldiklar1 zaman
mannitol birikimini arttirdiklar1 ve bu

mannitol birikiminin stresin inhibisyonuna
sebep oldugunu gotermislerdir®.

Buxton ve ark. mannitoliin prolinden dort
kat daha yiliksek oranda OH radikaliyle
reaksiyona girdigini gostermislerdir. Stres
esnasinda radikal iretimi artar ve bunun
sonucu poliollerin birikimi proteinlerin
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilerini
saglamlastirir”. Mannitoliin antioksidan
etkiyi solut hipotezine uygun olarak,
oksijen radikalleriyle difiizyon bag
kurdugu diisiiniilsede, serbest radikalleri
temizleme mekanizmasi tam  olarak
anlagilamamigtir. Li ve ark tarafindan
yapilan ¢alismada, 10mm' kiiciik hava
kirletici partikiillerin serbest hidroksil
radikalleri trettigi ve siliperkoil DNA'yi
etkiledigi, mannitoliin hidroksil radikalini
temizleyerek antioksidan etkili oldugunu
gostermistir'®.

Dokularda yaralanma sonrast ortamda
meydana gelen enflamatuvar reaksiyonlara
bagli olarak, ¢ok miktarda superoksit
anyonlarmin  ortaya ¢iktigi  ve bu
anyonlarin  ozellikle  mitokondriyonlar
basta olmak tizere, hiicresel yapilar
iizerinde  dejeneratif etkilere neden
olduklar1 rapor edilmistir. Superoksit
dismutaz, dogal antioksidan savunma
sisteminde yer alan ve superoksit
anyonlarin ortamdan uzaklastirilmasini
saglayan enzimlerden birisidir'.
Calismamizda siyatik sinir yaralanmasi
sonrast1 SOD  aktivitesinin,  kontrol
grubunda belirgin olarak azaldigi, mannitol
ve C vitamini gibi tedavi grubunda SOD
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aktivitesinin anlamli olarak arttig1 dikkati
cekmektedir. Sinir yaralanmasi sonucunda
ortamda meydana gelen enflamatuvar
reaksiyonlara bagli olarak superoksit
anyonlarin artig gostermesi, buna bagh
olarak membranlarin zarar gérmesi sonucu
SOD aktivitesinin azalmasi, serbest oksijen
radikallerinin oksidatif hasarlarini
arttiracaktir. Nitekim mannitol ve C
vitamini gruplarinda, SOD aktivitesinin
deney kontrol grubuna gore artis
gostermesi, mannitol ve C vitamininin
antioksidan etkisinin bir sonucu olarak
degerlendirilebilir.

CAT  aerobik  hiicrelerin  ¢ogunda
bulunmakta ve bir serbest radikal olan
hidrojen peroksidi oksijene ve suya
parcalamaktir.  Katalazin  indirgeyici
aktivitesi, hidrojen peroksit ve metil etil
hidroperoksitler gibi kiiciik molekiillere
karsidir. Biiyiik molekiillii lipid
hidroperoksitlerini  ise  etkilemez''".
Calismamizda siyatik sinir yaralanmasi
sonrast CAT  aktivitesinin,  Kkontrol
grubunda belirgin olarak azaldigi, mannitol
ve C vitamini gibi tedavi grubunda CAT
aktivitesinin anlamli olarak artti§1 dikkati
cekmektedir. Nitekim mannitol ve C
vitamini gruplarinda, SOD aktivitesinin
deney kontrol grubuna gore artig
gostermesi, mannitol ve C vitamininin
antioksidan etkisinin bir sonucu olarak
degerlendirilebilir.

Lipid peroksidasyonu kimyasal bir olaydir
ve serbest radikaller tarafindan baslatilir.
Zarlarm lipid yapisindaki degisiklikler
nedeniyle  fonksiyonlarin ~ bozulmasi,
olusan serbest radikallerin enzimler ve
diger hiicre bilesenlerine etkisi, son iiriinler
olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi
farkli yollarla hiicre hasarina neden
olduklar1 diistintilmektedir. Lipid
peroksidasyonu ¢ok toksik bir zincir
reaksiyonudur. Kendiliginden ilerleyen
zincir  reaksiyonu olmasi  nedeniyle
onemlidir. Direkt olarak membran yapisina
ve indirekt olarak reaktif aldehitlere diger
hiicre bilesenlerine zarar verir. Dolayisiyla
doku hasarina ve pekcok hastaliga sebep
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olur™*?, Lipid hidroperoksitleri

yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif
olan aldehitler olusurlar. Bu bilesikler,
hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki eski alanlarindan difiize olup
hiicrenin ~ diger  boélimlerine  hasari
yayabilirler. U¢ ya da daha fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonu,
MDA olusturur®®*?. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir
indikatorii degildir, ancak lipid
peroksidasyonunun derecesine bagli bir
iliski gosterir"*”. Peroksidasyonla olusan
MDA, membran bilesenlerinin c¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna neden
olur. Bu da deformasyon, iyon transportu,

enzim  aktivitesi ve hiicre yiizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran  Ozelliklerini  degistirir.  Bu
etkiler, MDA'nin  ni¢cin  mutajenik,
genotoksik ve karsinojenik  oldugunu
aglklar(1’9’17).

Hiicre olumsuz sartlara  adaptasyon

egilimindedir ki bu siire¢ i¢inde ani bir
oksijen artis1 hiicre i¢i bir ¢ok sistemde
oksidasyonu artiracagindan olusan iirlinler
ve  substratlar  arasindaki  diizensiz
korelasyon radikal iiretimini tetikleyecek,
olusan radikaller ise ilk hedef olarak
lipidlere  saldiracaktir. Bdylece lipid
peroksidasyonu artacaktir. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden
biride MDA'dir®'*Y. Sinir sistemi ise
lipitten olduk¢a zengindir. Sfingomyelin
lipidler igeren sinirler iste bu ezilme tipi
sinir hasarinda iskemi-reperflizyon
hasarima maruz kaldig1 icin esas olarak
hasara ugramaktadirlar''*'”. Bizde bu
calismamizda bu hasar1 gostermek ve
kullandigimiz maddelerin hasara karsi
koruyucu etkisini aragtirmak igin siyatik
sinir dokusunda MDA diizeylerini ¢alistik.
Mannitol ve C vitamini verilen biitiin ilag
gruplarinda (grup 3, grup 4, grup 5, grup 6)
kontrol grubuna gore MDA seviyesinin
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) olacak
sekilde azalmast ve sinir liflerinin
yapilarinin nisbeten korunmus olmasi bu
goriistimiizii destekler niteliktedir.
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Sonu¢ olarak C vitamini veya mannitol
kullaniminin  periferik sinirlerde hasar
sonras1 olugan oksidatif stresi Onleyerek
erken ve ge¢c donemde noroprotektif etkiler

gosterdigi, mannitolin  ge¢  donem
noroprotektif  etkisinin  daha  fazla
olabilecegi  gosterildi.  Fakat  genis

kapsamli, daha farkli doz ve siirelerde
calisilmasinin  daha verimli olabilecegi
diistiniilmektedir.

SONUC

I- Grub 3 ve grup 5S'te, SOD ve CAT
aktivitesi bakimidan kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii
(p<0.05).

2- Mannitol ¢alisma gruplarinda SOD ve
CAT aktivitesi diizeylerinin  kontrol
grubuna gore erken ve ge¢ donemde
anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.05).

3- C vitamini grubunda Grup 4 ve grup
6'da MDA diizeyi kontrol grubuna gore
anlamli  derecede diisik bulunmustur
(p<0.05).

4- Sonugta C vitamini veya mannitol
kullannminin  periferik sinirlerde hasar
sonrast olusan oksidatif stresi Onlemede
erken ve ge¢ donemde yararli oldugu,
mannitolin  ge¢ donem noéroprotektif
etkisinin daha fazla olabilecegi tesbit
edildi. Fakat bununla beraber daha genis
kapsamli, daha farkli doz ve siirelerde
calisilmasinin  daha verimli olabilecegi
kanaatine varildi.
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