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OZET

Sinir ezisi, kesisi ve greftleme gibi pek ¢ok yaralanma modelleri {izerinde
melatoninin noroprotektif etkileri ¢aligilmistir. Ancak, melatoninin 50 mg/kg/giin
dozunda hem sinir ezisi hemde sinir kesisi rejenarasyonu iizerine olan koruyucu
etkisini degerlendirip karsilastiran aragtirmalar literatiirde azdir. Calismamizda,
siyatik sinirde kesi ve ezi hasar1 sonrasi, rejenerasyonu arttirma potansiyeli olan
melatoninin etkisinin arastirilmasi ve melatoninin dejenerasyon goriilen alanlarda
olumlu etkisinin olacagi hipotezinin test edilmesi amaglanmistir. Calismamizda,
90 tane Rattus norvegicus disi Wistar sigan kullanilmis ve denekler alt1 gruba
ayrilmistir. (Grup 1: Kontrol, Grup 2: Sham, Grup 3: Kesi, Grup 4: K esi+
melatonin , Grup 5: Ezi, Grup 6: E zi + melatonin ). Birinci postoperatif giinden
itibaren alt1 hafta boyunca saat 16:00-17:00 arasinda giinde bir kez melatonin, 50
mg/kg/giin dozunda intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Siyatik sinir
rejenerasyonu, yiirime pattern a nalizi, pi nch, elektrofizyolojik testler, 151k ve
elektron mikroskopi analizleri yapilmis ve melatoninin olas1 antioksidan etkisi
biyokimyasal testlerle degerlendirilmistir. Preoperatif donemde yiirlime pa tern
analizi sonucunda elde edilen siyatik fonksiyon indeksi (SFI) degerlerinde deney
gruplar1 ile kont rol gr ubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaistir (p>0.05). 3. ve 4. pos toperatif ha ftada, grup 3 ve 4, grup 5 ve 6
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Pinch test sonucunda kontrol ve
sham gruplarinda geri ¢ekme refleksine tam yanit (Grade 3) alinmistir. Grup 4 ve
6’da geri ¢ekme refleksine tam yanit (Grade 3) 3. haftada alinmistir. Ayni1 haftada
bu reflekse tam yanit grup 5 ’de grup 6 ’ya kiyasla cok daha diisiik sayidaki
denekte alinmistir. Buna karsin, grup 3’de bulunan deneklerin hi¢birinden tam bir
gericekme yanit1 (Grade 3) alinmamuistir. Elektron mikroskopik degerlendirme
sonucunda grup 4 ve 6’da, grup 3 ve 5’e kiyasla daha az oranda fagositik aktivite
gosteren hii cre i nfiltrasyonu v e yeni olugmaya baglamis ince myelin kiliflara
sahip ¢ok sayida myelinli sinir lifi tespit edilmistir. Elektrofizyolojik analiz
sonucunda sham grubu ile karsilastinldiginda grup 3 ve 5’in  tim
somatosensoriyel uyarilmis potansiyel (SEP) bilesenlerinin (P1, N1, P1,N2 )
latenslerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu saptanmistir (p<0.001). Grup
4 ve 6’nin tiim SEP bilesenlerinin latensleri karsilastirildiginda latenslerin, grup 3
ve 5’e¢ gore anlamli diizeyde kisaldig1 tespit edilmistir. Iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkin olustugu saptanmistir (p<<0.001). Biyokimyasal
analiz sonucunda, melatonin tedavisi uygulanan kesi ve ezi gruplarmin doku
Stiperoksit dismutaz ( SOD), katalaz ( CAT), glutatyon peroksidaz ( GPx)
enzimlerinin degerleri, kesi ve ezi gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
derecede (p<0.001) artarken, doku tiyobarbitiirik asit reaktif iirlinlerinin (TBARS)
degerleri ise azalmstir.

Anahtar kelimeler: Siyatik sinir, yaralanma, melatonin



ABSTRACT

Several kinds of injury models, such as crush, cut and graft repair have
been w ell s tudied i n t erms of ne uroprotective effect of m elotonin. H owever,
definitive experimental studies are lacking on neuroprotective effect of melatonin
(50 mg/kg/day) in both cut and crush injuries. In the present study, our aim was to
study the e ffect of melatonin on r ecovery of the sciatic nerve after cut or crush
injuries. A total number of 90 W istar rats were used for this purpose and divided
into six groups (Group 1: Control, Group 2: Sham-operated, Group 3: Cut, Group
4: C ut + me latonin, Group 5: C rush, Group 6: C rush+ me latonin). After
operation, melatonin administration was performed from the first to the end of the
sixth postoperative week between 16: 00-17:00. S ciatic ne rve r egeneration was
evaluated by walking track analysis, pinch test, light and electron microscopy and
antioxidant e ffect of me latonin was evaluated by biochemical ana lysis. Inthe
preoperative day, S FI v alues of t he e xperimental g roup s howed no s ignificant

deference (p>0.05) c ompared w itht he ¢ ontrol g roup. H owevert here w as
statistical s ignificance b etween group 3,4 a nd group 5, 6 in the 3 rd and 4 th

postoperative w eeks (p<0.05). In control and sham-operated groups withdrawal

responses to pinch were full (Grade 3). The onset day of full withdrawal response
(Grade 3) to pinch stimulation was in the 3rd postoperative week. At the same

week, num ber of the animals of group 5 showing w ithdrawal w as hi gher t han
thosein group 6. Ins pite of t hat group3 had no full r esponseinthe 3rd

postoperative week. Electron microscopic analysis revealed more less phagocytic
cellsand lamellar s eparation of the m yelin sheaths in animals a dministered
Melatonint hant hose of sciatic nervei njury performed. Asar esultof

electrophysiologic analysis revealed that components P1, N1, P2 and N2 were
significantly (p<0.001) increasedin group 3 a nd 5 c ompared w ith t he S ham
group and these components w ere also prolonged in the Group 4 and Group 6
with respect to the group 3 and 5 (p<0.001). Biochemical analysis s howed that
treatment with melatonin in both crush and cut injury groups induced a significant
increase in tissue MDA levels, but a decrease in tissue SOD, CAT, GPx activities
(p<0.001).

Key words: sciatic nerve, injury, Melatonin
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GIRIS VE AMAC

Periferik sinirler, canlilarda duyu ve motor fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde
gorev yapan en Onemli yapilardir. Periferik sinirlerde olusabilecek hasarlar, bu
islevlerin kismen ya da tam olarak ortadan kalkmasi ile sonug¢lanir. Acil servise
basvuran hastalarin %2’sinde, periferik sinir hasar1 meydana gelmektedir.
Periferik sinir kesisi sonucu yapilan standart cerrahi onarimlara ragmen, ¢ogu
zaman tam bir fonksiyonel iyilesme elde edilmez [1]. Bu s orunun 6nlenmesine
yonelik bi r¢ok cerrahi teknik denenmesine ragmen, periferik s inirin
rejenerasyonuna et ki ed ebilecek ilaglar konusunda yapilmis deneysel caligsmalar
azdir [2, 3].

Periferik sinir rejenerasyonun klinik sonuglarini etkileyen cesitli nedenler
vardir. Onarim hattinda olusan iskemi ve devamindaki inflamatuar siirecte,
yaralanma bolgesinde basta serbest oksijen radikalleri olmak {izere, toksik etkili
birgok ajan birikir [4, 5]. Sonug¢ta membran permeabilitesi bozulur ve hiicre igine
kalsiyum a kig1 baslar. Hiicre iginde kalsiyum iyonunun artmasi proteoilitik
enzimleri aktive ederek, norofilament ve mikrotiibiilleri de kapsayan hiicre yap1
taglarinin yikimina neden olur [6, 7].

Periferik sinir kesileri sonrasi hiicre govdesinde goriilen kromatolitik
degisiklikler 1yi bilinmektedir. Bu degisiklikler sinir kesisini takiben 1 ile 3 hafta
arasinda olusmaktadir ve periferal néronlarda 6liim olmadigi ve denervasyonun
yaralanma sonrasi ilk 5 hafta igerisinde oldugu bildirilmektedir [8].

Periferik sinir iyilesmesini tam olarak anlamak i¢in hasarin tam olarak
anlagilmas1 yani, hasar sonrasi donemde sinir ve c¢evre dokularda olusan
degisikliklerin morfolojik ve molekiiler diizeyde bilinmesi gereklidir. Bu amaca
yonelik olarak sinir hasarini simiile etmek {izere ¢esitli deney hayvanlarinda farkl
sinir hasar1 modelleri olusturulmustur. Bu de ney m odellerinin bi rbirlerinden
farklilig1 hasarin olusturulma yeri, siddeti, bigimi ve siiresidir. Periferik sinir
hasar1 olusturmak igin ezi [9, 10], kesi [11], termal hasar [12], nérotoksik maddeler
[13, 14] ve iskemi [15] gibi modeller kullanilmaktadir. Bu modeller igerisinde en
cok kullanilanlari; siyatik sinirin tam kesisi ve ezisidir [16].

Melatoninin iskemik rejenerasyon sirasinda noronda yeni liflerin
olusumunu arttirdiginin ve myelin kiliftaki 6demi azalttiginin goriilmesi
arastirmalarin bu yone kaymasina neden olmustur.

Melatonin | ipid pe roksidasyonunu v e oks idatif m itokondriyal hasari
azaltarak ayrica antioksidan olan diger enzimlerin salinimi stimiile ederek infarktl
bolgeyi sinirlar. Ek ol arak, infarktli bolgede 6demide azaltir. Calismalar
melatoninin iskemik hasara maruz kalmig periferik sinirde de



noroprotektif etkileri oldugunu gostermistir. Yenidogan siganlarda olusturulan
siyatik sinir kesisini takiben verilen melatoninin rejenerasyonu hizlandirdig: tespit
edilmistir [17].

Calismamizda amacimiz sinir kesisi ve ezisi sonrasi melatoninin etkisinin
olup olmadigini ultrastriiktiirel, elektrofizyolojik, fonksiyonel ve bi yokimyasal
diizeyde aragtirmaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1.Periferik Sinir Anatomisi

Sinir sisteminin yapitagi olan noéronlar, bir sinir hiicresi ile bundan ¢ikan
akson ve dendritlerden olusmustur. Bir sinir hiicresinin 1sik mikroskobu ile
incelenmesinde ortada o val ya da yuvarlak bir ¢ekirdek gozlenir. Noroplazma
olarak adlandirilan stoplazmasi i¢inde iplik¢ik, membran ve graniiller yapida
ndrofibril, Nissl maddesi, Golgi kom pleksi ve mitokondri gibi ¢esitli or ganeller
bulunur. Sekil 2. 1°de ve Sekil 2. 2’de miyelinli bir motor néronun yapisi ve enine
kesiti goriilmektedir.

Hucre gfivdesi
{snman)

Akenmm ik : r
k : Ranvier bofjumu thwn:n hitcresi
segmenti
/ 2 = /
‘1'
-

Akson tepecidi

Mukleus Son difmeler

Dendritler

Sekil 2.1.Myelinli bir néronun yapist [18].

e WNitkleiis

{c)
Sekil 2.2.Bir sinir lifi (akson) ve Schwann hiicresi kesiti. (b) ve (¢) myelin kilifin gelismesi [18].



Yari jel kivaminda olan néroplazmadan aksona dogru devamli bir sivi
akis1 vardir ve akson i¢indeki sivi aksoplazma adini alir. Aksoplazma ¢evredeki
yapilardan aksolemma denilen ve ancak elektron mikroskobuyla goriilebilen bir
membranla ayrilir. Akson tepeciginden baglayan akson, sinir hiic resini terk
ettikten s onra m yelinli ya d a myelinsiz olmak iizere iki sekilde gortliilebilir.
Myelinli sinir liflerinde sinir hiicresinden sonra kisa bir uzaklik ¢iplak olarak
devam eder. Daha sonra aksonun ¢evresinde, konsantrik olarak siralanmis lipid ve
protein karigimindan olusan miyelin kilift bulunur. Myelin kilifi devamli degildir;
Ranvier bogumlarinda kesintiye ugrar ve bu bdlgelerdeki 1 mikronluk aralikta
miyelin kilifi bulunmaz. Sinir lif inin iki Ranvier bogumu arasindaki kismina
internod de nir. Myelin kilif; Schwann hiicresi membraninin akson etrafinda
kivrilmasiyla olusmustur. Schwann hiicresinin en  distaki membranina ise
norolemma ve ya Schwann kilifi denir ki, bunun hemen altinda ince bir tabaka
stoplazma ile hiicrenin c¢ekirdegi bulunur. Her bi rs inir lif i me rkezi s inir
sisteminden ve ya pe riferdeki gangliyondan c¢iktiktan sonra endoneurium adi
verilen, fibréz yapida ince bir membranla kaplanir (Sekil 2. 3) Bircok sinir
liflerinden olusan sinir demetleri, yine fibréz bir kilif olan, epineurium ile kaphdir
[18, 19, 20].
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Sekil 2.3.Myelinli v e myelinsizb ir p eriferik sinir yapisi. 1-Epineurium, 2- Perineurium, 3-
Endoneurium, 4- Schwann hiicresi, 5- Ranvier bogumu, 6- Myelin kilifi, 7- Myelinli
akson, 8- Myelinsiz akson, 9- Schwann hiicresi sitoplazmasi [21].

Periferik sinirler, dorsal kok ganglionlarindaki sensorial, omurilikteki
motor ve postganglionik otonomik ndronlarin periferik uzantilarinin olusturdugu
yapilardir [22]. Sinir lifleri, afferent veya efferent aksonlar i¢ceren miyelinli ya da
miyelinsiz s inir lifi de metlerinden olusan ve ¢evresi bag dokusu kiliflarla sarilt
olusumlardir [23, 24].



Noronlarin uzantilar1 bir araya gelip {izeri kollajenden zengin bir kilifla
kaplanarak fasikiilleri olustururlar. Fasikiiller de bir araya gelip daha gevsek
kollagen igeren bir kilifla sarilarak periferik sinir haline gelir. Fasikiillerin
icindeki her bir ndronal uzanti fasikiil icerisindeki seyri sirasinda sik sik yer
degistirerek, ayn1 komsu lifin, kendi elektriksel uyarimlarindan etkilenmesini
engeller. Fasikiiller de seyirleri esnasinda yer degistirerek ve birbirlerine dallar
vererek ag seklinde bir yap1 olustururlar [22].

2.1.1.Siyatik Sinir Anatomisi

Lumbal pleksus L4 ve L5 lumbal sinirlerden, siklikla T13 ve L3’den dallar
alarak olugmaktadir. Sakral pleksus 5, 6 ve kismen 4. lumbal sinirler tarafindan
olusturulur. Bu sinirlerin dallar1 lumbo-sakral gévdeyi olusturur [25]. Sakral
pleksus pelviste orijinlerine gore anterior ve posterior olmak iizere 2 sinire ayrilir.
Posterior dali siyatik sinirdir (n. ischiadicus). Siyatik sinir n. tibialis, n. peroneus
communis adi verilen terminal dallara sahiptir [26].

Sekil 2.4.Rat s iyatik s inirinin 6 nden go riintiisii. L4 ve L5 spinal sinirler birlesip siyatik siniri
olusturmaktadir. L6 spinal sinir siyatik sinire solda ince bir dal vermektedir. (beyaz ok).
(Siyah ok) L4 ve L3 spinal sinirlerin ince birlesimi gériilmektedir [25].

2.2.Periferik Sinir Yaralanmasi

Periferik  sinirler, mekanik travmadan (basi, gerilme, siddet)
etkilenebilecekleri g ibi t ermal, iskemik ve kimyasal etkenler gibi ¢ok degisik
etkenler ile yaralanabilirler. Fakat bu yaralanmalarin en sik olanmi travmatik
yaralanmalardir. Periferik sinir yaralanmalar1 hayati tehlike olusturmamalarina



ragmen sonucta kisinin fonksiyonlarini ileri derecede kisitlayabilmesi, sosyo-
ekonomik ve psikolojik durumunu etkilemesi agisindan 6nemlidir. Periferik sinir
yaralanmasi sonrasi istenilen amag¢ sinir iyilesmesinin en kisa siirede
saglanmasidir. Bu iyilesmenin hizli ve istenilen sekilde olmasi hasar tipi, derecesi
ve uygulanan tedaviye baghdir. Periferik sinir hasari, uygulanan kom presyonun
stiresine ve kuvvetine gore degiskenlik gosterir. Fazla miktarda bir bag dokusu ile
saril1 ¢ok sayida fasikiil iceren sinirler, az miktarda bag dokusu ile sarili tek
fasikiil i ¢eren sinirlere gore da ha az kom presyondan e tkilenir. Sinir i¢ indeki
fasikiillerin yerlesimine gore de degisiklik gdsterir. Biiyiik lifler kii¢iik liflere gore
kompresyon ve iskemiye daha fazla duyarlidirlar. Ayrica yiizeyel yerlesimli
fasikiiller derin yerlesimli olanlara oranla daha fazla kompresyona duyarhidirlar.
Ayrica, kalin perineurium igine gomiilii kiiciik lifler, ince p erineurium i¢ ine
gomiilii kalin liflere oranla daha az kompresyona duyarlidirlar [27, 28, 29].

2.2.1.Periferik Sinir Hasarimin Siniflandirilmasi

1941 yilinda Cohen periferik sinir hasarimi klinik olarak {i¢ grupta
siniflandirmis ve Seddon 1947 yilinda bu simiflandirmayr 650 hastada yaptigi
calismalarla popiiler hale gelmistir. Sunderland 1951 yilinda Seddon’un
popiilarize ettigi siiflandirmay1 gelistirerek bes sinifta incelemistir ve bug iin
kullanilan siniflandirma olusturulmustur. 1988 yilinda Mackinnon, Sunderland’in
siiflandirmasma altincisint  da  eklemistir [30]. Yaralanmanin derecesinin
bilinmesi tedavinin planlanmasi agisindan onemlidir. Birinci, ikinci ve ¢ lincii
derece yaralanmalarda geri doniis oldugu, cerrahiye gerek olmadigi, dordiincii ve
besinci derece yaralanmalarda ise cerrahisiz geri doniis olmadig: bildirilmistir.
Altinc1 derece yaralanmalarda ise geri doniisiin degisik derecelerde olabildigi
rapor edilmistir [31].

Tablo 2.1.Sinir yaralanmalarinin siniflandirilmast.

SEDDON SUNDERLAND

Noropraksia 1. derece yaralanma Segmental demiyelinizasyon, lokalize
iletim blogu

Aksonotimezis 2. derece yaralanma Aksonal yaralanma, distalde

3. derece yaralanma Waller dejenerasyonu
4. derece yaralanma Waller dejenerasyonu ve
endoneuriumda fibrozis ile birliktedir

NoOrotimezis 5. derece yaralanma Intakt olan tek yap1 eksternal
epineuriumdur.
6. derece yaralanma Sinir tamamen ayrilmustir.

2.2.2.Sinir Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu

Bir sinir hiicresine ait aksonun ke silmesi durumunda; proksimal ve distal
akson segmentleri ile hiicre govdesinde bir takim dejeneratif degisiklikler
meydana gelmektedir [32]. Bir akson kesildiginde ve biitiinliigiinii kaybettiginde
distal par¢a Waller dejenerasyonuna ugrar [30]. Olayin baslangici kesi sonrasi 48-
96 saattir [27, 28, 30].
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Sekil 2.5.Periferik sinir kesisi sonrasi rejenerasyon siiregleri. A- Sinir kesisi sonrasi hiicre
govdesindeki degisiklikler, B- Travmatik ve Waller dejenerasyonu, C- Biiyiime konisi
olusumu, D- Biiylime k onisinden gelisen sinir liflerinin Schwann hiicresi tarafindan
miyelin kilif ile sarilmas1 [33].

Waller dejenerasyonunda, myelinin primer fagositozunun ¢ogu
dolasimdan gelen makrofajlar tarafindan olusturulur. Makrofajlar, yaralanma
sonrasi 2-3 giinde e ndoneuriumda sayica belirgin olarak artarlar [32]. Schwann
hiicresi, NGF (Nerve Growth Factor) olusturmaya ve giiclii bir uyaran olan IL-1
(Interlokin-1) salgilamaya devam eder. Makrofajlar ve Schwann hiicreleri miyelin
yikimma devam ederler. ilk olarak miyelin, ovoidleres onra disorganize
helezonlara donistiiriilerek Schwann hiicre tlipinden ayrilir. Schwann hiicreleri,
metabolik olarak aktif hale gelirler ve proliferasyona baglayarak yine orijinal
hiicre t lipii i¢cinde “Blingner Bantlar1” olarak anmilan devamli hiicre zincirleri



olustururlar [27, 28]. Schwann hiicreleri, rejenere ol an aksonlarla t emas et mesi
icin ylizeylerinde ekspresyon i¢in N GF ve reseptoriinii s entezler. Ayn1 zamanda
IL ve NCAM (Noral Hiicre A dezyon Molekiilii)’da s entezlenmeye d evam eder.
Bu adhezyon molekiilleri, akson uzamasi i¢in uygun yiizey saglar. Diger hiicresel
degisiklikler ise endondral kapillerlerde gegirgenlikte artis, endondral 6dem
olusumu, kan-sinir bariyerinin bozulmasi ve endondral f ibroblastlarin
proliferasyonunu i ¢erir [32]. Periferik s inir dejenerasyonu ve d ejenerasyon
siirecinde gelisen olaylar1 daha 1yl anlamak i¢in periferik sinirin ¢esitli
kisimlarinda olusan olaylar1 detayli bir sekilde agiklamak daha yararli olacaktir.

2.2.2.1.Hucre Govdesi

Aksotomi sonrasinda noron siser, Nissl maddesi dagilir ve niikleus
periferal bir goriiniim kazanir [27, 28, 30]. Bu sirada niikleusun yeni mRNA ve bu
sayede aktin, tubulin gibi hiicre iskeletini olusturan proteinleri iiretmesi gerekir.
Aksotomi sonrasi iiretimi arttiran protein grubu GAPs (Growth Associated
Protein) ad1 ile anilir. GAPs iiretimi aksotomi sonrasi yaklasik olarak 100 katina
cikar. Bliyliyen ve rejenere olan ndral membranin i¢ yiizeyinde bulunan ve
aksonal transportu saglanan bu fosfo-proteinler, proteinkinaz C’nin substratini
olustururlar ve bliylime bolgesinin ilerlemesinde rol alirlar [27, 28, 30].

2.2.2.2.Proksimal Akson Parcasi

Kesilen aksonlar, yaralanma sonrasi birkag¢ saat icinde rejeneratif filizler
olustururlar. Filizler, saglam bulunan en distaldeki R anvier bogumundan koken
alirlar. Rejenerasyon f{initeleri her aksondan birka¢ kollateral filiz seklindedir.
Sonugta birka¢ ay icinde sinir kesiti ve tamiri sonrasinda distal parcadaki
miyelinli akson sayis1 1,5-5 kat artar. Tek bir rejenere ol an iiniteden ¢ikan ¢ok
sayidaki filizler distal parcada farkli ve genelde uygun olmayan Schwann hiicre
tiipleri i¢ erisinde ile rlerler. Bir kez bu yol igerisinde ilerlemeye basladiklarinda
geriye doniis yoktur. Tek bir motor ndron farkli kas gruplarina innervasyon
saglayabildigi gibi tek bir duyu ndronu da cesitli alanlardan duyu alabilir [27, 28,
30].

2.2.2.3.Blyume Konisi ve Yolu

Rejenere ol an a ksonun en di stali, biiylime uc udur ve koni ktir. Biiyiime
konisinin ¢evreyi algilama, bilgiyi isleyerek aksonu en uygun ortama yonlendirme
yetenegi vardir. Filopodiumlar, parmaksi ¢ikintilardir ve aktif olarak genislerler.
Lamellipodlar, membranin daha biiyiik genislemeleridir. Bu ¢ikintilar, biiyiime
konisinin tabaninda mikrotiibiillerce desteklenen aktin flamanlar iiz erinde
uzanirlar [33].
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Sekil 2.6.Biiyiime konisi. Filopod ve lamellipod proteaz, biiyiime konisi tarafindan olusturulur ve
matriks icerisinde ilerlemeyi kolaylagtirir [33].

Biiylime konisi, dort grup faktore cevap verir. Bunlar:
1- Norotrofik faktorler
2- Norit gelistirici faktorler
3- Matriks olusturan faktorler
4- Metabolik ve diger faktorler

Norotrofik faktorler, denerve m otor lif ve du yu r eseptorlerinde bul unan
makro m olekiiler proteinlerdir. Ayni zamanda rejenerasyon giizergdhindaki
Schwann hiicrelerinde de bulunurlar. Bu faktorler norit gelisimi ve
maturasyonunda yardimci gorevler listlenir. En iyi bilinen norotrofik faktér NGF
(Nerve Growth Factor)’dir. Bunun yanisira siliyer nérotrofik faktdr ve motor sinir
gelisim faktorii de diger Onemli norotrofik faktorlerdir. Normalde s inir
hiicrelerinde N GF ve NGF reseptorleri vardir. Yaralanma sonrasinda NGF ve
NGF reseptorleri ve bunlarin mRNA’lar1 distal parcada Schwann hiicreleri i le
birlikte artar. Bu artis makrofajlardan saliman biiyiik miktarda IL-1 ile saglanir
[34].

Norotrofik faktorlerden farkli olarak norit gelistirici faktorler, norit
gelisimini arttirict substrat bagli glikoproteinlerdir. Bunlar i¢inde Laminin en iyi
bilinen norit gelistirici faktdrdiir. Schwann hiicresi bazal membrani, laminin gibi
noron gelistirici faktorler i ¢erir. Laminini ¢in bii yiime koni sinde spesifik
reseptorler me veuttur. Laminin’in aksonal rejenerasyonu arttirdigi gosterilmistir.
Laminin’e karg1 antikorlarin varliginda, noritlerin periferik sinir i¢ erisinde
ilerlemeleri engellenir. Bu molekiillerin de norit gelisimini arttirdigi gosterilmistir.
Prekiirsor (Onciil m adde) olarak matriks olusturan fibrinojen, fibronektini le
polimerize olarak fibrin matriksini meydana getirir. Bu da hiicre migrasyonu ve
sinir rejenerasyonu i¢in dnemli bir substratdir [34].

Dordiincii grup, ¢ok cesitli faktorler igerir. Asidik ve ba zik fibroblastik
faktorler, insiilin vei nsiilin benzeri gelisim faktorii, glia koke nli pr oteaz
inhibitorii, elektirik situmilasyonu ve tiroid ho rmonu kor tikotropin, Ostrojen,
testesteron gibi hormonlar bu grupta degerlendirilirler [35].



2.2.2.4 Hasar Alam

Aksotomiden sonra ve Waller dejenerasyonundan dnce siddetli ve hizli bir
sekilde travmatik dejenerasyon goriiliir. Bu sirada yogun bir protein ve potasyum
kaybi, sodyum ve kalsiyum artis1 goriiliir. Medinaceli ve S eaber bu dur umu
kimyasal yanma olarak isimlendirmislerdir [36].

2.2.2.5.Distal Akson Parc¢asi

Aksotomiden sonra Waller dejenerasyonu denilen bir dizi olay gerceklesir.
Aksotomiden 48-96 saat sonra miyelin bozulmaya baglar. Bu sirada akson
taninmaz haldedir. Schwann hiicresi, miyelin kilifi fagosite etmek i¢in prolifere
olur. Biitiin bu degisikliklere ragmen kesinin distalindeki akson pargasindaki
harabiyetten yillarca sonra rejeneratif aksonlar olusturabildigi de goriilmiistiir
[37]. Schwann hiicresi ¢evr esindeki ba zal 1 amina, laminin, tip IV kollojen,
heparan sulfat, proteoglikan ve entakrin i¢erir. Schwann hiicresi’nin bazal lamina
icerisindeki davranisi, aksonun varligini gerektirir. Aksotomiden sonra ilk gelisen
olay, Schwann hiicresi’nin miyelini f agosite etmesi i¢in ¢ogalmasidir. Sonug
olarak; rejenere olan akson, Schwann hiicresi tarafindan miyelin {iretimine ihtiyag
duyar. Remiyelinizasyon derecesi, bazal lamina igerisinde rejenere olan aksonun
tipine baglhidir [37].

2.2.2.6.Kaslar

Aksotomiden sonra denerve olan kaslar atrofiye ugrar. Normal ka slarda
motor s on pl ak bolgesi asetilkoline cevap vermesine karsin denerve kaslarda
biitlin kas membranin asetilkoline cevap verdigi goriiliir. Rejenere ol an m otor
lifler, kasa ulagsirlarsa selektif olarak eski son plak bolgesini reinnerve ederler [37].

2.2.2.7.Sinir Tamiri

Sinir uglarinin cerrahi mikroskop altinda bir a raya getirilerek siitiire
edilmesinden ibaret olan tamir islemi iyi bilinen bir prosediir olup, epinoral ya da
interfasikiiler onarim seklinde uygulanabilmektedir. Siitiir hatt1 bolgesinde gelisen
fibrozis ve skar olusumunun olabildigince azaltilmasi, fonksiyonel bir iyilesmenin
elde edilebilmesi bakimindan anastomoz i¢in kullanilan siitlir materyali ve
uygulanan cerrahi teknik son derece Onem tasimaktadir. Siitiir islemi icin
kullanilacak igne olabildigince ince ve atravmatik olmali, siitiire edilecek sinirin
kalinligia gore 8/0 ya da 10/0 siitiir materyalleri kullanilmali, siitiir sayis1 ¢ok
fazla olmamali ve epindral onarimda siitiirler epineuriumda sinirli kalmalidir [38].
Sinir uglarinin ¢ok gevsek ya da ¢ok siki bir sekilde birbirine yaklastirilmast sinir
rejenerasyonunu olumsuz y6nde etkileyecektir [39]. Yine, siitiire edilecek sinirin
proksimal ve distal ucundaki fasikiiler yap: dikkatle incelenmeli ve karsilikli
olarak dogru bir sekilde siitlire edilmelidir.

2.3.Pineal Bez

Pineal bez eriskin insanlarda ortalama agirligi 100-180 mg olup, 5-9 mm
uzunlugunda, 3-6 mm genisliginde, 3-5 mm derinligindedir ve piamater ile
sartlmistir. Bezin kiiciik ¢apina karsilik kanlanmasi oldukg¢a giicliidiir ve
bobrekten sonra 2. en fazla kanlanan organdir [40, 41]. Venoz drenaji ise Galen
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venine bosalan kii¢iik venler araciligiyla saglanir. Kapiller yapist ayrigik
endotelyal yapilanma gosterir ve kan-beyin bariyeri yoktur [41].

Pineal be z, gérme s isteminin bir u¢ or gani olarak ritmik 151k mesajinin
organizmadaki her organa iletilmesi islevini goriir. Isik uyarisi pineal beze
karmasik, ¢ok ndronlu bir sistemle ulasir. Retinadan baglayan noral yolun birinci
kismi1 Retinohipotalamik traktusdur (RHT). Bu traktus, suprakiazmatik ¢ekirdekte
(SKC) sonlanir. Retinal 151k reseptorleri 15181 elektriksel uyartya cevirerek
monosinaptik olarak bu c¢ekirdege iletir. SKC’ye ayrica optik traktus araciligi ile
lateral genikulat cisimlerden de uyar1 gelir. SKC’den ¢ikan lifler ayn1 zamanda
hem pi neale, hem de omuriligin intermediolateral kolonuna gider ve buradan
superior s ervikal gangliona (SSG) ulasir. Sempatik bir ganglion olan S SG den
cikan postganglionik lifler ise nervi conarii araciligi ile yine pineal beze ulasarak,
kapillerler boyunca bez icinde dagilirlar [41,42 ]. Pineal bez, sempatik
innervasyondan baska az oranda parasempatik ve serotoninerjik sinir lifleri ile de
innerve ol ur. Bu lifler b ezin i¢inde, ¢cogunlukla pinealositlerin arasinda serbest
sinir uglar1 seklinde sonlanirlar [41, 43].

Pineal be z, parenkimal ve i nterstisiyel hiic reler ol mak {izere i ki hiic re
grubundan olusur. Parenkim hiicrelerine pinealosit adi verilir. Pinealositlerin
pineal bez igerisindeki orant %90'a ulasir ve bu hiicreler asagi omurgalilarda
fonksiyonel 151k reseptorleridir. Retinanin kon hiicrelerine benzerlik gosterirler ve
151k enerjisini elektriksel sinir uyarisina donistiiriirler. Filogenetik gelisim
siirecinde, memeli pinealosit hiicresi 151k uyarisina direkt yanit veren hiicre
ozelligini kaybeder ve salgi fonksiyonu ile gesitli hedef bolgelerde karmasik ve
cok noronlu diizenleyici bir ara istasyon islevi kazanir. Birgok memeli tliriinde tek
tip pinealosit hiicresi tanimlanmis olmasina karsin, insan dahil bir grup memelide
tip 1 ve 2 olarak iki tip pinealosit hiicresi bulundugu gosterilmistir [44, 45 ].
Pinealositlerden bagka pineal bez i¢inde bulunan en 6nemli hiicre toplulugu glial
hiicrelerdir. Bunlarin bez igindeki orani %5-10 arasinda degismektedir. Ayrica
mast hiicreleri, plazma hiicreleri, pigment i¢eren hiicreler, ¢izgili kas dokusu ve
sinir hiicreleri de pineal bez igerisinde bulunurlar. Pineal bezin sapinda ise seyrek
olarak pinealositler, glial hiicreler ve myelinsiz sinir lifleri bulunur [46, 47].

Pineal bezin salgi fonksiyonu 2 ana grup endojen madde ile
saglanmaktadir. Bunlar i ndolaminler ve pe ptidlerdir. Indolaminler iginde en
onemlisi 232 molekiiler agirlikli N-asetil-5-metoksitriptamin (Melatonin)'dir [46].

2.4.Melatonin

Kimyasal ol arak N-asetil-5-metoksitriptamin olarak bilinen melatonin
(Sekil 2. 7)) ilk olarak 1958 yilinda Lerner ve arkadaslari tarafindan sigir pineal
bezinde izole edilmistir. Bu indolamin basta memeliler olmak iizere diger
canlilarda da dogal olarak bulunmaktadir [48].
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Sekil 2.7.Melatoninin kimyasal yapisi [49].

2.4.1.Melatoninin Sentez ve Metabolizmasi

Melatoninin, dncli aminoasiti triptofandir. Triptofan 5 -hidroksilaz e nzimi
tarafindan  5-hidroksitriptofana, 5-hidroksitriptofan’da aromatik a mino a sit
dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) aracilifiyla 5-hidroksitriptamin (5-HT,
serotonin)’e doniistiiriiliir. Serotonin, arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT)
ile N -asetilserotonine (NAS) ve s on ol arak N-asetilserotonin hi droksiindol-O-
metiltransferaz  (HIOMT) enzimi tarafindan melatonine (5-metoksi-N-
asetiltriptamin)  doniistiiriilir.  Melatonin, esasol arak pi neal bezdeki
pinealositlerde sentez e dilmektedir. Ayn1 zamanda gastrointestinal sistem, lens,
retina ve diger pek ¢ok organda sentez edildigi gosterilmistir [S0, 51].

Melatonin s entezlendikten s onra d epolanmaz. Diisiik molekiil agirlik,
lipofilik ve hidrofobik 6zelliklerinden dolay1 pasif diffiizyonla disar1 atilir. Kanda
bulunan melatonin %70 oraninda plazma albuminine baglidir. Dolasimdaki
melatonin beyin omurilik s1vis1 da dahil olmak {izere tiim biyolojik sivilara
dagilir. Melatonin anneden fetusa plasental yol, yenidoganda siit ile gegmektedir.
Melatoninin kandaki yarilanma siiresi 10-40 dakikadir. Esas olarak karacigerde
metabolize olmaktadir. Karacigerden ilk geciste %90’1 mikrozomal enzimler
tarafindan  6-hidroksimelatonine doniisiir. Idrardaki baslica metaboliti  6-
stilfatoksi-melatonindir [52].

2.4.2.Melatonin Sentezinin Dlzenlenmesi

Melatonin  sentezinde rol alan baglica faktoér, aydmlik-karanlik
dongiisiidiir. Pineal b ez, gérme sisteminin bir u¢ organi olarak ritmik 151k
mesajinin canlidaki her organa iletilmesini saglamaktadir. Retinadan baglayan bu
yolaga “Retinohipotalamik yol’adi verilmektedir. Retinal 151k reseptorleri 15181
elektriksel uyariya cevirerek suprakiazmatik cekirdege iletir. Suprakiazmatik
cekirdekten ¢ikan lifler pineal bez ve omuriligin intermediolateral kolonuna gider
ve buradan siiperior servikal gangliona (SSG) ulasir. Sempatik bir ganglion olan
SSG’dan ¢ikan postganglionik lifler araciligiyla pineal beze ulasarak kapiller
boyunca bez iginde dagilirlar [53]. Endojen m elatonins ekresyonr itmi,
retinohipotalamik yol aracilifiyla cevresel isik-karanlik ile diizenlenmektedir
(Sekil 2. 8). Suprakiazmatik c¢ekirdegin elektriksel a ktivitesi, giinliik pe riyodun
karanlik doneminde baskilanir bu baskilanma sonucunda, pineal be z s empatik
sinirleri a ktive ol ur. Pineal be zi i nnerve e den pos tganglionik s empatik s inir
fibrillerinden ndradrenalin salinir ve 3-5 siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve
adenil siklaz aktivite olur. Ayrica pinealositlerde B adrenerjik ve alfa-1 reseptor
aktivasyonu gosterilmistir. Alfa-1 reseptorler, protein kinaz C (PKC) ve kalsiyum
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miktarindaki artis ile aktive olur. Alfa-1 reseptér ve ¢ AMP a ktivasyonu i le
melatonin sentezi baglar [53].
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Sekil 2.8.Melatonin sentezinin diizenlenmesi [54].

2.4.3.Melatoninin Gorevleri

Melatoninin s irkadienr itm diiz enlenmesi, reprodiiktif f onksiyonlar,
kanser, immiin sistem gibi pek cok fizyolojik ve patolojik siirecte rol oynadigi
gosterilmistir [55].

2.4.3.1.Sirkadien Ritm Duizenlenmesi

Bitkilerin, hayvanlarin, mantarlarin ve siyanobakterilerin 24 s aatlik siireg
igerisindeki biyokimyasal ve psikolojik davraniglarini diizenleyen sirkadien
ritimde melatoninin etkili oldugu bulunmustur [55].

2.4.3.2.Antioksidan Ozellikleri

Serbest oks ijenr adikalleri; ka nser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejenaratif hastaliklar gibi c¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol alirlar.
Melatonin, nitrit oks its inglet oks ijen, hidroksil r adikali, hidrojen pe roksit,
hipoklorik a sit (HOCI), siiperoksit r adikali, (O," ) ve peroksinitrita nyonu
(ONOO ) veya peroksinitroz asit’in (OHOOH) t oksik r eaktif oksijen ara tir tinii
olan serbest oksijen radikallerinin temizlenmesine yardimci olmaktadir. Peroksit
radikalleri poliansatiire asitlerin oksidasyonu sirasinda olugsmaktadir ve melatonin
bir antioksidan olan vitamin E’den 2 kat daha giiclii bir sekilde bu radikalleri
temizleyebilmektedir. Melatonin deriveleri 3 -hidroksimelatonin N 1-asetil-N2-
formil-5-methoksikiynuramin  (AFMK)v e N -asetil-5-methoksikiynuramin
(AMK), melatonin kadar g ti¢lii serbest r adikal te mizleyici 6z elliktedir [56].
Melatonin ayni zamanda mitokondri, niikleus DNA’s1, sitoplazmadaki proteinler
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ve hiicre membraninda bulunan lipidleri serbest oksijen radikallerinin toksik
etkisinden korumaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, serbest oks ijen radikalleri
siipiiriicii  etki ile hastaliklarin  siddetinin azalmasmma yardimci oldugu
gosterilmistir. Melatoninin  katalaz, siiperoksitdi smutaz, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, glutatyon r ediiktaz ve g lutatyon pe roksidaz g ibi a ntioksidatif
enzimleri uyardig1 rapor edilmistir [57].

2.4.3.3.Endokrin Etkileri

Melatonin, biiyiime hormonu, gonadotropinler, prolaktin, testesteron,
progesteron, Ostrojen gibi steroidlerin sentez ve fonksiyonlarini etkilemektedir.
Ozellikle g rowth hor mon, prolaktin ve melatonin arasinda faz-bagimli iliski
oldugu gosterilmistir. Pubertede ve puberte dncesinde gonadotropik hormonlarin
diizeylerinde diisiis gozlenmistir. Erken puberteli ¢ocuklarda diisiik, gecikmis
puberteli ¢ocuklarda yiiksek melatonin diizeyleri gézlenmistir. Menapozun pineal
kalsifikasyondaki artis ve plazma melatonin diizeyindeki diisiis ile iliskili oldugu
rapor edilmistir. Hayvanlarda m elatoninin pr ostoglandin s entezinin, kalsitonin
saliniminin baskilanmasi ve paratiroid bezlerinin uyarilmasi ile fosfor ve kalsiyum
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol aldig1 rapor edilmistir [58].

2.4.3.4.Immiin Sistem Uzerindeki Etkileri

Pinealektomi yapilan farelerde, lenfoid dokuda atrofi ve antikor liretiminde
azalma oldugu goézlenmistir. Yapilan c¢aligmalar, melatoninin bazi sitokinlerin
salinim ve sentezini arttirdigini desteklemektedir. Melatonin lenfositlerden IL-1,
IL-2, IL-6, (Interlokin), INF-x (interferon gamma) salinimini arttirarak onlarin
sitotoksik aktivitelerini a rttirmakta ve antijeni tanimalarin1 kolaylagtirmaktadir
[59, 60]. Lenfositlerin m aturasyonunu u yarmakta ve N K (Natural K iller, dogal
oldiirticii) hiicrelerini aktive etmektedir [61]. Kemik iliginde melatonin sentezinin
gosterilmesi immiin sistem ile melatonin arasindaki iligkiyi desteklemektedir [62].

2.4.3.5.0nkostatik Etkileri

Melatoninin, pek ¢ok kanser semptomlarinin siddetini hafifletici, tiimor
anjiogenezi, proliferasyonu ve metastazin1  baskilayic1  etkileri oldugu
gbzlenmistir. Melatonin bu etkilerini;

-Kanser hiicreleri tarafindan yag asit biiylimr faktorii alimini baskilama,

-Telomeraz uzunlugunun azaltilmasi ve telomeraz aktivitesinin azalmasina
yol acarak kanser hiicrelerinin apopitozunu uyarma,

-Timorlerdeki da mar biiylimesini baglatan anjiogenik faktér olan
endotelin-1 sentezini baskilama,

-TP53 t imor s iipresor geninin t ranskripsiyonunun diiz enlenmesi, gibi
bir¢gok mekanizma araciligi ile gergeklestirmektedir [55].

Epidemiyolojik ¢alismalar, gece 1s18a maruz kalmanin meme kanseri igin
potansiyel risk faktorii oldugunu desteklemektedir. In vitro ortamda melatonin ile
tedavi edilen kanser hiicrelerinde biiyiimenin yaklasik %80 oraninda baskilandig:
gbzlenmistir. Melatoninin, MCF-7 (insan m eme ade nokarsinom hiic re s erisi)
hiicrelerindeki  onkostatik etkilerinde antidstrojenik etkisinin rol aldig
gosterilmistir [61].
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2.4.3.6. Termoregulator Etkileri
Insan viicut sicakliginin diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir.
Kahverengi adipoz dokuyu stimiile etmektedir [52].

2.4.3.7.Hucre Koruyucu Etkileri

Melatonin, ultraviyole radyasyonunun neden oldugu genetik hasardan deri
ve diger hiicreleri korumaktadir. Iyonize maruziyetten Once melatonin
uygulananlarda, kardes kromatid degisimi, kromozomal boz ukluk ve genetik
hasarin % 60 oraninda azaldig1 gdzlenmistir [63].

2.4.4.Melatoninin Klinikte Kullanimi

Melatonin kanserde kemoteropdtik ajanlarla beraber kullanildiginda tiimor
gerilemesine ve hastalifin stabilizasyonuna yardimci olmaktadir. Klinik
denemelerde melatoninin kalp hastaliklarin1 6nleyici ve yaslanmay1 geciktirici
etkileri oldugu gozlenmistir. 2006 yilinda Buscemi ve ark. melatoninin sekonder
uyku bozukluklarinin tedavisinde etkili oldugunu rapor etmislerdir [55].

2.4.5.Melatoninin Vicuttaki Etki Mekanizmalar:
Melatonin memelilerdeki etkilerini ii¢ mekanizma ile ger¢eklestirmektedir;
1. Kalmodulin gibi intraseliiler proteinlere baglanarak
2. Antioksidatif etkilerle
3. Plazma membraninda bulunan melatonin reseptorlerine baglanarak

Melatonin, kalmoduline kalsiyum baglanmasini antagonize etmektedir.
Bunun meme kanser hiicrelerindeki antiproliferatif etki mekanizmalarindan birisi
oldugu diisliniilmektedir. Melatoninin immiinmodiilatér ve s irkadien ritm
tizerindeki etkilerinin bir kismini, bu mekanizma araciligi ile gosterdigi
diistiniilmektedir. Melatonine ait iki tip membran reseptorii tanimlanmistir.
Bunlar, melatonin reseptor tip-1 (MT1) ve melatonin reseptor tip-2 (MT2) olarak
adlandirilmaktadir. Insanda, merkezi s inirs istem, kardiyovaskiiler s istem,
gastrointestinal sistem, reprodiiktif sistem, deri, tiriner sistem gibi pek ¢ok yerde
bu reseptdrlerin varlig1 gosterilmistir. Insan viicudunda, SCN ve adenohipofizin
pars tiiberalisi melatonin reseptdrlerinin en yogun bulundugu yerlerdir. insanlarda
ve sigcanlarda hippokampiiste MT1 ve MT2 reseptoriiniin varligi gosterilmistir.
Insan serebellar korteksinde, MT1ve M T2r eseptdrlerinin he ri kisinin de
bulundugu gosterilmistir. MT1 reseptorleri b asket-yi1ldiz hiicreler v e graniiler
hiicrelerde bulunmaktadir [64].

2.5.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom
veya m olekiillerdir. Butip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay:
oldukea reaktiftir. Yar1 Omiirleri ¢ok kisadir. Serbest radikaller normal metabolik
olaylar sirasinda olusabilecekleri gibi ¢ok ¢esitli dis etkenlere bagli olarak da
olusabilirler [65].
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Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler [66].

1- Kovalent bagi olusturan elektronlardan birinin bag atomlarindan
birinde, digerinin Gtekisinde kalmasiyla sonuglanan bag kirilmasi.

XY—->X-+Y-

2- Normal bir mol ekiilden tek bir elektronun kaybolmasi. Kovalent bag
olusturan her iki elektron, atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil
iyonlar meydana gelir.

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

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii ve ya elektriksel
olarak nétr olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. iki
serbest radikalin birbiri ile reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik
ortaya ¢ikar ve her iki serbest radikal ortadan kalkar. Bir serbest radikal, radikal
olmayan bir yapiyla reaksiyona girince baska bir serbest radikal olusturur. Bu
Ozellik serbest radikallerin zincir reaksiyonlari olusturmasini saglar [67].

2.5.1.Serbest Radikal Olusumu ve Reaktif Oksijen Turleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli s erbest r adikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan
maddeler, oksijenin ke ndisi, siiperoksit, hidrojen pe roksit, gecis metallerin
iyonlar1 ve hidroksil radikalidir. Oksijen atomu toplam sekiz elektron igerir. Bu
elektronlardan dig yoriingede bulunan iki tanesi eslesmemistir. Molekiiler oksijen
(O2), iki tane eslesmemis elektronu bulundugundan kendisi de bir radikaldir. Her
iki atom denge halinde oldugundan bu oksijen molekiiliiniin reaktif bir 6zelligi
yoktur. Bu o0zelliginden dolay1 oksijen, diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girer. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer.
Oksijen en son suya indirgenir. Mitokondriyal elektron transport zinciri tarafindan
gerceklestirilen bu siiregte, %1-2 oraninda molekiiler oksijen kagcagi meydana
gelir. Bu oks ijenin r ediiksiyonu i le s iiperoksit a nyonu, hidrojen pe roksid ve
hidroksil radikali gibi reaktif triinler agiga ¢ikar. Bu radikaller oksijenin toksik
etkisinin gergek nedenini olustururlar [67].

2.5.1.1.Superoksit Radikali

Tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
serbest s tiperoksit r adikal a nyonu (O," ) meydana gelir [68]. Diger radikallere
oranla reaktivitesi ¢ok azdir. Olusumuna neden oldugu radikallerle birlikte
organizmada g enel bi r oksitleyici gibi davranmaktadir. Siiperoksit, bir s erbest
radikal ol makla bi rlikte ke ndisi di rekt ol arak f azla z arar ve rmez. Hidrojen
peroksidin kaynagi olmasi ve gec¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi
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bakimindan énemlidir [67]. Siiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik
oksit (NO) ile birlesmesi sonucu reaktif bir oksijen tlirevi olan peroksinitrit
meydana gelir.

027+ NO -ONOO

Boylece NO’un normal e tkisi inh ibe e dilir. Ayrica, peroksinitritlerin
dogrudan proteinlere zararl etkileri vardir ve azot dioksit (NO,), hidroksil radikali
(*OH) ve nitronyum iyonu gibi daha baska toksik iiriinlere doniistirler. Siiperoksit,
diisiik pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil radikali (HO,")
olusturmak iizere protonlanir. Fizyolojik pH ’daki protonlanmis formu % 1 ‘den
azdir. Siiperoksit anyonu hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zellige sahiptir.
Rediiktan olarak gorev yaptiginda, ornegin ferrisitokrom c’nin ya da nitroblue
tetrazolium’un r ediiksiyonunda bi r e lektron ka ybeder ve oks ijene oks ide ol ur.
Sitokrom ¢ ’yi indirgemesi SOD tarafindan inhibe edilir. Bundan faydalanilarak
SOD aktivitesi ve fagositler tarafindan iiretilen O, tayini yapilir [69].

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

HO, + 0, +H*— 0, + H,0,

Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit meydana
getirebilir.

F€+2+ 02—>F€3 +02'_
Cu*+ 0, —> Cu™? +0,"

Bu reaksiyonlar geri doniisiimliidiirler. Buy iizden, geg¢is metalleri
iyonlarinin oksijenle reaksiyonlari, geri doniisiimlii redoks reaksiyonlar1 olarak
diisiintilebilir.  Siiperoksitr  adikali,  siilfidril  gruplarinin  distlfidlere
yiikseltgenmesine ve f erik de mirin f err6z f ormuna i ndirgenerek, ferritinden
demirin direkt olarak ayrilmasina neden olur. Ferritin, demirin giivenli depolama
formudur. Demir, siiperoksit radikali ve H202’den OH iiretimini tesvik eder [70].

2.5.1.2.Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit m olekiilii, iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) meydana getirir. H202,
membranlardan kolayca gegebilen uzun 6miirlii bir oksidandir [71].

0, +e +2H* - H,0,
0,+2e +2H" — H,0,

Hidrojen pe roksit, genellikle bi yolojik s istemlerde s iiperoksidin
dismutasyonu ile me ydana gelir. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak
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hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon s onucu radikal
olmayan iriinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon r eaksiyonu ol arak
bilinir.

20, +2H* - H,0,+ 0,

Bu dismutasyon, ya spontandir ya da SOD enzimi tarafindan katalizlenir.
Spontan di smutasyon pH4 . 8de en hizlidir. Bu pH’da protonlanmig ve
protonlanmamis radikal konsantrasyonlar1 esittir. Fakat hem protonlanmis
radikalin artti§1 daha asit pH’da, hem de siiperoksit iyonunun fazla oldugu alkali
pH’da bu hiz belirgin sekilde diisiiktiir. Siiperoksidin SOD tarafindan
dismutasyonu ise daha genis bir pH aralifinda katalizlenir. Spontan
dismutasyonun ni speten yavas oldugu nétral ya da alkali pH’da e nzimatik
dismutasyon da ha be lirgindir [66, 72 ]. Hidrojen pe roksit, bir s erbest radikal
olmadigr halde, reaktifoks ijen tiirlerii ¢ineg irerv es erbest radikal
biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile reaksiyona girerek, en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olugturmak
tizere kolaylikla yikilabilir.

H202+ 02'_—> ‘OH + OH_ + 02

Bu r eaksiyona, Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Katalizér varliginda
veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon c¢ok yavas ilerler.
Demirle katalizlenen ikinci sekil ise ¢ok hizlidir ve Fenton reaksiyonu adini alir.
Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe*s) siiperoksit tarafindan ferro demire (Fe*?)
indirgenir. Sonra, bu ferro demir kullanilarak Fenton r eaksiyonu i le hidrojen
peroksidden -OH ve OH {iretilir.

Fe**+ 0O, — Fe**+0,
Fe*?+ H,0, — Fe**+ OH + -OH
0, +H,0,—-OH+OH + 0,

Mitokondride bol miktarda H2O2 bulunur. Metal iyonlar1 da ¢ok oldugu
i¢in ¢cok fazla hidroksil radikali iiretimi s6z konusudur. Bu metal katyonlari, DNA
veya hiicre zarina baglanirsa hidroksil radikali olusumuna sebep olabilir [73].

2.5.1.3.Hidroksil Radikali

Oksijen r adikalleri i ¢inde e n r eaktif ve e n t oksik e tkili olan1 hidroksil
radikalidir ~ (-OH). Hidrojen peroksidin ge¢is metallerinin  varliginda
indirgenmesiyle, hidroksil radikali (-OH) meydana gelir. Suyun yiiksek e nerjili
iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur.
Yarilanma Oomrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Haber-
Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 hidroksil olusumundaki en énemli reaksiyonlardir
[74]. Hidroksil radikali olusunca hemen firetildigi yerin birkag A° uzakliginda
herhangi bir molekiille reaksiyona girer. Reaktifligi yiiksek oldugu i¢in 37 ° C ‘de
beklenen yarilanma Omrii 1x10” saniyedir [75]. Niikleer ve mitokondriyal DNA,
membran lipidleri ve karbonhidratlart gibi, hiicrenin m akro m olekiilleri lizerine
yikici etki yapmamaktadir [76, 77].
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2.5.1.4.Singlet Oksijen

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan
reaktif oks ijen m olekiiliidiir. Serbest radikal olmamasina ragmen ¢ok reaktif
olmast ve {iretimi sirasinda bazi radikal tepkimeler olusmasi nedeniyle ayni
aileden sayilmaktadir [78]. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi
gibi, serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasmma da neden olur. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak, kendi yoriingesinin ters yoniinde olan bagka
bir orbitalle yer degistirmesiyle olusur. Enerji absorbsiyonu ile uyarilan oksijenin
paylasilmamig dis elektronlari, yoriingelerini degistirerek ayr1 ayri ya da ayni
orbitali isgal edebilir. Bu iki f orma s inglet o ksijen adi verilmektedir. Singlet
oksijen, uyarilmis elektronlarin daha diisiik enerji seviyelerine inmesiyle 151k
yayar [66].

2.5.1.5.Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO ), tek sayida elektron igeren renksiz gaz seklinde bulunan
inorganik bir serbest radikaldir. Bakteriler, sigara duman1 ve egzoz gazlari reaktif
azot oksitleri iiretir. NO  kararl bir serbest radikaldir ve fizyolojik sartlar altinda
birgok fonksiyonda rol oynar [79]. Hiicre i¢i konsantrasyonu fazla arttiginda ndron
Oliimii ile sonucglanan toksik olaylar1 baslatir. Nitrik oksit, biyolojik sistemlerde
02, 02" + ve gecis metalleriyle reaksiyona girer. Metal ve tiyol igeren proteinlerle
yiiriiyen reaksiyonlar, enzim aktivitelerinde zayiflamaya neden olur. Nitrik oksitin
elektron tranport zincirindeki demir igeren komplekslere saldirmasi, bozulmusg
enerji metabolizmasiyla sonuglanir. Nitrik oksit olusumunun artmasi sinir
hiicreleri tahribatina yol agar [73].

2.5.2.Serbest Radikal Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin
seyri esnasinda ve organizmanin ¢esitli dis etkilere maruz kalmasiyla meydana
gelir. Serbest radikaller, iyonize radyasyon, stres yapicit durumlar, enzimatik ve
enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucunda viicuttaki biyolojik fonksiyonlarin yan
tirtinii olarak olusurlar [80].

a- Biyolojik kaynaklar

1. Aktive olmus fagositler

ii. Antineoplastik ajanlar: nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine

1ii. Radyasyon

iv. Aligkanlik yapan maddeler: alkol ve uyusturucu maddeler

v. Cevresel aj anlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal m addeler;
hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, solventler, anestezikler,
aromatik hidrokarbonlar)

vi. Stres: S treste ka tekolamin diizeyia rtar. Katekolaminlerin
oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir.

b- Intraselliiler kaynaklar
i.  Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu
ii. Enzimler ve pr oteinler, ksantin, oksidaz, triptofan, dioksijenaz,
hemoglobin
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1ii. Mitokondrial elektron transportu

iv. Endoplazmik r etikulum ve niikl eer m embran e lektron t ransport
sistemleri (sitokrom P-450, sitokrom b5)

v. Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler

vi. Plazma membrani: lipoksijenaz, prostoglandins entetaz,
fagositlerde NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonu

vii. Oksidatif stres yapicit durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon

Hiicrelerde s erbest radikal iir etimi, bazi yabanci toksik maddeler
tarafindan da biiylik oranda arttirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal
iretirler veya antioksidan aktiviteyi diisiiriirler. But ip m addeler dor t g rupta
toplanabilirler;

1. Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini
veren azot dioksit gazi 6rnek olarak verilebilir. Bu radikal iyi bir
lipid peroksidasyon baslaticisidir.

1l. Toksin bi r s erbest r adikale m etabolize ol ur. Mesela, toksik bi r
madde olan karbontetrakloriir karacigerde sitokrom P-450
tarafindan triklorometil serbest radikaline doniisiir. Bu r adikalin
oksijenle r eaksiyonu s onucu m eydana gelen pe roksil r adikali de
kuvvetli bi r lipid peroksidasyonu baglaticisidir. Boylece, reaktif
serbest radikal lir etimi, karacigerde antioksidan savunmalar1 asar.
Bu da hiicre membranlarinin oksidatif yikimi ve ciddi doku hasari
ile sonuglanir.

iil. Toksinin metabolizmast sonucu serbest oksijen radikali meydana
gelir. Bunun tipik bir 6rnegi paraquatdir. Ozellikle karacigerde
biriken paraquat, bir s erbest r adikale i ndirgendikten s onra t ekrar
yiikseltgenerek rejenere edi lirken beraberinde oksijen indirgenir.
Bdylece bol miktarda siiperoksit {iretilmis olur.

iv. Toksin antioksidan aktiviteyi diisilirtir. Mesela pa rasetamoliin
karacigerde sitokrom P-450 tarafindan metabolizmasi glutatyonla
reaksiyona giren ve miktarini azaltan bir iiriin meydana getirir.

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki Onemleri lipid
peroksidasyonundaki e tkileridir. Gegis metalleri, lipid peroksidasyonunu
baslatmaktan ziyade sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin par¢alanmalarini
ve lipid peroksidasyonun zincir reaksiyonlarim1 katalize ederler. Boylece zararh
olan radikalleri daha az zararli hale getirirler [81].

2.5.3.Serbest Radikallerin Etkileri

Reaktif's erbestr adikaller, lipidler, proteinler, niikleik a sitler ve
karbohidratlar gibi hiicresel bilesenlere zarar verirler. Serbest radikaller ¢cok kisa
Omiirli olduklar i¢in oksidatif hasar, serbest radikal ara basamaklar igeren zincir
reaksiyonlar1 tarafindan gerceklesir. Bir serbest radikal, radikal olmayan bagka bir
molekiil ile reaksiyona girerek yeni bir serbest radikal olusturular. Olusan y eni
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serbest radikal de baska molekiilerle reaksiyona girerler. Lipid peroksidasyonu,
baslangic serbest radikaller ile degil sekonder serbest radikaller {iizerinden
dokulara hasar verir [82].

2.5.3.1.Membran Lipidlerine Etkileri

Serbest r adikaller bi yomolekiillerin ¢ogunu etkiler, ancak lipidler en
hassas olanlaridir [83]. Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini
asacak oranlarda olustuklar1 zaman, organizmada ¢esitli bozukluklara yol acarlar.
Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirlinleri olustururlar. Poliansatiire yag
asitleri (PUFA)’nin oks idatif yikimi, lipid peroksidasyonu ol arak bi linir ve
oldukca zararlidir. Cilinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerlerler.

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diger karbonil
bilesiklere = doniismesiyle sonbul ur. Bu iriinlerden baglicalart olan
hidroksinonenal (HNE) ve M DA, proteinlere ve D NA’ya baglanarak kalici
degisiklikler olusturur. Lipid peroksitlerinin hiicre yasam1 i¢in en dnemli etkileri,
membran yapisinda ve hiicre boliinmesinde meydana getirdikleri degisimlerdir
[81, 84].

2.5.3.2.Proteinlere Etkileri

Proteinlerin, serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarmma baglhidir. Protein oks idasyonu, o6zellikle hi stidin, tirozin,
fenilalanin gibi amino asitlerde karbonil gruplarimin olusumu seklindedir.
Proteinlerde pa r¢alanma ve c¢apraz baglanmalar meydana gelir. Protein
fonksiyonlarinda (kataliz, transport, reseptor gibi) bozul malar ve immun sistemi
uyarabilecek antijenik degisiklikler olusabilir [79]. Serbest radikal hasari
proteinler iizerinde birikmigse veya proteinlerin belirli bdolgesi iizerinde
yogunlagmigsa hiicrenin canliligi bakimindan zararl etki yapar [66, 84].

2.5.3.3.Nukleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

DNA vyapisinda oksidatif hasara sebep olan pek cok faktdr vardir. Iyonize
radyasyon, artmis oksijen konsantrasyonu, ksantin oksidaz ve gesitli kimyasallar
asir1 radikal olusumuna neden olarak direkt hasara yol acarlar. Bazi serbest
radikaller d e D NA ta mir e nzimlerini e tkileyerek hasara yol a¢ arlar. Iyonize
radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede degisime ve
oliime yol agarlar. DNA yapisindaki piirin ve pirimidin bazlarinda par¢alanma ve
yikim, s onucta D NA’nin denatiirasyonuna neden olur. Oksidatif h asar da |
kiriklar, baz ¢ifti degisimleri, yeniden diizenlenme gibi yapisal degisimlere neden
olmaktadir. DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilir 6nemli bir hedeftir
[76, 85].

2.6.Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Oonlemek icin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar
antioksidan savunma sistemleri ol arak bilinirler. Antioksidanlar, dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak {izere baglica iki ana gruba
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ayrilirlar. Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerine bir hidrojen iyonu vererek,
bu r adikalleri ke ndilerine baglayarak ya da onlar1 daha zayif bir molekiile
cevirerek radikal hasarini Onlerler. Antioksidanlar, hiicrenin hem sivi hem de
membran kisimlarinda bulunabilirler [66, 86].

A- Dogal (Endojen) Antioksidanlar;

Enzimatik olanlar ve enzimatik olmayanlar seklinde ikiye ayrilirlar.

a-Enzimler
i.  Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
ii.  Siiperoksit dismutaz (SOD)
iii. Katalaz (CAT)
iv. Glutatyon Peroksidaz (GPx)
v. Glutatyon-S-transferaz
vi. Hidroperoksidaz

b- Enzim olmayanlar
i.  Lipid fazda bulunanlar; a-tokoferol (E-vitamini), -karoten
1. Sivi fazda (hiicre sitozoliinde veya plazmada bulunanlar); askorbik
asit, melatonin, {irat, sistein, seruloplazmin, transferin, miyoglobin,
hemoglobin, ferritin, metionin, albumin, bilirubin, glutatyon

B- Eksojen Antioksidanlar (Ilaglar)
i.  Ksantin oksidaz inhibitorleri
ii. NADPH Oksidaz inhibitorleri
iii. Rekombinant siiperoksit dismutaz
iv. Trolox-C

2.6.1.Enzimatik Antioksidanlar

2.6.1.1.Superoksit Dismutaz (SOD)
Stiperoksit di smutaz enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizler [87, 88].

20, +2H* SO[_). H,O, + 0>

Bu reaksiyon kendiliginden de meydana gelebilir. FakatS OD1i le
katalizlendiginde reaksiyon hizi 4000 kat artar. Insanda, SOD’un iki tipi
bulunmaktadir. Bunlar s itoplazmada bul unanC uve Z ni g¢eren S OD ve
mitokondride bulunan Mn iceren SOD dir. Siiperoksit, oksijeni metabolize eden
hiicreleri  serbest radikallerinin  zararli  etkilerine karst1 korur. Lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. Normal metabolizma sirasinda, hiicreler tarafindan
yiiksek oranda siiperoksit iiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde
intraseliiler stiperoksit diizeyleri diisiik tutulur [89, 90].
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2.6.1.2.Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon pe roksidaz, hidroperoksitlerini ndirgenmesinden s orumlu
enzimdir. GPx’in fagositik hiicrelerde 6n emli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlar bi rlikte G Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu s onucu f agositik hiic relerinz arar g Ormelerini e ngeller.
Eritrositlerde de GPx oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GPx
aktivitesindeki az alma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina
yol agar [81, 91, 92].

2.6.1.3.Katalaz

Katalaz, aerobik hiicrelerin ¢ogunda bulunur. Goérevi, hidrojen pe roksidi
oksijen ve suya parc¢alamaktir [93]. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek
olarak bu enzim, bir molekiil hidrojen peroksidi elektron verici bir substrat olarak,
digerini de oksidan veya elektron alicis1 olarak kullanabilir. Katalazin indirgeyici
aktivitesi, hidrojen peroksit, metil, etil ve hidroperoksitler gibi kii¢iik molekiillere
karsidir. Biiylik molekiillii lipid hidroperoksitlerine ise etki etmez [81].

2 H,0, KATALAZ: 2H,0+ 0,

2.6.2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.6.2.1.C Vitamini

C vitamini (askorbik asit), kapali formiiliit C¢HgOs olan bir ketolaktondur.
Suda eriyebilen vitaminlerden olan C vitamini, 6zellikle yesil renkli taze sebze,
meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. ince bagirsaklardan kolayca emilir.
Isitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya ise dayaniklidir [81]. C vi tamini,
organizmada cesitli hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgen olarak rol oynar.
Safra asitlerinin sentezinde ve demirin emiliminde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. C
vitamini yara iyilesmelerinde oldukga etkilidir [94].

C vi tamini, siiperoksit ve hi droksil r adikalleriyle kol ayca reaksiyona
girerek onlar1 ortadan kaldirir. C vitamininin, bitkisel ve hayvansal yaglari, balik,
margarin ve siit gibi yag ihtiva eden yiyecekleri oksidatif bozulmaya karsi
korudugu bilinmektedir. C vitaminin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisi yaninda
oksidan etki de gostermesidir. C vitamini, Fe™ ‘i Fe*’ye indirgeyen siiperoksit
radikali disindaki tek hiicresel ajandir. C vitamini siiperoksit iiretimine katkida
bulunur. Bu o6zelliginden dolayr C vitamini, serbest radikal reaksiyonlarmin
onemli bir katalizorii ve ya pro-oksidan olarak degerlendirilir. Oksidatif patlama
sirasinda, reaktif molekiiller ¢evreye yayilarak mutasyonlara, hiicre hasarina,
koruyucu e nzimlerini naktivasyonuna s ebep ol urlar. Cvi tamini, oksidatif

pargalanma triinlerinin zarar verici etkilerini engeller [95].

2.6.2.2.E Vitamini

E vitamini tokoferol yapisinda olup ilk olarak 1922 yilinda izole edilmistir.
Alfa, beta, gama ve delta olarak adlandirilan dort tokoferol karisimidir. o-
tokoferol, dogal dagilimi en genis ve biyoaktivitesi en fazla olamidir [95]. a-
tokoferol, dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yliksek vi tamin
konsantrasyonlari, mitokondri ve m ikrozomlar gi bi m embrandan z engin hiic re
kisimlarinda bulunur. Miyokard membranindaki miktar1 da fazladir. Bitkisel
yaglar ve tohumlar zengin E vitamini kaynaklaridir. E vitamini en ¢ok yer fistigi,

23



badem, pamuk yagi ve keten tohumunda bulunur. Zeytinyaginda eser m iktarda
bulunur [96]. Diyetle yagda ¢oziinmiis olarak alinir, yag sindirimi sirasinda agiga
cikar ve emilir. Herhangi bir tasiyict protein olmadan pasif difiizyonla emilir. E
vitaminin en 6nemli depolanma yeri yag dokusudur [96]. GPx ile E vitamini
serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. GPx, tesekkiil
etmis peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini peroksitlerin sentezini engeller.
[95]. E vitamini, lipid peroksit radikallerini yikarak lipid peroksidasyon z incir
reaksiyonlarini sonlandirdigindan zincir kirici bir antioksidan olarak da bilinir.

2.6.3.Antioksidan Etki Tipleri
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler.
i.  Toplayict etki
ii. Bastirict etki
iii. Onarici etki
iv. Zincir kirici etki

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek, onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif
yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayici etki denir. Antioksidan enzimler ve
kiiclik molekiiller bu tip bir etki gosterirler. Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip
onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren
olaya bastirict etki denir. Vitaminler bu tarz bir etkiye sahiptirler. Serbest oksijen
radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlari engelleyici
etkiye zincir kirici etki denir [94].

2.7.Somatosensoriyel Korteks ve Somatosensoriyel Uyarilma Potansiyelleri

2.7.1.Somatosensoriyel Korteks

Duyusal bilgiler, Medulla spinalis (omurilik)’e periferik sinirlerin afferent
lifleri ile tasmirlar. Bu afferent lifler arka kok ganglionlarinda bulunan primer
duyusal ndronlarin periferal uzantilaridir. Duyusal néronlarin santral uzantilari ise
Medulla spinalis’e arka kokl erden girer v e d uyusal bi Igiyii kincil duyusal
merkezlere tasirlar [97]. Somatik duyusal sinyaller Medulla spinalis’e 2 ana yol ile
tasinir:

a) Funiculus Posterior — Lemniscus Medialis sistemi:

Dokunma ve derin duyumlart (proprioseptif) tasiyan sistemdir. Buy ol,
arka kok ganglionlarinin santral uzantilarindan (primer afferent lifler) ve kismen
de arka boynuz III. ve IV. laminalarindaki néronlarin aksonlarindan olusmaktadir.
Bu a ksonlar k audal m edullaya ka dar s inaps yapmadan de vam e der. Ust s pinal
diizeylerden itibaren 2 ayri fasikiil seklinde yiikselir. Medialden laterale dogru
sakral, lumbal v e a It torasik segmentlerden gelen lifler fa sikiiliis g rasilis, st
torasik ve servikal segmentlerden gelen lifler ise fasikiiliis kune atus i ¢inde yol
alirlar. Bu fasikiiller kaudal medulla diizeyinde sirasiyla nukleus grasilis ve
nukleus kuneatus adi verilen arka kordon nukleuslarinda bulunan ikincil duyusal
noronlarla s inaps yaparlar. Bu noronlarin aksonlar1 ise medulla diizeyinde
caprazlasarak medial lemniskusu olustururlar. Medial lemniskus, beyin sapindan
ilerleyerek talamusta sonlanir. Talamus, koku du yusu harig, tiim s istemlerden
gelen afferent impulslar1 amaca yonelik filtre eder [98]. Gelen duyusal yollar
lateral t alamustaki s pesifik ara nd ronlardan gecerek ventral pos terior n ukleus
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araciligiyla serebral kortekse iletilir. Govde ve e kstremitelerden gelen bi lgiler
ventral pos terolateral n ukleusta, yiiz b6l gesinden gelen bi Igileri se ve ntral
posteromedial nukl eusta s inaps yaparlar. Ventral pos terior nukl eus g rubundaki
ticiinciil duyusal noronlarin aksonlart ise internal kapsiiliin arka bacagindan
gecerek primer somatosensoriyel kortekse ulasir [98].

b) Anterolateral Sistem:

Somatik duyumlarin iletiminden sorumlu ikinci ana duyusal sistemdir.
Agri, 1s1 ve basit dokunma duyumlarinin merkezlere taginmasinda islev
gormektedir. Bu sistem, 3 ayr1 ¢ikan yoldan olugmaktadir: spinotalamik,
spinoretikiiler ve spinomezensefalik traktuslar.

Bu sistemin — Lemniscus Medialis sisteminden farkilidir [98].
1) Bu sisteme ait primer afferent lifler, ilk sinapslarini medulla spinalisin
arka bo ynuzu diiz eyinde yaparlar. Dolayisiyla spinal arka boynuzda
bulunan ikincil duyusal néronlarin aksonlarindan olugsmaktadir.

2) Anterolateral sistem M. spinalis’e segmental diizeyde ¢aprazlasir. Bu
nedenle Funiculus P osterior sisteminin aksine M. spinalis’de
kontrolateralde yiikselir.

3) Anterolateral sistemdeki lifler talamusun yanisira beyin sapi,
hipotalamus gibi bolgelerde de sonlanirlar Dolayisiyla daha yaygin bir
dagilim gosterirler [97, 98].

Anterolateral s istem lif leri ta lamusta d a ve ntral pos terolateral nukl eus,
intralaminar v e pos terior nukleuslar olmak iizere 3 bdlgede sonlanir. Ventral
posterolateral nukleustan ¢ikan lifler, sadece somatik duyusal korteks alanlarina,
posterior nukleuslardan ¢ikan lifler ise somatosensoriyel korteks alanlar1 diginda
kalan parietal bolgelere de ulasirlar; oysa intralaminar nukleuslar daha yaygin
olarak korteks ve bazal ganglionlarla baglant1 gosterirler [97, 98].

Duyum ve algilamanin gergeklesebilmesi i¢in impulslarin serebral korteks
diizeyine iletilmesi zorunludur. Duyum ile ilgili en 6nemli kortikal bélge, primer
somatosensoriyel korteks (S-I) olarak isimlendirilmektedir. Bu bol ge, postsantral
girus ve santral sulkusun derinliklerinde 1okalizedir. Bu korteks boliimii, her biri
somatik duyumla ilgili farkli roller iistlenmis 4 fonksiyonel alandan olugsmaktadir.
Bu alanlar Brodmann'mn, 1, 2, 3a ve 3b olarak belirledigi korteks boliimleridir [99].
(Sekil 2.9)
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Sekil 2.9.Somatosensoriyel korteks [99].

Sekonder s omatosensoriyel kor teks (S-II) 1 se 1 ateral s ulkusun (Sylvian
sulkus) iist duvarinda insulaya bitigik yerlesimlidir. Bu korteks alanina, duyusal
bilgiler esas ol arak primer s omatosensoriyel k orteksten gelmektedir. Primer ve
sekonder somatosensoriyel korteksler disindaki posterior parietal lob alanlarina da
bir kisim duyusal bilgilerin ulastig1 bilinmektedir [97].

Somatosensoriyel korteks 2 major ndron grubundan olugmaktadir:

1) Piramidal hiic reler, korteksin ¢ikis (output) nodronlar1 olup,
lokalizasyonlarina ve c¢ikis bolgelerine goére bircok alt grupta incelenirler.
Korteksin 2. ve 3. tabaka-larindaki piramidal hiicreler degisik kortikal alanlara
ulagirlar. Oysa 5. ve 6. tabakalardaki piramidal ndronlar diger subkortikal alanlara
ve geriye talamusa baglanirlar.

2) Nonpiramidal hiicre grubu ise, degisik tiplerde néronlardan olusurlar ve
cogunlugu yaygin dallanmalar g Osterirler. Bii hiicrelerin de cogu piramidal
hiicreler gibi asil girislerini (input) talamik afferentlerden alirlar [99].
Somatosensoriyel korteks alanlarinda fonksiyonel olarak somatotopik bir yerlesim
gozlenir. Dolayisiyla viicudun farkli bolgelerine ait kisimlardan gelen bilgiler,
somatosensoriyel korteksde farkli bolgelere ulasir.

Primers omatosensoriyel ko rteks, timdu yusal mod alitelerin
islemlenmesinde Onemli rol oynar. Talamusun ve ntral pos terior niikleer
kompleksinin lateral ve medial kisimlarindaki ndronlar, primer somatosensoriyel
korteksin degisik boliimlerine baglanirlar. Bu a ksonlar, kortekste pi ramidal
hiicrelerde sonlanirlar ve onlar1 kuvvetle eksite ederler. Ayni zamanda
nonpiramidal interndronlarla da sinaps yaptiklar1 bilinmektedir. Primer
somatosensoriyel korteks i¢inde 1, 2, 3a ve 3b alanlar1 arasinda ve bu alanlarla
posterior parietal korteks arasinda baglantilar bulunur. Bu baglantilar S-I ve S-II
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arasinda ve bu iki korteks alami ile motor korteks arasindaki karsilikli
baglantilardir. Ayn1 zamanda her 2 hemisferin simetrik duyusal alanlar1 arasinda
korpus kallozum araciligiyla kurulan baglantilar da mevcuttur [99].

Primer somatosensoriyel korteks, 4 major subkortikal bolgeyle iligkilidir.
Bunlar b azal ganglionlar vet alamus (ventral pos terior niikl eer ko mpleksi),
Funiculus Posterior nukleuslar1 ve M. spinalis arka boynuzudur [98].

Talamik duyusal afferentlerin ¢cogu 3a ve 3b alanlarinda sonlanirlar. Bu
alanlardaki hiicreler daha sonra Brodmann'in 1 ve 2. alanlarina ulagirlar (Sekil 2. 9
). Talamik ndronlarin ayni zamanda 1 ve 2. alanlar ile sekonder somatosensoriyel
korteksle de dogrudan baglantilar1 bulunur. Bununla be raber t alamik ndr onlar,
posterior parietal kor teks, motor kor teks ve S-I ile de baglantilidir. Primer
somatosensoriyel korteksin 1, 2, 3a ve 3b alanlarinda ve S-II’de ayr1 ayri viicut
ylizeyinin reprezentasyonu saptanmistir [100].

Somatosensoriyel korteksin fonksiyonel yapilanmasindaki onemli bir
Ozellik ise bu korteksin 4 alanina da (3a, 3b, 1 ve 2) tiim viic ut yiizeyinden
projeksiyonlarin gelmesidir. Fakat M erzenich ve Kaas [101], ¢alismalarinda her
bir alanda bir modalitenin baskin oldugunu gostermistir. Bunlardan 3a alaninda
kas igciklerinden, 3b alaninda tiim kutan6z reseptorlerden, 2 nolu alanda derin
basing reseptorlerinden, 1 nolu alanda ise hizla adapte olan kutanoz reseptorlerden
gelen bilgilerin baskin oldugu saptanmistir. Kisacast 3b ve 1 nolu alanlara primer
olarak taktil inputlar, 3a alanina primer olarak grup 1 kas (gerilim) afferentleri, 2
nolu alana ise primer olarak eklem reseptdrlerinden informasyonlar ulagmakta ve
islenmektedir [102].

2.7.2.Somatosensoriyel uyarilms potansiyeller (SEP)

Somatosensoriyel uyarilmis potansiyeller, periferik ya da kranial sinirlerin
elektriksel, fizyolojik (dokunma, eklem hareketleri, vibrasyon, kas kasilmasi gibi)
ya da mekanik yontemlerle uyariminin, duyusal s istemde pe riferik sinirden
baslayip, somatosensoriyel kor tekse ka darki yollar ve m erkezler b oyunca
olusturdugu elektriksel degisikliklerin timiidiir [102].

Uyarilan bir sinirde olusan duyu potansiyellerinin serebral kortekse
ulasabilmeleri i¢in periferik sinirleri, medullas pinalisi, beyin sapmni ve
talamokortikal lifleri ge¢meleri gerekmektedir. SEP'ler biliyiik oranda santral sinir
sisteminde dor sal kol on, medial lemniskal sistem ile periferik sinirlerde genis
capli Ia duyusal lifleri ile olusturulurlar [103] (Sekil 2. 10).
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Sekil 2.10.SEP'lerin yollar1 [103].

SEP’leri buglinkii anlamda ilk olarak 1947 yilinda Dawson adli bir bilim
adami incelemistir [104]. Ik klinik uygulamalar ise Halliday ve arkadaslarina
aittir [105].

Uyaran kol , bacak, yiliz veya viicudun diger bir alanindaki motor veya
duyusal sinirlere ardisik elektrik uyaris1 olarak verilir ve uyar1 verilen bolgede
hafif hareket etmesine neden olan uyaran siddeti yeterli kabul edilir. Uyarilan
sinirin viicuttaki gidis yolu iizerinden ve uyaranin sonlandigi beyin bdlgesine uyan
kafatas1 derisinden belli yanitlar kaydedilir. Tekrarlanan uyarilarla el de edi len
yanitlarin ortalamasi alinir. Cesitli isaretlemeler yapilarak yanitlarin zamana gore
dagilimi, genlikleri ve sekilleri kontrol edilir. Uyarilan sinir yolu {iizerinde
herhangi bir sorun varsa beklenen yanit gecikebilir, genligi diisebilir, sekli
bozulabilir ve hatta tamamen kaybolabilir [106].

Somatosensoriyel uyarilmis potansiyeller yas, boy, viicut ve e kstremite
sicakligi gibi fizyolojik faktorlerden olumsuz etkilenirler. Aym1 zamanda
yaglanma ile birlikte de latens uzamalar1 gozlenebilir. SEP'lerin mutlak
latenslerini belirleyen en onemli faktorlerden biri olan duyusal sinyalin katettigi
yol, denegin boyu ile dogru orantilidir [107].

Somatosensoriyel uyarilmis potansiyellerin kaydi alindiktan sonra, 6nce

kortikal ve subkortikal bilesenlerin tepe latensleri dl¢iiliir. Latens, uyarim sinyali
ile birlikte ortaya c¢ikan bilesenlerin negatif ya da pozitif tepe noktalarina kadar
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Olclilen zaman birimidir ve ms ol arak if ade e dilir. Bu deger mutlak anlamda
latensi ve rir. Ancak mutlak latensler ekstremite ve tiim boy uzunluguna gore
bireyler aras1 degiskenlik gosterir. Bu nedenle mutlak latenslerin yerine “santral
iletim zaman1” dedigimiz degerler 6l¢iiliir. Bdylesine dl¢tim yaklasimi ile bir
yandan bireyler arasi boy farklarinin yarattigi latens degiskenligi azaltilmis olur,
bir yandan da periferik sinir sistemindeki 6zellikler ve patolojiler kismen devre
dis1 birakilmis olur. Somatosensoriyel uyarilmis potansiyellerin incelemesinde bir
anomaliyi en belirgin sekilde gosteren bulgu, potansiyellerin kaybolmasi veya
latenslerinin uzamasidir. Genliklerin yaninda, potansiyellerin m orfolojik
ozellikleri de degerlendirilir. Ancak genlik degerlendirmesi genellikle gii¢ olur.
Ciinkii aym1 bireyde bile degisik zamanlarda ¢ok degisik genlik degerleri elde
edilebilir [108].

Deneysel SEP calismalarinda Py, N |, P,, N, olarak adlandirilan degisik
dalga formlar1 igermekte ve SEP degerlendirmesinde, bu dalgalarin amplitiid ve
latensleri i ncelenmektedir. Latens, afferent yolun farkli basamaklarindaki akim
hizini, amplitiid ise duyu inputunun sayisina karsilik, ortaya ¢ikan postsinaptik
cevabi yansitmaktadir [109].
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MATERYAL VE METOT

3.1.Denekler

Calismamizda 90 adet disi, geng, 200-250 gr arasinda Rattus norvegicus
Wistar sigcan (Tablo 3. 1) kullanilmistir Tiim denekler 12 saat gece, 12 saat
giindiiz siklusunda ve her kafeste 4 denek olacak sekilde sinirsiz yem ve su ile
beslenmislerdir. Deney 6nc esinde biitiin ratlarin normal yiiriimeleri kont rol
edilmistir, normal ol mayanlar de ney grubundan c¢ikarilmigtir. Tiim pr osediirler
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Kuruluna sunulmus
ve gerekli izinler alinmistir (Hay. Den. Etik. Karar No:15).

3.2.Deney Gruplan
Calismamizda kullanilan denekler asagidaki tabloda belirtildigi sekilde
siiflanmigtir.

Tablo 3.1.Deney gruplan

Grup Adi Denek Sayisi Hasar tipi Melatonin
miktari

Grup 1 (Kontrol) 15

Grup 2 (Sham) 15 -

Grup 3 (Kesi) 15 kesi -

Grup 4 (Kesi + Melatonin) 15 kesi 50 mg/kg/giin

Grup 5 (Ezi) 15 ezi -

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 15 ezi 50 mg/kg/giin

3.3.Cerrahi Islemler

Cerrahi iglem 6ncesinde denegin, 15 mg/kg Xylazin HCl (Rompun®) ve
100 m g/kg K etamin’in (Ketalar®) intraperitoneal injeksiyonu sonrasi yeterli
anestezisi saglanmistir. Daha sonra s ol uyluk bolgesi yeterli oranda traslanarak,
flaster yardimiyla sol arka ekstremite ve kuyruk sabitlenerek uylugun arka-yan
kisminda longitudinal bir kesi uygulanmigtir. Makas veya penset yardimiyla
gluteal kaslar ve biceps femoris kasi arasindan girilerek sol siyatik sinire
ulagilmistir. Daha sonra uyluk ortasindaki bir seviyede cerrahi mikroskop altinda
siyatik sinirin total kesisi (Grup 3, 4) ve ezisi (Grup 5, 6) yapilmistir (Sekil 3. 1).
Siyatik sinir kesisi yapilmis olan denekler, sinir kesisinin uygulanmasindan hemen
sonra sinir uglart 10.0 dikis materyali ile koapte edilmistir. Sinir e zisi is e, bir
hemostatik klemp (Aesculap, BH104H) yardimiyla sinirin 30 sn. siireyle ezilmesi
(De K onnig m etodu [110] ile saglanmistir. Standardizasyon amaciyla tim ezi
islemleri aymi klemp ile yapilmis ve kl empin ucundan 0.5 cm uzaklikta olacak
sekilde siyatik sinir yerlestirilerek ezi uygulanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2.Grup 5 ve 6; cerrahi islem dncesi (A), cerrahi islem sonrasi (B)

Cerrahi islem sonrasinda cilt derisi 2.0 dikis materyali ile kapatilmis ve
antiseptik soliisyon ile kesi bolgesi silinmistir. Cerrahi operasyon sonrast agrinin
dindirilmesi amaciyla Tramatol HCl (Contramal®) uygulanmistir. Denekler he r
kafeste 4 adet olacak sekilde postoperatif bakim odasinda smirsiz yem ve su
verilerek iyilesmeye birakilmistir. Cerrahi islemin uygulandigi giin 0. giin olarak
degerlendirilmistir. Tim degerlendirme testleri bittikten sonra (6. hafta), siyatik
sinir ke sisi veya ezisi uygulanan alanin distal bolimii alinarak, biyokimyasal ve
ultrastriiktiirel analizlerde kullanilmistir.

3.4.Melatonin Uygulamasi

Kesi ve ezi sonras1 Melatonin tedavisi uygulanmis gruplara (Grup 4 ve 6 ),
6 hafta boyunca saat 16:00-17:00 arasinda gilinde bir kez melatonin intraperitoneal
olarak enjekte edilmistir. Melatonin (Sigma; M 5250) etanolde ¢6 ziilerek
hazirlanmistir. Her ha yvana 50 mg/kg/glin olacak sekilde verilmistir. Kontrol
grubu h ari¢, diger deney gruplarina ise (Grup 2,3 ve 5) etil alkol igerisinde
coziildiikten s onra, deneklere aynm1 hacimde olacak sekilde intraperitoneal
verilmistir. Boylece oOlclilecek parametrelerde etanole bagimli olabilecek olasi
degisiklikler her grup i¢in bertaraf edilmistir.
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3.5.Degerlendirme Testleri

3.5.1.Motor Fonksiyon Testi (Yurtme Patern Analizi)

Calismamizda motor fonksiyon, yiirime pa terna naliziile
degerlendirilmistir. Bua nalizs onucus iyatik f onksiyoni ndeksi (SFI)
hesaplanmigtir. SFI degerinin hesaplanmasinda ii¢ farkli parametre kullanilarak
degerlendirmeler yapilmistir (PL: topuk ile {i¢iincii parmagin u¢ kismi arasindaki
mesafe, TS: birinci ve besinci ayak parmaklar1 arasindaki mesafe, ITS: ikinci ve
dordiincii parmaklar arasindaki mesafe) (Sekil 3. 3). Siyatik fonksiyon indeksinin
hesaplanmas1 i¢in deneklerin arka ayaklar1 mirekkepli stampa iizerine
bastirildiktan sonra 80 cm uzunlugunda, 7 cm genisliginde, 10 derecelik egime
sahip bir yiirime bandi {izerinde yiirtitiilmiislerdir. Zemine bir f otokopi kagidi
yerlestirilerek ayak izlerinin kagida ¢ikmasi saglanmistir. Elde edilen ayak izleri
degerleri Bain ve arkadaglarinin [111] tarif e ttikleri ma tematik formulasyonuna
konularak siyatik fonksiyon indeksi hesaplanmistir. Yiriime patern analizi i¢in 0.
, 1., 7.,14.,21.,28.,35., 42, glinlerde alinan ayak izleri kullanilarak siyatik
fonksiyon indeksi hesaplanmistir.

ITS
\‘ ‘ pL
.
]
&

o

Sekil 3.3.Si¢an ayak izleri kullanilarak elde edilecek olan 6lgiimler

3.5.2.Duyusal Fonksiyon Testi (Pinch Test)

Duyusal fonksiyonun iyilesmesi, Pinch test ile analiz edilmistir. Bu test
icin denek fazla bir strese maruz birakilmadan tutularak ayak taban derisi bir
penset yardimi ile kistirilmistir. Bu kistirmaya (¢imdige) kars1 olusturulan cevaba
geri cekm e r efleksi (foot withdrawal) adi verilmektedir. Ayak taban derisinde,
deneklerin geri ¢cekme refleksini gosterdigi alanlar tespit edilerek; bu teste verilen
cevap not edilmistir. Fonksiyonel iyilesmeyi degerlendirmek icin, geri gekm e
refleksine cev ap vermeyen denekler i¢in Grade 0, hafif d erecede ¢ evap ve ren
denekler i¢in Grade 1, orta derecede geri ¢ekme refleksi gosteren de nekler i¢in
Grade 2 ve tam bir yamit gosteren denekler i¢in de Grade 3 olmak iizere
derecelendirme yapilmistir. Geri ¢ekme refleksi ile cevap veren rat sayilari her
grupicin 0., 1.,7.,14., 21.,28., 35. ve 42. giinlerde kaydedilmistir.
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3.5.3.Elektrofizyolojik Degerlendirme

3.5.3.1.Somatosensoriyal Uyarilma Potansiyellerinin Kaydedilmesi

Deneklerin sakrifikasyonundan birglin once somatosensoriyal uyarilma
potansiyelleri e ter anestezisi altinda hayvanlarin kafalarina yerlestirilen igne
elektrotlar1 (NE-223S, 5 mm Nihon Kohden) ile Biopac MP 100 Data Acquisition
cihazinda kaydedilmistir. Aktif e lektrot s erebral kor teksin s ol s omatosensoryal
alaninin lizerine (bregmanin 0.4 cm soluna), referans elektrot orta hatta bregmanin
lcm. Oniine, toprak elektrodu ha yvanin kuyruguna yerlestirilmistir. SEP kayd1
icin, ratin ayak bileginden, sag posterior tibial sinire transkutan6z yolla 3/sn kez
sabit voltajl kare dalga seklinde elektriksel uyar1 verilmistir. Uyar1 zamani 0.5
ms. , analiz zaman1 150 ms. , 6rnekleme hiz1 1 kHz. , yiikseltecin bant genigligi 1-
3000 Hz. , kazang 50000 sec¢ilmistir. Kayit sirasinda sicanlarin viicut sicakliklar
37-37.5 °C’de sabit tutulmustur . SEP kaydi sirasinda 200 cevabin ortalamasi
alinmis ve cevabin tekrar olusabilirliginden emin olmak i¢in en az iki ortalama
elde edilmistir [112].

3.6.Deneklerin Sakrifikasyonu

Tiim fonksiyonel analizlerin ve 41. giiniin sonunda alinan SEP kayitlarinin
tamamlanmasindan sonra 42. postoperatif g tinde de nekler s akrifiye edilmistir.
Deneklerin 15 m g/kg Xylazin H CI (Rompun®)ve 100 m g/kg K etamin’in
(Ketalar®) intraperitoneal injeksiyonu ile yeterli anestezisi saglandiktan sonra,
goglis bolgesi acilarak kalbe ulasilmistir. Transkardiyal perfiizyon islemi igin,
kalbin sol vetrikiiliine bir kaniil yardimiyla girilip sag atrium’a bir delik acilmistir.
Transkardiyal pe rfiizyon i ¢in, 250 m 1 h eparinize s erum fizyolojik i le v askiiler
yatak yikanarak temizlendikten sonra aym yolla tespit soliisyonu verilmistir.
Fiksasyon basamaginda her bir hayvani¢in 250 ml 0. 1 M fosfat t amponunda
hazirlanmis %4 paraformaldehit ve %2 gluteraldehit karisimi kullanilmistir.

3.7.Ultrastuktirel Degerlendirme

3.7.1.Elektron Mikroskopik Inceleme

Altinc1 haftanin sonunda, sakrifiye edilen deneklerden alinan siyatik sinir
ornekleri, 0.1 M S orenson f osfat t amponunda (pH 7 . 2) hazirlanmis %4 liik
gluteraldehit s olusyonunda + 4 °C ’de iki saat siireyle fikse edilmiglerdir.
Fiksasyondan s onra, ayni tampon icinde yikanan Ornekler, %2’lik Osmium
tetraoksit (OsO4) solusyonunda 1 saat bekletilerek postfiksasyon yapilmistir.
Ornekler, Etil alkol serisinden gegirilip dehidratasyonlar1 saglandiktan sonra
Araldit CY212 i¢ine gomiilerek bloklanmistir. Bloklardan alinan 1 mikrometre
kalinligindaki yar1 ince kesitler, %1 lik toluidin mavisi ile boyanarak 1s1k
mikroskopta; 40 -60 nanometre kalinligindaki ince kesitler ise elektron
mikroskopik analiz i¢in kontraslanarak Tip Fakiiltesi Elektron Mikroskopik
Goriintii A naliz U nitesinde (TEMGA) bulunan TEM (Transmision Elektron
Mikroskop, Zeiss LEO906E ) mikroskobunda incelenmistir.

3.8.Biyokimyasal Degerlendirme

3.8.1.Lipid Peroksidasyon Seviyelerinin Ol¢imii
Biitiin de ney gruplardan tedavi bitiminde alinmis tam ka n (kardiak
punktur) 6rneklerinden, plazma ayrilmis ve sivi nitrojende hemen dondurularak
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-80 °C’de analiz edi lene ka dar s aklanmistir. Sinir dokus undal ipid
peroksidasyonunun 6l¢iimii icin deneklerin sakrifikasyonu sonrasi, siyatik sinir
diseke edi lerek sivi nitrojende dondurulmus ve -80 °C’de analiz edi lene ka dar
saklanmustir. Ol¢iim 6ncesinde sinir dokulart 1 mM EDTA igeren 50 mM soguk
K>;HPO4 (pH=7) tamponunda, buz lizerinde (Biofugel5R, Heroeus, Germany)
homojenize edilmistir. Elde e dilen hom ojenatlar, +4 °C’de, 10000 x G ’de, 15
dakika, santrifiij edilmis, elde edilen siipernatantlarda lipid peroksidasyonu analiz
edilmistir.

Arastirmamizda  lipid  peroksidasyonunu  degerlendirmek  i¢in,
tiyobarbitiirik a sitr eaktifiir {inleri (TBARS) olusumuna bakilmistir.
Tiyobarbitiirik asit lipid peroksidasyon son {iriinii olan malondialdehit (MDA) ile
etkilesime girmektedir. TBARS y 6ntemi, ol¢iilen iiriinlerin ¢ogunlugunu MDA
teskil etmesi, ¢cok basit ve hizli olmasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir.
TBARS olgiimleri, Wasowicz ve arkadaglarinin [113] yontemine gore yapilmustir.

Prensip: Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonunun s on iir {inii
olan MDA’nin, 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan
bilesigin butanol fazina ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon
dalga boyunda spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanur.

Reaktifler:

1- 29 m M tiobarbitiirik a sit (Sigma-T5500): 0. 418 g T BA, 50 ml
distile su ve 50 ml glasial asetik asit (Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 )
i¢inde ¢Oziilmiistiir.

2- 5 M HCI (Hidroklorik asit, Merck-314).

3- n-Biitanol (n-Butanol, Merck-329).

4- Standart s ollisyonu: T etraetoksipropan (1, 1, 3, 3-tetraecthoxy-
propane, Sigma-T9889). Stok s oliisyonundan distiles u ile sulandirilarak
hazirlanmistir.

Islemler: 1 ml distile su iceren tiipe 50 pl doku siipernatant1 veya 200ul
plazma konul duktans onra, 1 m 1t hiobarbitiirik asit (TBA, 29 mmol/L)
eklenmistir. Tiip iyice kanistirildiktan sonra, 1 saat siireyle 95-100 derece arasinda
kaynatilmistir. Numuneler sogutulduktan sonra, 25 pul HCI (5 mol/L) ve 3. 5 ml n-
biitanol eklenerek vortekslenmis ve bu islemi takiben 3000 x G’de 10 dakika
santrifiij e dilerek, biitanol fazi ayrilmigtir. Biitanol ekstraktinin floresansi,
eksitasyond algabo yu525nm , emisyon dalgabo yu547nm ol arak
spektroflourometrede (Perkin Elmer Luminescence Spectrometer, LS45)
okunmustur.

TBARS Miktarimin Hesaplanmasi: 1, 1, 3, 3, -tetra-metoksi-propan
standardi numune gibi ¢alisilmis ve s tandard gr afigi olusturulmustur. Doku ve
plazma TBARS miktar1 bu grafik yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein
olarak rapor edilmistir.

3.9.Antioksidanlarin Tayini

Biitiin deney gruplardan tedavi bitiminde alinacak tam kan 6rneklerinden
plazma ayrilmis ve sivi nitrojende hemen dondurularak -80 °C’de analiz edilene
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kadar s aklanmistir. Bu or neklerde, asagida belirtilen sekilde antioksidan
enzimlerin Ol¢limii yapilmistir. Sinir dokus unda antioksidanlarin 6l¢iimii igin,
deneklerin sakrifikasyonu sonrasi, siyatik s inir diseke e dilerek sivi nitrojende
dondurulmus ve -80 °C’de analiz edilene kadar saklanmistir. Olgiim &nc esinde
sinir dokulari, hazirlanan tamponlarda buz iizerinde homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenatlar, +4 °C’de 10000 x G’de 15 dakika santrifiij edilmis ve elde
edilen silipernatantlarda antioksidan enzimler analiz edilmistir.

3.9.1.Katalaz Enzim Aktivite Tayini

Katalaz enziminin hem katalitik, hem de peroksidatik aktivitesi mevcuttur.
Katalitik aktivite H202’1 molekiiler oksijene ve suya g¢evirir. Peroksidatik aktivite
ise diisiik molekiiler agirlikli alkolleri okside ederek su olusturur. Hidrojen
peroksiti pargalayan enzim yalnizca katalaz degildir, ancak alifatik alkolleri
substrat ol arak kul lanan t ek e nzim, katalazdir. Bu sebeple, katalaz e nzim
diizeyleri ta yin edilirken, enzimin pe roksidatik aktivitesine bakilmistir. Ortama
alkol ol arak m etanol konul mus ve olusan formaldehid, Purpald de nilen bi r
kromojen ile reaksiyona sokularak renk olusumu tayin edilmistir.

Katalaz enzim aktivitesinin tayin yontemi:

Katalaz
H,O,+ metan0l —— formaldehid renk olugumu

(540 nm)

kromojen

Katalaz e nzim a ktivitesinin hesaplanmasi, olusturulmus formaldehid
standard egrisiyle yapilmistir. Bir {inite katalaz aktivitesi, 1 dakikada olusan pmol
formaldehid olarak hesap edilmistir.

3.9.2.Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini

Glutatyon peroksidaz e nzimi, H,O, dahil tiimhi droperoksitlerin
rediiksiyonunu saglar. Bu islevi sirasinda da rediikte glutatyonu kullanir. Olusan
okside glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar indirgenir. Bu indirgenme
sirasinda NADPH kullanilir ve NADP* olusur. NADPH nin reaksiyon ortamindan
kayb1 340 nm’de absorbans azalmasina neden olur ve bu azalmanin miktarindan
GPx e nzim a ktivitesi t ayin edilir. Glutatyon peroksidaz e nzim a ktivitesinin
hesaplanmasi, NADPH’nin 340 nm’deki extinction coefficienti (0. 00622 pM-1)
degerinden yapilmistir. Bir iini te G Px a ktivitesi, 1 dakikada kullanilan p mol
NADPH olarak hesap edilmistir.

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin tayin yontemi:

Glutatyon
Peroksidaz
R-0-0-H+26SH ———— R-O-H+GSSG+H ,0
Glutatyon
Red iiktaz
GSSG ﬁ 2GSH
NADPH NADP+ 340 nm l
Absorbans
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3.9.3.Superoksit Dismutaz Aktivite Tayini

Stiperoksit dismutaz enzim a ktivite ta yini, kom petitif inhi bisyon
yontemine dayanmaktadir. Buy ontemde reaksiyon ortaminda, siirekli ol arak
siiperoksit anyonu olusturan ksantin oksidaz-hipoksantin s istemi m evcuttur. Bu
sistemin agiga cikardigl siiperoksit anyonlari, reaksiyon ortamina ilave edilen
kromojeni indirger ve 450 nm’de Olgiilebilen renk olusumuna neden olur. Alinan
orneklerde ne kadar SOD enzimi varsa, renk olusumu o kadar az olur.

SOD enzim aktivitesinin tayin yontemi:

Ksantin Kromojen — gﬁgs:nnurenk
+ —_— O,

Ksantin ~

Oksidaz SOD —— H,0,

Orneklerdeki SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi, olusturulmus SOD
standard egrisiyle yapilmistir. Biriini te S OD a ktivitesi, maksimum r enk
olusumunu %350 inhibe eden SOD miktar1 olarak kabul edilmistir.

3.10.Veri Analizi

Yiirlime patern analizinden elde edilen veriler her bir grup i¢in SFI olarak
(ortalama + standart sapma) hesaplandiktan sonra gruplar arasinda istatistiksel
anlamlilik i¢in iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi (studentt), SFI
verilerinin kaydedildigi giinlerde gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik tek
yonlii varyans analizi (Post Hoc test olarak Tukey testi) kullanilmistir. Pinch test
verileri Ki-kare testi ile degerlendirilmistir.

Elektrofizyolojik analizden elde edi len veriler +s tandart ha ta ol arak
degerlendirilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanilmistir. Coklu karsilagtirmada ise Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Biyokimyasal analizden eldeedi len plazma, dokuka talaze nzim
aktiviteleri, GPx doku a ktivitesi, doku SOD aktivitesi, plazma ve doku TBARS
verileri, gruplar arasindaki istatiksel farklilik tek yonlii va ryans a nalizi ve
sonrasinda Tukey testi ile degerlendirildi. Plazma S OD ve G Px aktivite verileri
guplar arasindaki istatiksel farklilik Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ve
sonrasinda Dunn’s testi ile degerlendirildi.

Tiim istatistiksel analizler i¢in SPSS (versiyon 11.0) programi kullanilmig
ve anlamlilik diizeyi 0.05 veya 0.001 olarak belirlenmistir.
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BULGULAR

4.1.SFI Degerleri
Kontrol ve Sham gruplarmin SFI degerleri karsilagtirildiginda, veri

eldesinin yapildig1 giinlerde iki grup arasinda anlamli bir farkin olmadigi (p>0.05)
tespit edilmistir.

Kesi uygulanan gruplarin SFI degerleri incelendiginde, 1. postoperatif
giinde SFI degeri, Grup 3’de -91.01%3.37, Grup 4’de ise -91.63+3.53 olarak tespit
edildi. -50 SFI degerine ulasilmasi Grup 4’ de 21. postoperatifg iinde
gergeklesmistir. Buna karsin, Grup 3 postoperatif 42 . giiniin s onunda d ahi S FI
degerindeki —50° lik diizeye ulasamamustir (Sekil 4.1). 42. postoperatif giindeki
SFI degerleri karsilastirildiginda Grup 3 ve 4 arasinda anlamli farkin oldugu
(p<0.05) tespit edilmistir. Grup 4 ile Sham grubu karsilagtirildiginda ise iki grup
arasinda anlamli farkin olmadig1 tespit edilmistir. Bu dur um, Melatonin
tedavisinin yararl bir etki gosterdigi seklinde yorumlanmaigtir.

Ezi uygulanan gruplarin SFI degerleri incelendiginde, 1. postoperatif
giinde SFI degeri Grup 6°da -91.36+3.59, Grup 5°de ise -90.95+1.77 olarak tespit
edilmistir. -50 SFI degerine ulasilmasit Grup 5 ve 6’ da 21. postoperatif g iinde

gerceklesmistir (Sekil 4.1).

r Postop 2hafta
r Postop 3 hafta
r Postop 4 hafta

Postop 5 hafta
- Postop 6hafta

r Postop 1.giin
r Postop lhafta

S
H Preop
]
L]
L]
]
]
]
]

/']’——H ——Grup 1 (Kontrol)

25 4 B-Grup 2 (Sham)

\ —&—Grup 3 (Kesi)

\ -@-Grup 4 (KesitMelatonin)
—#=Grup 5 (Ezi)

-0 /‘f Grup 6 (Ezi+Melatonin)
/V

=75 W
- ]
= =

-100 -

SFI value

Sekil 4.1.Deney gruplarinda operasyon oncesi ve sonrasi elde edilen SFI degerleri
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4. 2. Pinch Test Bulgulari
Kontrol ve Sham gruplarinda pinch test cevabi preoperatif ve postoperatif
haftalarda tam geri ¢ekme refleksi (Grade 3) olarak tespit edilmistir.

15 4
14 4
13 4
12 4
11 4
10 -
9 4
8 = Grup 1 (Control)
mGrup2 (Sham)
7 1 mGrup 3 (Kesi)
6 M Grup 4 (Kesi+Melatonin)
W Grup5 (Ezi)

51 ® Grup 6 (Ezi+Melatonin)
4
3
2 -
1
o -

& g

& N

Q

2

S

3

<

o
S I
5

Grade 3 Geri cekme refleksi gosteren deney sayilari

A,
3ty
24 oty

4 4 4

N o ©
§ § §
§

S[‘op ;
lop

S P
5 &

Sekil 4.2.Deney gruplarinda operasyon Oncesi ve sonrasi tam geri ¢ekme refleksi (Grade 3 )
gosteren denek sayilar.

Grup 4’ de tam ge ri ¢e kme refleksi (Grade 3) 3. postoperatif ha ftada
goriilmeye baglanmistir. Bu haftada bu cevabi gosteren denek sayisi, 5 olarak
tespit edilmistir. Bu grubun geri kalan deneklerinde ise orta derecede geri cekme
refleksi (Grade 2) goézlenmistir. Buna karsin, ayni postoperatif haftada Grup
3’deki deneklerden 12 de nekte, hafif de recede g eri ¢gekm e r efleksi (Grade 1)
varken, geri ¢ekm e refleksine cev ap vermeyen (Grade 0) deneklerin sayisi ise
3’tiir (Sekil 4.2). 3. postoperatif haftada Grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik tespit edilmistir (p<0.05) .

6. postoperatif ha ftada Grup 4’ de 6 denekten tam bir yanit (Grade 3 )
alimmistir. Buna karsin, Grup 3’ de bulunan d eneklerin sadece birinden tam bir
geri ¢ekme yanit1 (Grade 3) alinmustir (Sekil 4.2). Bu postoperatif haftada pinch
testine tam yanit veren denek sayilar karsilastirildiginda, Grup 3 ve 4 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.05) .

Grup 6’ da tam ge ri ¢e kme refleksi (Grade 3) 3. postoperatif ha ftada
goriilmeye basglanmistir. Bu ha ftada bu ¢ evabi1 gosteren denek sayist 7 olarak
tespit edilmistir. Bu grubun geri kalan deneklerinde ise orta derecede geri gekme
refleksi (Grade 2) gézlenmistir. Buna karsin, ayni1 postoperatif haftada Grup 5’de
10 denekte or ta de recede ge ri ¢ ekme r efleksi (Grade 2) v arken, geri ka lan
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deneklerde ise hafif derecede geri ¢cekme refleksi (Grade 1) gozlenmistir (Sekil 4.
2). 3. postoperatif ha ftada Grup 5 ve 6 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmistir (p<<0.05) .

6. postoperatif h aftada Grup 6’ da 8 denekten tam bir geri cekm e yaniti
alinmistir. Buna karsin, Grup 5’ de bulunan deneklerden sadece tigiinden tam bir
geri ¢ekme yanit1 (Grade 3) alimmistir (Sekil 4. 2). Bu pos toperatif ha ftada da
Grup 5 ve 6 arasinda pinch teste tam yanit veren denek sayilar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.05).

4.3. Isik ve Elektron Mikroskopik Degerlendirme

Kontrol ve Sham gruplarinin 151k mikroskopik degerlendirmesinde,
myelinli ve myelinsiz sinir lifleri igeren normal bir siyatik sinir yapis1 gozlenmis
ve m yelin de formasyonu, hasarlanmis bir sinir lifi yapisina rastlanilmamustir.
Buna karsin, Grup 3’e ait 6rneklerde yogun dejenerasyon ve ince remyelinize sinir
liflerine rastlanmistir. Grup 5’ e ait 6rneklerde ise Grup 3’ e gore daha az oranda
dejenerasyon ve daha kalin ¢capli remyelinize sinir lifleri gézlenmistir (Sekil 4.3).

Elektron m ikroskopik degerlendirme sonucunda Kontrol ve  Sham
gruplarinda 6de mli bi r goriiniime, m yelin ve akson hasarina rastlanmamustir.
Myelinli ve myelinsiz sinir liflerinin diizgliin bir sekilde goriindiigii tespit
edilmistir. Grup 3 ve 5’de myelin r ezidiisii 1 ¢ceren pe kc¢ok f agositik a ktiviteye
sahip hiicreler (Makrofaj ve Schwann hiicreleri) gézlenmistir. Bu grubun, Grup 4
ve 6’ ya kiyasla daha fazla oranda fagositik aktivite gdsteren hiicre infiltrasyonu
gosterdigi tespit edilmistir. Grup 4 ve 6’da yeni olugsmaya baslamis ince myelin
kiliflara sahip ¢ok sayida myelinli sinir lifi gézlenmistir. Bu myelin kiliflarinin
Grup 3 ve 5’e kiyasla daha kalin ve iyi formda goriindiigii tespit edilmistir (Sekil
4.3).
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L o y
Sekil 4.3. Isik ve elektron mikroskopi bulgulari. A,B: Grup3 (Kesi), C,D: Grup4 (Kesi
+Melatonin), E,F: Grup 5 (Ezi), G,H: Grup 6 (Ezi+ M elatonin), b eyaz o k: myelin
rezidiisii, siyah ok: remyelinize sinir lifi.

4.4.Elektrofizyolojik Analiz

SEP’lerin latenslerinin ortalama degerleri, standart hata sonucglar1 Tablo 4.
1 verilmigtir. Sham grubu ile karsilastirildiginda, Grup 3 ve 5’ in tim S EP
bilesenlerinin (P;, N;, P,, N») la tenslerinde, istatistiksel olarak anlamli artig
oldugu saptanmistir. Grup 6’ nin tiim S EP latenslerinin, Grup 5’ ¢ goére anlamli
diizeyde kisaldig1 tespit edilmistir. Grup 4’de de melatonin tedavisi sonrasi, kesiye
bagli tim SEP bilesenlerindeki latens uzamasinin ortadan kalktigi, iki g rup
arasinda anlamli farkin olustugu saptanmistir. Grup 4 ve 6 arasinda, anlamli fark
tespit edilmemistir.
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Tablo 4.1.Kontrol ve Deney grubu hayvanlarindan kaydedilen SEP latensleri (ms)
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Gruplar Py N P, N,

Grup 1 (Kontrol) 21.9+0.39 41. 9+0.52 62. 8+0.96 61.38+0.48
Grup 2 (S:Sham) 22.2+0.77 42, 0+2.02 60. 12+2.0 79.44+ 1.73
Grup 3 (K:Kesi) 34. 7743.15 S** 54. 66+3.41 S* 76. 77+ 2.88 S*** 96.88+2.66 S***
Grup 4 (Kesi + Melatonin) 21. 81 O K ** 38. 77£1.48 K ** 57.3 £2.68 K*** 75.1 +£3.15 K***
Grup 5 (E:Ezi) 39. 1242.39 S*** 70. 5+1.99 S*** 101. 24+4.30 S*** 127.5+ 6.86 S***

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 24. 0£1.39 E *** 36. 9£1.70 E *** 52.242.63 E*** 73.12+2.65 E¥**

SEP’lerin genliklerinin ortalama degerleri, standart hata sonuglar1 Tablo 4.
2’de verilmistir. Sham grubu ile karsilastirildiginda, Grup 5’ in SEP a mplitiid
degerlerinin hepsinin (P,N,, N,P,, P,N,) anlaml olarak arttig1, fakat Grup 3’ iin
amplitiid degerleri ile Sham grubu arasinda, anlamli farkin olmadigi tespit
edilmistir. Grup 6’ nin amplitiid degerlerinin, Grup 5’ e gore anlamli olarak
azaldig, fakat Grup4 ile Grup3ve 5 arasinda, anlamhi farkin olmadigi
saptanmistir. Grup 4 ve 6 arasinda, amplitiidler agisindan yapilan degerlendirmede
anlaml fark goriilmemistir.

Tablo 4.2.Kontrol ve Deney grubu hayvanlarindan kaydedilen SEP genlikleri (1V)
(*p<0.05, **p<0.01)

Gruplar PN, N.P, P>N,

Grup 1 (Kontrol) 2.62+0.18 1.44 +0.27 2.13+0.16
Grup 2 (S:Sham) 2.76+0.19 1.10£0.16 2.01+0.26
Grup 3 (K:Kesi) 3.09+0.58 1.85+£0.35 2.12+0.24
Grup 4 (Kesi + Melatonin)  1.73£0.19 1.71£0.12 1.94+0.21
Grup 5 (E:Ezi) 3.83+0.58 S** 3.16+0.47 S* 3.47+0.36 S**
Grup 6 (Ezi + Melatonin) 1.94+0.23 E ** 1.84+0.22 E* 1.78+£0.23 E **
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4.5.Biyokimyasal Degerlendirmeler

Katalaz enzim aktivitesi:

Kontrol ve Sham gruplarinin plazma katalaz enzim aktivesi Grup 4 ve 6 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001).
Grup4 ve 6 ‘nin plazma e nzim a ktivitesinin Grup 3 ve 5’e gore yiikseldigi
gozlenmistir ancak kontrol ve Sham gruplar1 sevyesine ulasmamistir. Bu gruplar
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001) (Bkz. Tablo
4.3, Sekil 4.4).

Tablo 4.3.Plazma katalaz enzim aktivite miktari

GRUP PLAZMA KATALAZ AKTIVITESI
(mU/ml)

Grup 1 (Kontrol) 18.54 + 1.58

Grup 2 (Sham) 14.77 £ 1.38

Grup 3 (Kesi) 4.83+0.51*

Grup 4 (Kesi + Melatonin) 1058 £0.86 *

Grup 5 (Ezi) 3.254+0.29 **

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 7.38 £ 1.24 **

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilagtirildiginda

25+

%%

* %

[ e
*

Plazma Katalaz aktivitesi (mU/ml)
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Sekil.4.4.Plazma katalaz enzimi aktivite degerleri
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Kontrol ve Sham gruplarinin doku katalaz enzim aktivesi Grup 4 ve 6 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001).
Grup4 ve 6’nin doku e nzim a ktivitesinin Grup3 ve 5’e gore yiikseldigi
gozlenmistir ancak kontrol ve Sham gruplar1 seviyesine ulasmamistir. Bu gruplar
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4.4,
Sekil 4.5).

Tablo.4.4.Doku katalaz enzimi miktar:

GRUP DOKU KATALAZ

AKTIVITESI
(mU/mg protein)
Grup 1 (Kontrol) 20.61 + 1.67
Grup 2 (Sham) 21.21 £ 1.06
Grup 3 (Kesi) 8.14+0.33 *
Grup 4 (Kesi + Melatonin) 15 19+ 1.90 *
Grup 5 (Ezi) 7.19 £ 1.70 **

Grup 6 (Ezi + Melatonin) |5 g5 5 39 #x

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilastirildiginda
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121
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Doku Katalaz aktivitesi (mU/ml)

Sekil.4.5.Doku katalaz aktivite degerleri
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Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini:

Grup 3 ve 5’in plazma GPx aktivitesi, Grup 4 ve 6 ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05) (Bkz. Tablo 4.5, Sekil
4.6). Buna karsin Grup3ve 5’ in doku G Px a ktivitesi, Grup4v e6 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001).
Dokuda ke si ve ezi uygulanan gruplarda m elatonin tedavisinin GPx aktivitesini
artirdig1 goriilmistiir (Bkz. Tablo 4.6, Sekil 4.7).

Tablo.4.5.Plazma GPx enzim miktar1

GRUP Plazma GPx AKTIVITESI
(mU/ml)

Grup 1 (Kontrol) 25.92+1.43

Grup 2 (Sham) 23.04+1.85

Grup 3 (Kesi) 438 £2.23 *

Grup 4 (Kesi + Melatonin) 10.05 £ 5.07*

Grup 5 (Ezi) 3.30+1.86 **

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 10.85 + 3.82**

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilastirildiginda
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N
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Plazma GPx aktivitesi (mU/ml)

Sekil.4.6.Plazma GPx enzimi aktivite degerleri
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Tablo.4.6.Doku GPx enzim miktar1

GRUP DOKU GPx AKTIVITESI
(mU/mg protein)

Grup 1 (Kontrol) 101.04 + 6.86
Grup 2 (Sham) 88.48 £5.15
Grup 3 (Kesi) 21.66+1.31"
Grup 4 (Kesi + Melatonin)  69.28 +1.07 *
Grup 5 (Ezi) 29.74 £ 1.11 **

Grup 6 (Ezi + Melatonin)  66.65+1.51

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilastirildiginda
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Sekil.4.7. Doku GPx enzimi aktivite degerleri
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Superoksit Dismutaz Aktivite Tayini:

Grup 3 ve 5’in plazma SOD aktivitesi, kontrol ve Sham gruplarinin plazma
SOD aktivitesiyle kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede bir azalis
goriilmiistiir (p<0.001), ancak m elatonin t edavisi u ygulanan k esi ve gruplarda
plazma S OD a ktivitesinde is tatistiksel o larak anlamli derecede bir artig
goriilmemistir (p>0.05) (Bkz. Tablo 4.7, Sekil 4.8)

Tablo.4.7.Plazma SOD enzim miktari

GRUP PLAZMA SOD AKTIVITESI
(U/ml)

Grup 1 (Kontrol) 10.83 £2.23

Grup 2 (Sham) 8.66 +0.90

Grup 3 (Kesi) 340+0.11%*

Grup 4 (Kesi + Melatonin) 547+0.21%*

Grup 5 (Ezi) 2.48 £0.16%*

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 4.46 £0.07**

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilagtirildiginda

-
()]
)

(4]
1

Plazma SOD aktivitesi (U/ml)

Sekil.4.8.Plazma SOD enzimi aktivite degerleri
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Melatonin tedavisi uygulanan kesi ve ezi gruplart ile kesi ve ezi
gruplarinin doku SOD enzim aktivitesi karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmustur (p<0.001). Melatonin t edavisi u ygulanan grubun
doku SOD aktivitesi artmistir (Bkz. Tablo 4.8, Sekil 4.9).

Tablo.4.8.Doku SOD enzim miktari

GRUP DOKU SOD AKTiVITESI
(U/mg proteinl)

Grup 1 (Kontrol) 34.99+2.31

Grup 2 (Sham) 34.59 + 0.80

Grup 3 (Kesi) 14124132 %

Grup 4 (Kesi + Melatonin) 24.88 + 1.86 *

Grup 5 (Ezi) 12.48 £ 1.04 **

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 20.76 + 2.60 **

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilastirildiginda
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Sekil.4.9.Doku SOD enzimi aktivite degerleri
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Lipid Peroksidasyon Seviyeleri:

Grup 3 ve 5’in plazma TBARS miktari, Grup 4 ve 6 ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001) (Bkz. Tablo 4.9).
Plazma TBARS miktarinda, Grup 4 ve 6’ da, Grup 3 ve 5’ e gore istatistiksel
olarak anlamli derecede bir azalma goriilmiistiir (p<0.001) (Bkz. Sekil 4.10).

Tablo.4.9.Plazma TBARS miktar1

GRUP PLAZMA TBARS
(umol/L)

Grup 1 (Kontrol) 0.35+0.10

Grup 2 (Sham) 0.52+0.16

Grup 3 (Kesi) 1.55+0.1 *

Grup 4 (Kesi + Melatonin) 1.12+0.09 *

Grup 5 (Ezi) 1.86 +0.16 **

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 1.33 +0.06 **

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilagtirildiginda
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Sekil.4.10.Plazma TBARS degerleri
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Grup 3 ve 5’in doku TBARS miktari, Grup 4 ve 6 ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.001) (Bkz. Tablo 4.10).
Dokuda ke si ve e zi uygulanan gruplarda, melatonin tedavisi TBARS miktarini
azaltmistir (Bkz. Sekil 4.11).

Tablo.4.10.Doku TBARS miktar1

GRUP DOKU TBARS
(mmol/g protein)

Grup 1 (Kontrol) 6.38 £0.82

Grup 2 (Sham) 8.11+2.75

Grup 3 (Kesi) 79.13+4.71 *

Grup 4 (Kesi + Melatonin) 30.01 £2.73 *

Grup 5 (Ezi) 80.18 £ 4.28 **

Grup 6 (Ezi + Melatonin) 45.60 £2.70 **

* p<0.001 Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda
** p<0.001 Grup 5 ile Grup 6 karsilastirildiginda
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Doku TBARS seviyesi

Sekil.4.11.Doku TBARS degerleri
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TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalari, ekonomik ve sosyal aktivite kaybinin
sebeblerinden biridir [114]. Optimal cerrahi onarima ragmen duyusal ve motor
fonksiyonlarin geri doniisii zayiflar [114, 115]. Periferik sinir hasarlarinin neden
oldugu bu yetersizlik yaralanmanin tipi, onarim metodu [115, 116], yaralanmanin
medulla spinalis’ten uzakligi [117] ile yakindan iliskilidir. Zayif fonksiyonel
tyilesme, probleminin rejenere sinir ve onun hedef kasinda goriilen anatomik ve
fizyolojik degisiklerle direkt olarak bagli olabilecegi vurgulanmstir.

Sinir yaralanmalarindan sonra fonksiyonel iyilesme basarili sinir onarimi
ile miimkiindiir. Bu da yaralanma siiresi ve cerrahi onarim ve arasinda gecen siire,
cerrahi teknik, c¢esitli biiyiime faktorleri ve mediatorler, cerrahi sahasinda skar
dokusu olusumu gibi birgok faktérler sinirin fonksiyonel iyilesmesine etki eder.
Melatonininde bu m ediatorlerden bi ridir, melatoninin iskemik rejenerasyon
sirasinda noronda yeni liflerin olusumunu arttirdiginin ve myelin kiliftaki 6demi
azaltiginin goriilmesi arastirmalarin bu yone kaymasina neden olmustur [118].
Ayrica kuvvetli serbest radikal salinimini 6nleme etkisi, su ve lipidte ¢oziilme
0zelligi melatoninin diger mediatorlere gore farkini olusturmaktadir. Ghaffar ve
ark. [119] ezi melatonin yaralanma modelinde diisiik doz (10 mg/kg) ve yiiksek
doz (50 m g/kg) melatonin tedavisini karsilastirmislar ve yiiksek doz melatonin
uygulamasimin sinir koruyucu etkisini tespit etmisler. Bizde bu c¢alismadaki
melatonin dozundan yola c¢ikarak, kesi ve ezi yaralanma modelinde, yiliksek doz
(50 mg/kg) melatonin uyguladik ve bu dozun s inir r ejenarasyonu iz erine ol an
olumlu etkisini tespit ettik.

Calismamizda melatoninin siyatik sinir dejenerasyonu iizerine yararl
etkisi elektron mikroskopik degerlendirme ve fonksiyonel testlerle gosterilmistir.
Bu analizlerde en carpici bulgu siyatik fonksiyon indeksinin —50 degerinin Grup
4°de 21. postoperatif giinde g oriiliirken, Grup 3 ° de ise postoperatif 42 . giliniin
sonunda da hi g orlilmemesidir. Melatonin uygulamasi sonrasi antioksidan e tki
nedeniyle myelin kaybinin Onlenmesi ve bdylece noroprotektif bir etkinin
olusmas1 muhtemeldir. Bu nedenle, Grup 4’{in Grup 3’ e gore —50 SFI degerine
ulasilmasinin bu néroprotektif etkinin bir kanit1 oldugunu diisiinmekteyiz. Atik ve
ark. [120] melatonin etkisini gbzlemlemek amaci ile deneysel siyatik sinir kesisi
modeli olugturmuslardir. Calismanin yiiriime analizinde, SFI degerlendirilmesinde
4. haftada hi¢ bir grupta Onemli bir degisiklik goézlenmemis 12. haftada
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Bizim g¢alismamizda, grup 6’da
postoperatif 3 . haftada, grup 4 ’de i se pos toperatif 6 . haftada SFI degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir.

Daglioglu ve ark. [121] siyatik sinir ezisi sonrasi melatonin uygulamasini
takiben yaptiklar1 elektron mikroskobik ¢alismalarinda, melatonin uygulanan
grupta myelin kiliflarinin  korundugu, axonlarda herhangi bir degisikligin
olmadigii bulmuslar ve sonu¢ olarak melatoninin noéral iyilesmeyi gelistirdigini
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tespit etmiglerdir. Sayan ve ark. [122], siyatik sinire uyguladiklari 2 saatlik iskemi
ve arkasindan 3 saatlik reperfiizyon uygulanmasindan sonra melatonin verdikleri
caligmalarinda siyatik sinirde, daha az 6dem ve daha az myelin kilif hasar1 tesbit
etmislerdir. Bu bulgular, bizim elektron mikroskobik bulgularimiz ile uyumludur.
Bizim caligmamizda da grup 4 ve 6’da myelin rezidiisii igeren fagositik aktiviteye
sahip hiicrelerin (makrofaj ve Schwann hiicreleri) azaldig1 ayrica, yeni olusmaya
baslamis ince myelin kiliflara sahip ¢ok sayida myelinli sinir lifi gézlenmistir.

Turgut ve ark. [123] siyatik s inir ke sisinden s onraki 8 . haftada el ektron
mikroskobik ol arak, sinir onarim sahasinda eksojen melatonin uygulamasinin
kollagen birikimini azaltarak, néroma olusumunu belirgin derecede inhibe ettigini
gostermislerdir. Calismada, melatonin ve rilen g rupta kesi yerindeki m yelin
lamellerindeki erimenin azaldigi, myelin kiliflarin daha az hasar goérdigi,
axoplazmadaki nor ofilaman ve ndr otiibiillerin daha az biriktigi ve daha az
kollagen birikimi, daha az intranoral skar dokusu, daha az proliferasyon ve daha
iyi lif dizilimi gozlemlemislerdir. Sinir iyilesmesinin histolojik bulgularinda, 8.
haftada iyi bir axonal rejenerasyon sagladigin1 saptamislardir. Calismamizda ise
bu etki grup 4 ve 6’da 6. haftada saptanmustir.

Sinirde hasar olustugu zaman, sinirin iyilesme siirecini izlemek i¢cin SEP
gibi elektrofizyolojik kayitlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Pek ¢ok ¢alismada,
opere edilen sinir bolgesi ile saglam sinirin oldugu taraftan alinan SEP kayitlari,
latens ve amplitiid degerleri agisindan karsilastirilmaktadir [124, 125 ].
Calismamizda, grup 3 ve 5’de, iyilesmenin var olup olmadigi ve tedavi edici ajan
olarak kullanilan melatoninin etkisini gdsterebilmek amaciyla, sicanlardan SEP
kayitlar1 alinmastir.

Kawakami ve ar k. [126] radial sinir basist yapilan deneklerde, SEP
amplitiidlerinin arttigin1 tespit etmislerdir. Jou ve ark. [127] ise siyatik s inirin
basiya bagli hasarindan 3 saat sonra aldiklar1 spinal SEP kayitlarinda, biitiin dalga
formlarinin amplitiidlerinin azaldigini, latenslerinin ise arttigini tespit etmislerdir.
Bizde ¢alismamizda Jou ve arkadaslarinin [127] sonuglarina benzer sekilde, grup
5’de latenslerin uzadigini fakat amplitiidlerin Kawakami ve arkadaglarinin [126]
sonuglarina benzer sekilde belirgin olarak arttigmi tespit ettik. SEP
amplitiidlerindeki artis ve azalis1i iki parametre be lirlemektedir: 1) Noronal
eksitabilite 6rnegin, aktive hiicre sayisi, 2) Uyarilan bélgenin, somatosensoriyal
kortekste etkiledigi alanin biiyiikligi [109]. Grup 5’ de meydana gelen amplitiid
artis1, ezi uygulanan yerin etrafinda bulunan komsu saglam sinir kollaterallerinin
varligiyla acgiklanabilir, ¢linkii bu dur umda uyarilan kortikal alanin biytikliigii,
dolayisiyla SEP amplitiidleri artmis olacaktir kanaatindeyiz. Ayrica melatonin
tedavisiyle eziye bagli olarak artmis SEP amplitid degerleri de kontrol
diizeylerine inmistir. Yapilan literatiir taramasinda sinir hasarinda, SEP amplitiid
degerlerinde olan degisikliklere, melatoninin nasil etki edecegine iligskin bir
bilgiye rastlanmamis olup, SEP amplitiidlerinin normale donmesinin, melatoninin
antioksidan ve noroprotektif etkisine bagli olarak, sinir rejenerasyonunun
hizlanmasi ve stimiilasyon uygulanan bdlgenin etrafinda yeni kollateral
olusumlarina gerek kalmaksizin, uyarinin gerekli kortikal alana projekte
olabilecegi ile agiklanabilir. Grup4 ve 6’ da ise amplitiidlerde anlamli bir
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degisiklik olmadig1 gozlenmis, sinir kesisi ile ilgili yapilan literatiir taramasinda
SEP dalga formlarinda, amplitid degisimlerini ifade eden bir ¢alismaya
rastlanmamuistir.

Siyatik sinir basisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise ezi sonrasi, degisen
dozlarda m elatonint edavisi uygulanmis ve sinir ileti hizi ve latens
degerlendirildiginde, latens degerlerinin, ezi grubunda belirgin olarak arttigi,
melatonin tedavisini takiben, latenslerin anlamli diizeyde kisaldig tespit edilmistir
[128]. Bilindigi lizere sinir ileti hiz1 yavagladiginda, SEP latensleri uzamaktadir
[109]. Nitekim galismamizda, literatiirdeki ¢aligmalar1 destekler nitelikte grup 3 ve
5’de, SEP latenslerinin biitiin komponentlerinde belirgin artis oldugu ve bu artisin,
noroprotektif e tkileri bi linen m elatonin s ayesinde grup4ve 6 ¢ da kontrol
degerlerine dondiigii tespit edilmistir.

Yapilan ¢esitli calismalarda melatonin SOD, CAT, GPx gibi antioksidan
enzimlerle olan iliskisi oldugu belirtilmistir [100, 129, 1 30]. Bizim bulgularimiz
da bu verileri desteklemektedir.

Daglioglu ve arkadaslarinin [121] yaptigi c¢alismada, siyatik sinir
yaralanmasinda melatonin  tedavisi intraperitoneal olarak uygulanmis,
biyokimyasal analiz sonucunda tedavi uygulanan grubun lipid peroksidasyonunda
azalma tespit edilmistir. Shokouhi ve arkadaslarinin [119] ¢alismasinda ise, siyatik
sinir ezi yaralanma modelinde, yiiksek doz (50 mg/kg) melatonin uygulanmis, bu
dozun, lipid peroksidasyon seviyesini ve ezi sonrasinda meydana gelen, periferal
noronal fibrillerindeki pe roksidatif hasar1 azalltigi  belirtmistir. Bizde
calismamizda grup 3 ve 5 ’in doku lipid pe roksidasyonunda kontrol v e S ham
gruplarina oranla 12. 5 kat (p<0.001) artis goézlemlerken, grup 4 ve 6 ‘da anlamli
(p<0.001) derecede azalma tespit ettik.

Sayan ve ark. [122] siyatik sinir yaralanmas1 sonucunda melatonin tedavisi
uygulanan grupta, M DA m iktarinda azalma SOD miktarinda ise artma t espit
etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da grup 4 ve 6 ‘nin, MDA miktarinda belirgin bir
azalis (p<0.001), doku SOD miktarinda ise grup 3 ve 5 ‘e oranla % 70’lik bir artis
tespit ettik (p<<0.001).

Yapilan caligmalarda, melatoninin tedavisinin S OD, C AT, G Px e nzim
miktarlarinin artisini stimiile ettigi belirtilmistir [131, 132]. Biz de grup 3 ve 5’ in
doku GPx ve CAT enzim miktarlarini grup 4 ve 6 ile kiyaslayinca yaklasik olarak
% 164 (GPx, p<0.001) ve % 64 (CAT, p<0,005)‘liik anlaml1 bir artis tespit ettik.
Melatonin tedavisi sonucunda tiim bu antioksidan enzim miktarlarindaki artigin ve
MDA mikt arindaki azalmanin, m elatoninin ol as1 antioksidan e tkisi sonucu
goriildiigii kanaatindeyiz.
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SONUCLAR

Son yillarda melatoninin gii¢lii bir antioksidan oldugunu bildiren pek ¢ok
yayin vardir ayrica serbest radikallerin bulundugu sayisiz modellerde, dokularda
lipid peroksidasyon sonucu olusan oksidatif hasar1 azalttig1 bulunmustur.

Calismamizda  fonksiyonel,  elektrofizyolojik,  biyokimyasal ve
elektromikroskobik diiz eyde melatoninin, periferik sinir kesisi ve ezisi sonrasi
morfolojik hasar1 onarmada etkili oldugunu goézlemledik, 6zellikle bu iyilesmenin
6. haftada maksimum diizeye ulastigini tespit ettik.

Melatonin noroprotektif etkisinin deneysel sinir yaralanmalarinda basarili
oldugu, ancak kl inikte, uygun doz ve muhtemel yan etkilerin iyi arastirilmasi
gerekmektedir.

Eksojen melatonin verilmesinin gelecekte periferik s inirte davisi
iyilesmesinde alternatif bir yontem olabilecegini diistinmekteyiz. Ayrica,
melatoninin pe riferik sinirr ejenerasyonu iiz erindeki bu e tkilerinin ha ngi
mekanizmalar tizerinden gerceklestigi konusunda ileri diizeyde arastirmalarin
yapilmas1 gerektigi kanaatindeyiz.
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