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1. GIRIS

Periferik sinirlerin baslica yaralanma mekanizmalar1 gerilme, laserasyon ve
kompresyondur. Kompresyon tipi yaralanmalar iki temel patalojik mekanizmayla
total motor ve duyu kaybina yol agabilir. Bu mekanizmalar sunlardir: 1) Mekanik
kompresyon 2) Iskemi. Kisa siireli iskemide, histolojik degisiklikler genellikle geri
dontistimliidiir. Siddetli iskemik hasara ugramis sinirde, genellikle fonksiyonun
kaybolabilecegi ve tam bir iyilesmenin olusmayabilecegi kabul edilmektedir.
Periferik sinir yaralanmalar1 tamirinde, mikrocerrahi uygulamalarinin yaygin olarak
kullanilmasi, histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerin gelismesi neticesi ile
biiylik oranda artig gostermistir (Burnett ve Zager, 2004; Akan, 2009; Robinson,
2000; Frostick ve ark., 1998).

Lipoik asit (LA)’1 ideal bir antioksidan yapan 6zellikler: Rediikte ve okside
formlarmin antioksidan etkiye sahip olmasi, hizli bir sekilde absorbe edilmesi, hem
stvi hem de lipit i¢inde fazla ¢ozlinmesi, selat yapma 6zelligine sahip olmasidir. LA,
tiim antioksidanlarin en etkili olanidir. Bunu asagidaki veriler desteklemektedir:

- LA, serbest radikallere karsi ¢ok reaktiftir. Vitamin C ve E rejenerasyonu
yapabilir ve glutatyonun doku diizeylerini arttirir.

- LA, mideden kolayca emildigi icin oral olarak almabilir. Kan- beyin
bariyerini gecebilir ve profilaktik ve terapdtik dozlarda toksik etki gdstermez. Cok
sayida klinik ve deneysel ¢alismada LA’nin diyabet, ateroskleroz, katarakt,
norodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklar1 ve AIDS’de yararli etkilerinin
oldugu kanitlanmstir.

- LA’nin yas ile ilgili hastaliklarda hafiflemeye yol agtigini 6n gosteren
calismalar umut vericidir (Giiveng, 2008; Bilska ve Wlodek, 2005).

LA, uzun zamandir alkole bagl karaciger hasari, mantar zehirlenmesi, diyabet,

glokom, radyasyon hasari, chagas hastaligi, norodejeneratif hastaliklar, iskemi ve



reperflizyon (I/R) hasari, agir metal zehirlenmesi ve HIV gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Pfaftfly, 2001).

Bu calisma ile ratlarda I/R sonrasi siyatik sinir {lizerine alfa-lipoik asit
(ALA)’in  koruyucu etkisi 151k mikroskobik ve biyokimyasal yoOntemlerle
degerlendirilecektir. ALA’nin siyatik sinir iizerine koruyucu etkisi kanitlanirsa,
cesitli nedenlerle siyatik sinir hasar1 olusma riski olan ya da olugsmus hastalara uygun

dozda ALA vererek bu hasar1 durdurabilir ya da 6nleyebiliriz.

1.1. Alfa lipoik asit

LA, pek cok prokaryotik ve dkaryotik hiicre tiplerinde ve dogal olarak bulunan bir
bilesiktir. 1940’larin sonlarinda, bir biiylime faktorii gibi oldugu dikkat ¢cekmis ve
bazi mikroorganizmalarda piriivat oksidasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.
Sonraki yillarda molekiiler yap1 agiga kavusmus ve “1,2-dithiolane-3 pentanoic acid”
olarak adlandirilmistir. Ayni zamanda LA’ya, “thioctic acid”, “1,2- dithiolane-3-
valeric acid” ve “6,8-thioctic acid” isimleri de verilmektedir. Endojen LA, bircok
multi enzim kompleksinin pargasi olarak proteinlere baghdir. Bu enzimlere 6rnek
olarak piriivat dehidrogenaz kompleksi, a-ketogluterat dehidrogenaz kompleksi ve
glisin pargalayict sistem verilebilir. Memeli dokulari, 5-25 nmol/g LA igerir fakat
pratik olarak hemen hemen tamami proteine bagl formda bulunmaktadir (Kramer ve

ark., 2002; Pfaffly, 2001).

ALA, sekiz karbondan olusur ve ditiolan halkasinda iki siilfiir atomunu
icermektedir. 6 ve 8. pozisyonlarda bulunan kiikiirtler ile kapali bir halka meydana
getirdigi halde LA’nm rediikte sekli olan dihidrolipoik asit (DHLA) ise acik zincir
seklindedir. DHLA’nin 6. ve 8. pozisyonlarmmda bulunan kiikiirtler siilfidril grubu
halinde bulunmaktadir (Cadenas, 2001; Giiveng, 2008).
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Sekil 1.1: o- Lipoik asit ve dihidrolipoik asidin kimyasal yapisi.

LA, tiyol iceren bir bilesiktir. Diger tiyol bilesiklerinden en 6nemli farki LA ve
DHLA kimyasal reaktivitesinin, ditiolan halkasinda odaklanmis olmasmdandir.
LA’nm halkasal yapisinda okside ditiolan ilizerinde biikiilme gerilimi, molekiilde

indirgenme i¢in biiylik bir egilime neden olur (Biewenga ve ark., 1997).

LA molekiiliiniin bir siral merkezi vardir ve dogal olarak bulunan LA, R
formundadir. Lisin ile amid bagi kurmak suretiyle farkli komplekslere baglaninca

LA’ya lipoil grubu denir (Pfaffly, 2001).
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Sekil 1.2: Yan zincir baglayarak modifiye olan lipoik asit (lipoil-) (Rucker ve Wold, 1988).



LA, insanlarda enerji formasyonu igeren c¢esitli 2-oxo asit dehidrogenazlarin
parcasidir. Bir kofaktor gibi davranarak, 2-oxo asit dehidrogenaz multienzim
koplekslerinin lizin kalintilarmma baglanmistir. LA, agil gruplarini baglar ve onlar1
enzim kompleksin bir parcasindan digerine transfer eder. Bu islem boyunca LA,
lipoamid dehidrogenaz tarafindan reokside olduktan sonra DHLA’ya indirgenir. Bu
enzim mitokondride bulunur ve rediiksiyon i¢in gerekli elektronlari saglamak i¢in
NADH kullanir. LA ve DHLA bir redox c¢ifti gibi davranabilir, dehidrogenazin
substratindan NAD’a elektronlar tasinir (Pfaffly, 2001; Kramer ve ark., 2002).

CoA Asetil CoA

Asetil _
dihidrolipoamid  Dihidrolipoamid

" Tiamin
Pirtvat pirofosfat FAD

X X o
' - Lipoamid
Co; Hidroksietil FADH, NAD*

tiamin pirofosfat

Sekil 1.3: Piruvat dehidrogenaz enzim kompleksinde yer alan lipoik asidin asetil CoA
olusmasindaki metabolik fonksiyonu (Giiveng, 2008).

LA, mitokondriyal enzimlerde kofaktdr olarak rol oynar. ALA suda
¢Oziinebildigi i¢in sitozole gecebilir ve serbest radikalleri olustuklar1 mitokondride
temizleyebilir. Yas ve hastalikla birlikte serbest radikaller artmakta ve bu duruma
oksidatif stres denmektedir. Serbest radikallerin asir1 liretimi veya antioksidanlar
tarafindan ortamdan temizlenmesindeki yetersizlik, protein lipit ve DNA hasarma yol
acmaktadir. Serbest radikal hasarmin ilk hedefi, olustugu kaynaga yakin oldugu
mitokondri bilesenleridir. Mitokondri DNA’sma, uzun siireli ve ¢ok sik tekrarlayan
serbest radikal saldirilari, mutasyon frekansini arttirmasmma ve bu da islevi bozuk

olan protein liretimine neden olmaktadir (Cadenas, 2001; Evans ve Golfine, 2000).



ALA ve DHLA’nin saptanmasi i¢in kullanilan yOntemler arasinda
mikrobiyolojik assay, kolorimetrik assay, gaz kromatografisi, gaz kromatografisi-
kiitle spektroskopisi, yiiksek performans likit kromatografisi, yiiksek performans likit
kromatografisi- elektrokimyasal saptama (HPLC-EC), kapiller elektroforez, enzim
immunoassay bulumur. HPLC-EC, serbest ALA ve DHLA’ ’nin birbirinden bagimsiz
olarak saptanmasina olanak veren az sayidaki yontemlerden birisidir. Cogu yontem
ise sadece total LA’y1 saptamaktadir. Total LA da bagli, serbest, rediikte ve okside
formlar1 icermektedir (Pfaffly, 2001).

1.1.1. Tarihce

ALA, ilk olarak 1937°de Snell ve arkadaslar1 tarafindan patates ekstraktinda
bulundu. 1951°de Reed ve arkadaslari, karaciger tortusunun 100 tonundan 30
miligram LA arittilar. 1966’da Alman doktorlar tarafindan karaciger sirozu, mantar
zehirlenmesi, agir metal toksisitesi ve diyabetik noropatili hastalara rasemik LA
verilmeye baslandi. Gergekte bu tedavinin temelini, karacier sirozu, diyabetes
mellitus ve polindropati  hastalarindaki LA  seviyelerinin  disiikligiint
gozlemlemekten kaynaklidir. 1980’lerde ise ALA’nin gii¢lii bir antioksidan oldugu
farkina varildi (Snell ve ark, 1937; Reed ve ark, 1951; Kramer ve ark., 2002).

1.1.2. Bir Antioksidan Olarak Alfa Lipoik Asit

Bir antioksidani incelerken, bazi noktalar degerlendirilmelidir. Bunlar: serbest
radikalleri engelleyebilme, metallerle selasyon yapabilme, diger antioksidanlarla
etkilesimi, biyoyararlanim ve hiicre konsantrasyonu, gen ekspresyonu iizerine
etkileridir. Bir¢ok antioksidanin aksine DHLA ve ALA formlarmin her ikisi de

antioksidan gibi rol alabilmektedir. Cesitli reaktif oksijen molekiillerini de direkt



olarak uzaklastirabilmektedir. ALA ve DHLA cesitli radikallere karsi antioksidan
olarak davranmaktadir (Pfaffly, 2001).

Tablo 1.1: a- LA ve DHLA tarafindan yakalanan radikaller (Pfaffly, 2001).

RADIKALLER a-LA tarafindan | DHLA tarafindan
yakalananlar yakalananlar
Hidroksi Radikali (OH") + +
Singlet Oksijen ('0,) + +
Hidrojen Peroksit (H>O,) - -
Peroksinitrit (ONOO-) + +
Stiperoksit Radikali (O,7) - +
Lipit  peroksil  Radikali - +
(LOO)
2- amidopropan (ABAP) - +
Hipoklordz Asit (HOCI) + +
Peroksil Radikali (CCI302.) + +

LA, baz1 gecis metalleri ile selasyon yapabilir (Pfaffly, 2001).

Tablo 1.2: a- LA ve DHLA tarafindan selasyon yapilan geg¢is metalleri (Pfaffly, 2001).

METAL a- LA DHLA
Pb”>" + +
Cu”' + +
Zn> + +
Mn>* +

Cd2+ +

C02+ +
Hg2+ +
Fe3+ F62+ + +
Ni2+ +

a- LA, Vitamin C, Glutatyon (GSH) ve dolayli olarak da Vitamin E’yi rejenere
edebilir. Vitamin E, hiicre zarmin lipit tabakasinda bulunan bir antioksidandir. Lipit
radikallerinin baslattig1 zincirleme reaksiyonlar1 durdurur. Vitamin C de a- tokoferol
radikali ile reaksiyona girer ve bu radikali lipit tabakadan uzaklastirarak sitozole
aktarir. Glukoz ve Vitamin C, ¢cogu hiicreye girebilmek i¢in ayni tasiyicilar: kullanir.
Diyabetli hastalarda glukoz fazlaligi, tasiyici kapasitesini doldurdugu i¢in hiicre i¢ine

giren Vitamin C miktarmi azaltir. LA, hiicre i¢indeki Vitamin C ve E’yi rejenere



ederek bu durumu azaltabilir. Ayn1 zamanda Vitamin C’nin prooksidan etkisini
azaltmaya yardimci olur. Hayvan deneylerinde LA verilmesinin Vitamin C

eksikliginin etkilerini 6nleyebildigi gosterilmistir (Pfaftly, 2001).

Vitamin E Dihidrolipoik asit

A

Ubisemiquinone

Ubiquinol

— NAD(P)*
- NAD(P)" |
Dehidroaskorbat j

— Askorbat
NAD(P)H

GSSG
GSH

Roo-|

ROOHl

7N /N /N

\ 4
| Vitamin E - | R-Lipoik asit

Sekil 1.4: Hiicrede vitamin E, ubiquinol, vitamin C glutatyon ve R-lipoik asit arasimndaki
redoks dongiisiindeki antioksidan molekiiller arasindaki etkilesim (Giiveng,
2008).

DHLA da giiglii bir indirgendir. 1988’de okside glutatyon (GSSG) ve onun
indirgenmis formu olan GSH, DHLA tarafindan indirgendigi bulunmustur. Burada
DHLA’nin indirekt antioksidan aktivitesi oldugu gosterilmistir. Bu sistemde GSH,
lipid reksidasyonuna karsi kisa siireli korunur. Bu inhibisyon, E vitaminin varligma
baghdir. Okside formu olan GSSG, lipid peroksidasyonun inhibisyonunda aktif
degildir. Bununla birlikte GSSG ile DHLA kombine oldugu zaman lipid
peroksidasyon inhibitoriidiirler. Bu indikatorler, DHLA tarafindan GSSG’yi, GSH’a
indirgeyenlerdir. LA’nin glutatyonu rejenere etme yeteneginin yaninda de novo

sentezini de arttirabildigini gosteren kanitlar da vardir. Ayni zamanda DHLA, protein



tamirine yardimc1 olmaktadir. Peptid metiyonin siilfoksit rediiktaz (PMSR) enzimi,
okside olmus metiyonin kalintilarmi tamir eder. Bu enzim elektron kaynagi olarak
rediikte tiyoredoksine ihtiyag duymaktadir. DHLA, hiicrede rediikte tiyoredoksin
diizeyini arttirabilmektedir. Hem LA hem de DHLA nin farkli antioksidan 6zellikleri
var olup ayni1 zamanda DHLA’nin prooksidan 6zellikler de bulunmaktadir. DHLA
selasyon ile ve  degerlikli demiri, ** degerlikli demire indirgeyerek hiicredeki Fe**
goreceli miktarin1 arttirabilir (Kramer ve ark., 2002; Pfaffly, 2001; Evans ve
Goldfine, 2000).

Baz1 oOzellikleri ALA’y1 diger antioksidanlardan ayirir. ALA, insanlar ve
hayvanlar tarafindan sentezlenebilir. Vitamin C (suda ¢éziinen) ve vitamin E (yagda
¢coziinen)’nin tersine, hiicrenin gerek yagdan gerekse sudan zengin boliimlerinde
serbest radikalleri ndtralize eder. Agil gruplarmi baglar ve bunlar1 enzim
kompleksinin bir parcasindan diger parcasina transfer eder. Bu siirecte LA, dihidro
lipoik asite indirgenir ve bu da lipoamid dehidrogenaz (lipDH) enzimi tarafindan
tekrar yiikseltegenir ve NADH da olusur. Genel olarak LA ve DHLA, redoks c¢ifti
olarak davranir. Elektronlar1 dehidrogenazin substratindan NAD+ ya tasir. Hem
yiikseltgenmis hem de indirgenmis formlar1 antioksidan olarak islev yapar (Carreau,

1979; Packer ve ark., 1995).

LA’y1 ideal bir antioksidan yapan 6zellikleri vurgulamak istersek:
-Rediikte ve okside formlarinin antioksidan etkiye sahip olmasi,
-Hizl1 bir sekilde absorbe edilmesi,
-Hem s1vi, hem de lipit fazla ¢oziinmesi,

-Selat yapma 6zelligine sahip olmasidir (Giiveng, 2008).

1.1.3. Kaynaklan

Giinliik diyetimiz LA igerir. Ozellikle yiiksek metabolik aktivitesi olan dokulardan
elde edilen yiyeceklerde fazla miktarda LA bulunur (Herbert ve Guest, 1975).



Domuz kalbi gibi metabolik bir organdan elde edilen ette LA miktar1 1.1-1.6 mg/kg
iken dana etinde 0.07-0.15 mg/kg’dir. Diyetteki LA’nin ¢ofu multienzim
komplekslerinden kaynaklandigimi gostermektedir. Proteolitik enzimler, LA ile lizin
arasindaki peptid bagmni etkin bir bi¢cimde kiramaz. Dolayisiyla sindirimden sonra

LA’nm lipoillisin olarak emildigi 6ne siirtilmiistiir (Mattulat, 1992).

Sebzeler ve hayvan dokular1 az miktarlarda lipoillizin formunda olan R-LA
icerir. R-LA’nin en yaygin bitki kaynaklar1 1spanak, brokoli ve domatestir. Hayvan
dokularinda en yiiksek lipoillizin konsantrasyonu bobrek, kalp ve karacigerdedir En
diisiik lipolizin konsantrasyonu ise bahgede yetisen bezelyelerde, briiksel lahanasinda

ve piring kepeginde bulunmustur. (Sen ve Packer, 2000).

1.1.4. Biyosentezi

LA mitokondride, oktanoik asit ve bir siilfiir kaynagindan sentezlenmektedir.
LA’daki sekiz karbon birimi oktanoik asitten saglanmaktadir ve iki karbon siilfiir
bantlarmm olusumu LA’ya yol ac¢maktadir. Mitokondrial beta-oksidasyon
reaksiyonunun LA metabolizmasinda major rol oynadigi goriilmiistiir (Karaca,

2007).

1.1.5. Farmakokinetigi

Ister besinlerden ister biyosentezden kaynaklansin sadece ¢ok az miktarda serbest
LA dolasima katilir. LA’nin nispeten diisiik biyoyararlanimi, yiiksek ilk gegis
etkisine baglanabilir. Oral verildiginde % 93’ den fazlas1 barsaklardan emilir ve
karacigerde ise metabolize olarak % 20-30 ilk gecis etkisine ugrar ve ana metaboliti
4,6 bismetilmerkaptoheksanoik aside metabolize olarak idrarla atilir (Cremer ve ark.,

2006).
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Viicutta dogal olarak bulunan ALA’nin miktari, antioksidan etkiyi gostermek
icin yeterli olmayabilir. O yiizden diyetle disardan takviyesi gerekmektedir. Oral
uygulamalardan sonra serbest LA, goreceli olarak yiiksek miktarlarda bulunur. LA
verilmesinden sonra kan plazmasinda ve dokuda konsantrasyonu saptanabilir. Insan
farmakokinetik caligmalarinda LA’in hem oral hem de intravendz verilmesinden
sonra plazma yar1 dmriiniin 30 dakika oldugu bulunmustur. Oral alman LA, hizla
emilir ve 600 mg’a kadar olan dozlarda maksimum plazma konsantrasyonuna 30/60
dakika i¢inde ulasilir. 200 mg’lik tek bir oral doz alimindan sonra mutlak
biyoyararlanim, yaklasik %30’dur. Ayrica tekrarlayan oral alimlardan sonra bile
plazma akiimiilasyonu goriilmemektedir. Muhtemelen bu, kisa plazma yar1 dmriine
ve presistemik elimnasyona baghdir. LA’nin terapotik dozu diyetle alinan miktarin
cok iizerindedir. Ratlar icin LDsy 400- 500 mg/kg’dir (Srinivasa ve ark., 2007;
Teichert ve Preiss, 1995; Evans ve Goldfine, 2000; Pfaftly, 2001).

LA; mitokondriye sahip hiicrelerde dihidrolipoamid dehidrogenaz ile NADH-
bagimli bir reaksiyon ile dokular ve hiicreler tarafindan DHLA’ya indirgenir. Bu iki
form oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1 ile birbirine doniismektedir (Gliveng,

2008).

ALA, bir asimetrik karbon igerir ve iki olas1 optik izomeri vardir. Bunlar, R-
LA ve S-LA olarak adlandirilir. Dogal olarak bulanan ALA, R
konfigiirasyonundadir. Bir proteine baghdir ve alfa keto asit ile aminoasitlerin
katabolizmas1 ve enerji tretimi ile ilgili ¢esitli mitokondriyal enzim kompleksleri
icin esansiyel bir kofaktor olarak islev goriir. Besin desteklerinde ALA, tipik olarak
ya sadece R-ALA ya da R-ALA ve S-ALA’nin rasemik karisimi (RS-ALA) olarak
bulunur. ALA’nin oral rasemik karisimlarinin kullanildigi insan c¢aligmalarinda R-
ALA’nin plazma konsantrasyonlarinin, S-ALA’ninkine gore daha yiiksek oldugu
gozlenmstir. Bir calismada, LA’nin rasemik karisgimmnm 50 ile 600 mg oral
verilmesinden sonra R-ALA’nin  maksimum plazma konsantrasyonun S-
ALA’ninkinin iki kat1 oldugu bulunmustur. Bir ¢aligmada, S formunun izole
hiicrelerde ATP iiretemedigini, hiicre membran akiciligini azaltma egiliminde oldugu

ancak R formunun ise membran akiciligi ve transportunu arttirdigr bildirildi.
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Okaryotik hiicreler tarafindan alindiginda her iki enantiomer tiim hiicrelerde DHLA
formuna doniistiiriilir (Bustamante ve ark., 1998; Biewenga ve Bast, 1995;

Breithaupt-Grogler ve ark., 1999; Kagan ve ark., 1992).

LA, mitokondride yer alan, glukozdan enerji olusturan yolaklarda 6nemli rol

oynar (Evans ve Goldfine, 2000).

R-LA dogal olarak 5 mitokondrial proteinde kofaktdr olarak bulunmaktadir:
1- Piriivat kompleksinin agil transferaz bilesimi
2- Alfa ketogluterat
3- Bagl zincirli alfa ketogluterat dehidrogenaz kompleksleri
4- Piriivat dehidrogenaz kompleksinde protein X

5- Glisin boliinme sisteminde H protein (Ersoy ve Baysu, 1986).

a-LA suda tamamen ¢dziinmese de metanol, etanol ve eter gibi bazi organik

coziiciilerde ¢oziiniir (Packer ve ark., 1995).

1.1.6. Etki Mekanizmalan

LA ve DHLA, metal selatlar1 olusturarak canlilardaki agir metalleri yok eden, serbest
radikalleri siipliren ve ayni zamanda askorbik asit, ubikinon ve glutatyon gibi
anitoksidanlari, radikal veya okside formlarmi indirgeyerek yenilenmesini saglayan,

giiclii birer antioksidandirlar (Giiveng, 2008).

ALA, hem yagda hem de suda ¢oziinen ortamlarda giiclii bir antioksidandir.
Ayrica antioksidan etkisi hem indirgenmis hem de yiikseltgenmis formlarinda
goriiliir. DHLA, askorbik asidi dehidroksiaskorbik asitden direkt olarak, E vitaminini
indirekt olarak rejenere edebilir. Podda ve ark. (1994), E vitamininden mahrum

birakilan farelerin, bu vitamine bagli olusan semptomlar1 azalttigi; ancak E
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vitamininin dokudaki konsantrasyon diizeylerini korumada herhengi bir etkisinin

olmadigin1 saptadilar (Scholich ve ark., 1989).

LA, proteinlere baglidir ve dolayisiyla insanda serbest LA saptanmamistir.
Ama terapotik uygulamalardan sonra dolasimda serbest LA bulunabilir. Muhtemelen
terapotik etkiler serbest, bagli olmayan LA’dan kaynaklanir. (Hermann ve ark., 1996;
Teichert ve Preiss, 1995).

LA’nmm diyabetik komplikasyonlar1 onlemedeki yararlarini agiklayabilecek
mekanizmalar protein glikozilasyonunu 6nlemesi ve aldoz rediiktaz enzimini inhibe
etmesidir. Bu inhibisyonun sonucu olarak glikoz ve galaktozun sorbitole
doniisiimiinii inhibe eder. Ozellikle diyabetik polindropatiye antioksidan ilag
kullanarak yaklagim, terapdtik girisimler i¢in timit vadeden yaklasimlar ortaya
cikarabilir. Oksidatif stresin diyabet patolojisinin bir parcasi oldugu gdsterildi.
Oksidatif stresin insiiline bagimli olmayan diyabetin olusumunda rolii oldugu 6ne
stiriildii. Klinik ¢alismalarda goreceli olarak kisa olan 3 haftalik siire icersinde LA,
polindropatide diizelme olusturmadigi saptandi. LA’nin faydasi, agr1 ve parestezi
gibi noropatik sikayetleri azaltmasidir (Monograph, 2006; Ziegler ve ark., 1995;
Salonen ve ark., 1995).

1.1.7. Klinik Endikasyonlar

Literatiirde ALA’nin, cesitli hastaliklardaki ve viicut sistemleri lizerine etkilerini
inceleyen oldukca fazla sayida yaymla karsilastik. Asagida, ALA’nin, bazi viicut
sistemleri ve bu sistemlerde goriilen hastaliklar ile spesifik ve metabolik

hastaliklardaki etkilerini inceleyen 6nemli birtakim arastirmalar1 derledik.
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Kardiyovaskiiler Sistem ve Hastaliklar

Miyokardiyal reperflizyon hasarmnin gelismesinde reaktif oksijen triinleri (ROS) ve
mitojen aktif protein (MAP) kinaz biiyiik rol oynamaktadir. ALA, anti-apopitotik
etkisi ile kardiyoprotektif etki gosterebilmektedir. Reperflizyondan once uygun
dozlarda ALA takviyesinin miyokardiyal reperfiizyon hasarindan koruyabildigi
bildirildi (Oh ve ark., 2009).

Fraktalkin, proinflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilen endotelyal
hiicrelerdeki bir adezyon molekiiliidiir. LA’ nin kalp ve bagirsakta lipopolisakkarit ile
indiiklenmis fraktalkin protein ekspresyonunda ve endotelin-1 pozitif hiicrelerin
infiltrasyonunu baskiladigi ve lipopolisakkarit ile indiiklenmis miyokardiyal
disfonksiyonuna kars1 koruyucu etkinligi gosterildi. Baska bir calismada, kalpte
lipopolisakkarit ile indiiklenmis oksidatif hasara kars1 ALA’nin etkinligi arastirildi ve
ALA’nm erken donemde verilmesinin kalpte endotoksin ile indiiklenmis oksidatif
hasar1 azaltmada ve glutatyon redoks sistemini iyilestirmede yiiksek derecede etkili

oldugu bulundu (Sung ve ark., 2005; Goraca ve ark., 2009).

LA’nm diyabetik kardiyomiyopati hastaligindaki mitokondriyal MDA, GSH ve
manganaz  siliperoksit dizmutaz enzim aktivitelerini  korudugu, kardiyak
fonksiyonlardaki kotiilesmeyi geciktirdigi; diyabetik kalpteki yapisal bozukluklari
tersine c¢evirdigi ve sonu¢ olarak diyabetik kardiyomiyopati gelisimine karsi
koruyucu rol oynayabilecegi bildirildi. Artwohl ve ark. (2007) 6zellikle ge¢ diyabetik
vaskiiler komplikasyonlarda goriilen endotelyal disfonksiyonuna ALA’nin yararh

etkileri olabilecegini gosterdiler (L1 ve ark., 2008).

ALA’nm, obez ratlarin endotelyal fonksiyonlar1 lizerine yapilan bir ¢aligmada,
AMP ile aktiflesmis olan protein kinazi (AMPK) aktiflestirdigi; boylece ALA’nin,
endotelyal hiicrelerdeki aktif AMPK sayesinde obez ratlardaki endotelyal
disfonksiyon gelisimini 6nledigi gosterildi. Deneysel hiperkolesterolemi olusturulan

tavsanlarla yapilan bir ¢aligmada, aortanin histomorfometrik intimal lezyon analizi
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sonucu, ateromatdz plak formasyonunun ALA verilen grupta diisiik diizeyde oldugu

gozlendi (Lee ve ark., 2005; Amom ve ark, 2008).

Smith ve ark. (2008) yasa bagh olarak endotelyal glutatyon diisiikliigliniin
vaskiiler endotelyal fonksiyon kaybi i¢in kismen sorumlu tutuldugu ve ALA’nin
glutatyon diizeylerini ve endotelyal glutatyondaki degisiklikleri tersine ¢evirdigi igin

endotelyal disfonksiyon tedavisinde kullanabilecegini savundular.

Solunum Sistemi ve Hastaliklar

Akcigerde, endotoksine bagli oksidatif streste, ALA’nin koruyucu etkisi oldugu
saptandi. Endotoksin olarak lipopolisakkarit verilen ratlarda ROS {iriinleri olustugu
ve ALA verilmesi ile lipit peroksidasyonunun geri dondigi, H,0,
konsantrasyonunun azaldigi ve bronkoalveolar lavaj sivisindaki serbest siilfidril

grublarmin diizeyinin arttig1 goriildii (Goraca ve Skibska, 2008).

Farelerde olusturulan deneysel astim modelinde, a- LA’in, hava yolu
inflamasyonunu, plazma ekstravazasyonunu ve eosinofilik inflamasyonu azalttigi
bulundu. VEGF’nin fazla iiretiminin, akciger vaskiiler permiabilitesini ve plazma
eksiidasyonunu arttirdigi; LA verilmesi ile de VEGF ekspresyonunun azaldigi

saptandi1 (Lee ve ark., 20006).

Gastrointestinal Sistem ve Hastaliklan
ALA’nin akut pankreatitli ratlardaki etkisinin arastirildigi bir calismada, ALA’nin bu
hastalardaki serum amilaz ve lipaz ile pankreatik agirlik/viicut agirligi oraninda

anlamh diisiis yaptig1 goriildi (Park ve ark., 2005).

Karaciger rezeksiyonlu hastalara LA verilmesinin, aspertat transferaz ve alanin

transferazin serum diizeylerini diisiirdiigli saptand1 (Diinschede ve ark., 2006).
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ALA’nin, gastrik iilserde, notrofil akiimiilasyonunu bastirma, endojenoz
glutatyonu koruma ve reaktif oksijen jenerasyonunu ve apoptozisi inhibe ederek

tedavide etkili olabilecegi gosterildi (Karakoyun ve ark., 2009).

Uriner Sistem ve Hastaliklan
ALA’nm, iskemi ve tekrarlayan stimuluslar ile indiiklenmis mesanedeki kontraktil

disfonksiyon tedavisinde kullanilabilecegi agiklandi (Lin ve ark., 2008).

Mezengiyal proliferatif glomerulonefrit hastaliginda, reaktif oksijen tiirevleri
artiy gostermektedir. ALA takviyesinin bu artis1 yar1 yariya azalttigi saptandi
(Budisavljevic ve ark., 2003).

Akut bilyer duktal ligasyonun renal fonksiyonlar iizerine etkisinin arastirildigi
bir ¢aligmada, ALA’nin kolestaza bagli olusan renal disfonksiyonu kismen 6nledigi

goriildi (Holt ve ark., 1999).

Muskiiler Sistem ve Hastaliklan

Duchenne muskiiler distrofi kaslari, oksidatif stres artisima ve kalsiyum
dengesizligine maruz kalir ki, nekroz ve apopitozisin her ikisi miyofibril kaybina
katkida bulunmaktadir. Kaslardaki distrofik paterni diizeltmek i¢in serbest radikal
toplayicilari ile tedavinin miimkiin olup olmadigini arastiran bir calismada ALA nin,
plazmatik kreatin klerensini diislirdiigii, fare diyafragmasindaki lipit peroksidasyon

iirlinlerini ve antioksidan enzim aktivitesini azalttig1 saptandi (Hnia ve ark., 2007).

Iskelet kasindaki kontraktil dzellikler {izerine ALA takviyesinin iskelet kas

yorgunluguna etkisinin olmadigi bildirildi (Coombes ve ark., 2001).
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Duyu Sistemi ve Hastaliklan

LA’in retinal pigment epitelyum hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyon ve
oksidatif stresin yasa bagl artisina kars1 etkili oldugu bulundu. Insan retinal pigment
epitelyum hiicrelerindeki mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif hasara kars1t LA’in
notral amidi olan lipoamid ile LA’in koruyucu etkinliginin karsilastirildig1 baska bir
calismada, lipoamidin oksidatif hasardaki retinal pigment epitelyal hiicreleri
korumada LA’ten daha iyi bir antioksidan oldugu saptandi (Voloboueva ve ark.,

2005; Li ve ark., 2008).

Sinir Sistemi ve Hastahklan

LA ve N-asetil sistein takviyesinin Alzheimer hastaligindaki fibroblastlarm oksidatif
ve apopitotik markirlarmi korudugu saptandi. Bu yiizden ALA ve N-asetil sisteinin
birlikte kullaniminin bu hastalikta umut verici olabilecegi diisiiniildii (Moreira ve

Ark., 2007).

ALA, multipl skleroz’da relaps sikligini ve semptomlarin siddetini azalttigi
goriildii. Ayn1 zamanda doza bagli olarak serum inflamatuar indikatorleri anlamli
Olciide azaldigr saptandi. Multipl skleroz’un hayvan modellerinde, ALA’nin anti-
inflamatuar etkisinin oldugu gosterildi (Kidd, 2005).

Diyabet

Diyabetes mellitus, oksidatif stresin artmasi ile iliskilidir. Bu artis, ya serbest radikal
iretiminin artmasina ya da antioksidan savunmasindaki azalmaya bagli olabilir.
Diyabetik komplikasyonlarin etiyolojisinde, oksidatif stresin 6nemli rol oynadigini
gosteren ¢ok sayida kanit vardr. Hiperglisemi ile iliskili bircok biyokimyasal yol
(protein glikozilasyon, polyol yolu, glikoz otooksidasyonu) serbest radikal
olusumuna yol acar. Oksidatif stres, yalnizca diyabet komplikasyonlari ile degil ayni
zamanda insiilin rezistans: ile de ilgilidir. In vitro olarak oksidatif stres, ¢esitli
diizeylerde insiilin rezistansina yol agar. Oksidatif stres, [ hiicrelerini etkiler ve bu
hiicrelerin mitokondrileri etkilenir. Kaldi1 ki B hiicrelerinin antioksidan diizeyleri

diistiktiir. Oksidatif stresin artmasma bagli olarak ortaya ¢ikan negatif fizyolojik
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sonuclarin 15181inda Tip 2 diyabetin tedavisinde antioksidan kullanimin1 destekleyen
kanitlar giderek artmakta ve klinik olarak kabul gérmege baslamaktadir. ALA’nin
insiilin rezistansindan koruyucu etkinligi, oksidatif stresin artismni onledigi ig¢indir

(Evans, 2000; Midaoui ve Champlai, 2002).

Insiilin reseptdrleri, viicutta serbest radikal aktivite diizeyi yiikseldigi zaman iyi
calisamamakta iken LA bu problemi diizeltmektedir. Ayrica LA, arterlerde plaklarin
olusumu ve yliksek kan seker diizeyine bagli diyabetik komplikasyonlar1 geri
dondiirebilmekte ve 6nlemeye yardim etmektedir (Al ghafli ve ark. 2004).

Diyabetik ratlardaki vaskiiler duvar ve oksidatif strese kars1 LA etkisinin
arastirildig1 caligmada, ALA verilen ratlarda kan sekeri ve HbAlc seviyelerinin ALA
verilmeyen gruba gore anlamli 6lgiide diisiik bulundugu; diyabetik ratlarda goriilen
dislipidemiyi iyilestirdigi, plazma superoksit dizmutaz enzim aktivitesi ve vitamin C
seviyesini arttirdigi, periferal lenfositlerdeki oksidatif DNA hasarmin diizeylerini
anlaml 6lclide diisiirdiigli ve plazma ile aortada yiikselmis MDA aktivitesini inhibe

ettigi, vaskiiler morfolojideki degisiklikleri azalttig1 saptandi (Budin ve ark, 2009).

Tip 2 diyabetli hastalara cesitli dozlarda ALA verilmesinin, bu dozlar arasinda
anlamli farklar gozlenmemesine ragmen ALA alan hastalarda, insiilin ile uyarilmis
glikoz atiliminda plaseboya gore anlamli iyilesmeler oldugu tespit edildi. Bu,
ALA’nm oral alimmin Tip 2 diyabetiklerde insiilin sensitivitesini iyilestirmede etkili
olabileceginden kaynakhdir. Tip 2 diyabetli olup diyetle veya diyetle birlikte
antihiperglisemik ilaclar kullanilarak kan sekeri kontrol altina alinan hastalarda,
LA’nin intravendz yoldan verilmesi, insiilin sensitivitesini arttirarak metabolik
yoldan faydali oldugu goriildii. Ancak oral aliminin uzun siireli ve yliksek doz
verilmesinin minimal etkisi oldugu saptandi. Bunun sebebi, oral LA aliminin
terapatik diizeylerinin muhtemelen kisa siireli olmasindandir. Bunun da sebebi,
LA’nm kisa yar1 6mrii ve yaygin presistemik eliminasyonudur. Oral LA alimmdan
sonra plazma LA konsantrasyonu, maksimum diizeyine hizli ulasir; ancak insiilin

sensitivitesi ve glukoz konroliinii etkilemeye yetmeyecek seviyelere diiser.
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Intravendz olarak verilen LA ise daha yiiksek plazma diizeyine ulasir ve bunu daha
uzun siire korur. a- LA’in intravendz verilmesi agrili diyabetik noropatide kisa
vadede klinik olarak anlamli iyilesmeye yol agar. Dolayisiyla Mijnhout ve ark.
(2010) a- LA’in intravendz verilmesini onermekte iken oral uygulamalara iliskin
yararinin kesin olmadigini1 saptadilar. Bagka bir arastirmada da intravenéz LA
verilmesinin etkili oldugu ancak oral aliminin diyabetik ndropatinin semptomlarini
tedavi etmek icin daha az etkili oldugu goriildi. ALADIN III ¢alismasinda
semptomatik polindropartisi olan Tip 2 diyabetli hastalarda ALA verilmesinin,
intravendz ve oral verilen gruplar arasinda subjektif semptom degerlendirilmesinde
anlaml farkliliklar olusturmadigi, ALA tedavisinin sinir fonksiyonlarinda iyilesmede
ise olumlu etkisinin oldugu saptandi (Jacob ve ark., 1999; Evans ve Goldfine, 2000;

Ziegler ve ark., 2009).

ALA, insiilin rezistani olusturulan hiicerlerdeki glukoz alimini uyarabilir.
ALA, iskelet kasi gibi dokulardaki mevcut seker durumunu onarabilir. Tip 2
diyabetiklerde, ALA verilmesinin, insilin sensivitesini arttirdigi ve serum
laktat/piriivat’a bagli hiperglisemiyi onlendigi goriildii (Khanna ve ark., 1999b;
Konrad ve ark., 1999).

Deneysel arastirmalar, R-ALA’nin, S-ALA’ya gore insiilin duyarhiligmni
attirmada daha etkili oldugunu gostermektedir. Non-diyabetik insiilin rezistansin
olusturuldugu bir hayvan modelinde R-ALA, obez ratlarin iskelet kaslar1 tarafindan
glikoz alinimmi %65 oraninda arttirdigi, S-ALA ise %29 oraninda arttirdigi
gorilmiistiir. Ayrica R-ALA, plazma insiilinini %17 oraninda anlamli odlgiide
azalttig1; fakat S-ALA insiilin diizeylerini %15 oraninda arttirdig1 saptandi. Bu, S-
ALA ile birlikte olan insiilin direncinde bir artisa isaret edebilir (Streeper ve ark.,

1997).

Diyabetik nefropati, terminal bobrek yetmezliginin 6nde gelen bir sebebidir.
Hiperglisemi, diyabetik nefropatinin olusmasi ve ilerlemesinde aracilik eden 6nemli

bir faktordiir. Ancak renal komplikasyonu olan diyabetik hastalar, insiilin tedavisi
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almasina ragmen artan siklikta diyabetik renal hastaliina tutulmaktadir.
Hipergliseminin yan etkilerini agiklayan mekanizmalar arasinda oksidatif stres de
sayllmaktadir. Bir hayvan ¢alismasinda, ALA’nin erken diyabetik glomerular hasar1
onlemede etkili olabilecegi ve yiiksek doz C ve E vitamlerinden daha fazla koruma
saglayabilecegi ileri siiriildii. Bu calismada ALA’nin, iiriner albiimin atilimmin
artigini, fraksiyonel albiimin klerensini ya dnledigi ya da anlamli derecede azalttigi
ve ayni zamanda glomerul hacmini kontrol grubundaki hacime yaklastirdig: goriildi

(Koya, 2003; Melhem ve ark., 2001).

Katarakt
Katarakt goziin lens kisminda antioksidan aktivitenin azalmasiyla birlikte olusur ve
lensin en Onemli oksidani olan glutatyon, LA tarafindan rejenere edilmektedir

(Karaca, 2007).

Aldoz rediiktaz enzimi, diyabette katarakt gelisiminde 6nemli bir rol oynar.
LA, rat lensindeki aldoz rediiktaz aktivitesini inhibe eder. Bir hayvan ¢alismasinda
ALA, deneysel katarakt formasyonunu inhibe ettigi goriildii. ALA verilmesi, lensteki
glutatyon, askorbik asit ve alfa tokoferol ile glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz
(CAT) ve askorbat rediiktaz aktivitesinin arttigi saptandi. LA verilmesinin,
verilmeyen gruba gore yiiksek glukoz diizeyini diisiirdiigli ve lens opasifikasyonunu
anlamh 6l¢iide azalttig1 goriildii (Ou ve ark., 1996; Maitra ve ark., 1995; Bilska ve
Wilodek, 2005).

Glokom

Glokomlu hastalar kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda, glutatyon diizeylerini
yansitan siilfidril gruplarinin diizeyi, 6zellikle hastaligin ileri evrelerinde olmak
iizere, humor akozlerinde anlamli derecede azaldigi buludu. Ayni sekilde eritrosit
glutatyon diizeyi de bu hastalarda azalmaktadir. Glokomlu hastalarin 6n
kamaralarinda MDA diizeyleri normalden iki kat arttig1 saptandi. LA verilmesinin,
azalmis olan glutatyon diizeyini arttirabilecegi, bunun da glokom tedavisinde faydali

olabilecegi sonucuna varildi. Agik acili glokomu olan deneklere LA verilmesinin,
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glokomun biyokimyasal parametrelerini ve goérme fonksiyonlarini iyilestirdigi

bildirildi. (Head, 2001;Filina ve ark., 1995).

Iskemi — Reperfiizyon Hasar

Bir doku alani, bir siire icin kandan yoksun birakildiktan sonra (6rnegin beyinde
inme sonrasinda veya kalpte piht1 ¢Oziinmesi sonrast oldugu gibi) doku
reperflizyonu, serbest radikal olusumunda bir patlamaya yol acar. Bir hipoksi
periyodundan sonra dokularn ani reoksijenizasyonu (reperflizyon), inme,
kardiyovaskiiler arrest, hemoraji veya kafa travmasma bagli beyin hasarina sebep
olur. Iskemi — reperfiizyona maruz birakilan hayvanlarda LA verilmesi,
reperflizyonun etkilerini azaltmis diger bir deyisle kontrol grubuna gore beyin
hiicrelerindeki ROS diizeyinin azaldigi, hasar boyutlarmin kiiciildiigli ve hayvanlarin
sag kalim siiresinin uzadigi saptandi. Reperflizyon hasarmin 6nlenmesinde,

DHLA’nm etkinligi gosterildi (Bilska ve Wlodek, 2005; Monograph, 2006).

Iskemi - reperfiizyona bagh olusan renal disfonksiyona karst ALA etkisinin
arastirildigr bir c¢alismada, iskemiden Once ve hemen sonra verilen ALA’nin,
bobrekte iskemi - reperfiizyona bagli hasardan korudugu (renal hemodinamiklerin,
iiriner konsantrasyonun, sodyum ekskresyonunun normallestirilmesi) goriildii (Bae

ve ark., 2008).

Mantar Zehirlenmesi

Amanita mantar zehirlenmesinde, hemen tani konulmasinmn; zorunlu ve agresif
tedavi yapilmasmin temel amaci, iyilesmeye hizla baslama zorunlulugudur.
Hemoperfliizyon ve tioktik asit (LA) i¢eren kombine terapinin, amanita virosa
mantar1 teshisi konulan iki olgudaki tedavisini basariyla gerceklestirdi (Plering ve

Bratanow, 1990).

Agir Metal Toksisitesi
Agir metaller i¢cin ideal selator maddede aranan oOzellikler; kolayca hiicreye

girebilmeli, proteinlerle olusturdugu kompleks icinde iken bile agir metallerle



21

selasyon yapabilmeli ve diger organ ve dokulara dagilmadan metalin atilimini
arttrmalidir. ALA’nin bu kriterlerden ikisini (hiicre i¢ine girme ve diger siilfidril

proteinlerine bagli metallerle kompleks olusturma) karsilamaktadir (Patrick, 2002).

Eksojen olarak aliman ALA, dolasimda serbest olarak bulunur ve dolagimda
bulunan agir metalleri yakalayabilir ve metal toksisitesine bagli hasar1 dnleyebilir.
ALA’nm kan-beyin bariyerine ge¢gmesi onemlidir. Ciinkii civa ve kursun beyinde
glia hiicrelerinde birikir (Patrick, 2002). Kursun toksisitesini arastiran hayvan
calismalarinda, LA’nin direkt selasyon yapan etkisinin olmadigi goriildii. Ancak
hepatik ve renal glutatyon ile oksidatif stres markirlar1 iizerine kursunun etkilerini
azalttig1 bulundu. Kursun ile muamele edilen hiicrelerde LA, oksidatif stresi azaltip,

hiicre sag kalim hizin1 arttirir (Patrick, 2002 ve 2006).

ALA ve DHLA’nin manganez, ¢inko, kadmiyum, kursun, kobalt, nikel ve
demir iyonlar1 ile kompleks olusturdugu gosterildi. ALA’nmn agir metallere
baglanmasi, serbest radikallerin doku hasar1 ve enzim inaktivasyonuna yol agmasini
onlemektedir. ALA, Wilson hastaliginda kullanilarak renal bakir atilimini arttirdigi
ve karaciger fonksiyonlarini normale dondiirdiigii saptandi. ALA, demire bagli
protein ile veya vitamin C’nin yerini alarak Fe™’ye baglanabilir. DHLA, ferritin
molekiiliinden demirin serbestlesmesini kolaylastirabilir ve demiri baglayabilir.
Demir, beyinde Ozellikle substantia nigra ve globus pallidus’ta fazla miktarda
bulunur. Bu fazlallkk ve doymamis yag asitlerinin artmus olmasi, doku
peroksidasyonunun artmasina neden olur. ALA’nin subtantia nigra ve diger santral
sinir sistemi kisimlarindaki demir ile iligkili reaksiyonlarin olusturdugu serbest
radikalleri baskiladig1 bulundu. Kadmiyum, arsenik ve civa da benzer yollarla hiicre
hasarmna yol acarlar (mitokondriyal hasar, mitokondriyal enzimlerin inhibisyonu,
protein sentezinin baskilanmasi ve serbest radikallerin olugmasi gibi). Bu ii¢ metal
siilfidril iceren ligantlara (glutatyon, ALA vb.) yliksek afinite gosterir ve her biri
rediikte glutatyon diizeylerini azaltir. LA, hiicresel glutatyon diizeyini arttirir ve
civanin mobilizasyon ve atilimint destekler. Boylece hiicresel hasar ve
norotoksisiteyi azaltwr. DHLA’nin dogrudan agir metal baglayici etkileri de vardir

(Patrick, 2002).
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Aids

ALA, NF-kB’nin etkisini azaltir. NF-kB inflamatuar yanittan sorumlu olan
proteinlerin gen ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. Ayni
zamanda HIV viriisiinlin replikasyonuna katkida bulunmaktadir. NF-xB’nin DNA
baglayici aktivitest DHLA tarafindan arttirilirken a-LA tarafindan azaltilmaktadir.
LA, HIV-1 de dahil olmak iizere DNA’ya direkt olarak baglanan diger viriislerin
replikasyonunu engellemektedir. LA verilen AIDS’li hastalarin glutatyon, Vitamin C
ve Yardimci T hiicre diizeyleri artarken oksidatif stres kalmtilarmin azaldig: tespit

edildi (Packer ve ark., 1995).

Egzersiz ve Spora Bagh Durumlar

Egzersiz sirasinda oksidatif stres artar ve kan glutatyon oksidasyonu bu stresin
markiridir. Glutatyon eksikligi olan hayvan calismalarinda egzersize bagl olusan
oksidatif stresten korumak icin yeterli doku glutatyonun bulunmasi gereklidir (Sen

ve Packer, 2000).

Egzersiz yliklemesi ile kalpteki glutatyon-s-transferaz aktivitesindeki diisiis,
LA takviyesi ile korunmaktadir. LA takviyesinin kaslardaki oksidatif lipit hasarina
kars1 koruyucu oldugu tespit edildi. Muskiiler hasara maruz kalan erkek bireylerdeki
ALA kullannominin oksidatif hasar1 azalttigi, antremansiz ile antremanli gruplar
arasindaki glutatyon antioksidan sistemdeki farkliliklar1 ortadan kaldirdig1 saptandi

(Khanna ve ark.,1999a; Zembron-lacny ve ark., 2009).

Diger Endikasyonlar

LA’nin felg ve miyokard infarktiiste, dokular1 oksijen azligma bagh hasardan
korudugu gosterildi. LA ayn1 zamanda kanser olusturabilecek genetik programa
sahip hiicreleri durdurma potansiyeline sahip olup kanser gelisim hizini1 azaltan bir

rol oynayabilmektedir (Karaca, 2007).

Retinitis pigmentosa hastaligina karst verilen ve icinde ALA’nin da oldugu

antioksidan karistminin, bu hastaliktaki oksidatif hasara bagli olusan rod hiicre
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Olimiinden sonra gorilen koni hiicrelerininin agamali 0liimii hipotezine karsi

koruyuculuk gosterdigi bulundu (Komeima ve ark., 2006).

Ataksi telenjektazide ALA verilmesinin, hastaliga bagl kronik aktivasyondaki
reaktif oksijen radikalleri ile iligkili olan protein diizeylerinde 6nemli oranda diisiis

gosterdigi saptandi (Gatei ve ark., 2001).

Metabolik sendrom, anjiotensin 2 aktivitesini arttirirken; proinflamatuar ve
oksidatif diizey ile endotelyal disfonksiyonu indiiklemektedir. Metabolik sendromlu
hastalara irbesartan ve/veya LA verilmesi aterosklerozun patogenezinde var olan
faktorleri ve  proinflamatuar markirlar1 azalttigi ve endotelyal fonksiyonlari

tyilestirdigi tespit edildi (Sola ve ark., 2005).

Insiilin otoimmiin sendrom, hipoglisemi ve dncesinde insiilin alimi1 olmaksizin
insiiline kars1 otoantikorlarla karakterize nadir goriilen bir hastahiktir. ALA ile Insiilin
otoimmiin sendromunun gelismesinde baglant1 olabilme ithtimalinden, ALA’nin daha
dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir. Diizensiz bir sekilde 2 ay boyunca 200 mg/giin
ALA alan 32 yasmda bir kadinda da insiilin otoimmiin sendrom tanis1 konuldu

(Takeuchi ve ark., 2007; Ishida ve ark., 2007).

Transient fokal iskemik fare modelinde, LA tedavisinin fel¢li infarkt hacminde

anlaml 6l¢iide diisiis yaptig1 saptandi (Clark ve ark., 2001).

Kronik yorgunluk sendromunun patogenezinde, oksidatif stresin de rol
oynayabilecegini gosteren caligmalar vardir. Dolayisiyla a- LA’in de aralarinda
bulundugu ¢esitli antioksidanlarin tedavide kullanilmasi giindemdedir. Bu
antioksidanlarmn imit verici oldugu ancak kronik yorgunluk sendromu tedavisindeki
etkinliklerini gosteren daha fazla klinik ¢aligmalarin gerekli oldugu bildirildi (Logan
ve Wong, 2001).
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Hepatit C viriisii hepatitine bagli olusan siroz tedavisinde, LA verilmesi ile elde
edilen sonuclar, LA’ ’nin biiylime faktorii ya da biliyiime faktorii stimiilan1 olarak islev

gordiigiinii desteklemektedir (Bilska ve Wlodek, 2005).

Radyasyondan koruyucu olarak antioksidanlarin etkileri arastirildiginda;
aralarmda ALA’nin da bulundugu 5 antioksidandan olusan karigim diyetinin
ratlardaki kemik iligi supresyonunu anlamli dl¢lide azalttigi ve hayvanlarin sag

kalimin1 arttirdig1 saptandi (Wambi ve ark., 2008).

LA’nm yas ile iligkili olan mitokondriyal fonksiyonlarda azalmay1 ve oksidatif
stresteki artis1 kismen geri dondiirebilmektedir. LA tedavisi yasa bagl glutatyondaki
azalmay1 ve lipit peroksidasyondaki artig1 da azalttig1 goriildii (Evans ve Goldfine,

2000).

1.1.8. Dozaj

LA, saghgin korunmasi, yaslanmanin etkilerini yavaglatmasi ve en uygun
antioksidan etkiyi gosterebilmesi i¢in 100-200 mg./glin alinmali, diyabet, hepatitler
ve agir metal zehirlenmelerinde 300-600 mg./glin kullanilmalidir (Bustamante ve

ark., 1998).

1.1.9. Yan EtKiler ve Toksisite

Deri reaksiyonlar1 ve bulanti-kusma gibi gastrointestinal semptomlar, 1.v infiiyon ile
1200 mg ve daha yiiksek dozda kullananlarin kiiciik bir yiizdesinde gozlenmistir
(Karaca, 2007).
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1.2.Antioksidanlar

Antioksidan enzimlerin baslicalari, Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir (Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Siiperoksit dismutaz
Aslinda tek bir enzim degil, bir enzim grubudur. Bu enzim grubu, siliperoksit

radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizlemektedir.

Bu enzim grubunun katalizledigi reaksiyon asagida gosterilmistir;

202'_ + 21‘1Jr 9 HzOz + Oz

Stiperoksit dismutaz, metalloenzim grubundan sayilmaktadir. Bunun nedeni
yapisinda metal bulunmasidir. Bu enzimin insanda var olan iki farkli tipi olan Cu-Zn
SOD ve Mn-SOD ilk defa McCord ve Fridovic tarafindan 1969 yilinda ortaya
¢ikarilmistir. Bu enzim grubunun 6karyot canlilarda, canlida bulundugu bélgeye gore
degisiklik gosteren ii¢ farkli izoformu tespit edilmistir. Eger enzim ekstraselliiler
alanda bulunuyorsa ekstraselliler SOD, sitoplazma igerisinde bulunuyorsa
sitoplazmik SOD (Cu, Zn-SOD) ve mitokondride bulunuyorsa mitokondrial SOD
(Mn-SOD)’dur (Fan ve ark., 1999). Hiicrenin sitoplazmasinda bulunan Cu,Zn-
SOD’un molekiil agirligi 32.000 daltondur. iki alt iinitesi bulunan bu SOD
izoformunun bir iinitesinde Cu atomu, diger iinitesinde ise Zn atomu bulunmaktadir.
Hiicrenin mitokondrisi i¢inde bulunan Mn-SOD ise 23.000 dalton agirhigindadir ve
iki alt biriminden her birisi bir Mn atomu icermektedir. Bu birimlerdeki Mangan
atomlar1 +3 degerliklidir. Enzimin bu izoformu prokaryotlarin sitozoliinden elde
edilebilmektedir. ilk olarak Keele ve ark. tarafindan izole edilmistir (McCord ve

Fridowich, 1969; Keele ve ark., 1970).

Glutatyon peroksidaz
Bu enzim ilk defa 1981 yilinda Siddons ve Mills (1981) tarafindan memeli

eritrositlerinde gosterilmistir. Bu enzim de, bir metal olan selenyumu yapisinda
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bulundurdugu i¢cin metalloenzim grubunda degerlendirilir. Bu enzim, rediikte
glutatyonun okside glutatyona c¢evrildigi in vitro ortamda gerceklesen reaksiyonda

hidrojen peroksidi yiiksek spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir.

Rediikte glutatyon (GSH)’un okside glutatyon (GSSG) haline doniistiigi
reaksiyonda GSHPx enzimi hidrojen peroksiti suya indirger. Daha sonra glutatyon
rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon

tekrar rediikte hale doniistiiriilebilir.

Reaksiyon su sekildedir ;
2GSH + H,0, 2 GSSG + 2H,0

GSHPx, hidrojen peroksitin 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda bulundugu

durumlarda CATenzimine oranla daha etkilidir.

Ayn1 zamanda bu enzim, lipid peroksitlerinin indirgenmesini de

katalizlemektedir (Halliwell, 1974 ve 1994).

Glutatyon rediiktaz
Okside haldeki glutatyonun, indirgenmis glutatyona doniisiimiinii katalizler. Boylece,
rediikte glutatyon kullanan antioksidan enzimlerin rediikte glutatyon ihtiyacini

karsilayarak indirekt yolla antioksidan etki gostermektedir.

Glutatyon-S-transferaz

Bu grup enzimlerin, ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda aktif rolleri vardir.
Bu enzimler de aynen GSHPx enziminin yaptig1 gibi lipid peroksitlerini rediikte
ederek antioksidan etki gosterirler. GSH-Px enzimi aktivite gosterebilmek igin
selenyuma ihtiya¢ duyarken, bu enzim selenyumdan bagimsiz olarak antioksidan

aktivite gosterebilmektedir (Akkus ve Giirbilek, 1995).
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Mitokondrial sitokrom oksidaz
Stiperoksit radikali in vivo olarak basglica mikrozomal ve mitokondrial elektron
transport sistemlerinde Uretilmektedir. Mitokondrial elektron transport sisteminde

normal sartlarda bir O, molekiiliine 4 elektron aktarilarak 2 molekiil su olusturulur:

0,+4H" + 4e¢ © 2H,0

Sitokrom oksidaz, bu elektronlanmis oksijen molekiillerini kendi aktif
merkezinde sikica tutarak bu elektronlarin ortama sizmasini engeller. Elektron
sizintisii Onleyerek ortamdaki diger molekiillerin oksidasyona ugramasina engel

olmasindan dolay1 antioksidan etkisi vardir denilmektedir.

1.3. Sinir Sistemine Genel Bakis

Sinir sisteminde noron ad1 verilen sinir hiicreleri ile glia hiicreleri ad1 verilen destek
hiicreleri olmak tizere iki tip hiicre vardir. Noronlar duyularin algilanmasi, motor ve
emosyonel cevaplarin olusturulmasi, 6grenme ve hafiza gibi fonksiyonlarin yerine

getirilmesini saglayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin uyarilabilme 6zelligi vardir.

Tipik bir ndronun dort kismi vardir
- Hiicre gdvdesi (corpus neurale=soma)
- Akson (axon)
- Dendritler (dendritum)

- Sinaptik terminaller (presinaptik terminaller).

Hiicre govdesinin dendrit ve akson olmak iizere iki tip uzantist vardir.
Noronlarda genellikle birden ¢ok dendrit ve bir tane akson bulunur. Dendritler
dallanarak diger noronlarin uzantilar1 ile baglannt1 kurar ve bu ndronlardan gelen
impulslarin hiicre govdesine iletilmesini saglar. Akson ise, genellikle dendritlere gore
daha uzun olup, hiicre gévdesinden gelen impulslarin diger noronlara veya efektor

organlara iletilmesini saglar. Aksonlarin bir kismi santral sinir sisteminin digina
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cikarak periferik sinirleri (nervus) olusturur. Noronlar fonksiyonel olarak motor
noronlar, duyu ndronlar1 ve interndronlar olarak siniflandirilir. Motor ndronlar
periferik yapilarmn, organlarin ve sistemlerin ¢aligmasini santral sinir sisteminden
gelen impulslar dogrultusunda, aktive veya inhibe ederek diizenler. Bu ndronlarin
aksonlari, periferik sinir sisteminin efferent bolimiinii olusturur. Motor noronlar,
somatik motor noronlar ve visseral motor ndronlar olmak {izere iki grupta
incelenebilir. Somatik motor noronlar iskelet kaslarini innerve eder. Somatik motor
noronlar alpha (a), beta (B) ve gamma (y) olmak iizere li¢ tiptir. Alpha motor
noronlar extrafusal kas liflerini, beta motor ndronlar intrafusal kas liflerini, gamma
motor noronlar ise hem extrafusal hem de intrafusal kas liflerini innerve eder (Taner,

2005).

1.3.1. Sinir Sisteminin Boliimleri

Sinir sistemi morfolojik olarak bir biitiin halinde olmasina ragmen, bazi anatomik ve
fonksiyonel alt boliimlere ayrilarak incelenir. Bu amagla sinir sistemi anatomik
olarak santral sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak {izere iki boliimde
incelenir. Sinir sistemi ayrica fonksiyonel olarak somatik sinir sistemi ve otonom

sinir sistemi olmak tizere iki boliime ayrilir (Taner, 2005).

Santral (merkezi) sinir sistemi viicut i¢ginden ya da disindan alarak afferent
sinirlerle getirilen uyarilar1 alan, degerlendiren ve gerekli emirleri ilgili dokulara ya

da organlara effernt sinirlerle gonderen sinir sistemi béliimiidiir (Gokmen, 2003).

Santral sinir sistemini olusturan yapilar kranialden kaudale dogru su sekilde
stralanir:
-Prosencephalon (forebrain)
-Telencephalaon (beyin hemisferleri)
-Diencephalon (epithalamus, thalamus, hypothalamus, subthalamus)

- Mesencephalon (midbrain)
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- Rhombencephalon (hindbrain)
Metencephalon (pons ve cerebellum)
Myelencephalon (medulla oblangata)

- Medulla spinalis

1.3.1.1. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi, santral sinir sisteminin disina ¢ikan aksonlarin olusturdugu
periferik sinirler ile santral sinir sisteminin diginda ndéronlarin toplu olarak bulundugu
ganglion ad1 verilen yapilar olusturur. Medulla spinalis’ten ¢ikan otuz bir ¢ift spinal
sinir ile beyin ve beyin sakindan ¢ikan on iki ¢ift kranial sinir ve bunlatin dallar1

periferik sinirleri olusturur (Taner, 2005).

Periferik sinir sistemi degisik viicut dokularindan alinan uyarilar1 merkezi sinir
sistemine (afferent, duyusal) ya da buradan aldig1 emirleri sonug¢ organlara (efferent,
motor) iletmekten sorumlu sinir liflerini icerir. Motor lifler ¢izgili kas dokusunun
kasilmasini saglayan somatik sinir sistemi; diiz kas ve kalp kasmin kasilmasi ile
bezlerin sekresyonunu saglayan otonom sinir sistemi boliimlerine ayrilir. Somatik
sinir sistemi spinal ve kraniyal; otonom sinir sistemi ise sempatik ve parasempatik

sinir liflerince olusturulur (G6kmen, 2003).

Periferik sinir sisteminde her iki aksonu en distan endoneurium adi verilen ve
bag dokusundan olusan bir yap1 sarar. Yine bag dokusundan olusan perineurium
genellikle birkag yiiz aksonu bir arada sararak fasciculus (sinir demeti)’lar1 olusturur.
Birkag fasciculus’un bir araya gelmesi ile periferik sinir olusur. Bir periferik siniri en
distan saran ve bag dokusundan olusan yapiya ise epineurium adi verilir (Taner,

2005).
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_» Perincuriun

~— Endoneurium

Schwann hiicreler

chwann hiicresi =
Ranvier bogumu

' Schwann hiicresinin
sitoplazmasi

Miyelinsiz sinir lifi
Miyelin kilfi —

Aksonun tranvers kesiti ~

Sekil 1.5: Miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin yapis1 ve bag doku kiliflar1 (Cinar, 2008).

Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminin glial hiicreleridir. Gorevleri
aksonlar1 c¢evrelemektir. Schwann hiicreleri miyelinleyen ve miyelinlemeyen
schwann hiicresi tiplerine doniisebilirler. Miyelinleyici schwann hiicreleri
cevreledikleri aksonlarinin etrafini miyelin halkalariyla kusatirlar. Boyle miyelin
halkalarla ¢evrili sinir liflerine miyelinli sinirler denir. Miyelin kilifta akson boyunca
diizenli kesintiler olustugu fark edilmektedir ki bunlara Ranvier diigiimleri ad1 verilir.
Her iki diigiim arasindaki akson kismi tek bir Schwann hiicresi tarafindan
miyelinlenmektedir. Schwann hiicreleri akson boyunca mevcuttur (Altunkaynak ve

Unal, 2007).

Periferik sinirler efferent ve afferent sinirler olarak siniflandirilabilir. Efferent
sinirler santral sinir sisteminin olusturdugu motor cevaplar1 efektdr organlara,
afferent sinirler ise reseptor organlardan gelen duyular: santral sinir sistemine tasir.
Periferik sinirler miyelinli ve miyelinsiz olmak {izere iki g¢esittir. Cogunlugu

olusturan miyelinli lifler, spinal sinirler ve dallar1 ile bazilar1 harigolmak {iizere,
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kranial sinirlerde goriiliir. Miyelinsiz lifler ise, o©zellikle otonom sisteminde

preganglionik lifler olarak bulunur (Taner, 2005; Armnci ve Elhan, 2001).

Periferik sinirin bir pargasi olan spinal sinirler 31 ¢ift olup 33 medulla spinalis
segmentinden ¢ikar. Bu spinal sinirlerin bolgelere gore dagilimai,
8 adet nevi cervicales
12 adet nervi thoracici
5 adet nervi lumbales
5 adet nervi sacrales

1 adet nervus cooccygeus (Arinci ve Elhan, 2001).

Spinal sinirler medulla spinalise 6n ve arka kokler araciligi ile baglanirlar.
Kokleri olusturan liflere fila radicularia denilir. Bu koklerden 6nde bulunanimna radix
anterior, arkada bulunanma radix posterior denilir. Ayrica 6n kokler motor lifler
bulunmasi nedeniyle radix motoria, arka koklere de sensitif liflerin bulunmasi
nedeniyle radix sensoria de denilmektedir.

On ve arka kokler ganglion spinalenin hemen disinda birleserek spinal siniri (truncus
nervi spinalis) olustururlar ve foramen intervertebrale’den gecip, vertebral kanali
terkederler. Kokler, pia mater ve arachnoidea mater spinalis’in uzantilar: tarafindan
sarilmigtir ve bu zarlar spinal sinirin dura mater spinalis’i deldigi yere kadar
uzanirlar. Spinal siniri olusturan her bir kok, dura mater spinalis’i ayr1 ayr1 deler

(Arinc1 ve Elhan, 2001).

1.3.1.2. Plexus Sacralis

Pelvis boslugunda ve sacrum’un her iki Oon-yan tarafinda bulunan plexus sacralis,
truncus lumbosacralis (4. lumbal sinirin kiigiik bir boliimii ile 5. lumbal sinirin
tiimiinlin birlesmesinden olusur) 1.,2.,3. sakral spinal sinirlerin 6n dallar1 ve 4. sakral
sinirin kiigiik bir boliimiiniin katilmasiyla olusur. Ucgen seklinde olan plexus

sacralis’in taban1 sacrum’a, tepesi de foramen ischiadicum majus’a dogru
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yonelmistir. Nervus ischiadicus da bu iiggenin tepesinden asagi dogru plexus

sacralis’in bir devami seklinde uzanir (Armnci ve Elhan, 2001).

Plexus sacralis’in dallar
I- N. mm. quadrati femoris (L4,5,S1)
2- N.mm. obtratorii interni (L5,S1,2)
3- N. mm. piriformis (S1,2)
4- N. gluteus superior (L4,5,S1)
5- N. gluteus inferior (LS5, S1,2)
6- N. cutaneus femoris posterior (S1,2,3)
7- N. ischiadicus
N. tiibialis (L4,5,S1,2,3)
N. fibularis (peroneus) communis (L4,5,S1,2)
8- N. pudendus (S2,3,4) (Arinc1 ve Elhan, 2001).

1.3.1.3. Nervus Ischiadicus

Viicudun en kalmn siniridir. Ayak derisinin tiimii ile bacak derisinin biiyiik kismima
sensitif dallar, uylugun arka tarafindaki kaslar ile bacak ve ayagin tiim kaslarma
somatomotor lifler gonderir. Plexus sacralis’in devami seklinde olan n. ischiadicus,
pelvis’it foramen infrapiriforme’den terkeder.; m. piriformis’in alt kenarmdan
uylugun alt 1/3’tine kadar uzanir, burada u¢ dallar1 olan n. tibialis ile n. fibularis
(peroneus) communis’e ayrilir. N. tibialis daha kalin olup n. ischiadicus’un devami
seklinde goriiliir. N. ischiadicus gluteal bolgede m. gemellus superior, m. gemeellus
inferior, m. obtrator internus ve m. quadratus femoris’in arkasinda, m. gluteus
maximus’un On tarafinda bulunur. Burada n. cutaneus femoris posterior ve a. glutea
inferior ile birlikte syreder. Uylukta m. adductor magnus’un arkasinda ve m. biceps
femoris’in 6niinde bulunur. M. biceps femoris’in uzun basi, siniri yukaridan asagiya
ve igten disa dogru arkadan c¢arprazlar. Plexus sacralis’in arka boliim liflerinden n.

fibularis communis, 6n boliim liflerinden ise n. tibialis olusur. Bu iki sinir birlikte, n.
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ischiadicus ad1 altinda fossa poplitea yakinma kadar, bir kilifla sarili olarak uzanir.

Ancak fossa poplitea yakininda birbirinden ayrilirlar (Arinci ve Elhan, 2001).

N. ischiadicus’un tam kesisi sik degildir. Oldugunda bacak kullanilamaz hale
gelir. Bunun nedeni bacagin fleksiyonu gibi kalgcanin ekstansiyonun da bozulmus
olmasidir. Biitiin bilek ve ayak hareketleri de kaybolur. Tabanca mermisi ya da
bigakla yaralanma sonucu olusan n. ischiadicus’un tam olmayan kesisine, n. gluteus
inferior ve/veya n. cutaneus femoris posterior da katilabilir. Siyatik lezyonun
iyilesmesi yavastir ve genellikle tam olmaz. N. ischiadicus’un konumuna gore
kalcanin bir glivenli tarafi (dis taraf) ve bir de tehlikeli tarafi (i¢ tarafi) vardir.
Kalcanin i¢ tarafinin yaralanmasi ya da buraya yapilan cerrahi girisimler, n.
ischiadicus’un ya da wuylugun arka tarafindaki hamstring kaslarma (m.
semitendinosus, m. semimembranosus, m. biceps femoris) giden dallarinin hasar
gormesine neden olur. Bu kaslarin paralizisi uylugun ekstansiyonunun ve bacagin

fleksiyonunun bozulmasiyla sonuglanir (Moore, 2007).

N. ischiadicus’un duyusal liflerinin dagildigi alanlarda agri1 duyulmasi haline
siyatik denilir. Siyatikte, uylugun arka yiiziinde, bacagin arka ve dis yiizlerinde ve
ayagm lateralinde agr1i duyulur. Siyatik, birka¢ nedenle olusabilir. Birincisi
intervertebral disklerin prolapsusu sonucu alt lumbal ve sakral spinal sinirlerin bir
veya birkaginin 6n koklerine basing yapmasi sonucu, ikincisi plexus sacralis veya n.
ischiadicus’u, pelvis igersindeki bir tiimoriin sikistirmasi sonucu, igcilinciisii n.

ischiadicus veya dallarmin inflamasyonu sonucu gelisebilir (Snell, 2004).

Rat siyatik siniri, pelviste 6n ve arka dallara ayrilan sakral pleksus (5, 6 ve
kismen 4. lumbar sinirler tarafindan olusturulur)’un arka dalidir. Siyatik sinir
devaminda ise nerves tibialis, nerves common peroneales ve kollateral dallara ayrilir

(Cinar, 2008).
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1.3.2. Sinir Sisteminin Gelisimi

Basit disk seklinde ve epitel yapisinda olan noral plak, silindir seklini alarak noral
tiip olusumunu saglar. Bu olay norilasyon olarak bilinir. Noral tiip, karmasik sinir
sistemine farklilasir. Noral tiip olusumu sirasinda noral plagin 6zel bir bdlgesinden
olusan noral krest, noral tiipten ve ylizeyel ektodermden ayrilir. Gelisimin ilerki
safhalarinda noral krest, periferik sinir sistemine ait gangliyonlar1 olusturan néronlar1
ve diger bolimlerini meydana getirir. Noral krest hiicreleri noral tiipten ayrilarak
arka kok gangliyon ve kranial gangliyonlarin duyu noronlarna ve otonomik
ganglionlarin sempatik ve parasempatik motor ndronlarma farklilasir. Arka kok
gangliyonda bulunan Schwann hiicreleri ve satellit hiicreleri de noral krest
hiicrelerinden gelisir. Schwann hiicreleri, periferik sinir liflerini ¢evreleyerek miyelin
olusumunu saglarlar. Satellit hiicreleri ise arka kok gangliyonundaki noéron

govdelerini sarar (Kierszenbaum, 2006).

.No&ral krista

A / B -
Notokord N&ral 0p
Yozey ~. Noral kistanin Spinal

intermediate balgest

ganglion

Sekil 1.6: Noral borunun gelisimi (Sadler, 2005).
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1.3.3. Periferik Sinirlerin Kanlanmasi

Periferik sinir birbirinden bagimsiz olan ekstrensek ve intrensek olarak adlandirilan
iki farkli mikrovaskiiler sistemle beslenmektedir. Ekstrensek sistem, basta bdlgesel
arter ve venlerden, miiskiiler ve kiiclik periosteal vaskiiler dallardan olusur ki, biiyiik
sinir dallarma yaklastik¢a sinirin mezondéryumu iginde ilerler. Epinéryuma ulasinca
dallara ayrilip intrensek sistemle anastomoz yapar. Intrensek sistemde epindral,
perindral, endondral ve bunlarin arasindaki birlestirici damarlardan olusmaktadir.
Epindryum ve perindryumda, siniri uzunlamasma kateden besleyici damarlar
bulunur. Endonéryum seviyesinde ise, sadece ince kapiller a§ mevcuttur (Taylor ve
ark., 1994; Best ve Mackinnon, 1991; Low ve Tuck, 1984; Dvali ve Mackinnon,
2003).

Ekstremite hareketlerine bagl olarak sinirin uzamasini, rejyonel damarlar
saglamaktadir ki bu damarlar1 intrensek ve ekstrensek sistem arasindaki segmental
dallar olustururlar. Sinirlerde, belirgin bir sekilde intrinsik kan akimi vardir. Bu da
bir siniri, olduk¢a uzun mesafeler boyunca besleyebilecegi gosterilmistir. Vendz kan
akimi ise arteriollere paralel olarak seyreder (Thomas ve ark., 1984; Dvali ve

Mackinnon, 2003).

-

Mesoneurium —— 5 k
\

Ekstinsik arter

Epinoral damarlar

Sekil 1.7: Periferik siniri besleyen damarlarin organizasyonu (Hizay, 2009).
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Rat siyatik sinirinin ana kanlanmasini a. glutealis inferior ve eslik eden venler
saglamakta olup diger kaynak ise a. poplitea ve cevresindeki iki popliteal vendir

(Green, 1968).

1.3.4. Periferik Sinir Yaralanmalarinin Siniflandirilmasi

Periferik sinir onarim yolunun basarisi ve siiresi, sinir yaralanmasmin derecesine
baglhdir. Periferik sinir yaralanmalari, etkiledikleri komponentlere gore Seddon ve
Sunderland tarafindan siniflandirilmislardir. Seddon, periferik sinir yaralanmalarini
norapraksi, aksonotimezis ve nérotimezis olarak iice ayirmistir:

1) Norapraksi: Sinirin anatomik biitiinliigli korundugu ancak fonksiyonunda gecici
bir bozuklugun oldugu en hafif yaralanma tipidir. Gegici fonksiyon kaybinin nedeni
yaralanma bdlgesindeki lokal bir iyon-aracili iletim blogundan olustugu
diistiniilmektedir. Wallerian dejenerasyon olusmaz ve fonksiyon tamamen geri doner.
Wallerian dejenerasyon kesi noktasmin distalindeki aksonlarin dejenerasyonu olarak
tanimlanir.

2) Aksonotimezis: Akson ve miyelin kilifi tamamen kesilmis olsa da sinirin
devamlilig1 vardir. Epindryum ve perinéryum genellikle korunmustur. Wallerian
dejenerasyon gelisse de endondral tiip saglam oldugundan spontan rejenerasyon olur
(Rummler ve Gupta, 2004; Stacey, 2004; Fernandez ve ark., 1997; Anthony ve
Vogel, 1996).

3) Norotmezis: Sinirin biitliinliigii ve baglantilar1 tamamen kesilmis olup tam bir
fonksiyonel kayip s6z kobusudur. Wallerian dejenerasyon olur. Spontan
rejenerasyon beklenmez. Cerrahi tedavisi olmadan iyilesme beklenemez (Burnett ve

Zager, 2004; Fernandez ve ark., 1997).

Sunderland tarafindan periferik sinir yaralanmalar1 5 tipe ayrilmis olup, tiplerin
islev, patolojik durum ve prognozlari, Seddon siniflamasi ile birlikte asagidaki

tabloda 6zetlenmistir.
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Tablo 1.3: Seddon ve Sunderland siniflamalarina gore sinir yaralanmalarin dereceleri (Varls,

2005).

Tip

i |
* Noropraksi Tip1
|
|

Aksonotmezis  Tip 2
Tip3
Tip4
Norotmezis | Tip5

islev

Fokal iletim bloku Motor
iglev ve propriyosepsiyon
bozuk. Bazi duyular ve
sempatik iglev korunmusg

 olabilir.

Yaralanma yeri ve distalde
tletim kaybi

Yaralanma yeri ve distalde
tletim kaybs

Yaralanma yeri ve distalde
iletim kayb:

Yaralanma yeri ve distalde
iletim kayb:

Patolojik durum

Kalin liflerde miyelin hasan
Aksonal devamlilik.
Walleryan dej.yok

Aksonal aynima
Walleryan dej.
Endo/peri/epindrium
saglam.

Akson ve endondrium hasan
Peri/epindrium saglam.

{

Prognoz

Birkag hafta veya ay iginde
dizelme

Aksonal rejencrasyon gerekli

Endondral ayrilma hemoraji
Odem ve skara yol agar.
Aksonal yanhs yonlenme.

Prognoz kéti.

Cerrahi gerekebilir.

Akson, perindriom ve
endondrium hasan
Epindrium saglam

Tiim sinirin aynimasi

Yol gosterici elamanlarda tam
karmaga.

Intranoral skarlanma ve
yanhs yonlenme.

Prognoz kotii.

Cerrahi gerckebilir.

Cerrahi yaklagim gerekli.

Prognoz degisken, koti.
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A

Saglam Saglam

Endénoryum EndonSyum g, oo akson ve miyelin kaldy
kavitelen

Miyelin Kldfy Akson

Endondryum

Saglam mezondryum

Sekil 1.8: Sinir yaralanmalarinin siniflandirilmasi (Akan, 2009).

Sinir Dokusunun Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu

Noronlar boliinmezler, bunlarin dejenerasyonu devamli kayip seklindedir. Santral
sinir sisteminde ndronal uzantilar, ¢cok dar sinirlar iginde, perikaryonlarmin sentetik
aktivitesi yoluyla biiyiiyerek yenilenebilir. Ayni zamanda periferik sinir lifleri eger
perikaryonlar1 yok olmamissa rejener olabilirler. Sinir hiicresinin 6liimii perikaryon
ve uzantilar1 ile siirlidir. Sadece tek bir bagi olan néronlar harig, fonksiyonel olarak
olii bir ndrona baglanmis olan ndronlar 6lmezler. Bu son drnekte oldugu gibi, izole
noronlar transndronal dejenerasyon gecirirler. Sinir hiicrelerinin tersine merkezi sinir
sisteminin norogliasi, schwann hiicreleri ve periferik sinir sisteminin ganglionik
satellit hiicreleri mitozla boliinebilirler. Merkezi sinir sistemindeki hastaliklar ya da
yaralanmalarla olusan hiicre kayiplarindaki bosluklar1 néroglia doldurur. Bir sinir
aksonundaki dejeneratif degisiklikleri bir onarim fazi takip eder. Yaralanmanin

proksimal ya da distal segmentte olmas1 6nemlidir. Proksimal segment devamliligini
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perikaryonla siirdiiriir ve hemen rejenere olur. Sinir hiicre gdévdesinden ayrilmig
distal segment tamamen dejenere olur ve doku makrofajlarca yok edilir (Junqueira ve

ark., 1993).

Akson yaralanmasi perikaryonel degisikliklere neden olur. Bunlar: 1.
Kromatolizis; Nissl yapilarinin bozulmasi ve sitoplazmik bazofilinin azalmasi; 2.
Perikaryon hacminde artma; 3. Cekirdegin perikaryonda periferal pozisyon almasi.
Yaralanma yerine kisa bir mesafede proksimal segment dejenere olur, ancak olii
kismm makrofajlarca uzaklastirilmasi ile biiylime baglar. Yaralanmanin distalinde,
akson ve miyelin kilif tamamen dejenere olur, artiklar1 makrofajlarca uzaklastirilir.
Bu gerileyen degisiklikler olurken Schwann hiicreleri kalan bag dokusunda prolife
olur ve hiicre siitunlarini olustururlar. Bu gerileyen degisiklerden sonra, aksonun
proksimal segmenti biliylir ve dallanir. Filamanlar Schwann hiicre siitunlar:
dogrultusunda ilerler. Schwann hiicre siitunlarina penetre olan lifler, biiylimeye
devam eder ve effektdor organa ulasir. Rejenerasyon, lifler ve Schwann hiicre
siitunlar1 dogru yerlere yoneldiginde yeterlidir. Her rejener lif bir kere yapiya orjin
verir ve her Schwann hiicre siitunu da ¢esitli rejenere liflerden uzantilar alir. Mikst
sinir yaralanmalarinda duyu liflerinin rejenerasyonu motor son plaklara bagh

siitunlara dogru gelisirse, kasin fonksiyonu geri gelmez (Junqueira ve ark, 1993).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Deney hayvanlan

Siileyman Demirel Universitesi deney hayvan laboratuarindan elde edilen, agirhiklari
250-300 gr arasinda degisen 42 adet Sprague-Dawney cinsi erkek rat, calismaya
alindi. Ratlar, tel kafeslerde 12 saat gece, 12 saat giindiiz kosullarinda, ortam
sicaklig1 24-26 °C ve nem oran1 %50-60 olacak sekilde tutuldu. Deneyden 12 saat
once, su hari¢ beslenmeleri durduruldu. Calisma protokolii ve deneysel yontem
Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylanmis olup

calisma siiresince etik kurallara uyulmustur (2009/ Karar: 07).

2.2.Deneysel calisma yontemi

Sicanlar, esit sayida (n=7) ve rastgele olarak alt1 gruba ayrildi. Gruplar, kontrol (grup
1), sham (grup 2), I/R (grup 3), I/R + 0.5 ml.%0.9 NaCl (grup 4), I/R + 60 mg/kg
ALA (grup 5) ve I/R + 100 mg/kg ALA (grup 6) olacak sekilde diizenlendi. Tiim
sicanlara intramuskiiler enjeksiyonla 90 mg/kg ketamin (Ketalar 50 mg/ml, 10 ml
flakon, Pfizer) ve 10 mg/kg ksilazin (Rompun %2 50 ml, Bayer) uygulanarak genel

anestezileri saglandi.

Kontrol grubu (Grup 1): Anestezi sonrasi ratlara, bir 1sitma lambasi altinda
sirtiistii pozisyon verildi. Cilt aseptik olarak hazirlandi ve her iki uyluk bolge mediyal
kisimlar1 traglanip temizlenerek 18 numaralik bistiiri bicagi ile ayni1 bolgelere cilt
insizyonu yapildi. Kiint diseksiyon yapilarak kaslar ve fasyalar gecilerek siyatik
sinire ulagildi. Sag uyluktan rezeke edilen siyatik sinir, biyokimyasal ¢alismalar i¢in
ependorf tiipiine konuldu. Sol uyluktan alinan siyatik sinir ise histopatololojik

incelemeler icin %10’luk notral tamponlu formalin soliisyonu i¢ine alindi. Eksize
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edilen yerler 4.0 ipek ile siiture edilerek kapatildi. Dokular ¢ikarilmadan once tiim

ratlar servikal dislokasyonla sakrifiye edildi.

Resim 2.1: Rat siyatik sinirinin rezeksiyon 6ncesi goriiniimii.

Sham grubu (Grup 2): Genel anestezileri yapilan ratlara abdominal bolge orta
hattan laparotomi yapildi. Sivi dengesini korumak amaciyla 10 ml ilik serum
fizyolojik, peritoneal bosluga verildi. Bagirsaklar 1slak gaz ile sola c¢ekilerek
abdominal aortaya ulasildi. Herhangi bir islem uygulanmadan aorta abdominalis

eksplore edildi ve parmak ile palpe edilip stres uygulandi.
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Resim 2.2: Rat abdominal orta hatti {izerinden laparotomi yapildig1 andaki goriiniimii.

I/R grubu(grup 3): Vena renalis sinistra’nin aorta abdominalis’le kesistigi
yerin distalinden 2 saat siireyle klemp ile iskemi gerceklestirildi. insize edilen yer,
serum fizyolojikle 1slatilmis steril spang ile kapatildi. 10 dakikalik aralarla ratlarin
vital ve motor fonksiyonlar1 kontrol edildi. Iskemi siiresinin bitiminde klemp
cekilerek 3 saat siireyle reperfiizyon donemi baslatildi. Insizyon yeri 4.0 ipek ile
siture edildi. Cerrahi islem siliresince hayvanlarin viicut sicakligi 1s1 kontrollii bir
1sitma masasi kullanilarak 36.5+0.5 °C diizeyinde tutuldu. Reperflizyon doneminde
de 10 dakikalik aralarla ratlarin vital ve motor fonksiyonlari kontrol edildi.
Reperflizyon bitiminde ratlar, servikal dislokasyonla sakrifiye edildi ve hedef
dokular ¢ikartildi. Iskemi olusturulmasi, klempleme islemi sirasinda distal aortta
pulsasyonun kaybolmasiyla, reperfiizyon ise klempin kaldirilmasi sonrasinda distal

aortta pulsasyonun geri gelmesiyle degerlendirildi.
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Resim 2.3: Rat aorta abdominalise iskemi uygulanan yerin goriiniimii.

I/R + 0.5 ml. %0.9 NaCl grubu (grup 4): Ratlara, iskemiden 24 ve 1 saat
oncesi intraperitoneal 0.5 ml %0.9 NaCl verildi.

I/R + 60 mg/kg ALA grubu (grup 5): 60 mg/kg ALA (T5625-1G, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 50 mg/ml etanol solusyonu igersinde ¢oziinerek

iskemiden 24 ve 1 saat Oncesi intraperitoneal 0.5 ml. verildi.

I/R + 100 mg/kg ALA grubu (grup 6): 100 mg/kg ALA verildi.

2.3.Histopatolojik inceleme

Cikartilan dokular 72 saat %10’luk notral tamponlu formaldehit soliisyonu i¢inde

tespit edildi. Doku fiksasyonu, Tablo-4’ deki prosediir takip edilerek hazirlanmigtir.
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Tablo 2.1: Doku Fiksasyonu.

Akan suda Bir gece
% 60 Alkol 1 saat

% 70 Alkol 1 saat

% 80 Alkol 1 saat

% 96 Alkol (I) 1 saat

% 96 Alkol (II) 1 saat

% 100 (Absolii) Alkol (1) 1 saat

% 100 (Absolii) Alkol (II) 1 saat
Xylen (1) 45 dakika
Xylen (II) 45 dakika
Parafin (I) 1 saat
Parafin (II) 1 saat

Mikrotomda dokulardan kesit alimabilmesi i¢in dokular bloklandi. Parafin
bloklardan mikrotom ile rahat kesit alabilmek icin bloklar bir siire buzdolabinda
sogumaya birakildi. Daha sonra bloklar mikrotoma (Thermo Elektron Corporation,
Shandon Finesse E+, England) yerlestirildi. Isik mikroskobik incelemelerde en iyi
goriintliyli saglamak amaciyla kesit kalmliklar1 5 pm olarak ayarlandi. Kesilen
dokular 55°C’ye ayarlanmis benmariye alindi. Doku etrafindaki parafin, sicak suda
acildiktan sonra lamlara alindi. Daha sonra lamlar cam salelere yerlestirildi ve 60°C

etiivde bir gece tutularak boyama islemine hazir hale getirildi.

2.3.1. Hematoksilen-eozin boyama metodu

Kesitlerin boyanmasinda en sik kullanilan metotlardan birisi olan Hematoksilen-
Eozin (H&E) boyama metodu kullanildi (Tablo 5). Boyanip hazirlanan preparatlar
Olympus CX41 mikroskobunda x40’lik biiyiitme altinda incelendi ve elde edilen
gortintiiler Olympus DP20 dijital fotograt makinesi ile resimleri ¢ekildi.
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Tablo 2.2: Uygulanan Hematoksilen & Eosin Boyama Prosediirii.

Ksilen (I) 10 dak.

Ksilen (II) 10 dak.

Ksilen (III) 10 dak.

%100 alkol soliisyonunda 2 dak.

%96 alkol soliisyonunda 2 dak.

%380 alkol soliisyonunda 2 dak.

%70 alkol soliisyonunda 2 dak.

Akan suda 2 dak.
Hematoksilen soliisyonunda 5 dak.

Akan suda 4 dak.

Eosin soliisyonunda 30 saniye

%380 alkol soliisyonunda 2 kez daldir ¢ikar
%96 alkol soliisyonunda 2 kez daldir ¢ikar
%100 alkol soliisyonunda 5 dak.

Ksilen (I) 10 dak.

Ksilen (II) 10 dak.

Ksilen (I1I) 10 dak.

Entellan ile kapatild1

Her gruba ait siyatik sinir kesitleri histolojik olarak konjesyon siddeti, miyelin
dejenerasyon siddeti ve vaskiiler proliferasyondaki dagilimlar1 dikkate alinarak
incelendi. Her bir kesit 0 — 3 arasinda (siras1 ile hasar yok, az hasar, orta dercede

hasar ve siddetli hasar) skorlandu.

Normal 0 (0)
Az hasar + (1)
Orta derecede hasar | ++ (2)
Siddetli hasar +++ (3)
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2.3.2. immiinohistokimya boyama metodu

Immiinohistokimyasal inceleme i¢in sinir dokusundan 6 pm kalinhiginda kesitler
alind1 ve deparafinizasyon islemini takiben kesitler suya indirildi. Suya indirilen
kesitler antijen retrival i¢ginde mikrodalga firinda 20 dakika kaynatildi. Oda 1s1sinda
20 dakika sogumaya birakildiktan sonra kesitler Fosfat Buffer Solusyonu (PBS; pH
7.6) ile yikandi. Bu asamadan sonra hidrojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in
metanolde (Riedel-de Hien 24229) hazirlanan %3’liikk hidrojen peroksit (H,O,) ile
20 dakika muamele edildi. Distile su i¢inde c¢alkalanarak kesitler PBS ile yikand:.
Ozgiil olmayan antikor baglanmalarin1 bloklamak iizere kesitlere %1 preimmiin
rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi. Daha sonra kesitler
nemli chamber i¢inde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor (Rabbit polyclonal
Anti-Fibronectin Antibody, 250500, Abbiotec, USA) ile 1 saat siire ile inkiibe edildi.
Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dakika sekonder antikor soliisyonunda
(Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN) tutuldu. 3 kez PBS’de
yikanan kesitlere 20 dakika streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin
Peroxidase, LabVision, TS-015-HR) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama
sonrasinda 10 dakika 3-amino 9 etil karbazol kromojen soliisyonu (LabVision, TA-
002-HAC) uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 5 dakika
Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama yapildi. Akar suda 5 dakika yikanan
kesitler kapatma soliisyonu (Mounting Medium, LabVision, TA-060-UG) konarak

lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda degerlendirmeye alindi.

Kontrol, sham ve deney gruplar1 arasindaki fibronektin immunreaktivitelerinin
yogunlugu semikantitatif olarak saptandi (Tablo 1). Semikantitatif degerlendirme:
yok (-), zayif (%), hafif (+), orta (++), giiglii (+++), ¢ok giiclii (++++) olacak sekilde
yapild1
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2.4.Biyokimyasal analiz

Numunelerin Muhafazasi

Biyokimyasal analizler i¢in elde edilen tiim dokular aliiminyum folyo i¢ine sarilarak
numaraland1 ve derin dondurucuda -25°C ’de muhafaza edildi. Derin dondurucudan
cikarilan dokularin buzu ¢oziildiikten sonra buzla sogutulmus distile su ile yikandi.

Bu islem 3 defa tekrarlandi (Doku iizerine yapismis eritrositlerin uzaklastirilmasi

icin).

Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu; 0.2 mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu ve
hidroklorik asit (HCI) soliisyonu 50/39.9 (v/v) oraninda karistirilarak hazirlandi. Tim
calismalarda bu tampon kullanildi (Akkus ve Giirbilek, 1997).

Homojenizasyonda Yapilan Islemler ve Numunelerin Hazirlanmasi

Yas agirliklar1 tartilan dokular soguklugu muhafaza edilerek cam tiipe aktarild.
Doku tizerine 2 ml Tris-HCI tamponu eklendi. Buz doldurulmus plastik kap icerisine
yerlestirilen cam tiipteki doku 13.500 devir/dakika hizda homojenize edildi. Son
hacim, doku agirliginin az veya ¢ok olmasina bagl olarak doku agirligmnin 2, 5 ya da
10 kat1 olacak sekilde tampon ilave edilerek tampon miktarlar1 kaydedildi. Tekrar
homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Daha sonra buz iizerinde sonikator
ile 30 saniye siireyle ve 30 saniye araliklarla 3 kez sonike edildi. Homojenatin 1sis1
artirllmadan ependorf tiiplerine aktarildi ve tiiplerin iizeri numaralandi. Yas doku
agirhig1 ve ilave edilen tampon miktarlar1 kaydedildi. Elde edilen homojenatlardan
MDA ve homojenat protein tayini (Lowry metodu ile) yapildi. Homojenatlar, 3200
devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 °C sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek
siipernatan elde edildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT, GSH-Px, ve protein tayinleri
yapildi. Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile vortexlenip cam
tiipte 3200 devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle +4°C’de santrifiij edildi. Ustte

olusan etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini yapildi.
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Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Belirlenmesi

Karaciger, bobrek, beyin, kan MDA seviyeleri Draper ve Hadley (1990)’in metodu
ile caligildi. Bu metodda lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit, +90 °C’de
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek 532 nm’de maksimum absorbans
veren renkli kompleks olusur. Shimadzu UV-1700 (Japonya) marka spektrofotometri
de 6l¢iim yapildiktan sonra MDA- TBA kompleksi absorbans katsayis1 1.56x 10° cm’
" M ™) kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi. Her gram protein basma nmol
olarak ifade edildi (nmol g protein). Tiim dokulardaki protein Sl¢iimleri Lowry

metoduna gore calisildi (Lowry ve ark., 1951).

Nitrik Oksit (NO) Seviyesinin Belirlenmesi

Viicutta endojen tiretilen NO, iiretildigi bolgede saniyeler i¢inde okside olarak dnce
nitrit (NO;)’e daha sonra da nitrat (NOs’)’a donlismektedir. Ayrica proteinden
zengin homojenatta NO analizi yapilirken spesifik olmayan reaksiyonlar da meydana
gelebileceginden, dncelikle numunelerde deproteinizasyon iglemleri yapildi. Daha

sonra nitrit ve nitrat seviyeleri 6lciildii.

Dokularda nitrit ve nitrat miktar1 deproteinizasyon isleminden sonrak Griess
reaksiyonu ile belirlendi (Cortas ve Wakid, 1990). Total nitrit (NO,+NO5"), bakir
kapli kadmiyum graniilleri ile nitrat rediiksiyonu saglanarak spektrofotometrik olarak

545 nm de degerlendirildi. Sonuglar litrede mikromol protein olarak verildi.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi Sun ve ark. (1988)’nin metoduna goére hesaplandi. Bu metod
ksantin/ksantin oksidaz enzim sistemi ile iiretilen siiperoksidin nitroblue tetrazoliumu
(NBT) indirgenmesi kullanilir. Ortamda olusan siiperoksit radikalleri NBT’yi
indirgeyerek renkli bilesik olusturur. Bu renkli kompleks 560 nm’de maksimum

absorbans vertir.
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Bir SOD f{initesi; NBT rediiksiyonunu %50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GSHPx aktivitesi Paglia ve Valentina metodu ile olciildii (Paglia ve Valentine,
1967). GSHPx enzimi, hidrojen peroksit (H»O,) varhiginda rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. Olusan okside
glutatyon, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile tekrar rediikte glutatyon’a
indirgenir. GSH-Px aktivitesinin hesaplanmast 340 nm’de absorbans veren
NADPH’in NADPa yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasi ile yapilir.

Sonuglar miligram protein basina uluslararasi tinite olarak belirlendi.

2.5.Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler Windows SPSS (SPSS 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
kullanilacaktir. Biitiin biyokimasal ve histopatolojik bilgiler ortalama + standart hata
olarak sunulacaktir. Gruplarin dagilimi Shapiro - Wilk testi ile analiz edilecektir.
Grup rat sayilar1 az olmasindan, anormal dagilim gosterebileceginden dolay1
bilgilerin non-parametrik oldugu diisiiniilebilir. Bu yilizden Kruskal-Wallis H-test
analizde kullanilacaktir. Iki grup arasi farklar Mann-Whitney U-testi ile

degerlendirilecektir. P< 0.05 degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilecektir.
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3. BULGULAR

Calismamizda ortaya c¢ikan verileri; histolojik bulgular, immunohistokimyasal

bulgular ve biyokimyasal parametreler olarak ii¢ baslik altinda siraladik.

3.1. Histolojik bulgular

Rat siyatik sinirindeki histolojik degisimler kantitatif olarak degerlendirildi ve
skorlandi. Bu degerlendirmede ele alinan parametreler, vaskiiler konjesyon, vaskiiler
proliferasyon ve miyelin dejenerasyon’du. Bu parametrelerin gruplar arasindaki
degisimleri istatistiksel olarak arastirildi ve p>0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmedi.

Tablo 3.1: Gruplara ait histolojik degisikliklerin skorlarmi gdsteren tablo.

Gruplar Vaskiiler Vaskiiler Miyelin
Konjesyon Proliferasyon Dejenerasyon
I 0.000+0.000 0.000+0.000 0.000+0.000
11 0.143+0.378 0.000+0.000 0.000+0.000
11 2.1434+0.378 1.714+ 0.488 2.000+0.000
v 2.143+0.378 1.714+ 0.488 2.000+ 0.000
\% 1.714+ 0.488 1.571+ 0.534 1.571+ 0.534
VI 0.571+0.534 0.857+0.378 0.714+ 0.488
P degeri
I-111I 0.000 0.001 0.000
I-V 0.001 0.001 0.001
I-VI 0.023 0.002 0.007
nmr-v A.D. A.D. A.D.
III - VI 0.001 0.007 0.001
V-VI 0.005 0.019 0.015

A.D.: Anlaml degil.

Tablo-3.1> deki degerler grup numaralarma uyacak sekilde; I: Kontrol, II:
Sham, III: iskemi — Reperfiizyon (I/R), IV: I/R + %0.9 NaCl, V: I/R + 60 mg/kg
ALA ve VI: /R + 100 mg/kg ALA seklinde numaralandirildi. Tablo-3.1° deki
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sonuglara gore, her ii¢ parametreyi birlikte degerlendirdigimizde, Grup 1 ve 3
arasinda anlamli bir fark oldugu ve Grup 3’te artig gosterdigi; [/R+60 mg/kg ALA
grubu (Grup 5)’nda azalan degerlerin Grup 3’e gore istatistiksel bir fark
olusturmadigi, I/R+100 mg/kg ALA grubu (Grup 6)’nda degerlerin daha da azaldigi

ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanda.

Histolojik bulgularda baktigimiz parametreleri ayr1 ayri grafiklendirerek
inceledik. Miyelin dejenerasyonu, kontrol (Grup 1) ve sham (Grup 2) gruplarinda
gozlenmezken; iskemi-reperflizyon (Grup 3) ve iskemi-reperfiizyon ile birlikte %0.9
NaCl verilen grup (Grup 4)’larda ayni derecede ve istatistiksel olarak anlamli oranda
artis gosterdigini saptadik. Artis gosteren miyelin dejenerasyonun, ALA verilen
gruplarda (Grup 5 ve 6), ALA verilme dozu ile dogru orantili olarak azaldigini
saptadik. 60 mg/kg ALA verilmesi, iskemi-reperfiizyon grubu (Grup 3) ile bir fark
olusturmadig1 goriildii. 100 mg/kg ALA verilen grubun (Grup 6) ise diger gruplar ile
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 tespit edildi (Tablo 3.1, Sekil 3.1).

Miyelin Dejenerasyon
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Sekil 3.1: Gruplar arasindaki miyelin dejenerasyon degisiklikleri.

Vaskiiler proliferasyonda varolan degisiklikler, miyelin dejenerasyonun,

gruplar arasindaki degisimlerine benzemekteydi. Vaskiiler proliferasyonu, kontrol
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(Grup 1) ve sham (Grup 2) gruplarinda goriilmedi. Iskemi-reperfiizyon grubu (Grup
3) ve iskemi-reperfiizyon ile birlikte %0.9 NaCl verilen grup (Grup 4)’larda ayni
derecede ve istatistiksel olarak anlamli oranda artis gosterdigini; artis gosteren
vaskiiler proliferasyonun, ALA verilen gruplarda (Grup 5 ve 6), ALA’nin verilme
dozu ile dogru orantili olarak azaldigini saptadik. 60 mg/kg ALA verilmesi, iskemi-
reperflizyon yapilan grup (Grup 3) ile bir fark olusturmadigi goriildi. 100 mg/kg
ALA verilen grup (Grup 6)’un ise diger gruplar ile istatistiksel olarak anlamli

farkliliklar1 tespit edildi (Tablo 3.1, Sekil 3.2).

Vaskiiler Proliferasyon

2,5

1,5

Proliferasyon Derecesi

0,5

Gruplar

Sekil 3.2: Gruplar arasindaki vaskiiler proliferasyon degisiklikleri.

Vaskiiler konjesyonda izledigimiz degisiklikler, vaskiiler proliferasyon ve
miyelin dejenerasyondaki degisiklikler ve yapilan istatistiksel analizlerdeki sonuglara

benzedigi goriildii (Tablo 3.1, Sekil 3.2).
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Vaskiiler Konjesyon
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Sekil 3.3: Gruplar arasindaki vaskiiler konjesyon degisiklikleri.

Kontrol (Grup 1) grubundaki, hematoksilen-eosin boyama yontemi kullanarak
inceledigimiz kesitlerinde, vaskiiler ve miyelin yapilarini, normal histolojik bulgular
olarak degerlendirdik (Resim 3.1). Iskemi-reperfiizyon grubu (Grup 3)’ndaki
dokularmn histolojik incelemesinde, sinir liflerindeki aksonlarda kaybolma, miyelinde
dejenerasyon ve vaskiiler yapidaki konjesyon ve proliferasyon dikkat ¢cekmekteydi
(Resim 3.2). I/R + 0.5 ml %0.9 NaCl verilen grup (Grup 4)’taki sinir liflerinde
akson kaybolmasi, miyelin dejenerasyonu ve vaskiiler yapilarda proliferasyon ve
oldukga belirgin konjesyon gériildii (Resim 3.3). Iskemi gruplarinda artan vaskiiler
konjesyon ve proliferasyon ile miyelin dejenerasyonun, 60 mg/kg ALA verilmesi ile
azaldig1 goriildii. Histopatolojik bulgularm varligi dikkat ¢ekti. (Resim 3.4). I/R +
100 mg/kg ALA grubu (Grup 6)’nda ise 100 mg/kg ALA verilmesinin, 60 mg/kg
verilmesine gore, sinirde miyelin dejenerasyonda azalma — kaybolma ve vaskiiler
yapilardaki konjesyon ile proliferasyondaki azalma daha belirgin olarak gorildii

(Resim 3.5).
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Resim 3.1: Grup 1°e ait rat siyatik sinir dokusundan histolojik bir goriiniim.
v: Vaskiiler yapilar, kalin oklar: Miyelinli aksonlar olarak gosterildi (H-E X 40).
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Resim 3.2: Grup 3’deki siyatik sinirine ait histolojik bir gériiniim.
v: Vaskiiler yapilar, kalin oklar: Miyelinli aksonlar, ince oklar: Demiyelinize
sinir liflerini géstermektedir (H-E X 40).
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Resim 3.3: Grup 4’e ait siyatik sinirin histolojik bir goriiniimii.
V: Vaskiiller yapilar, kalin oklar: Miyelinli aksonlar, ince oklar:
Demiyelinize sinir liflerini gostermektedir (H-E X 40).
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Resim 3.4: 5. Gruba ait histolojik bir goriintii.
V: Vaskiiller yapilar, kalin oklar: Miyelinli aksonlar, ince oklar:
Demiyelinize sinir liflerini gostermektedir (H-E X 40).
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., o -

|/R+100 mg ALA Grubu
Resim 3.5: 6. Gruba ait histolojik bir goriiniim.

v: Vaskiiler yapilar, kalin oklar: Miyelinli aksonlar, ince oklar: Demiyelinize
sinir liflerini gostermektedir (H-E X 40).
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3.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal boyama yontemi ile yaptigimiz anti-fibronektin antikorlar1 ile
isaretli siyatik sinir kesitlerini inceledi§imizde epindryum, perindryum ve

endondryumda fibronektin immunoreaktvitesi dikkat ¢ekti (Resim 3.6).

Kontrol (Grup 1) ve sham (Grup 2) gruplarma ait sinir dokularinda yapilan
incelemelerde, pozitif fibronektin reaktivitesinin zayif oldugu saptandi (Resim 3.6,

Tablo 3.2).

Iskemi-reperfiizyon grubu (Grup 3) ve iskemi-reperfiizyon ile birlikte %0.9
NaCl verilen grup (Grup 4)’a ait sinir dokularinda yapilan incelemelerde ise, her ii¢
sinir kilifinda da yaygin kuvvetli fibronektin immunoreaktvitesi gozlenirken, ALA
verilen gruplar (Grup 5 ve 6)’da fibronektin reaktivitesinin, Grup 3 ve 4’e gore daha

zayif oldugu dikkati ¢ekti (Resim 3.6, Tablo 3.2).

Tedavi gruplar1 arasinda yapilan degerlendirmede ise 100 mg/kg ALA verilen
grup (grup 5)’da, 60 mgkg ALA verilen gruba (grup 6) gore fibronektin
immunoreaktvitesinin daha az oldugu izlendi. ALA verilen gruplar (grup 5 ve 6)’da
I/R gruplar (grup 3 ve 4)’ ma oranla fibronektin reaktivitesi ve dagiliminin her ii¢

sinir kilifinda da belirgin olarak azaldigi gozlendi (Resim 3.6, Tablo 3.2).

Semikantitatif degerlendirme yok (-), zayif (%), hafif (+), orta (++), giicli
(+++), cok giiclii (++++) olacak sekilde yapild1.
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Tablo 3.2: Kontrol, sham ve deney gruplar1 arasindaki fibronektin immunoreaktvitelerinin
yogunlugunun semikantitatif olarak degerlendirmesi

Kontrol Sham I/R I/R+SF I/R+60 I/R+100
Grup 1 Grup2 Grup3 Grup4 mg/kg mg/kg
ALA ALA

Grup 5 Grup 6

Fibronektin + + +++ ++++ +++ ++
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Resim 3.6: Sinir dokusuna ait farklh gruplardaki fibronektin immunoreaktvitesi gosteren 151k
mikroskopik goruntiiler. Ince ok: Epindryum, kalin ok: Perindryum, ok bast:
Endonéryum (Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, x400).

Resim 3.6’ya gore a: Kontrol (Grup 1), b: Sham (Grup 2), c: I/R (Grup 3), d:
I/R+SF (Grup 4), e: I/R+60 mg ALA (Grup 5), f: IR+ 100 mg/kg ALA (Grup 6)

olarak gosterildi.
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3.3. Biyokimyasal parametreler

Bu degerlendirmede ele alinan parametreler, SOD ve GSHPx enzim aktiviteleri ile
MDA ve NO diizeyleri olup gruplar arasindaki degisimler Tablo 3.3° de gdsterildi.

Gruplar arasindaki degisimlerin istatistiksel analizinde, p>0.05 degeri anlamli kabul

edilmedi.
Tablo 3.3: SOD ve GSHPx enzim aktiviteleri ile MDA, NO diizeyleri.
Gruplar SOD MDA GSHPx NO
(U/mg (nmol/g (U/mg (pmol/g
protein) protein) protein) protein)

I 0.0460+0.0133  75.483149.1936 1.5900+0.1057 8.2504+0.9611
111 0.0112+0.0076  85.1650+7.5948 1.0397+0.1413 6.7877+0.6862
\4 0.0135+0.0100 74.8688+7.2847 1.3824+0.1478 7.4167+0.6895

VI 0.0382+0.0210 66.7438+8.4046 1.5305+0.1567 7.5517+0.7095

P degeri
I-1I1 0.001 0.026 0.001 0.007
I-V 0.002 A.D. 0.026 A.D.
I-VI A.D. A.D. A.D. A.D.
m-v A.D. 0.038 0.004 A.D.
III - VI 0.017 0.007 0.001 A.D.
V-VI 0.026 A.D. A.D. A.D.

A.D.: Anlaml degil.

Tablo-3.3"deki degerler I: Kontrol, II: Sham, III: Iskemi — Reperfiizyon (I/R),
IV: I/R + 9%0.9 NaCl, V: I/R + 60 mg/kg ALA ve VI: I/R + 100 mg/kg ALA seklinde

numaralandirildi.
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SOD enzim aktivitesinin Grup 3 ile birlikte azaldigi; 60 mg/kg ALA verilen
grup (Grup 5)’taki enzim seviyesindeki artigin istatistiksel olarak anlamli olmayacak
diizeyde oldugu; 100 mg/kg ALA verilen grup (Grup 6)’ta ise artigin belirgin oranda
ve anlamli 6l¢iide oldugu saptandi (Tablo 3.3, Sekil 3.4).

SOD

0,07
0,06
(%]
© 0,05
o
S 0,04 -
20,03 -
£ 0,02 -
0,01 -

Gruplar

Sekil 3.4: Gruplar arasindaki SOD enzim aktivite degisiklikleri.

Iskemi-reperfiizyon grup (Grup 3)’u ile anlaml artis gdsteren MDA seviyesi,
ALA verilme dozu ile paralel olarak diistiigii goriildii. Grup 3 ile ALA verilen
gruplar arasindaki degisim istatistiksel olarak anlamli iken ALA gruplar1 arasindaki

degisimde bir fark goriilmedi (Tablo 3.3, Sekil 3.5).
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MDA
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80

40 -

Aktivite Derecesi

20 ~

Gruplar

Sekil 3.5: Gruplar arasindaki MDA seviye degisiklikleri.

GSHPx enzim aktivitesinin Grup 3 ile birlikte azaldigi; ALA verilme dozu ile

orantil1 ve istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide arttig1 izlendi (Tablo 3.3, Sekil 3.6).

GSH-Px

1,8
1,6 -
1,4 -
1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Aktivite Derecesi

Gruplar

Sekil 3.6: Deney ve tedavi gruplari arasindaki GSH-Px enzim aktivite degisiklikleri.

Iskemi ile azalan, tedavi gruplarinda ve doza baglh artis gdsteren NO
seviyelerinin, gruplar arasinda (kontrol ile iskemi gruplar1 arasindaki harig)

istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig1 saptandi (Tablo 3.3, Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: Deney ve tedavi gruplar1 arasindaki NO seviye degisiklikleri.
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4. TARTISMA

Rat siyatik sinir modeli, sinir yaralanmasi sonrasi1 fonksiyonel degisikliklerin
incelenmesinde ve farkli cerrahi yontemler ve medikal tedavilerin etkinliginin
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Calismamizda ALA’nin, ratlara
uyguladigimiz iskemi ve reperfiizyon sonrasi siyatik sinire olan etkilerini inceledik.
Iskemi-reperfiizyon hasarna bagli olarak parametrelerimizdeki dejeneratif bulgulara

karsilik ALA verilmesinin, olumlu etkiler gosterdigini gézlemledik.

Gelismekte olan periferik sinir sisteminde hiicre dis1 matriksin 6nemli bir
bileseni olan fibronektin, sinir rejenerasyonuna katkida bulunur. Fibronektinin
periferal sinir tamirinde, sinir ve kas greftine gore daha elverisli bir materyal oldugu
kanitlanmistir. Fibronektin gen delesyonu olan farelerde, ciddi kardiyovaskiiler ve
sinir sistemi defektleri oldugu goriilmiistiir. Normal periferik sinirde fibronektin
tutulumu schwann hiicre, kan damarlar1 ve perinéryumun tiim katmanlarindaki
perinoral hiicre bazal laminalarinda belirgindir. Fibronektin, yiiksek molekiil agirlikli
ekstraselliiler matriks glikoproteinidir. Integrin de denilen membran - spanning
reseptOr proteinlerini baglar. Fibronektin, ekstraselliiler matriks farklilagsmasinda
onemli rol oynar. Cesitli hiicre tipleri tarafindan eksprese edilir ve vertebralilarin
gelisiminde ¢ok oOnemlidir. Fibronektin, plazmada (300 pg/ml) ve diger viicut
stvilarinda ¢oziiniir formda bulunur. Ekstraselliiler matrikste ¢oziinemeyen formda
bulunmaktadir. Fibronektin c¢oziiniirlik o©zelligine gore iki sekildedir. Bunlar,
¢Oziinlir plazma fibronektin ile az ¢oOziinlir hiicresel fibronektindir. Plazma
fibronektini esas olarak hepatositlerde sentezlenir. Selliiler fibronektin, fibronektin
isoformlarinin olusturdugu daha biiyiik ve daha heterojen bir gruptur. Tek bir
fibronektinin kodladig1 prekiirsér haberci riboniikleik asit (mRNA)’in ¢ok sayida
varyant olusturma kapasitesi vardir. Boylece farkli adezyon, ligant baglama ve
cOziintlirliik 6zelliklerine sahip fibronektinler ortaya ¢ikar. Bu durum, ekstraselliiler
matriksin bilesimini gelisim sirasinda veya dokuya spesifik olarak ayarlanmasi i¢in

hiicrelerin kullandig1 bir mekanizma olusturur. Calismamizda tiim siyatik sinir
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dokusundaki  epindryum, perindryum  ve  endondryumda  fibronektin
immiinoreaktivitesinin I/R sonras1 belirgin sekilde artmasi olusan hasara sinir
dokusunun tepkisini gostermektedir. Sinir dokusunda hasar1 gidermek i¢in ileri
derecede fibronektin artis1 gerceklesmistir. Periferik sinir hasarmin, fibronektin
salinimi ve dagilimi iizerine etkisinin incelendigi bir calismada, civcivlerin sag
tarafindaki medial — ulnar siniri kesilip, fibronektinin rejenere olan sinirdeki dagilimi
incelenmis ve sinir kesisinden bir hafta sonra rejenere olan sinirde, kontralateral
kontrol sinire gore, fibronektin ekspresyonunda biiylik bir artig goriilmiistiir.
Fibronektin reseptorlerinin dagilimi, fibronektinin, hem aksonlar hem de schwann
hiicre go¢ii ve akson rejenerasyonu sirasinda kullanildigini gostermektedir. Bu
bolgede artmus fibronektin, plazma kaynakli ya da rejenerasyon bdlgesindeki
fibroblast ve endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenir. Boylece fibronektin, sinir
rejenerasyonunu iki mekanizma yoluyla kolaylastirabilir. Birincisi, yara bolgesindeki
schwann hiicre go¢iinii arttirarak. Schwann hiicre yiizeyleri, ndrit uzamasini gii¢lii bir
sekilde uyaran cok sayida adezyon molekiilleri icerdiginden, dolayli olarak bu
hiicreler akson biiyiimesi i¢in ¢ekici bir ortam olusturabilmektedir. Tkinci mekanizma
da direkt bir yol olup, fibronektinin kendisi noronal adezyon ve ndrit uzamasi i¢in
cekici bir glikoprotein oldugudur. Fibronektinin rejenere olan biiyliime konileri ve
aksonlar yakininda artmis olan ekspresyonu, fibronektinin rejenere olan aksonlar i¢in
bir ortam olusturdugunu kuvvetle diislindiiriir. Sonu¢ olarak artmig fibronektin
ekspresyonu, sinir kesisine bagli olusan yara yeri yanitinin bir 6zelligi olup, bu
ozellik, schwann hiicre go¢liniin ve akson uzamasinin uyarilmasinda ¢ok 6nemli bir
rol oynamaktadir. Siyatik sinirin gelisiminde goriilen fibronektin artisi, benzer
diizeyde bu sinirin yenilenmesinde de gozlenmektedir. Calismamizdaki iskemi
grubunda goriilen fibronektin artigini, periferik sinir hasarina baghdir, bu artisin
amaci, kesilmis sinir segmentleri arasindaki baglantilar1 tekrar kurmak, sinir
rejenerasyonunu saglamak amacghdir. Nacar ve ark. (2007)" nin g¢alismasindaki
diyabet olusturulan ratlarda, siyatik sinirin hiicre dis1 matriksinde fibronektin
immiinoreaktivitesinnin belirgin artis1 bulgularimizla paralellik gostermektedir.
(Nacar ve Omeroglu, 2004; Pankov ve Yamada, 2002; Lefcort ve ark., 1992;
Akkasoglu ve ark., 2003).
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Caligmamizda, iskemi — reperflizyon sonrasi olusturulan sinir hasarina bagh
fibronektin reaktivitesindeki artis, ratlara ALA verilmesiyle azaldigi ve hatta tedavi
dozu artirilmasinin da (100 mg/kg) bu yogunlugu daha da azalttigini saptadik. Lee ve
ark.(2009) diyabetik ratlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, ALA verilen ratlardaki
fibronektin protein diizeylerinde diisme oldugunu gostermesi, Tuttle ve ark. (2009),
yiiksek glukoz ve aminoasit diizeylerini arttirmak icin verilen proteinli yemekten
sonra, rat mezengial hiicrelerinde = ALA’nin fibronektin indiiksiyonunu inhibe
ettigini gostermesi ALA’nin fibronektin {izerine olan inhibe edici etkisini
gostermekte ve bulgularimizi desteklemektedir. Diger bir calismada, yiiksek glukoz
diizeyi altinda domuz mezengial hiicre kiiltiirlerini ve bu hiicrelerin antioksidan
savunma durumundaki etkileri karsilastirildiginda; yiiksek glukozlu ortamda,
mezengial hiicre kiiltiirlerindeki fibronektin gen ekspreyonunun 6nemli oranda artig
gosterdigi ve yiiksek glukoz diizeyindeki hiicre kiiltiirlerine ALA eklenmesinin,
fibronektin gen ekspresyonunu anlamh 6l¢iide diistirdiigii goriildii. Bu bulgularin, bir
antioksidan olarak ALA nm iskemiye ugramis siyatik sinir dokusunun
rejenerasyonunda  etkili olabilecegi ve sinir dokusunu koruyabilecegini

diistindiirmektedir (Catherwood ve ark., 2002).

Histopatolojik degisikliklerde ele aldigimiz parametreler vaskiiler konjesyon,
vaskiiler proliferasyon ve miyelinde meydana gelen dejenerasyondu. Mitsui ve ark.
(1999)’nin ¢aligmasinda, rat periferik sinirinde iskemi - reperflizyon yaralanmasmna
ALA nm etkisinin arastirildigi calismada, siyatik ve tibial sinirleri besleyen arterlerin
her ikisine 3 ya da 5 saat stirelerle iskemi, takibinde reperfliizyon sonrasi tedavi
gruplarma ip. 3 gin boyunca 100 mgkg ALA verilmesiyle tibial sinirin
dejenerasyonundaki azalmalar, bulgularimiz1 desteklemektedir. Calismamizdaki
sonuclara paralel olarak, iskemi ile olusan fibril dejenerasyonu ve 6demin, ALA
tarafindan azaltildig1 ve bdylece sinir hasarinin korundugunu sdyleyebiliriz. Al-Attar
ve ark. (2010) ise bir organofosfat olan malathiona maruz birakilan ratlarda ALA nin
etkisini histopatolojik olarak gosterdiler. Bir ay boyunca malathion verilmesi ile rat
karaciger hiicrelerinin bir¢ogunda nekroz goriildii. Hepatositlerdeki vakuol
formasyonu ve siniizoidlerdeki diizensizlik, 16kosit infiltrasyonu, kan damarlarinda

hemoraji ile birlikte konjesyon ve dilatasyon saptandi. ALA verilmesinin ise
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karacigerdeki santral ven etrafindaki hiicre diizensizliklerini tersine cevirdigi ve
nekrozisi azalttig1 tespit edildi. Artwohl ve ark. (2007) in-vitro olarak hiicre
kiiltiirtinde yaptiklar1 calismada, ALA’nin vaskiiler endotelyal hiicre apoptozisini ve
proliferasyonunu inhibe ederek vaskiiler yapiyr korudugunu gosterdiler. ALA’nin
cesitli dokulardaki farkli patolojik degisikliklere karsi gosterdigi olumlu
degisiklikler, calismamizda goriilen histolojik bulgulardaki sonuglarla benzerlik

gostermekteydi.

MDA, lipid peroksidasyonu esnasinda olusmakta ve tiyobarbitiirik asitle
reaksiyona girmesi nedeni ile dl¢glimlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bagdatoglu
ve ark. (20006), rat siyatik sinirine iskemi — reperflizyon yaptiktan sonraki MDA
seviyelerinde, kontrol grubuna gore calismamizdaki gibi anlamli olarak yiikseldigini
saptadilar. Senoglu ve ark. (2009) crush yaralanmasindan sonraki rat siyatik sinir
hasarmin, ALA ile 6nlenebilme durumunun arastirdilar ve LA yerine salin verilen
gruplarda doku MDA enzim diizeyinin yiiksek; tedavi gruplarinda ise diisiik
oldugunu tespit ettiler. Boylece, siyatik sinir crush yaralanmasindan once ALA
verilmesinin, oksidatif stresi azaltmaya bagli olarak crush yaralanmasma karsi
koruyucu oldugunu saptadilar. Bu arastirmadaki MDA enzim diizeylerindeki
degisim, calismamizdaki degisimlerle uyum gdstermektedir. Cosar ve ark. (2007)
ALA nm, ovaryum iskemi — reperfiizyonuna olan etkisine baktiklar1 ¢alismada,
iskemi gruplarinda yliksek olan doku ve plazma MDA diizeyinin, ALA verilmesiyle
belirgin olarak diistiigiinii saptadilar. Hagen ve ark. (1999), yas ile iliskili olarak rat
hepatositlerin oksidatif hasar, metabolik hiz ve bunlar iizerine ALA nin etkisini
incelediler. Yash ratlarda MDA diizeyleri, geng ratlara gore 5 kat fazla artarken; R-
LA verilen yagh ratlarda MDA diizeyleri ise belirgin diizeyde azaldigini saptadilar.
Bu calismayla R-LA verilmesinin, oksidatif madde iiretimini belirgin bir sekilde
azaltip yaslanma ile iliskili oksidan hasardaki artis1 engelledigini MDA
seviyelerindeki degisim ile gosterdiler. Budin ve ark. (2009) ALA’nin, diyabetik
ratlardaki plazma ve aort dokusunda MDA aktivitelerini inhibe ettigini buldular.
Amom ve ark. (2008) calismasinda mikrozomal lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak MDA olusumu degerlendirdiler ve ALA verilen grubun, verilmeyen gruba

gore MDA diizeylerini diisiik buldular. Sehirli ve ark. (2008) kolit olusturulan
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ratlardaki MDA seviyesinde anlamli derecede artig saptadilar. ALA verilmesiyle bu
azalmanin normale dondiigiinii gordiiler. Sena ve ark. (2008) diyabetik ve aterojenik
diyetle beslenen ratlarda ALA’nin, endotelyal fonksiyon iizerine etkileri ve ALA’ nin
yararlarmin altinda yatan mekanizmalar1 arastirdilar. Diyabetik ratlarda plazma
MDA seviyelerini, ayni yastaki normal ratlara gore anlamli 6l¢iide yiiksek buldular.
Bu ratlara 3 ay boyunca atrerojenik diyet verilereck MDA diizeyleri daha da artis
gosterdi. Bu ratlara ALA verilmesinin, diger oksidatif stres parametreleri ile birlikte
MDA’y1 da bazal seviyeye indirdigini saptadilar. Kronik sistemik D-galaktoz
maruziyetine baglh farelerde gelisen hafiza kaybi, sinir dejenerasyonu ve oksidatif
hasara bagl alfa lipoik asidin koruyucu etkinliginin incelenmesinde, D-galaktoz
maruziyetine bagli olarak MDA enzim diizeyinin arttigi; ALA verilmesinin MDA
seviyesini azalttigi ve buna bagli olarak periferal oksidatif hasarin da azaldigi

gosterilmistir (Draper ve Hadley, 1990; Cui ve ark., 2006).

Literatiirde, yliksek glukoz diizeyi ve buna bagh olarak gelisen diyabet
hastaliklarina kars1 alfa lipoik asidin etkinligini arastiran oldukg¢a fazla sayida
arastirmalarla karsilastik. Hiperglisemi, reaktif oksijen iriinlerini olusturdugu gibi
aynt zamanda antioksidan mekanizmalar1 zayiflatarak oksidatif stres olusturur.
Catherwood ve ark. (2002) mezengiyal hiicreler ile bir kiiltiir caligmasini yaptilar.
Hiperglisemi durumunda intraselliler MDA’ ’nin arttig1 saptandi. Ortama ALA
eklenmesinin, intraselliler MDA diizeylerini normale ¢evirdigi bulundu. Bir tez
calismasinda, diyabetli siganlarda koenzim Q10 (CoQ10) ve ALA (ALA)
desteklerinin, egzersizle olusan lipit peroksidasyonu ve antioksidan durumu iizerine
etkilerinin belirlenmesi amagland1 ve egzersiz yapan ALA grubunun MDA diizeyi,

egzersiz yapan diyabetli gruptan diisiik oldugu bulundu (Tav, 2008).

MDA enzim degisiklikleri a¢isindan degerlendirdigimizde, ALA’nin bir
antioksidan olarak iskemi — reperflizyon sonrasi rat siyatik sinirinde artan MDA
degerlerini disiirerek gosterdigi koruyucu etkisini, farkli caligmalarda farkl

dokularda da gosterdigini goriiyoruz.
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SOD’un fizyolojik gorevi, hiicreleri serbest oksijen radikallerinin zararl
etkilerine kars1 korumaktir. Oksijen kullanimi1 yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi
fazladir. Buna karsilik ekstraselliiler sivilarda SOD aktivitesi ¢ok diisiiktiir. SOD
seviyesi, hiicresel dejenerasyon ve antioksidan madde birikimi hakkinda bilgi sahibi

olmamizi saglar (Yapar, 2006; Haciyakupoglu ve ark., 2001).

Calismamizda, SOD enzim seviyesinin iskemi ile birlikte azaldigi;; ALA
verilmesiyle de arttig1 gozlendi. Bu artisin daha yiliksek dozda (100 mg/kg) ALA
uygulamasi ile belirgin oranda yiikseldigi saptandi. Senoglu ve ark. (2009) siyatik
sinir yaralanmasindan sonra doku SOD aktivitesindeki diisiisiin ALA verilmesiyle
yiikseldigini gosterdiler. Cosar ve ark. (2007) ovaryum iskemisi sonrasi saptadiklari
SOD seviyesindeki azalmanm ALA verilmesiyle anlamh sekilde yiikseldigini tespit
ettiler. Millitao ve ark. (2010) pilokarpin ile indiiklenen felgli ratlara verilen lipoik
asidin, lipit peroksit iirlinlerini diisiirdiigli gibi SOD enzim diizeyinin arttigini
saptadilar. Cui ve ark. (2006) farelerde periferal oksidatif stres artigini, SOD enzim
diizeyinin azalmasi ile gosterdiler ve verilen ALA takviyesinin SOD enzim diizeyini
yiikselttigini tespit ettiler. Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda elde ettigimiz bu
bulgular c¢alismamizdaki sonuclar1 desteklemektedir. En Onemli antioksidan
enzimlerden biri olan SOD enzimi, siiperoksit radikallerinin hidrojen perokside
cevrilmesini katalize eder. Calismamizda iskemi/reperflizyon sonrast SOD enzim
seviyesinin  diislistiniin, SOD  enziminin  harcanmasma  bagli  olarak
gerceklesmektedir. ALA  verilmesiyle elde edilen SOD diizeylerindeki
yiikselmelerin, ALA’nin antioksidan etkisini olusturan yollarin SOD artigini

saglamasina bagli oldugu soylenebilir.

Stiperoksit radikali SOD enzimi tarafindan hidrojen peroksite doniistiiriiliir.
Hidrojen peroksit ise ya GSHPx ya da katalaz enzimlerince suya doniistiiriiliir.
Katalaz enzim aktivitesinin beyinde olduk¢a diisiik diizeyde olmasi nedeniyle sinir
sisteminde olusan hidrojen peroksidin zararsiz hale getirilmesinden temel olarak

GSHPx sorumludur (Halliwell, 1992; Gaunt ve De Duve, 1976; Sinet ve ark., 1980).
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Literatiirde GSHPx enzim seviyelerinin oksidatif hasara bagli olarak azaldigi;
antioksidan olarak verilen ALA’nin, GSHPx azalmasini normale dondiirdigi
gozlemlendi. Calismamizda da, iskemi ile birlikte azalan GSHPx enzim diizeyinin
ALA verilmesiyle artis gosterdigi saptandi. Odabasoglu ve ark. (2010), kronik
inflamasyona maruz kalan ratlara verilen lipoik asidin, GSHPx aktivitesini
disiirdiigiinii buldular. Sehirli ve ark. (2008) kolit olusturulan ratlarda, rediikte
glutatyon (GSH) seviyesinin anlamli derecede azalmasina karsilik ALA verilmesinin
bu azalmayr normale dondiirdiigiinii gosterdiler. Catherwood ve ark. (2002)
mezengiyal hiicrelerde hiperglisemi durumunda GSH’in azaldigini; ALA
verilmesinin bu azalmayr normal seviyelere dondiirdiigiinii saptadilar. Benzer bir
calismada, artmis glukoz konsantrasyonuna bagli olarak gelisen oksidatif strese
yanitta, GSH konsantrasyonunun anlamli 6l¢lide diisiik oldugu goriildi. Ayni
zamanda, oksidatif stresten once LA verilmesinin, GSH azalmasini 6nledigi tespit
edildi (Maddux ve ark., 2001). ALA sadece antioksidan olarak islev gormekle
kalmayip ayn1 zamanda intraselliiler olarak dihidrolipoata indirgenerek GSH
sentezindeki hiz smirlayici substrat olan sisteinin daha kolay bulunmasini saglar.
GSH konsantrasyonunun normale donmesinin bir sebebi de ALA’nin vy-
glutamilsistein sentetaz subiinitlerinin gen ekspresyonu iizerine olan direkt etkisi
olabilir. Alfa lipoik asid, GSH rejenerasyonunu, sahip oldugu ditiyolan halkasinin
indirgeme 6zelligi ile okside GSH’larin indirgenmesini saglayarak veya GSH-Px
ve/veya GSH sentezinde hiz kisitlayici enzim olan y-glutamilsistein sentetaz

aktivitesini arttirarak yaptigi sdylenebilir.

Calismamizdaki iskemi grubunda GSHPx tiiketim hizinin fazla olmasi,
GSHPx’1n diislis nedeni olarak gosterilebilir. Tedavi gruplarina ALA verilmesi ile
GSHPx seviyelerindeki yiikselmenin nedeni, ALA’nin, lipid peroksidasyonunun
sebep oldugu GSH tiiketimini azaltmasi1 olabilir. ALA’nin bu etkisi tiyol grubu
icermesinden kaynaklanabilir. Uygulanan LA’ dozu arttikca GSHPx’1n artmasi, bu

goriisii desteklemektedir.
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Cosar ve ark. (2007) ovaryum iskemisindeki doku ve plazma NO seviyelerini,
iskemi grubunda; tedavi grubuna gore daha yiiksek saptadilar. Baska bir ¢alismada,
CoQ10 ve ALA takviyesi alan egzersiz gruplarinda NO diizeyi, bu antioksidanlarin
verilmedigi egzersiz yapan diyabetli gruptaki NO diizeyinden diisiik oldugu tespit
edildi (Tav, 2008). Abdel-Zaher ve ark. (2009) farelerdeki potasyum siyanit ile
indiiklenerek olusturulan fel¢ ve mortaliteye karsi alfa lipoik asidin etkisine
baktiklarinda; tedavi 6ncesi NO seviyelerinin yliksek ve yiikselmis NO seviyelerinin

ALA verilmesiyle diistiiglinii buldular.

Serbest oksijen radikali liyesi olan ve sinir sisteminde de yaygin sekilde
bulunan NO, siiperoksit radikalleriyle birlesip peroksinitrite doniiserek NO’nun
yarilanma Omriinii azaltir. Calismamizda, iskemiden sonra ortamda bulunan NO

seviyelerinin diisiisl, bu sayede gerceklesmis olabilir.
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5. SONUC

Sonug olarak, rat siyatik sinir iskemi/reperfiizyon sonrasi goriilen fibronektin
artisinin  ALA ile diismesi, fibronektinin kesilmis sinir segmentleri arasindaki
baglantilar1 tekrar kurmak ve sinir rejenerasyonunu saglamak i¢in TUstlendigi
fonksiyonun; iskemi sonrasi doku iyilesmesinden daha agirlikli oldugunu
gostermektedir. Iskemi ©ncesi verilen ALA’nm sinir dokusundaki MDA’y1
azaltmasinin yaninda SOD ve GSHPx enzim diizeylerini arttirmasiyla goriilen
olumlu degisiklikler, ALA’nin iskemiye maruz kalmis sinirde meydana gelen
patolojik degisikliklere kars1 koruyabilecegini ve ayni zamanda tedavi etkinligini de

arttirabilecek bir potansiyele sahip olabilecegini diistinmekteyiz.
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OZET

Rat Siyatik Sinir Iskemi Reperfiizyon Hasarma Alfa Lipoik Asidin Koruyucu
Etkisi

Lipoik asit (LA), pek ¢ok prokaryotik ve 6karyotik hiicre tiplerinde bulunan ve dogal
olarak olusan bir bilesiktir. LA, alkole bagli karaciger hasari, mantar zehirlenmesi,
diyabet, glokom, radyasyon hasari, Chagas hastaligi, norodejeneratif hastaliklar,
iskemi-reperfiizyon hasar1 (I/R), agir metal zehirlenmesi ve HIV enfeksiyonu gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir. Bu ¢alisma ile ratlarda
I/R sonrasi siyatik sinir iizerine ALA’nin koruyucu etkisi 151k mikroskobik ve
biyokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir. ALA’nin siyatik sinir {izerine
koruyucu etkisi kanitlanirsa, ¢esitli nedenlerle siyatik sinir hasar1 olugma riski olan
ya da olugsmus hastalara uygun dozda ALA verilerek hasarin durdurabilecegi ya da

onlenebilecegini diisiiniiyoruz.

Calismamizda agirliklar1 250-300 gr arasinda olan 42 adet Sprague-Dawney cinsi
erkek ratlar kullanildi. Ratlar, kontrol (Grup 1), sham (Grup 2), I/R (Grup 3), I/R +
0.5 ml %0.9 NaCl (Grup 4), I/R + 60 mg/kg ALA (Grup 5) ve I/R + 100 mg/kg ALA
(Grup 6) olmak fizere alt1 gruba ayrildi. Renal venin distal kismindan itibaren
abdominal aorta’ya iki saat siireyle iskemi ve takibinde ii¢ saat reperflizyon
uygulandi. Cikarilan siyatik sinir dokular1 histopatolojik inceleme i¢in notral
tamponlu formaldehit soliisyonu i¢inde tespit edildi. Histopatolojik incelemede,
hematoksilen-eosin boyama yOntemini kullanarak vaskiiler konjesyon ve
proliferasyon ile miyelin dejenerasyonu semikantitatif olarak degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal ydntemde ise fibronektin immiinoreaktivitesi arastirildi.
Biyokimyasal incelemeler i¢cin dokular ependorf tiiplere alindi ve SOD ve GSHPx
enzim aktiviteleri ile MDA ve NO seviyeleri degerlendirildi. Histolojik ve
biyokimyasal verilerin istatistiksel degerlendirmesi ve karsilastirmalar1 SPSS 16.0
bilgisayar programinda sirasi ile Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis H ve Mann—Whitney
U testleri ile yapild1.
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Histopatolojik inceleme sonucu, iskemi grubuna siyatik sinir dokusunda, vaskiiler
konjesyon ve proliferasyon ile miyelin dejenerasyonun anlamli oranda arttigi; bu
parametrelerin 100 mg/kg ALA verilmesi ile iskemi gruplarina gore belirgin diizeyde
azaldig1 goriildii. Gelismekte olan periferik sinir sisteminde hiicre dis1 matriksin
onemli bir bileseni olan fibronektinin, iskemi grubunda belirgin oranda arttig1; buna

karsilik ALA verilen gruplarda doz ile paralel olarak azaldig1 goriildii.

Biyokimyasal incelemelerde; SOD ve GSHPx enzim aktivitelerinin iskemi ile
birlikte azaldigi; buna karsilik 100 mg/kg ALA verilen grupta SOD ve GSHPx
artisinin daha fazla oldugu saptandi. I/R ile birlikte artan MDA seviyelerinin, ALA
verilen gruplarda dozla iligkili olarak anlamli bir sekilde azaldig1 gézlendi. I/R ile
birlikte azalan NO seviyesinin, ALA verilen gruplarda arttig1 goriildii. Ancak bunun
istatistiksel bir anlam1 yoktu.

Sonug olarak, rat siyatik sinir iskemi/reperfiizyon sonrasi goriilen fibronektin
artisinin  ALA ile diismesi, fibronektinin kesilmis sinir segmentleri arasindaki
baglantilar1 tekrar kurmak ve sinir rejenerasyonunu saglamak i¢in istlendigi
fonksiyonun; iskemi sonrasi doku iyilesmesinden daha agirlikli oldugunu
gostermektedir. Iskemi ©ncesi verilen ALA’nm sinir dokusundaki MDA’y1
azaltmasinin yaninda SOD ve GSHPx enzim diizeylerini arttirmasiyla goriilen
olumlu degisiklikler, ALA’nin iskemiye maruz kalmis sinirde meydana gelen
patolojik degisikliklere kars1 koruyabilecegini ve ayn1 zamanda tedavi etkinligini de

arttirabilecek bir potansiyele sahip olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Alfa-lipoik asit, iskemi-reperfiizyon, koruyucu etki, rat, siyatik

sinir.
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SUMMARY

Protective Effect of Alpha Lipoic Acid on Rat Sciatic Nerve Ischemia

Reperfusion Damage

Lipoic acid (LA), is a compound which is found in many procariotic ve eucaryotik
cell types and formed naturally. Lipoic acid, has been used for the treatment of the
following conditions: alcohol-dependent liver damage, fungal intoxications, diabetes,
glocom, damage by radiation, Chagas disease, neurodegenerative disorders,
ischemia-reperfusion damage, heavy metal intoxications and HIV infections for a
long time. In this study, protective effect of alpha-lipoic acid (ALA) on sciatic nevre
following ischemia-reperfusion (I/R) in rats was investigated by using light
microscopy and biochemical methods. Provided that the protective effect of ALA on
sciatic nevre is proven, we think the damage of sciatic nerve that have already
occured or might occur in the patients due to various reasons may be prevented or

stopped by giving ALA in convenient doses.

In this study, a total of fourty-two Sprague-Dawney male rats whose weights are 250
to 300 gr were used. Rats were divided into six groups as follows: control (Group 1),
sham (Group 2), I/R (Group 3), I/R + 0.5 ml %0.9 NaCl (Group 4), I/R + 60 mg/kg
ALA (Grup 5) and I/R + 100 mg/kg ALA (Group 6). Ischemia was carried out the
abdominal aort starting from the distal part of the renal vein for two hours followed
by reperfusion for three hours. Extracted sciatic nerve tissues were fixed in
formaldehyde solution with neutral pH for histopathologic analysis. In
histopathologic analysis, vascular congestion and proliferation as well as myelin
degenetion was evaluated semiquantitatively using hematoksilen-eosin staining
method. In immunohistochemical method, fibronektin immunoreactivity was
analyzed. For biochemical analyses, the tissues were taken in eppendorph
microtubes and SOD and GSHPx enzyme activities as well as MDA and NO levels
were measured. Statistical analyses for histological and biochemical data were done
using Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis H and Mann-Whitney U and pearson

correlation tests of SPSS 16.0 computer program respectively.
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As a result of histopatological investigations, vascular congestion and proliferation as
well as myelin degeneration were found to be increased significantly in the sciatic
nerve tissues of ischemia group; however, these findings were found to have
diminished significantly in various degrees depending on the ALA groups by giving
ALA (100 mg/kg). Fibronectin, an important component of extracellular matrix in
the developing periferic nervous system, was observed to have increased
significantly in ischemia group; on the other hand, it was observed to have decreased

in paralel to the doses in the ALA given groups.

In biochemical analyses; SOD and GSHPx enzyme activities were found to be lower
by ischemia, however, in the ALA group being given 100 mg/kg of ALA, SOD and
GSHPx enzyme activities were found to have increased. In the ALA given groups,
increased MDA levels by I/R was observed to have decreased significantly in a dose-
dependent manner. The decreased NO level by I/R, was seen increased in ALA-
given groups, though it was not statistically significant.

The fact that fibronectin increase observed after ischemia/reperfusion of rat
sciatic nerve is reduced after administration of ALA indicates that fibronectin’s
function to reconnect cut nerve segments and regenerate nerves is more prominent
than its function in tissue healing after ischemia. ALA administered before ischemia
decreases MDA and increases SOD and GSHPx. We think that these positive
changes show that ALA may protect against the pathological changes in ischemic

nerve and may be used to devise more efficient treatments.

Key words: Alpha-lipoic acid, ischemia-reperfusion, protective effect, rat, sciatic

nerve.
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