Acta Orthop Traumatol Turc 29, 153-156, 1995

Alfa-D tokoferol kullaniminin reperfiizyon travmasindaki
etkilerinin histokimyasal ve ultrastriktirel yontemlerle
incelenmesi

(Tavsanlarda deneysel calisma)
Hakan Giirbiiz("), Osman Ugur Calpur(?, Erkan Yamak®®), Giilara Hiiseyinoval¥, Aydin Akgiin(®

Bu ¢alismada, alfa-D tokoferol (E vitamini) kullaniminin reperflizyon travmasindaki etkisi ultrastriiktirel ve
histokimyasal yéntemler kullanilarak arastiriidi. Deney ve kontrol gruplari, beser adet tavsandan olusturuldu.
Deney grubuna g¢alisma éneesi 7 gin slreyle, glinde tek doz intramiskiler alfa-D tokoferol asetat 100
mg/kg/gun verildi. Kontrol grubunda ise herhangi bir ilag kullaniimadi. Reperfiizyon travmas, tavsanlarin alt
ekstremitelerine turnike uygulanmast fle olusturuldu. Turnike uygulanmasina bagll olusan serbest oksijen radi-
kallerinin, lipid peroksidasyonu sonucu olusturdugu malondialdehid varligi, periferik sinir dokusunda arastiril-
di. Deney grubunda malondialdehidin istatistik agidan anlamli bir sekilde dls(ik oldugu gérildi (p<0.001). Ult-
rastriiktirel incelemede ise, periferik sinir ve kas motor Unitelerindeki yapisal degisiklikler arastirildi. Deney
grubundaki ultrastiktiirel incelemelerde, doku yikiminin geri dénlisdmli ve hafif oldugu gdrildi. Kontrol gru-
bunda ise, doku yikimi oldukca ciddi ve geri déntisimstizdi. Bu bulgular; serbest oksijen radikali varliginin,
dokuda yikima sebep olacagini; alfa-d tokoferol kullamminin ise, serbest oksijen radikallerinin lipid peroksi-
dasyonunu engelleyerek, dokularin yikimina engel olabilecegini bize gosterdi. Sonug olarak, turnike uygula-
masi diistntlen olgularda, cerrahi dncesi alfa-d tokoferol kullaniimasiyla dokularin reperfiizyon travmasindan
korunabilecegi diistndildd.

Anahtar kelimeler: E vitamini (alfa-d tokoferol), reperfiizyon travmas!, malondialdehid, ultrastriktirel
inceleme, motor Gnite, periferik sinir

Investigation of the effects of alpha-D tocopherol use in reperfusion trauma by histochemical and
ultrastructural methods (Experimental study in rabbits)

In this study, the effect of alpha-d tocopherol used in reperfusion trauma was investigated by histochemi-
cal and ultrastructural methods. The rabbits were divided into the study and the control groups each consis-
ting of five subject. The rabbits in this study in 100 mg/kg doses once a day before the reperfusion trauma
had been performed. The animals in the second group were given no medication and served as control. Re-
perfusion trauma was performed by tourniquet application to the lower extremities of the animals. After the
constitution of the reperfusion trauma, the existence of malondialdehid was examined in nerve tissue which is
formed by the lipid peroxidation of the free oxygen radicals. The malondialdehid levels were found to be sig-
nificantly low in the study group (p<0.001). Ultrastructurel examination also showed that the tissue destruction
in nerve tissue and motor unit was slight and reversible in this group. On the other hand, in the animals cons-
tituting the control group, this destruction was rather severe and irreversible. These results were interpreted
as; the presence of free oxygen radicals gives rise to destruction in the tissues and this effect may well be
prevented by using alpha-d tocopherol which inhibitis lipid peroxidation of free oxygen radicals.

Keywords: Vitamin E (Alpha d tocopherol), reperfusion trauma, malondialdehid, ultrastructural methods,
motor unit, periferic nerve

luinike uygulamalari ortopedik cerrahi girisimler-
de siklikla kullanilir. Bu uygulamalarda, doku belli bir
sire kansiz birakilarak hem cerraha rahat bir galigma
ortami saglanir, hem de olasi kan kayiplari dnlenir.
Ancak, bu uygulama ayni anda serbest oksijen radi-
kali olusumuna neden olarak reperflizyon travmasina
yol acar. Serbest oksijen radikalleri, 6zellikle lipid pe-
roksidasyon ile olusan doku hasarindaki en temel et-
kendirler (8, 9). Bu nedenle biz de, bu deneysel calis-
mada, alfa D totoferoliin, turnike uygulamasina bagh
olusan serbest oksijen radikallerinin kas ve motor
linite Gzerindeki yikici etkilerini, ne élglide degistirdi-
gini arastirdik.

Materyal metod

Calismada ortalama agirhigi 1.7 kg olan on adet
ada tavsani kullanildi. Deney ve kontrol gruplari be-
ser adet tavsandan olusturuldu. Kontrol grubundaki
deneklere herhangi bir tedavi uygulanmazken, deney
grubundakilere turnike uygulamasi 6éncesi 7 gin si-
reyle, her giin tek doz intramuskiler 100mg/kg alfa D
tokoferol asetat verildi. Her iki grup tavsanlarin alt
ekstremitelerine ikiser saat sireyle turnike uygulandi.
Bu islem ketamin ve rompun anestezisi altinda ger-
ceklestirildi. Turnike uygulamasinin sonlandiriimasini
takiben 60. dakikada hem malondialdehid olgimi,
hem de ultrastriktiirel inceleme icin periferik sinir do-
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ku érnegi alindi. Serbest oksijen radikallerinin lipid
peroksidasyonu sonucu olusturdugu malondialdehid
tiyobarbutirik asit yontemiyle arastinldi (3). Ultrastriik-
tirel incelemede ise, hicrelerdeki hasarin derinligi ve
geri dontsumllligu her iki grup arasinda kiyaslama
yapilirken incelendi.

Bulgular

Tiyobarbitirik asit yontemiyle arastirilan malondi-
aldehid miktarlarn n.mol/gr cinsinden Tablo 1'de veril-
mistir. Sonuclar "Student'in t testi" ile kiyaslandigin-
da, kontrol grubunda malondialdehid miktarinin an-
lamli bir sekilde yiliksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.001). N

Deney grubu” Kontrol grubu”®

Saf Sol Sag Sol
1. Tavgan 9984 10140 16224 15912
2. Tavsan 7800 7956 -‘ 16682 24024
3. Tavsan 11700 10296 24648 19188
4. Tavsan 8736 9360 15736 17784
5. Tavsan 9672 8424 20436 14040

Tablo 1: Deney ve kontrol gruplarimin malondialdehid miktarlan
(") n. mol/gr cinsinden

Kontrol grubunda, sinir liflerinde ve kas motor
unitelerde ciddi destriiktif ve dejeneratif degisiklikler
tespit edildi. aksonlarda 6dem, nérofibril ve mitokond-
rillerin sayisinda bazen yok olmaya kadar giden azal-
ma dikkati cekmekteydi. Myelin kiliflarinda disosiyas-
yon, fragmantasyon, paralelligin kaybi ve membran-
larin arasinda genigleme dikkati gekmekteydi (Resim
1). Myosit hicre bosluklarinda 6dem ve dejenere ol-
mus motor Unite tespit ediliyordu. Sarkolem (postsi-
naptik bosluk) ve aksolem (presinaptik bosluk) ara-
sinda primer sinaptik bosluk kaybolmustu. Aksolem
ve sarkolem membran gibi izlenmekteydi (Resim 2).
Myelin liflerinin etrafindaki Schwann hicrelerinde ha-
fif aktiflesme tespit edildi. Sitoplazmalarinda; endop-
lazmik retinakulumun, ribozomlarin, serbest polizom-
larin ve mitokondrilerin sayisi artmisti. Bazi Schwann
hicrelerinin sitoplazmalarinda, rezorbsiyona ugramis
dejenere myelin membranlar ve pargalanmig sinir lif-
leri tespit edildi. Birkag yerde sinir liflerinin hafif hi-

Resim 1: Aksonlarda 6dem, norofibril ve mitokondrilerin sayisinda
azalma izlenmekte. Myelin kiliflarinda ise dissosiyasyon,
fragmantasyon, paralelligin kaybi ve membranlarnn

arasinda genigleme gorilmekte (X10000)

perplazisi gorildi. Buna karsin, deney grubundaki
hayvanlarin ultrastriiktirel incelemelerinde; myositler-
de yogun ddem, sitoplazmada myoflamentlerin disor-
ganizasyonu, mitokondrilerin homojenizasyonu tespit
edildi (Resim 3). Myosit bosluklarinda, kollajen lifleri
arasinda bulunan kas motor Unitesinin sinaptik
membranindaki, mikrovezikul ve mitokondrilerde ya-
pisal degisiklikler gérilmedi (Resim 4). Myelinli sinir
liflerinde, Schwann hiucrelerinde, sinir lifleri arasinda
ddem ve myelin dissosiasyonu izlendi. Ancak degi
siklikler destriktif ve dejeneratif karakterde degildi

&

Resim 2: Myosit hicre bosluklarinda 6dem ve dejenere olmus
motor (nite izlenmekte. Aksolem ve sarkolem arasinda
primer sinaptik boslugun kayboldugu, aksolemin
sarkolem gibi izlendigi gdriimekte (X10000)

Resim 3: Myositlerde yogun 6dem, sitoplazmada myoflamentlerin
disorganizasyonu, mitokondrilerin homojenizasyonu
gordimekte (X10000)

Resim 4: Sinaptik membranda, mikrovezikiiller ve mitokondrilerde
yapisal degisiklik yok (X15000)
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Resim 5: Myelinli sinir liflerinde, Schwann hiicrelerinde ve sinir
lifleri arasinda 6dem, ayrica myelin dissosiyasyonu
gordlmekte (X 1000)

(Resim 5). Myelinli ve myelinsiz sinir liflerinin prolife-
rasyonu gozlendi. Tim bu bulgular, kompansatuar
degisiklikler olarak yorumlandi.

Tartisma

Son yériingesinde eslesmemis elektron iceren
atom, ya da atom gruplarina serbest radikaller denir
(15). Serbest radikaller cok genis bir ailedir. Ozellikle
aerob organizmalarda serbest oksijen radikalleri ¢ok
onemlidir (2). Serbest oksijen radikalleri, normal hiic-
re metabolizmalarinda olusursa da, defansif meka-
nizmalarla hiicreye zarar vermeden aninda yok edile-
bilir (10).

Serbest oksijen radikalleri cesitli yollarla olusur-
lar. Bunlar arasinda en ¢nemlisi. iskemik dokularin
reperfiizyonudur (8, 9, 10, 20). Iskemi suresince do-
kunun ATP stogu hipoksantine dontstr. Dokuda
olusmus proteazlar yardimiyla, reperfiizyonla dokuya
gelen oksijen, serbest oksijen radikalleri olusumuna
yol acar (5). Replantasyon sonrasi gorilen "Reflow
fenomen", reperfiizyon travmasinin hem klinigi, hem
de patogenezi acisindan tipik drnegini teskil eder
(21).

Serbest oksijen radikalleri: fosfolipidlerden arasi-
donik asit agiga cikararak, hicreye zarar verecek
HETE ve prostaglandinleri olusturular (1). Ayrica
makrofajlari ortama cekip, hicre yikimini arttirirlar
(17) ve Na+-K+ ATP enzimini inhibe edip, hicre
membraninin butlnligund bozarlar (11). Ozellikle de
lipid peroksidasyonu ile dokuya zarar verirler (10,
13).

Serbest oksijen radikallerinin direkt hiicre igi tes-
piti zor ve pahalidir (12). Bu nedenle serbest oksijen
radikali tespitinde indirekt yontemler kullanilir. Ser-
best oksijen radikallerinin. lipid peroksidasyonu sonu-
cu olusturdugu malondialdehid tiyobarblitirik bir yon-
temdir (3). Biz de, calismamizda inceledigimiz perife-
rik sinirlerde, tiyobarbditirik asit yéntemi ile, serbest
oksijen radikali varhgini arastirdik.

Yaplilan caligmalarda, turnike sonrasi gesitli za-
man dilimlerinde alinan doku parcalarindaki malondi-
aldehid miktarlarinin en yiksek seviyeye 60. dakika-
da ciktigi gozlenmistir (14). Calismamizda, malondi-

aldehid miktarini en yiiksek seviyeye ulastigl gosteri-
len 60. dakikada dlctlik. Ayrica, ayni zaman dilimle-
rindeki serbest oksijen radikali aktivitesine bagli doku
hasarini da arastirdik. Ciinkl serbest oksijen radikali-
ne bagl doku hasari en cok bu ana kadar olusacak
ve sonrasinda devreye giren oksido-rediksiyon ve
enzimatik reaksiyonlar radikal aktivitesini ortadan kal-
diracaktir (1, 3, 10). Ancak, doku hasari da o ana ka-
dar olusmus olacaktir.

Alfa D tokoferol (E vitamini) membran stabilizas-
yonunu koruyucu ve lipid peroksidasyonu engelleyici
etkiye sahiptir (16, 18). Anti oksidan olarak da bilinir
(2). Yiksek lipid ¢ézinirligl nedeni ile kolayca
membran fosfolipidleri arasina girmekte ve 20 kar-
bonlu doymamis yag asitlerini redikte ederek serbest
oksijen radikallerinin biomembranlarda gelistireceqi li-
pid peroksidasyonunu 6niemektedir. Ancak bu etkiler
belli bir stre kullammi sonucu olusur (19). Biz de bu
etkileri saglamak icin tavsanlara turnike uygulanma
sindan 7 giin énce alfa d tokoferol asetat verdik.

Ayrica alfa d tokoferol serbest radikallerle birlese-
rek "tokoferol kuinon"a ddnismekie ve bu sekilde
serbest radikal temizleyici islemini de gerceklestir-
mektedir. Yine tokoferol kuinon bilesigi de, lipid pe-
roksidasyonu ve trombosit agregasyonunu inhibe et-
mektedir. Bu etkilerin disinda alfa d tokoferolun fosfo
lipaz A2, C ve D'nin biomembranlardaki zararl etkile-
rini &nledigi de gdsterilmistir (2, 4, 6, 7).

Kontrol grubuna oranla daha ciddi destriiksiyon
ve dejenerasyonun yani sira, deney grubuna gore
cok daha hafif kompansatuar bulgularin mevcut ol
masi, deney grubunda ise doku hasarinin hafif ve ge-
ridénisimid olmasi, ayrica deney grubundaki malon-
dialdehid miktarinin istatistiki agidan anlamli bir sekil-
de disik bulunmasi, bize serbest oksijen radikali ak-
tivitesi ile doku hasari arasinda dogru orantinin varl
gini disiindlrdu. Serbest oksijen radikali aktivilesin-
deki bu dists ise, deney grubunda alfa d tokoferol
kullanimina bagland:.

Bu nedenle, turnike kullaniimasi énceden plan-
lanmamis ameliyatlarda, alfa D tokoferolun cerrahi
oncesi kullaniimasinin yararli olacag: kamsindayiz.
Bu sekilde turnike uygulanmasinin ortaya gikaracag|
serbest oksijen radikallerinin ve bunlara bagl doku
hasarlarinin azaltilabilecegini distinmekteyiz
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