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OZET

Amag: Bu ¢alismada, intraserebroventrikiiler olarak verilen demirin, sigan serebellar Purkinje hiicrelerinde olusturdugu norotoksisiteye kars1 yagda
¢oziilebilen giiglii bir antioksidan olan vitamin E’nin (o-tokoferol) etkisini arastirdik.

Gere¢ ve Yontem: Siganlar, kontrol, demir ve demir+vitamin E gruplari olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Demir ve demirt+vitamin E gruplarindaki
siganlara intraserebroventrikiiler olarak demir (FeCl;6H,O, 200 mM, 2.5 pl) verildi. Demir+vitamin E grubundaki siganlara operasyonu takiben on
giin siireyle 100 mg/kg/giin dozunda vitamin E intraperitoneal olarak verildi. Onuncu giiniin sonunda, biitiin gruplardaki hayvanlar intrakardiyak yolla
perfiize edildikten sonra dekapite edildiler. Beyin dokular1 ¢ikarilarak standart histolojik doku takibi uygulandi. Toplam Purkinje hiicre sayilar taraf-
s1z sayim metodu olan stereolojik yontemle hesaplandi.

Bulgular: Ortalama toplam Purkinje hiicre sayilari, kontrol grubunda 490584+13286; demir grubunda 33149710764 ve demir+vitamin E grubunda
412118+15842 olarak bulundu. Demir ve demirtvitamin E gruplan karsilastirildiginda, vitamin E’nin demirin indiikledigi Purkinje hiicre kaybini
%32.4’den %15.9’a diisiirdiigii bulundu (p<0.01).

Sonug: Bu ¢aligmanin sonuglari, vitamin E’nin sigan serebellumunda demirin indiikledigi Purkinje hiicre kaybini dikkate deger 6l¢iide geri ¢evirdigini
gosterdi. Bu néroprotektif etkinin, vitamin E’nin serbest radikaller iizerine antioksidan aktivitesinden kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Vitamin E, demir, Purkinje hiicresi, stereoloji

ABSTRACT

Protective Effect of Vitamin E against Iron -induced Neurotoxicity in the Rat Cerebellum

Objective: In this study, we investigated the effect of vitamin E (a-tocopherol), a potent fat-soluble antioxidant, against intracerebroventricular-
injected iron-induced neurotoxicity on the cerebellar Purkinje cells in rats.

Materials and Methods: Rats were divided into three groups: control, iron and iron+vitamin E groups. Rats in the iron and iron+vitamin E groups
received intracerebroventricular iron (FeCl;6H,0, 200 mM, 2.5 ul), while those in iron+vitamin E groups were intraperitoneally injected with vitamin
E (100 mg/kg/day) once a day after the operation for 10 days. After 10 days, all rats were perfused intracardially and then sacrificed. Brain tissues
were removed and standard histological techniques were performed. The total numbers of Purkinje cells were estimated using unbiased stereological
techniques.

Results: Means of the total numbers of Purkinje cells in the cerebellum were estimated as 490584+13286, 331497+£10764, 412118+15842 in the
control, iron and irontvitamin E groups, respectively. Comparison between iron and iront+vitamin E groups revealed that vitamin E significantly
attenuates the iron-induced neuron loss from 32.4% to 15.9% (P < 0.01).

Conclusion: Findings of the present study show that a-tocopherol considerably reverses iron-induced Purkinje cell loss in cerebellum. It is thought
that this effect may be due to the scavenging activity of vitamin E on free radicals.

Key words: Vitamin E, Iron, Purkinje cell, stereology

(1). Bununla birlikte, demir beyinde substansiya nigra, globus
pallidus ve serebellumun gri maddesi gibi bazi alanlarda en
fazla bulunan metallerden biridir (2). Ayrica, beyin demir
metabolizmasi, demirin bazi ndrodejeneratif hastaliklarla
ilgili oldugunun bilinmesi lizerine giderek artan bir arastir-
ma alam haline gelmistir. Ornegin, Parkinson hastalig1,
Alzheimer hastaligi, Amyotrofik lateral skleroz ve Friedreich
ataksisi gibi birgok norodejeneratif hastalikta beyinde demir
miktarmin yiikseldigi tespit edilmistir (3). Daha 6nceki yap-

Demir, insan viicudunda pek ¢ok metabolik ve biyokimya-
sal olaylarin gergeklesmesi igin esansiyel bir mineraldir.
Hemoglobin, miyoglobiilin gibi molekiillerin ve katalaz,
sitokrom oksidaz ve peroksidaz gibi enzimlerin sentezinde
onemli rol oynar. Kontrolsiiz demir ilaglarinin kullanimina
bagl akut ve kronik zehirlenmelerde, asir1 kan transfiizyo-
nunda ve bir genetik metabolizma hastalig1 olan hemokroma-
tozisde viicutta demirin asir1 miktarda biriktigi bildirilmistir
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mis oldugumuz g¢alismalarda intraserebroventrikiiler olarak
injekte edilen demirin serebellumdaki Purkinje hiicrelerinde
ve hipokampustaki piramidal hiicrelerde hasara neden oldugu
gosterilmistir (4,5). Beyindeki demir miktarinin artiginin
oksidatif stresi indiikledigi (6,7) ve bu durumun da néron
6liimiine neden oldugu belirtilmistir (3, 8).

Hiicrede meydana gelen ¢esitli reaksiyonlar sonucu
olusan serbest radikallerin olumsuz etkilerine karsi antioksi-
danlar tarafindan hiicre korunmaktadir. Antioksidan sistem,
serbest radikallerin etkilerini farkli basamaklarda énlemeye,
smirlamaya veya kismen tamir etmeye ¢alisir (9). Bu antiok-
sidan molekiillerin en dnemlilerinden birisi de yagda eriyip
hiicre zarinda kolaylikla gecis yapabilen vitamin E’dir
(a-tokoferol). Hiicre membranlarinin biitiinliigiiniin korunma-
st vitamin E’in en Onemli fonksiyonlarindan birisidir. E
vitamini (a-tokoferol) serbest oksijen radikallerinin olusma-
sina neden olan lipid peroksidasyon reaksiyonunun ilerleme-
sini Onleyen major zincir kirict bir antioksidandir (10,11).
Bununla birlikte, a-tokoferol non-enzimatik ve hizl
antioksidan reaksiyonlar olusturur ve eger serbest oksijen
radikalleri olugsmus ise onlar1 da nétralize eden en giiglii anti-
oksidanlardan biridir (12,13). Eksikliginde hiicrelerin perok-
sitlere karsi duyarliligi artar ve anormal hiicre membranlari
olusur, alyuvarlarda yasam siiresi kisalir. E vitamini sevisin-
deki diistikliigiin spinoserebellar dejenerasyona da sebep
oldugu belirtilmistir (14). Ayrica, penisilin ile deneysel epi-
lepsi olusturulan siganlarda vitamin E epileptik aktivitenin
frekansini azaltarak antiepileptik etki gostermistir (15).

Serebellum, periferdeki gesitli reseptorlerden beyine
gelen bilgi ile beynin bu bilgilere karst olusturdugu cevaplari
karsilastirarak hareketlerin  diizenlenmesinden sorumludur.
Bu fonksiyonu yerine getiren serebellum korteksinin tek ¢i-
kigt Purkinje hiicreleridir. Dolaysiyla, serebellumun fonk-
siyonlarinda Purkinje hiicrelerinin ¢ok énemli bir yeri olmak-
la birlikte bu hiicreler alkol toksisitesi ve iskemi gibi cesitli
patolojik durumlara da oldukg¢a duyarlidirlar (16,17). Ayrica,
daha 6nce yapmis oldugumuz bir ¢aligmada da, intraserebro-
ventrikiiler olarak verilen demirin, sigan serebellar Purkinje
hiicrelerinde norotoksisite olugturdugu gosterildi (5). Sunulan
calismada, intraserebroventrikiiler olarak verilen demirin,
sigan serebellar Purkinje hiicrelerinde olusturdugu norotoksi-
siteye karst hiicre membranlarinin korunmasinda giiclii bir
antiokidan olan vitamin E’nin noroprotektif etkisinin olup
olmadigini arastirildi.

GEREC ve YONTEM
Hayvanlar

Caligmada, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’nden alinan, agirliklart
210+25g olan Albino Wistar erkek si¢anlar kullanildi. Bu
calismada yapilan biitiin uygulamalar, Ondokuz Mayis Uni-
versitesi Hayvan Etik Kurulunun protokollerine uygun olarak
yapilmistir. Siganlar kontrol, demir ve demir+E vitamini
grubu olarak 3 gruba ayrildi (n=10). Deneylere baslamadan
bir hafta 6nce alinan siganlar tek tek kafeslere yerlestirildik-
ten sonra 20+£2°C’de, 12 saat aydinlik-karanlik (07.00-19.00)
ortamda istedikleri kadar yem ve su alabilecekleri sekilde
ayni laboratuar ortaminda bakimlart yapildi.

Operasyon ve Histolojik Prosediirler

Operasyondan 12 saat dnce ag¢ birakilan siganlarda ope-
rasyonun hemen Oncesinde, ketamin (100mg/kg) ve ksilasin
10 mg/kg intraperitoneal (i.p.) olarak yapilan injeksiyon ile
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anestezi olugturuldu. Sicanlar steriotaksik cihaza sabitlendik-
ten sonra kafa derileri elektrikli koter ile (Ellman Surgitron)
orta hattan rostro-kaudal yonde 2cm kesilerek agildi. Kafa
kemigi lizerinde bulunan tendon ve fasyalar uzaklastirildiktan
sonra, Bregma net olarak goriildii. Sol lateral ventrikiile uygun
olacak sekilde Bregmanin 2mm lateralinde 0.6mm posteriyo-
rinde Imm c¢apinda bir delik acildi (18). Buradan 4.2mm
derinlige kadar Hamilton mikroenjektorii ile 0.5ul/dk hizinda
2,5ul, 200mM’lik FeCl; ¢ozeltisi, demir ve demir+E vitamini
grubundaki siganlara intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak
verildi (19). Kontrol grubundaki siganlara ise ayn: hacimde
serum fizyolojik, i.c.v. olarak verildi. Enjeksiyonu takiben
insizyon yeri dikilerek 10% povidon iyot ile temizlendi ve
hayvanlar kafeslerine yerlestirildi. Operasayondan sonra si-
canlar 10 giin siireyle yasatildi. Bu silire boyunca demir+E
vitamini grubundaki hayvanlara 100mg/kg/giin dozunda E
vitamini i.p. olarak verildi (20). Kontrol ve demir grubundaki
sicanlara ise ayni hacimde serum fizyolojik i.p. olarak verildi.
On giinliik siirenin sonunda, hayvanlar derin iiretan anestezisi
altinda %10’luk formaldehid ve salin ile intrakardiyak yolla
perfiize edildi. Perfiizyon tamamlandiktan sonra beyin doku-
lar1 ¢ikartilarak, beyin korteksi ve serebellum bir birinden
ayirtildi ve serebellumlar standart histolojik doku takibi
uygulandiktan sonra paraplast bloklara gomiildii. Mikrotom
ile (Leica RM 2135), horizontal planda, bloklardan 40pm’lik
kesitler alinarak kresil violet ile boyandi.

Kesit drnekleme ve stereolojik analiz

Daha 6nceki yapilan galismalar da kullanilarak Purkinje
hiicre tabakasinin hiicresel yapi 6zellikleri belirlendi (5,21).
Sistematik olarak yapilan Orneklemede (ssf:1/7) her yedi
kesitten bir tanesi alind1 ve bu sekilde her hayvandan ortala-
ma 14-16 cerebellum kesiti elde edildi. Serebellumdaki top-
lam Purkinje hiicre sayilar1 ve analizleri bilgisayar destekli
stereolojik goriintli analiz cihazinda optik par¢alama metodu
kullanilarak hesaplandi (12). Hiicre sayim alanlarinin belir-
lenmesi ve sinirlarinin ¢izilmesi CAST Grid stereolojik analiz
yazilimi (Olympus, Denmark) kullanilarak yapildi. Her bir
kesitteki hiicre sayilar1 yaklagik 500 hiicre sayacak sekilde
ornekleme yapilarak elde edildi. Randomize olarak secilen
serebellum kesitinde x-y basamaklarinda 200*200pum adim-
larla 6rnekleme yapildi ve bu segilen alanlar 100x’lik objek-
tifde optik disektdr probuda kullanilarak analiz edildi. Optik
disektor sayiminda tarafsiz olarak ayarlanmis olan %20’lik
sayim ¢ergevesi kullanildi. Boylece, 6rnekleme yapilan alani-
nin fraksiyonu (asf) 587/40.000um’ olarak hesaplandi (5).

Optik parcalama metodunun son basamaginda ise Or-
nekleme yapilan yerin kesit kalinlig1 belirlenmektedir. Kesi-
tin {ist kisminda Sum st giivenlik zonu birakildiktan sonra
10um’lik disektdr yiiksekligi ayarlanan bolgede sayim ya-
pilmaktadir. Biitiin bu tip 6l¢iimler stereoloji sistemine uyu-
mu saglanmis dijital bir mikrokator (Heidenhain, Germany)
ile yapildi. Bundan dolayi, en son Ornekleme basamagi
genellikle kalinlik 6rnekleme fraksiyonu olarak (tsf) olarak
adlandirilir ve [Disektor ylikseklig]/[ortalama kesit kalinligi]
ile hesaplanir. Toplam kesitlerin ortalama kalinlig
28.25+2.06um olarak hesaplandi. Biitiin kesitlerdeki 6rnek-
lemeler tamamlandiktan sonra 6rneklenen Purkinje hiicreleri
disektor partikiilleri (Q-) olarak hesaplandi. Toplam Purkinje
hiicre sayis1 (N) olarak kabul edilerek asagidaki formiil ile
hesaplandi; N=[1/ssf]*[1/asf]*[ 1/tsf]xZQ-

Elde edilen veriler Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) v12.0 yazilimi kullanilarak istatistiksel
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acidan degerlendirildi. Toplam ortalama Purkinje hiicre
sayisinin analizi i¢in post hoc Tukey testi kullanildi. Grafik
ve metin icerisinde kullanilan deney gruplarina ait degerler
ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Testler-
den elde edilen sonuglara gére p degeri 0.05’in altinda olan
farkliliklar anlamli kabul edildi.

Sekil 1. Serebellumdaki Purkinje hiicrelerinin mikrofotograflari: (A)
Kontrol, (B) demir ve (C) demir+vitamin E grubu. Fotograf A 'nin
tizerinde serebellumun hiicre tabakalari gosterilmektedir (GL: gra-
niiler tabaka, PL: Purkinje tabakasi, ML: molekiiler tabaka). Fotog-
raflardaki oklar Purkinje hiicrelerini gostermekte olup, C’deki bar
40 um’yi ifade etmektedir.

BULGULAR

Kontrol, demir ve demir+E vitamini gruplarina ait serebellar
Purkinje hiicre sayilarindaki degisimin mikrofotografi Sekil

Kozan ve Ark.

1’de gosterilmistir. Serebellumdaki Purkinje hiicre sayilart
ortalama; kontrol grubunda 490584+13286; demir grubunda
331497£10764; demir+E vitamini grubunda 41211815842
olarak bulundu. Gruplara ait varyasyon katsayisi (CV) ve
hata katsayis1 (CE) sirasiyla kontrol grubu i¢in 0.04, 0.06,
demir grubu icin 0.09, 0.05 ve demir+vitamin E grubu i¢in
0.06, 0.05 olarak bulundu.

Kontrol, demir ve demir+E vitamini gruplarina ait
serebelumdaki ortalama toplam Purkinje hiicre sayila-
rindaki ylizde degisim Sekil 2°de gosterilmistir. Demir
grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, serebel-
lumdaki Purkinje hiicre sayisinin %32.4 oraninda azal-
dig1 tespit edildi (p<0.001), (Sekil 2). Demir+vitamin E
grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, Purkinje
hiicre sayisindaki azalmanin %15.9 oraninda oldugu
bulundu (p<0.05) (Sekil 2). Demir grubuyla demir+E
vitamini grubu karsilastirildiginda ise vitamin E’nin
demirin neden oldugu hiicre kaybimi = %32.4’den
%15.9’a indirdigi ve serebelumdaki Purkinje hiicreleri-
ni demirin toksik etkisinden korudugu anlasildi.
(p<0.01), (Sekil 2). Elde edilen bu bulgular, vitamin
E’nin demirin serebellumda olusturdugu toksik hasari
azaltabilecegini gostermektedir.

TARTISMA

Bu ¢alismada, i.c.v olarak yiiksek dozda verilen demirin sigan
serebellar Purkinje hiicre kaybi {izerine bir antioksidan olan
vitamin E’nin etkisini inceledik. Serebellumdaki toplam
Purkinje hiicre sayis1 sistematik rastgele drnekleme ile taraf-
s1z bir sayim metodu olan stereolojik yontemle tespit edildi.
Stereolojik metodlar, kisisel ve metodolojik sebeplerden
kaynaklanan tarafliligi etkin bir sekilde azaltir ve bundan
dolay1 beyinin belirli bolgelerindeki néron sayilarmin dogru
ve tarafsiz bir sekilde tespit edilmesine izin verir. Modern
streolojik hiicre sayim yaklagimlarinda, sayim yapilan bolge-
deki biitiin hiicreler esit oranda Orneklemeye katilabilme
ihtimaline sahiptir. Bu durum toplam néron sayisinin tarafsiz
hesaplanmasini ve drneklenmesini saglar (22). Bundan dola-
y1, bu caligmada Purkinje hiicre sayilarinin hesaplanmasinda
bu metodu tercih ettik. Elde edilen bulgular, demirin
serebellumdaki Purkinje hiicre sayisin1 %32.4 oraninda azalt-
t81, E vitamini ile yapilan tedavinin ise demirin neden oldu-
gu hiicre kaybin1 %32.4’den %15.9’a indirdigini gosterdi. Bu
¢alisma, demirin neden oldugu Purkinje hiicre kaybi ilizerine
vitamin E’nin noéroprotektif etkisini gdsteren ilk stereolojik
¢aligsmadir.

Demir normal beyin fonksiyonlarinin korunmasinda
onemli bir rol oynar. Ancak demir birikimi veya hidroksil
radikal yapilarinin artmasi bazi nérodejeneratif hastaliklarm
yikict etkileriyle yakindan ilgilidir (23). Demir, lipid
peroksidayonu ve hiicresel hasari indiiklemek icin yaygin
olarak kullamilan bir metaldir. Ferro (Fe*") ve ferrik (Fe*")
demir Fenton ve Haber-Weis reaksiyonlari ile hidroksil radi-
kallerini olusturur ve hiicre hasarina neden olur (24). Sunulan
caligmada, oksidatif stresi indiiklemek igin beyin demir
miktar1 deneysel olarak artirildi. Demirin i.c.v. olarak injek-
siyonu sonucu sag ve sol hipokampus demir konsantrasyonla-
rinin birbirinden farkli olmadigi bununda muhtemelen demir
molekiillerinin biitiin beyin bolgelerine esit oranda dagilma-
sindan kaynaklandig: belirtilmistir (25).
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Sekil 2. Serebellumdaki toplam Purkinje hiicre sayilarindaki yiizde
degisim (n=10). Kontrol grubuna goére,* p<0.001 ve p<0.05;
demir+vitamin E grubuna géore p<0.01. Biitiin sonuglarda ortalama
+SEM degerleri kullanildi.

Ayrica demir epileptik aktiviteyi indiiklemek igin de
kullanilan bir maddedir. Meyerhoff ve ark. (26) sicanlarda
deneysel olarak epilepsi olusturmak i¢in demir kloriirii 10ul
hacim iginde 600mM konsantrasyonda intrakortikal olarak
injekte etmislerdir. Bizim ¢alismamizda, demir injeksiyonu
sonunda 10 gilinlik postoperatif donemde si¢anlarda her
hangi bir epileptik davranis gozlenmedi. Bu ¢alismada 2.5pul
hacim iginde 200mM demir kloriir (i.c.v.) injekte edildi. Bu
dozun epileptik aktivitenin tetiklenmesi i¢in yeterli olmadig1
daha onceki ¢alismalarda da belirtilmistir (25). Demir tuzla-
rinin suda ¢oziinmiis soliisyonlarinin subpial injeksiyonunun
da siganlarda serbest radikal olusumuna neden oldugu bildi-
rilmistir (19).

Merkezi sinir sistemi, yapisinda bulunan endojen ve
eksojen antioksidan sistemlerin diger dokulara gore daha
zaylif olmasindan dolayr serbest radikallerin indiikledigi
oksidatif strese kars1 daha fazla duyarlidir (27). Ayrica, beyin
dokusu demirin indiikledigi serbest radikal olugmasina kolay-
likla katilabilen oldukga fazla miktarda poliansature yag asidi
icermektedir. Bizim g¢alismamizdaki veriler, serbest haldeki
demir kloriir injeksiyonunun Purkinje hiicre sayisinda azal-
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maya neden oldugunu ve eksojen olarak uygulanan vitamin
E’nin bu hasar1 anlamli olarak azalttigini gostermektedir.
Bizim ¢alismamizla oldukg¢a yakindan ilgili olarak, Heaton ve
ark. (28) neonatal ve postnatal donemde yiiksek doz etanole
maruz kalan ratlardaki serebellar Purkinje hiicre kaybina
kars1 vitamin E’nin koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir.
Ayrica, sican hipokampal néron kiiltiirlinde B-amiloidin in-
dukledigi toksisite ve cerebellar graniiler hiicre kiiltiiriinde
glutamatm indukledigi sitotoksisitenin a-tokoferol tarafin-
dan 6nlendigi bildirilmistir (29,30)

Eksojen bir antioksidan olan vitamin E, bu etkilerini
esas olarak lipit peroksidasyon zincirinin ilerlemesini engel-
leyerek gostermektedir (31). Farkli konsantrasyonlarda kro-
nik etanol alan siganlarin beyin sap1 lipit peroksidasyonunu
gosteren TBARS seviyelerinde artma, antioksidan sistemin
bir gostergesi olan glutatyon (GSH) seviyelerinde ise azalma
oldugu bulunmustur (20). Ayni g¢alismada, vitamin E’nin
(100mg/kg/giin, i.p.) etanoliin olusturdugu bu toksik etkileri
anlamli olarak azalttigi tespit edilmistir (20). Ayrica, mito-
kondri, endoplazmik retikulum ve hiicre zarlarinin fosfolipit-
leri a-tokoferole afinite gosterir ve vitamin bu noktalarda
yogunlasir. Bundan dolay1r mikrozomal membranlardaki vita-
min E miktar1 perokside edici ajanlarin olusturdugu hasara
karst korunma Kkapasitesinin belirlenmesinde katki saglar
(32). Biitiin bu veriler dikkate alindiginda, vitamin E’nin
Purkinje hiicrelerini koruyucu etkisinin en muhtemel meka-
nizmasinin, vitamin E’nin antioksidan 6zelligi ile demirin ne-
den oldugu hiicre hasarin1 azaltmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, siganlara i.c.v. olarak verilen demir klo-
riir’iin (FeCly), serebellumdaki Purkinje hiicrelerinin 6liimiine
neden oldugu ve vitamin E’nin Purkinje hiicrelerini, demirin
zararli etkilerinden korudugu tarafsiz bir sayim metodu olan
stereolojik yontem ile ilk defa bu ¢alismada gosterilmistir.
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