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1. GIRIS ve AMAC

Medulla spinalis yaralanmalari, olusturdugu sonuglar bakimindan, insanligin
heniiz kontrol altina alamadigi biiyiik bir sorundur. Mortalitesi ve morbiditesi
yoniinden bireysel, sosyal ve ekonomik yasama kotii etkileri olan bir durumdur.
Spinal kord yaralanmas1 paraparezi ile giinliik islerini yapabilen, hafif sakatlanmig
bireyler yaninda,tetraplejik, solunumu olmayan tamamen bakima muhtag¢ bireyler
dogurabilir. Tedavi ve bakim masraflari, isgiicli ve gelir kayiplar1 acisindan hastayz,

ailesini ve iilke ekonomisini etkileyen ciddi bir saglik problemidir.

Birgok {iilkede medulla spinalis yaralanmalari 20-40/1.000.000 oraninda
goriiliir. Omurilik yaralanmasi sonrasi hayatta kalanlarin yarisindan fazlast normal
yasantisina geri donememektedirler. ABD’de 183.000-230.000 kisi akut omurilik
hasar1 sonrasit sakatlikla yasamaktadir. Her yil bunlara 10.000 yeni olgu
eklenmektedir (1). Ulkemizde ise yilda ortalama 1600-2000 ciddi Akut Omurilik
Hasar1 olgusu bildirilmektedir. Avrupa ve Kuzey ABD istatistiklerine gore en yiiksek
yaralanma oranlar1 16-30 yaslarinda olmaktadir. ABD’de % 40 motorlu tasit kazasi,
% 25 siddet, %20 diisme, % 5-10 spor kazasina bagli akut omurilik hasar1 meydana
gelmektedir. Avrupada spor kazasi orani daha yliksek iken siddet oran1 daha azdir.
Ayrica spor yaralanmalari, diigmeler, is kazalar1 ve yaralanma bolgesinden hastaneye
transport, mortalite ve morbiditede énemli rol oynamaktadir. Travmatik spinal kord
yaralanmalarmin en yaygm nedenleri siklik sirasina gore; motorlu arag¢ kazalar
(yaklasik %50), diismeler, atesli silahlar veya kesici-delici aletlerle olusmus penetran
yaralanmalar ve spor kazalaridir. En sik servikal bolge ve dorsolomber birlesim

bolgesindeki spinal kord etkilenir (2,3).

Akut omurilik hasarlanmasina bagli olusan iki mekanizma oldugu hipotezi
ileri siirlilmektedir. Bu travmatik siirecin direkt veya birincil hasarla birlikte indirekt
veya ikincil hasarla ilgili oldugunu diislindiirmiis ve ¢alismalarin ikinci nedene
yonelmesine neden olmustur. Bu ilerleyici kendi kendine yikici mekanizmalarin
fizyopatolojisinde 6dem olusumu, damarsal degisiklikler, inflamatuar gelismeler,
ndron plazma membraninin lipid peroksidasyonu ve serbest radikal reaksiyonlari ile
destriiksiyon gibi birgok etken sorumlu tutulmustur (4). ilk hasar, dakikalar i¢inde

olusan ve giinler ya da haftalar siiren bir molekiiler ve hiicresel degisimler kaskadin



tetikler. Hasarli néronlarin yagamlarina devam etmeleri, aksonlarin uygun hedeflere
uzanmasit ve sonugta fonksiyonel sinapslarin olugmasi rejenerasyonda asil
basamaklardir. Halen agir omurilik hasarindan sonra klinik olarak diizelme
olmamasina ragmen, yapilan cesitli hayvan deneylerinden olumlu sonuglar alinmaya
baslanmig olmasi ¢aligmalarin artarak devam etmesi yOniinde cesaretlendirici

olmaktadir.

Ca™, hem hiicre ici siireclerde hem de hiicreler arasi etkilesimde onemli
gorevlere sahiptir. Canlilarda gerceklesen pek cok onemli olayda kalsiyum iyonlar
(Ca™) belirleyici rol oynamaktadir. Bu olaylar arasinda hareket, kalp atisi, beynin
bilgiyi isleyip hafizayr olusturmasi, yumurtanin déllenme sonucu aktivasyonu,
pankreatik hiicrelerde salgilama, yaralarin iyilesmesi, sillerin hareket frekansinin
koordinasyonu, karaciger hiicrelerinin davraniglarinin diizenlenmesi ve apoptozis
sayilabilir. Bu islevlerde en 6nemli tetikleyici temel iyon, sekonder haberci olarak
bilinen, Ca™ iyonudur. AKG (Arka Kok Ganglion) hiicreleri de sinir impuls
iletiminde gorev alirlar ve sinir iletisinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Sinir iletimi ve
Ca™ sinyali {izerine calismamiz oldugu i¢cin AKG hiicrelerini c¢alismamizda

kullandik.

Biz de deneyimizde travmatik spinal kord yaralanmasinda kanal
blokerlerinden Nimodipin’in Ca™ sinyali ve oksidatif stres degerleri iizerinde etkisini
arastirmaya calistik. Yaralanma veya iskemi sonrasi hiicre membraninin hasara
ugramasi sonucunda kalsiyum kanallarinin depolarize olmasi sonucunda kalsiyumun
hiicre i¢ine akisi olur. Calismamizda kalsiyum kanal blokerlerinin kalsiyumun hiicre
icine girisini engelleyerek omurilik yaralanmasinda ndroprotektif etkili olabilecegi

tezi savunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Medulla spinalis travmalar yiizyillardir bilinen, tarihi bakis agisina gore
biitiinliyle farkli olarak ele alinabilen fakat hangi acidan bakilirsa bakilsin trajik bir
olaylar dizisidir. Son yillarda olan gelismeler ile olayin omurga kompenenti
¢Ozlimlenmis gibi goriinse de medulla spinalis kompenenti hala ¢oziimlenmeyi

bekleyen 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Omurilik yaralanmalariyla ilgili bilinen ilk yazili eser, bes bin yil dncesi
yazilmig olup 1930’da Breasted tarafindan terciime edilmis olan Edwin Smith
Papiriisii’diir (3). Imhotep (MO 2686-2613) bu papiriisde sozii edilen ilk cerrahtir.
Imhotep, omurga ile ilgili 48 kemiksel lezyonu anlatarak, ligaman hasarini, vertebral
subluksasyon ve dislokasyonu tanimlamig; st ve alt servikal vertebra

yaralanmalarinda kuadripleji ve parapleji olacagini belirtmistir (5,6).

Allen’in agirlik diisiirme modelinden baska bir¢cok deneysel spinal kord

travma modeli tanimlanmustir. (7) (Tablo 1)

1978 yilinda Rivlin ve Tator klip kompresyon modelini gelistirmislerdir (7).
Laminektomi sonrasi omuriligin lateralinden konan anevrizma klibi belli bir siire

omuriligi komprese eder. (8)



Tablo 1. Deneysel omurilik travma modelleri.

Arastirmaci Tarih Model
Galen 2.ylizy1l Omurilik insizyonu
Watson 1891 Kopekleri yliksekten diigiirme
Allen 1911 Omurilik tizerine agirlik diisirme
McVeigh 1923 Omurilik iizerine parmakla basma
Tarlov 1953 Epidural aralikta balon
Fontaine 1954 Klemp ile omuriligi sikistirma
Rivlin 1978 Omurilige anevrizma klibi
Watson 1986 Omurilige lazer ile insizyon
Benzel 1990 Omurgayi klemp ile sikistirma
Stokes 1990 Elektromekanik kontiizyon

Deneysel Spinal Kord Yaralanma Modelleri (9)
A. Travmatik yaralanma

1. Akut kinetik kompresyon: Kaf, klip, balon kompresyon, vertebral

dislokasyon, impaktor
2. Akut statik kompresyon: Agirlik uygulama
3. Carpma veya agirlik diisiirme
4. Akselerasyon-deselerasyon
5. Distraksiyon
6. Transseksiyon: Parsiyel veya komplet
B. Non travmatik yaralanma
1. Iskemi: Aort okliizyunu, selektif arteriyel veya vendz okliizyon
2. Tiumor kompresyonu: Ekstradural

3. Kimyasal veya fotokimyasal



2.2. Omurilik Yaralanmasinda Fizyopatoloji

Son yillarda omurilik yaralanmasinin fizyopatolojisini agiklamak amaciyla
yapilan deneysel ¢alismalarin artmasi sonucu bu konudaki bilgilerde belirgin bir artis

olmustur. (10).
2.2.1. Omurilik Yaralanmasinda Primer Mekanizmalar

Pekgok travma spinal kord yaralanmasina neden olabilir. Travma, omuriligin

kendisini veya etrafindaki vertebral kolonu etkileyebilir. (11)
2.2.2. Omurilik Yaralanmasinda Sekonder Mekanizmalar

Kisa siireli spinal kord travmasina maruz kalan hayvanlarda ilerleyici klinikle

birlikte ilerleyici doku hasar1 oldugunu Allen 1911°de bildirmistir. (12).

1978’de Nemecek, 151tk mikroskobunda yaralanmis dokudaki intravaskiiler

trombuslar1 gostermis ve bu ciddi nekrozu “otodestriiksiyon” olarak tanimlamistir
(13).
Spinal kord yaralanmalarinda sekonder hasar mekanizmalar1 birbiriyle iliskili

ve tetikleyen dort ana teoride toplanmistir:

1. Serbest Oksijen Radikalleri Teorisi: Iskemik dokuda fazla miktarda biriken

radikaller ve onlarin tUrlinleri doku hasarinin ilerlemesine neden olurlar.

2.Kalsiyum Teorisi: Serbest kalsiyum iyonlarinin nérotransmitter kanallardan
fazla miktarda gecisi sonucu doku yikim enzimleri olan fosfolipaz, proteaz ve

fosfatazin aktive olmalar1 doku harabiyetine neden olur.

3. Opiat Reseptor Teorisi: Naloxone gibi opiat reseptdr blokdrleri ndrolojik

tyilesmeyi hizlandirir.

4. Enflamasyon Teorisi: Lipid enflamasyon mediatorleri ve diger sitokinler
lezyon sahasinda birikirler ve takiben makrofaj ve polimorfoniikleer 16kosit

infiltrasyonuna neden olurlar. (14)



2.2.3. Sekonder Hasar Mekanizmasinin Patofizyolojisi
2.2.3.1. Sistemik Etkiler

Medulla spinalis yaralanmasinin siddeti ve seviyesi, spinal kord kanlanmasini
etkileyen lokal travmanin yaninda, olusan ndrojenik sokun agirligiyla da yakin
iligkilidir. Norojenik sok; sempatik tonus azalmasi, vagusun anormal kardiyak etkisi

ve bradikardi gelismesi sebebi ile ortaya cikar.
2.2.3.2. Lokal Mikrovaskiiler Yaralanma

Insan omuilik yaralanmalarinda ve deneysel modellerde, spinal kord hasarinin
en onemli sebeplerinden birisi posttravmatik iskemidir. Posttravmatik spinal kord

iskemisi travma siddeti ile lineer korelasyon gostermektedir. (15)

2.2.3.3. Elektrolit Bozukluklar:

Medulla spinalis yaralanmasinin ardindan hiicre i¢i ve dist kompartmanlar
arasinda ciddi elektrolit degisiklikleri olmaktadir. (16).

1) Hasar gérmiis olan hiicre membranindan,

2) Voltaja duyarli kalsiyum kanallarindan,

3) Glutamat ile aktive olan kalsiyum kanallarindan.

4) Na —Ca'? exchange (degis-tokus)

Kalsiyumun hiicre igine girmesi ndrotoksisiteyi tetikler. Kalsiyum iyonlari
hiicre icinde fosfolipazlari, proteazlar1 ve fosfatazlar aktiflestirerek hiicre hasarinin

ilerlemesine neden olur (16).

Beyaz cevher yaralanmasi sonucu olusan anoksi, ATP ve membran
depolarizasyonunun kaybina sebep olarak Na+ kanallarindan hiicre i¢cine Na+ akigini

saglar. (17).



2.3. Oksidatif Stres
2.3.1. Serbest Radikaller

Dis ydriingelerinde bir ya da daha fazla paylagilmamis elektron tasiyan
serbest radikaller, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte iiretilebilen oldukca aktif

atom veya molekiillerdir.
Insan viicudunda serbest radikaller 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent bagli normal bir molekiilin her bir parcasinda ortak
elektronlardan birinin kalarak homolitik boliinmesi (Kovalent baglarin homolitik

kirilmast)

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi1 veya bir molekiiliin heterolitik

bdliinmesi
3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla:

Ayrica 10, ve H>O, molekiilleri radikal olmayan reaktif oksijen tiirevleridir

(18-19) (Tablo 2).

Tablo 2. ROT, simgeleri ve elektron yapilart

ROT Simgesi Elektron Yapisi

Stiperoksit radikali 0, -

Hidroksil radikali -OH . (.j) . E:] .
Singlet oksijen radikali 10, A
Hidrojen peroksit H,0, H:O::O:H

Stiperoksit radikali (O, ‘), Oy’in indirgenmesi ile olusan ilk irlindiir. En
onemli kaynagi, mitokondriyal elektron transport zinciridir.
O,+e-— 0, -

helizos monofosfat ganth -
2NAD(P)H + 20, > ONADP + 2H + 20,-




O, -, -OH radikalinden daha zayif reaktif ozelligi olan bir molekiil olmakla

birlikte biyolojik dokulara zarar verebilir.
05- + O,- + 2H+ — 10, + H,0O,

O, -, HyO, radikali ile reaksiyona girerek daha etkili -OH radikaline de
doniisebilir. Bu reaksiyon i¢in metal iyonlarma [demir (Fe™) ve bakir (Cu™)]

gereksinim vardir.

Fe Cui
0o + H,0, R > 0H + -OH + 0,
20, + 2H+ _SOD__, H,0, + O,
2H202 —KAHT—p 2H20 + 02

Gen mutasyonlarina neden olarak malign transformasyonlara veya hiicre
limlerine yol acar. Fe™, Cu™ gibi metal iyonlar: tarafindan katalizlenen bu

indirgenme reaksiyonu Haber-Weiss tepkimesi (sekil 1) olarak bilinmektedir.

Fe™ + 0% 3 FC ™ 4 01 oo 1))
Fe™? + HyO; = Fe ™ + OH-+ "OH ...cooooeeeeeeeeeeeen. (IT)
Oy ++Hy0y — 3 0, + OH-+ “OH.oooooeeeeeeeeeeeeeene (1)

Sekil 1. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmasi

IV ve V numarali reaksiyonlar, III numarali reaksiyonun ara basamaklaridir (sekil 2)

(20,21).
CH;CH,-OH +- OH ——— CH;C-H-OH, + HsO .......... (Iv)
O O
OZ\N H N H
H +-OH —————— H . (V)

Sekil 2. « OH radikalinin biyolojik molekiillerle reaksiyonlar



Tablo 3. Serbest radikallerin olusumu

SERBEST RADIKAL

Stiperoksit (O, )

Hidroksil radikali (-OH)

Alkoksil (RO-) ve peroksil (ROO-)
Radikalleri
Hidrojen peroksit (H,0,)

Demir-oksijen kompleksi

Singlet oksijen (10,)

Lipid ve protein hidroperoksitler

Nitrojen dioksit (NO,)

Nitrik oksit (NO)

Tiyil radikalleri

Protein radikalleri

OLUSUMU

0;’in, enzimatik veya nonenzimatik
yolla bir elektron rediiksiyonu

Suyun radyolizi, H,O’in
Metalkatalizli pargalanmasi,
NO ve Oy etkilesmesi

Hidroperoksitlerin
metal-katalizli parcalanmasi

0,-’in dismutasyonu, sekerlerin
oksidasyonu

Hemoglobin, Miyoglobin, vb.

Fotosensitizasyon ile
oksidasyon,ROO- radikalleri
arasindaki biyomolekiiler
etkilesimler, hipoklorit ve H,O,
reaksiyonu

Lipid ve proteinlerin oksidasyonu

ROO- radikali ve NO reaksiyonu,
hava kirliligi ve sigara

NO sentaz, nitrozotiyol , hava
kirliligi
Tiyollerden hidrojen atomu

transferi

Proteinlerden hidrojen atomu
Transferi

2.3.1.1. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Antioksidan savunma mekanizmasi ve serbest radikaller arasindaki denge

oksidanlar lehine bozuldugunda serbest radikaller; lipid, protein, karbonhidrat ve
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DNA gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olmaktadir (22,23,24):

1) Membran Lipidleri Uzerinde Etkileri: Serbest radikaller, hiicre
komponentleri ile etkilesim icine girebilmeleri i¢in hiicre membranin1 ge¢mek

zorundadir.

2) Proteinler Uzerinde Etkileri: Serbest radikallerin etkilerine karsi proteinler,

lipidlere gore daha az hassastirlar (25,26).

3) Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri: Karbonhidratlar iizerine de ROT nin
etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyona ugrayarak, O, -

ve H,0, radikallerini meydana getirirler. (27).

4) DNA Uzerinde Etkileri: DNA iizerinde serbest radikaller, niikleik asit-baz
modifikasyonlarina, nokta mutasyonlara, DNA ¢ift sarmalinin agilmasina,
depiirinasyona, ¢apraz baglanmalara neden olabilir. Bu etkilerin bir veya birden

fazlasinin meydana gelmesi, kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir.
‘OH radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek
degisikliklere yol agar; piirin ve pirimidin bazlarinda mutasyonlara neden olur. ( 28)

2.3.2. Antioksidanlar

Notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in
serbest radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla iiretimi, doku

hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (28).
2.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlar
Baglica antioksidan enzimler: Siiperoksit Dismutaz (SOD) , Katalaz (KAT)

ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) dir (28).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): O, - radikalinin H,O, ve O, molekiillerine
dontistimiinii  katalizlemektedir. Metalloprotein olan SOD, hiicrelerdeki O, -

diizeylerini kontrol etmede rol oynar. (29)
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px, glutatyon yolunun ilk enzimidir,
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat

yolunda {iiretilen NAD(P)H’a bagimlidir (28).

1. ROOH + 2GSH GSH-Px ROH + GSSG + H20

[
Ll

2.2GSH + H202 GSH-Px 2H,0 + O,

[
L

GSH-Px, ii¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize
ederken; sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iiretilmis olan H,O, radikalini,

yiiksek spesifite gostererek ortadan kaldirabilme 6zelligi gosterir (30).

Katalaz (KAT): Iceriginde Fe™ bulunduran dért hem grubuna ayrilmus,
glikoprotein  yapisinda, bir hemoproteindir. SOD’in  olusturdugu H,O;’in,

peroksidazlarla beraber oksijen ve suya par¢alanmasinda rol alir (31,32).

2H,0, KAT , 2H0+0;

Hemen hemen tim memeli hiicrelerinde, KAT, agirlikli olarak eritrosit,
karaciger ve bobrekte bulunur. Eritrositler, KAT aktivitesinin %98’inden fazlasini

saglamaktadir (31).
2.3.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1. Glutatyon (GSH): GSH, sistein iceren bir tripeptit yapisinda olup in vivo
sentezlenebilen ve ince bagirsaktan emilebilen endojen ve ekzojen bir antioksidandir.
Peroksidazlar i¢in substrat gorevi gorebilen GSH, antioksidan etkili C ve E

vitaminleri lizerinde de orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir (33).
2. C Vitamini (Askorbik Asit): GSH miktari, C vitamini eksikliginde azalir.
3. E Vitamini
4. A Vitamini

5. Karotenoidler
2.3.2.3. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar; ROT ve nitrojen tiirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle

hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal



12

selasyonu gibi farkli etki sekillerinden birini veya birkacim ortaya koyarlar. ideal bir

antioksidan, bu etki sekillerinden ¢gogunu yerine getirebilir. (34).

Antioksidanlar dort farklt mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Siipiiriicii etki (Temizleme Etkisi) (Scavenging)

2. Bastiricr etki (Baskilama Etkisi) (Quencher)

3. Onarici etki (Onarma Etkisi) (Repair)

4. Zincir kiric1 etki (Zincir Koparma Etkisi) (Chain breaking ) (34,35).

2.3.3. Fizyolojik Siireclerde Oksidatif Stres

O,, hiicrenin giinliik aktiviteleri i¢in gerekli enerjiyi saglar. Besin kaynaklari,

hiicrenin enerji santrali olan mitokondrideki respiratuvar elektron transport

zincirindeki enzimatik reaksiyon siireciyle oksidize edilirler .(36)

Redoks (rediiksiyon — oksidasyon reaksiyonu); atomlarin oksidasyon

durumlarinin degistigi tim kimyasal reaksiyonlarin genel adidir. Redoks kelimesi,

rediiksiyon ve oksidasyon terimlerinden koken alir:

Oksidasyon elektronlarin/hidrojenin kaybini veya oksijen kazancini; molekiil,

atom veya iyondaki oksidasyon durumunun artigini ifade eder (37)

A. Serbest radikallerin diizenli tiretimleri

1.

5.

NO’in diizenli Giretimi

. Fagositik NAD(P)H oksidaz ile ROT {iretimi: Oksidatif patlama

. Nonfagositik hiicrelerde NAD(P)H oksidazlar ile ROT iiretimi

Lenfositlerde 5-lipoksijenaz tarafindan ROT iiretimi

Siklooksijenazla ROT {iretimi

B. Vaskiiler tonusun diizenlenmesi

C. O; konsantrasyonundaki degisiklikleri algilayan ROT {iretimi: Ventilasyon

kontroli

D. Hiicre adezyonunda redoks regiilasyonu
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E. Immiin cevabin redoks regiilasyonu/amplifikasyonu
F. Programli hiicre 6liimiinde ROT ’nin rolii:

1. Apoptozisin indiiksiyonu ve gergeklestirilmesi

2. NO-bagli apoptozis

3. Tiimor nekroz faktdr-o (TNF-a)’nin indiikledigi hiicre 6liimii
A. Serbest radikallerin diizenli iretimleri:

Biyolojik dokularda NO, indiiklenebilir, néronal ve endotelyal olmak {izere
tic izoformu bulunan spesifik nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan tiretilir.

(38).

Vaskiiler diiz kas hiicresi, fibroblast, kardiyak miyosit ve endotelyal hiicre
gibi cesitli tipteki nonfagositik hiicreler, hiicre i¢i sinyal iletim yollarin1 diizenlemek

icin NAD(P)H oksidaz araciligryla ROT iiretirler. (39).

B. Vaskiiler tonusun diizenlenmesi:

Siklik guanozinmonofosfat (cGMP), protein kinaz yolu ve iyon kanallar1 gibi
Vaskiiler tonusun saglanmasindaki fizyolojik hedeflerin regiilasyonunda esas rol

oynar. cGMP olugmasini saglayan reaksiyonu katalizleyen, solubl guanilat siklaz

(sGC)’dir. HO; ve NO radikalleri sGC aktivasyonunda etkilidir. (39).
C. O; konsantrasyonundaki degisiklikleri algilayan ROT iiretimi:

Yiiksek organizmalarda O, homeostazi, eritrosit sayist ile respiratuvar

ventilasyon arasindaki dengeyle regiile edilir. (40).
D. Hiicre adezyonunda redoks regiilasyonu:.

Lokositlerin endotelyal hiicrelere adezyonun ise ROT tarafindan, 6zellikle
hiicre i¢i kaynakli -OH radikalince indiiklendigi gosterilmistir (41).

E. Immiin cevabin redoks regiilasyonu/amplifikasyonu:

Immiin cevap, redoks regiilasyonu altindadir; T lenfosit aktivasyonu,

ROT’nin etkisine veya hiicre i¢ci GSH, redoks durumundaki bir degisiklige baglh

olarak belirgin bir bi¢cimde artar.
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2.4. Hiicre Ici Kalsiyum Sinyali
2.4.1. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin islevleri hiicresel iyon degisimleri ile tetiklenmektedir (42). Ca™,
hem hiicre i¢i siireclerde hem de hiicreler arasi etkilesimde 6nemli gorevlere sahiptir.
Canlilarda gergeklesen pek gok dnemli olayda kalsiyum iyonlar (Ca*?) belirleyici rol
oynamaktadir. Bu olaylar arasinda hareket, kalp atisi, beynin bilgiyi isleyip hafizay1
olusturmasi, yumurtanin dollenme sonucu aktivasyonu, pankreatik hiicrelerde
salgilama, yaralarin iyilesmesi, sillerin hareket frekansinin koordinasyonu, karaciger
hiicrelerinin davraniglarinin diizenlenmesi ve apoptozis sayilabilir. Bu iglevlerde en

onemli tetikleyici temel iyon, sekonder haberci olarak bilinen, Ca™ iyonudur (42).

Hiicre i¢i Ca™ sinyali, hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun ([Ca™i) gecici bir

sekilde artisindan olusur.
2.4.2. Hiicre ici Ca** Sinyalinin Olusumu

Endotel kaynakli maddelerin sentezi veya salliminda Ca™ iyonunun
gerekliligi indirekt arastirma yontemleri ile belirlenmesine karsin, molekiiler
islergeler mikrospektrofluorometrik, elektrofizyolojik ve molekiiler arastirma
tekniklerin gelistirilmesi ile kismen de olsa aydinliga kavusturulmustur. Son yillarda
gelistirilen patch-clamp ve mikrospektrofluorometrik arastirma teknikleri ile beraber
floresan 15181na duyarli ¢esitli boyalar hiicre icerisindeki iyonik akimlar1 ve hiicre i¢i

serbest iyon seviyelerinin 0l¢lilmesini miimkiin hale getirmistir (42).

Hiicrenin islevini etkileyen hiicre i¢i serbest Ca™ iyon artist iki yolla

olusmaktadir:(43)
1- Hiicre disindan hiicre icine kalsiyum girisi,
2- Hiicre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyumun salinmast,
1- Hiicre disindan sitoplazmaya Ca ™ girisini saglayan kanal tipleri sunlardir:

1- Voltaj Bagimh Ca™ kanallari: Membran depolarizasyonu sonucu aktive
olur. Bu aktivasyon, kanallar1 Ca™a gegirgen hale getirir. Bu sayede hiicre zarmdaki

elektriksel olaylar, hiicre i¢indeki fizyolojik olaylarla ciftlenir (44).
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2- Ligand Bagimhi Ca™ kanallar:: Hiicre disindan gelen ligandlarin
baglanmast ile aktive olur ve Ca™*a gegirgen hale gelirler. Bu kanallar ayni zamanda
birer reseptdr gorevi goriirler. Bu kanallara nikotinik Asetilkolin (ACh) reseptorleri

ornek verilebilir (45).

3- Kalsiyumun sizarak hiicreye girdigi kanallar: Bu kanallarin aktivasyon
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, hiicre i¢i Ca™ depolari, Ca™ sinyali
sonucu, ya da daha farkli sekillerde bosaldigi zaman, bu kanallar hiicre disindan

sitoplazmaya Ca ' girisine sebep olurlar.
4- Na —Ca'” exchange (degis-tokus)

Ca™ salimmini saglamaktadir. Hiicre i¢i serbest Ca™ artigimin tetikledigi
kalsiyum salinimi, pozitif geri-besleme mekanizmasi olarak is goérmektedir. Bu

islergeler sekil 3 de gosterilmektedir.

@ signal molecule Pl 4,5-bisphosphate
G-protein-linked [P1{4,5)P,]
activated f

receptor f _
i i—’ phospholipase C-p i diacylglycerol

activated

protein
activated G, inositol ® kinase C
@ subunit 1.4, 5-trisphosphate 2
(IPy) P ol

K: open |IP;-gated

_Ca®*-release
7 channel

lumen of
endoplasmic
reticulum

ekil 3. GPKR (G Proteini Kenetli Reseptor) etkili Ca™ sinyali (42
p Y.

2.4.3. Ca™ Kanal Blokerleri

1- Selektif vaskiiler Ca™ kanal blokerleri Dihidropiridin tiirevleri; Manidipin
HCL, Nilvadipin, Nifedipin, Nimodipin, Amlodipin, Felodipin, Nitrendipin,
Lacidipin, Isradipin, Barnidipin HCL, Benidipin, Hidroklorid

2- Selektif kardiak Ca"* kanal blokerleri Fenilalkilamin tiirevleri; Verapamil

HCL Benzotiazepin tiirevleri; Diltiazem HCL
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3- Non-selektif Ca** kanal blokerleri

Damar diiz kas hiicrelerinin membranindaki voltaja-bagimli L-tipi kalsiyum
kanallarmi bloke ederek eksitasyon sirasinda bu kanallardan hiicre igine Ca™ girisini
inhibe ederek vazodilator etki yaparlar. Vazoselektif olmayanlar, ayrica myokard ve
diger kalp hiicrelerinin membranindaki voltaja-bagimli L-tipi kalsiyum kanallarin1 da
bloke ederek, kalbi deprese ederler ve kalp debisini azaltirlar. Kalsiyum kanal

blokorleri, kimyasal yapilarina gore 3 gruba ayrilirlar:
1. 1,4-dihidropridin (DHP) tiirevleri
2. Fenilalkilamin tiirevleri (Verapamil)
3. Benzotiazepin tiirevleri (Diltiazem)
Bu {i¢ grubun kalsiyum kanal proteini {izerindeki baglanma yerleri farklidir.

Antihipertansif olarak kullanilmalar1 ilave olarak antianginal olarak ve
vazoselektif olmayanlar antiaritmik olarak da kullanilirlar. Hafif ve orta dereceli
esansiyel HT’da monoterapi olarak kullanilabilirler. Vazodilator etkileri,
arteriyollerde veniillerdekine gore cok daha belirgindir. Arteriyel kan basincinm
diistirmelerine ragmen, diger baz1 gruplardaki ilaglarin aksine, serebral ve bobrek kan

akim hizinda ve glomeriiler filtrasyon hizinda azalma yapmazlar.

HT tedavisinde, DHP tiirevleri, vazoselektif olduklari i¢in daha fazla tercih

edilirler. Kendi i¢lerinde en 6nemli farkliliklar etki siireleriyle iliskilidir.

Ortak yan etkileri; bas agrisi, bas donmesi, yiliz kizarmasi, yilizde ve
bacaklarda yanma hissi, ayak bilegi 6demi, ¢arpinti ve bazen tasikardi, hipotansiyon,

kesiklik ve konstipasyondur.

Verapamil, DHP tiirevlerinden farkli olarak, belirgin kardiyak (negatif
inotrop, negatif kronotop ve dromotrop) etkinlik gosterir. Beta-blokorlerle beraber
kullanilmamalidir. Galopamil, yapica ve farmakolojik etki profili bakimindan

verapamile benzer.

Diltiazem, verapamile goére daha zayif kardiyak etkinlik gosterir. Beta-

blokoérlerle beraber kullanilirken dikkatli olunmalidir.
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Nimodipin, anevrizmaya bagli subaraknoid kanamali hastalarda damar diiz
kas hiicrelerine kalsiyum girisini engelleyerek, vazospazmi 6nledigi bdylece azalan

serebral kan akimi ve iskemiye kars1 olan toleransi arttirdigi diisiiniilmektedir.(46)
2.4.4. Omurilik Yaralanmalarimin Medikal Tedavisi

Kalsiyum kanal blokerleri: Yaralanma veya iskemi sonrasi hiicre
membraninin hasara ugramasi sonucunda kalsiyum kanallarinin depolarize olmasi
sonucunda kalsiyumun hiicre icine akisi olur. Kalsiyum kanal blokerlerinin
kalsiyumun hiicre i¢ine girigini engelleyerek omurilik yaralanmasinda néroprotektif
etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Nimodipin bu amacla kullanilmistir. Ancak doku
hasarin1 azaltmada veya ndrolojik fonksiyonlarin diizelmesinde belirgin etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Yaralanmadan sonra en ge¢ 1 saat icinde verilmesi

gerekmektedir. Bu siireden sonra olumlu etkisi olmadigi belirtilmistir (47,48, 49)
Omurilik hasarinda potansiyel olarak etkiki olabilecek medikal ajanlar:

1-Metilprednizolon: = Omurilik  yaralanmast  sonrast  olusan lipid
peroksidasyonunu engelleyerek yaralanma sonrasi olusabilecek ikincil doku hasarini

Onler.

2-Gangliozidler (GM-I): Asidik glikolipidler olup hiicre membran dis lipid
tabakasindaki ana maddedir. Eksojen gangliosidler lipid tabakasina yerlesip endojen

gangliosid gibi davranirlar

3-Laparozoidler: 21- aminosteroiddir. Steroid olmasina ragmen steroidlerin
yan etkilerini tasimaz. Antioksidan etkisi metilprednisolon’dan fazladir. Lipid

peroksidasyonunu inhibe eder. Membrani stabilize eder, omurilik kan akimin1 arttirir.

4-Opiat antagonistler(Naloksan): Opiat reseptorlerini bloke ederek ikincil

hasara kars1 etki gosterir

5-Eksitator aminoasitler: Eksitator aminoasitler hiicre igine kalsiyum
iyonunun girisini baslatirlar. Kalsiyumun hiicre i¢ine girisi hiicre 6liimiine kadar

giden bir reaksiyon zincirini baglatir.

6-Kalsiyum kanal blokerleri: Yaralanma veya iskemi sonrasi hiicre

membraninin hasara ugramasi sonucunda kalsiyum kanallarinin depolarize olmasi
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sonucunda kalsiyumun hiicre i¢ine akis1 olur. Kalsiyum kanal blokerlerinin
kalsiyumun hiicre i¢ine girisini engelleyerek omurilik yaralanmasinda noroprotektif

etkili olabilecegi diisiiniilm{istiir

7-Potasyum kanal blokerleri: Omurilik yaralanmasi sonras1 miyelin kayb1
olmaktadir. Demiyelinizasyon uzun donemde motor ve duyusal bozukluklara yol
acan Onemli bir faktordiir. Miyelin kaybi aksonlarin internodal bolgelerinde

potasyum kanallarinin agilmasina, néron i¢ine potasyum akisina neden olur

8-Serbest radikal tutucular: Omurilik yaralanmasi sonucu ¢esitli
mekanizmalarla serbest radikaller olusur. Serbest radikaller instabil molekiillerdir.
Hiicre i¢inde ve hiicre membraninda lipid peroksidasyonuna ve hiicre 6liimiine yol

acarlar

9-Antiinflamatuar ajanlar: Membran1 parcalanmig hasara ugramis
noronlarda o6zellikle arasidonik asid gibi serbest yag asitleri serbestlesir.
Eicosanoidler ve sitokinler arasidonik asiti siklooksijenaz ve lipooksijenaz
araciligiyla prostoglandin ve lokotrienlere doniistiirlirler. Bunlarda hiicre sismesine

ve kan akim degisikliklerine neden olur

10-Norotransmitter reseptor agonistleri: Spinal aksonlar, GABA,

norepinefrin ve serotonin gibi nérotransmitter reseptorlere sahiptir

11-Norotropik faktorler Noronlarinyasam siiresini uzattiklar1 ve nekrotik

alanlar1 azalttiklar1 bildiril mistir.

12-Fetal doku transplantasyonu: Fetal medulla spinalis dokusu

transplantasyonu da aksotomize néronlara uygun ortam yaratabilir

13-Notralizan antikorlar: Notralizan antikor IN-1 MSS miyelinlerinde
tiretilen inhibitdr proteinlerden en biiylik olan NI-250 adli proteinin etkilerini bloke
ettigi bildirilmistir

14-Melatonin: Antioksidan ajan olarak noroprotektif etki gosterir.

15-Hiperbarik Oksijen: Vazokonstruksiyonu azaltarak vazojenik 6demi

azalttig1 ve kanamanin yayilimini durdurdugu bildirilmistir.(50)
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3. MATERYAL METOD

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuar ve

Biyofizik Anabilim Dali Aragtirma Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.
3.1. Materyaller

Ratlarda arka kok ganglion hiicrelerinde Ca** sinyali iizerine Kollagenaz ile

calisildi.

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

—_—

. Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2. Santrifiij: Jouan B4 (Fransa)

3. Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

4. Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5. Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

6. Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7. Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8. Cam-Teflon homojenizator: Caligkan Cam A.S.(Tiirkiye)
9. pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

10. Manyetik karigtirici: Niive (Tiirkiye)

11. Floresan spektrofotometre (Carry Eclipsy Marka, Varian Firmasi,
Avustralya)

12. CO2 inkubator (Shel Lab-Biolab Lab, Fransa).

13. Laminar flow kabini (Bilser BLF2000, Istanbul).
3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1. Tris, Merck (Almanya)

2. Glisin, Merck (Almanya)
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3. Sodyum Kloriir, Merck (Almanya)

4. Tween 20, Merck (Almanya)

5. Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)

6. EDTA, Merck (Almanya)

7. EGTA, Merck (Almanya)

8. Leupeptin, Sigma (Almanya)

9. Triton X-100, Sigma (Almanya)

10. Metanol, Merck (Almanya)

11. Hidroklorik Asit, Merck (Almanya).

12. Histopaque REF-11191-6x100ML (Amerika)

13. Bradford Kimyasal1 Bio-Rad 500-0006 (Almanya)

14. Collagenase type II- A7906, 1 gram (Almanya)

15. Colleganase-Type4 Wothington 4188/47M9961 100 mg (Almanya)
16. Ultrasantrifiij tiipii, MS-80 santrifiij, 35 ml (Sorvall, Ankara)
17. Ultrasantrifijj tlipti, MS-80 santrifijj i¢in, 2 ml (Sorvall Ankara)
18. PC12 hiicreleri, DSMZ-Germany. Kiiltiir (37 0C) seklinde

19. Nerve growth factor, Sigma, N0513, 1 mg (Amerika)
3.2. Metot

3.2.1. Deneysel Tedavi

3.2.1.1. Deney Hayvanlari ve Deney Plani

Calismamizin cerrahi islem béliimii SDU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma laboratuarinda, Calsiyum sinyal incelemeleri SDU Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dalinda yapilmistir. Calismada agirliklar1 170-346 gram olan 48 adet

Wistar Albino cinsi erkek sican kullanildi.
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Calisma 5 ana grup olarak planlandi.
Grup 1: (n=8) kontrol

Grup 2: (n=10) sham kontrol (sadece laminektomi) 3.giin AKG (Arka kok

Ganglion) hiicreleri alimi
Grup 3: (n=10) laminektomi+travma 3.giin AKG hiicreleri alim1

Grup 4: (n=10) laminektomi+travma + iv Nimodipin 3.glin AKG hiicreleri

alimi

Grup 5: (n=10) laminektomi+travma + iv Nimodipin +oral Nimodipin 3.giin

AKG hiicreleri alimi
Anestezi

Cerrahi islem Oncesi tiim gruplardaki hayvanlara genel anestezi amaciyla

Inhaler olarak Eter uyguland.
Cerrabhi islem

Tiim hayvanlar genel anestezi altinda sirt bolgesi tras edilerek %10’ luk
Polyvidon iyot (Batticon, Adeka, Samsun) ile lokal antisepsi saglandi. Prone
pozisyonda T7-L1 seviyesinde cilt, cilt alt1 dokular gecildi. Paravertebral kas fasyasi
gecilerek kaslar laterale kiint diseksiyon ile siyrildi. (Resim 1) Torakal bolgedeki
kostalar sayilarak enson kostanin ¢iktigi yer Th 12 olarak kabul edildi. Torakal 8-12
laminalar1 goriilerek total laminektomi uygulandi. Hayvanlarin dura materleri saglam
olarak ortaya konuldu. Standart travma amaciyla anevrizma klibi (Sugita no: 07-934-
11, kapanma basinci: 1.37-1.72 N) ile dura ve spinal kord ¢epegevre olacak sekilde,
horizontal ekstradural olarak 1 dakika siireyle klibe edildi (Resim 2) ve omurilik
hasar1 olusturuldu. (Resim 3) Hemostazi takiben tabakalar anatomiye uygun olarak

3/0 prolen ile kapatildi
1.grup: Kontrol grubu olarak kullanildi.

2.grup: Sham kontrol grubu olarak kullanildi. Laminektomi sonras1 3 giin

sonra AKG (Arka kok ganglion) hiicreleri alindi.

3.grup: Laminektomi sonrasi travma olusturularak 3 giin sonra AKG hiicreleri

alindi.
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4.grup: Laminektomi sonrast 1 dakika siire ile anevrizma klibi ile travma
olusturularak travmadan 10 dakika sonra baslamak iizere giinde bir defa Nimodipin

0.5mg/kg iv infiizyon seklinde verilerek 3 giin sonra AKG hiicreleri alindi.

5.grup: Laminektomi sonrasi 1 dakika siire ile anevrizma klibi ile travma
olusturularak travmadan 10 dakika sonra baslamak iizere Nimodipin iv verilerek ve
oral 15 mg/kg dozunda gavajla Nimodipin verildi. 3 giin Nimodipin (iv) verildi.
Daha sonra oral Nimodipin’e basland1. 3 giin de hem oral hem iv Nimodipin tedavisi

verildi. 6.giin sonra AKG hiicreleri alind1

Deneyimizde Nimodipin iv infuzyon seklinde 0.5 mg/kg dozunda oral da
gavajla 15 mg/kg dozunda verildi.(51) Spinal travma 1 dakika siire ile anevrizma

klibi ile uygulandi.

Deneyimiz sonucunda Ca*? kanal blokeri olarak kullanilan Nimodipin spinal
kord arka kok ganglion hiicrelerinde kan akimini artirarak ratlarda travma sonrasi
olusacak degisiklikler ve molekiiler olarak da oksidatif stres {izerine olan etkileri

degerlendirildi.

Resim 1. Omuriligin agilmasi
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Resim 3. Klip sonrast omuriligin durumu
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3.2.1.2. Arka Kok Ganglion Hiicre izolasyonu

Arka kok ganglion hiicreleri 2-3 haftalik ratlarin inhalasyon anestezisi
isleminden sonra dekapitasyon islemini takiben hi¢ vakit kaybedilmeden sirt
omurlart bir biitlin halinde ¢ikarildi. Sirt omurlar1 kas dokusundan olabildigince
ayrildi ve ventral olarak 6zel olarak silikon maddesi ile kaplanmis yerine hareket
etmeyecek sekilde yerlestirildi. Hiicrelerin canliligin1 kaybetmemesi i¢in bir miktar
DMEM medyumu (%89 Dulbecco's Modified Eagle Medium, %10 FBS, %1
Penisilin-Streptomisin antibiyotik kombinasyonu) konuldu. Bu islemden sonra
omurlar median hatlarinin lizerinden olacak sekilde esit iki pargaya ayrilmaya
calisildi. Spinal kort ve iizerindeki zar stereo mikroskop altinda 6zenle yerlestirildigi
alandan dis kisma alindi, bu sirada spinal kort ile sinir gruplarimin baglantisi
koparilmamaya 6zen gosterildi. Her iki vertebra arasina 6zenle yerlestirilmis olan
hiicre yumaklar1 uglar1 ince uglu pensler vasitasiyla yerlerinden alinarak igerisinde
antibiyotikli medyum bulunan steril pedri kaplarina konuldu. Tiim hiicre yumaklari
alindiktan sonra igerisinde antibiyotikli medyum bulunan pedri kutusu stereo
mikroskop altina alinarak hiicre yumaklariin gangliyon uzantilarindan ayrildi ve bir
saat siiresince inkiibatérde (37 °C ve %5 CO,) kollejenazli soliisyon (% 0,25)
icerisinde bekletildi. Bir saat sonrasinda mekanik parcalama islemine gegildi ve sirasi
ile ilk 6nce 1 ml hacimli (farkli genisliklerdeki uglarla) pipet uglar ile daha sonra
200 mikrolitre hacimli pipet uglar ile ve en sonunda da steril insiilin ignelerinden
gecirilerek mekanik parcalanma islemi tamamlandi. Bu islemler tamamlandiktan
sonra hiicreler medyumlarindan ayrilmak iizere santrifuj islemine tabi tutuldu ve
sonrasinda Na® / HEPES tamponu ile homojen hale getirilerek floresan boyar
maddesi Fura—2 AM maddesi ilave edilerek bir saat siiresince 37 °C de ¢alkalamali

su banyosuna konuldu.
3.2.2. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii
3.2.2.1. Indirgenmis Glutatyon (GSH) sinyali

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay’in (52) bildirdikleri yonteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar; %10

trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-
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hydroxymethil-aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH: 8,9 olacak sekilde 1

litrede ¢oziilmesi ile hazirlanir.

Deneyin yapilisi: 0,1 ml hiicre homojenati 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi, 0,1
ml siipernatant temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.
Kullanilan kimyasallar:
1- Tris HCI tamponu (50 mM) pH:7,6
2- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
3- DTNB soliisyonu

Oda 1s1sinda 5 sn beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga

boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (53) tarafindan bildirilen

yonteme gore spektrofotometrede belirlendi.
Kullanilan Solusyonlar:
1- Tris (1) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6
2- GSH soliisyonu
3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu
5- Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9

6- DTNB soliisyonu
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Tablo 4. GSH-Px deneyinin analiz semasi ve kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Kontrol Ornek
Hiicre homojenati 0.5 ml 0.5 ml
Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi. - 0.1 ml
GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1ml | 0.1 ml

Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi
TCA (her tiip i¢in 5 sn araliklarla konuldu) 1.0ml | 1.0ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alind1

Uzerine Tris tampon eklendi. 20ml | 2.0ml

DTNB eklendi. 0.1ml |0.1ml

Oda 1sisinda 5 dakika beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm
dalga boyunda okundu

3.2.3. Lipit Peroksidasyon Analizi

DRG hiicrelerinde lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve
arkadaslarinin  (54) bildirdikleri ydnteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS)
reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800,

Japonya) yapildi.

Deneyin yapilisi: Tiim DRG hiicre gruplar1 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS
sollisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karisimi kullamildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100 C’lik kaynar
suda, su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde
5 dk santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli sivi otomatik pipetle hassas bir sekilde
almarak lcm 151k gecisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede

kore karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3
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tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak

belirlendi. Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.
3.2.4. Intraselliiler Kalsiyumun Olciilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin Sl¢iimii icin AKG hiicreleri oda 1sisinda 45
dakika boyunca 4uM fura—2 AM floresan boyasi ile boyandi (55). Boyanma
isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan, seffaf
kiivetlere hiicre yogunlugu 2x106 olacak sekilde Na+-HEPES [(mM cinsinden)
NaCl, 140; KCl, 4,7; CaCl2, 1,2; MgCl2, 1,1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)]
sollisyonu icerisinde floresan spektrofotometrede (Varian Cary Eclipse, Australia)
haznesine yerlestirildi. Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm,
505 nm emisyon dalga boylarinda floresan 151k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika
boyunca kayit alindi. Hiicre i¢i serbest Ca™ iyon diizeyi [Ca™i degisimleri
bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlari ile kaydedildi

(56) ve Grynkiewicz ve arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi (57).
3.2.5. istatistiksel Analiz

Bu caligmanin istatistiksel analizlerinde SPSS 17.0 programinda tanimlayici
istatistik (median, min-max, standart deviasyon) degerleri, Mann Whitney U Testi
yapildi. Tiim gruplar arasinda spinal travma sonrasi1 Ca™ sinyali diizeyleri Kruskal
Wallis testiyle analiz edildi. Bu gruplar arast farki incelemek ig¢in ikili
karsilagtirmalarda Mann Whitney U testi kullanildi (grup sayilari n<30 oldugundan
dolay1 non parametrik test uygulandi).Bu karsilastirmalarda istatistiksel anlamlilik

diizeyi p<0.05 olarak alindi. Grafikler Microsoft Excel programinda olusturuldu.

Ca*? Sinyali icin Ortalama degerler

Report

datal

Grupdatal |Mean N |Std. Deviation |[Minimum |Maximum |Std. Error of Mean |Range

1 1,647051E4 |9 |2,9349509E3 |13270,5068 |22873,0860 |978,3169534 9602,5792
2 2,139374E4 |9 |5,3403560E3 |13654,5165 |31102,3558 |1,7801187E3 17447,8393
3 5,760870E4 |9 |2,1785466E4 |21796,8811 84854,2837 |7,2618219E3 63057,4026
4 3,859702E4 |9 |1,1543179E4 24322,7863 |59742,1064 |3,8477263E3 35419,3201
5 3,188664E4 |9 19,1407536E3 |21676,8718 52304,8926 |3,0469179E3 30628,0208

Total 3,319132E4 |45 |1,8611707E4 |13270,5068 |84854,2837 |2,7744694E3 71583,7769
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4.1. Arka Kok Ganglion hiicrelerinde Sitozole Kalsiyum Iyonu [Ca+2]

Salinimi Diizeyleri ve gruplar arasinda karsilastirmali sonuglar

Ranks

datal

Grupdatal N Mean Rank
1 9 17,00

2 9 112,00

Total 18

Test Statistics”

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

Sum of Ranks
63,00
108,00

datal
18,000
63,000
-1,997
,046
,050%

Kontrol grubu (1.grup) ile 2.grup sadece laminektomi yapilip 3 giin sonra

AKG hiicreleri alinan grupta p degeri: 0.046 geldi. 0.05’ten kiiciik oldugu i¢in

istatistiksel anlamlilik saptandi. Hiicre i¢inde Ca ™ sinyali artis1 goriildii.

Ranks

Grupdatal [N |Mean Rank
datal |1 9 (5,11

3 9 (13,89

Total 18

Test Statistics®

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

Sum of
Ranks

46,00
125,00

datal
1,000
46,000
-3,495
,0001
,000*

Kontrol grubu ile 3.grup (laminektomi ve spinal travma uygulanip) 3 giin

sonra AKG hiicreleri alinan grupta p degeri 0.0001 saptandi 0.05’ten kiiclik oldugu

icin istatistiksel anlamlilik saptand1. Hiicre i¢inde Ca ™ sinyali artig1 goriildii.



Ranks

Grupdatal [N |Mean Rank
datal |1 9 15,00

4 9 14,00

Total 18

Test Statistics®

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

4

p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
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Sum of
Ranks

45,00
126,00

datal
,000
45,000
3,578
,0001
,0001*

Kontrol grubu ile 4.grup (laminektomi, spinal travma ve IV Nimodipin

uygulanip) 3 gilin sonra DRG hiicreleri alinan grupta p degeri 0.0001 saptandi.

0.05’ten kiigiik oldugu igin istatistiksel anlamlilik saptand1. Hiicre i¢inde Ca'? sinyali

artig1 gorildii.

Ranks

datal

Grupdatal N Mean Rank
1 9 522
5 9 13,78
Total 18
Test Statistics”
Mann-Whitney U
Wilcoxon W
Z
p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

Sum of Ranks
47,00
124,00

datal
2,000
47,000
-3,417
,001
,001

Kontrol grubu ile 5.grup (laminektomi, spinal travma ve 3 giin IV Nimodipin

ve 3 giin oral Nimodipin uygulanip) DRG hiicreleri alman grupta p degeri 0.001

geldi. 0.05’ten kiiciik oldugu icin istatistiksel anlamlilik saptandi. Hiicre i¢inde Ca™

sinyali artis1 goriildii.



Ranks

datal

Grupdatal N Mean Rank
2 9 5,56

3 9 |13,44
Total 18

Test Statistics®

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
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Sum of Ranks
50,00
121,00

datal
5,000
50,000
3,158
,002
,001%

Sham Kontrol (2.grup) grubu ile 3.grup arasinda p degeri 0.02 geldi. 0.05’ten

kiiciik oldugu icin istatistiksel anlamlilik saptandi. Hiicre i¢inde Ca™ sinyali artist

goriildil.

Ranks

datal

Grupdatal N Mean Rank
2 9 544

4 9 13,56

Total 18

Test Statistics”

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

Sum of Ranks
49,00
122,00

datal
4,0
49,000
-3,241
,001
,001*

Sham Kontrol grubu (2.grup) ile 4.grup arasinda p degeri 0.01 geldi. 0.05’ten

kiigiik oldugu i¢in istatistiksel anlamlilik saptandi. Hiicre i¢inde Ca™ sinyali artis1

gorildii.



Sham Kontrol grubu (2.grup)

Ranks

datal

Grupdatal N Mean Rank
2 9 5,78

5 9 [13,22

Total 18

Test Statistics”

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Grupdatal
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Sum of Ranks
52,00
119,00

datal
7,000
52,000
-2,989
,003
,002

ile 5.grup arasinda p degeri 0.003 geldi.

0.05’ten kiiciik oldugu igin istatistiksel anlamhlik saptandi. Hiicre i¢inde Ca™ sinyali

artist goriildi.

Ranks

datal

Grupdatal N Mean Rank
3 9 11,67

4 9 17,33

Total 18

Test Statistics”

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

p degeri

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]
a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Grupdatal

Sum of Ranks
105,00
66,00

datal
21,000
66,000
-1,726
,084
,094%

3.grup (Laminektomi ve spinal travma uygulanan ratlarla) 4.grup arasinda p

degeri 0.084 saptanmasi tizerine istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.
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Ranks

Grupdatal N Mean Rank Sum of Ranks

datal |3 9 12,33 111,00
5 9 7,67 60,00
Total 18
Test Statistics”
datal
Mann-Whitney U 15,000
Wilcoxon W 60,000
Z -2,268
p degeri ,023
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,024°

3.grup ile 5.grup arasinda p degeri 0.023 saptanmasi iizerine istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptandi. Burada 5.grupta hem iv hem de oral olarak

uyguladigimiz Nimodipin’in etkili oldugu gériilmiistir. Ca™ sinyali azalmistir.

Ranks

Grupdatal N Mean Rank Sum of Ranks

datal |4 9 |11,33 102,00
5 9 |7,67 69,00
Total 18

Test Statistics®

datal
Mann-Whitney U 24,000
Wilcoxon W 69,000
Z -1,465
p degeri ,143
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1617

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Grupdatal

4.grup ile 5. grup arasinda p=0.161 gelmesi iizerine istatistiksel olarak anlaml1

farklilik saptanmad.
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Sekil 4. intravendz (IV) ve oral (G) nimodipinin (N) laminektomi (Lam) yapilan sigan AKG
sinir hiicreleri serbest Ca+2 salinig1 iizerindeki etkileri. (ortalama+SD)

Bu sckilde, yaptigimiz deneyde 5 gruptaki hiicre i¢i Ca™ salmimi
goriilmektedir. Kiimen Hidroperoksit hiicre membraninda Ca™ kanallarim agict
olarak gorev almaktadir. En fazla Ca™ saliimu 3. Grupta goriilmektedir. Bu grupta
laminektomi ve 1 dakika siire ile travma uygulamistik. 4. ve 5.gruplarda Ca™
salimmi  diigmiistir. Bu da uyguladigimiz Nimodipin ilacinin Ca™  alimmim

azaltigini gostermistir.

Sekil 5. Nimodipin (2,6-Dimethyl-4-(3-nitrophenyl)- 1,4-dihydropyridin-3,5-dicarbonséure-
3-isopropylester-5-(2-methoxyethyl)ester) molekiilii
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Kalsiyum Salimimi
[Ca ], (nmol/saniye)

Sekil 6. Kontrol, Sham kontrol, Laminektomi, Laminektomi + iv Nimodipin, Laminektomi
+ Nimodipin iv-oral verilen gruplardaki AKG sinir hiicrelerinde serbest Ca+2 salinimi1
(nmol/saniye).

Tablo 5. DRG hiicrelerinde lipit peroksidasyon (LP),indirgenmis glutatyon (GSH)
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri iizerinde Intravenéz (IV) ve oral (G)
nimodipinin laminektomi (Lam). (ortalama deger+standart sapma).

Degerler LP GSH GSH-Px

(uMol/gr protein) (uMol /gr protein)  (IU/gr protein)
Kontrol 2.90 +0.45 1.69 +0.08 2.33+0.29
Sham Kontrol 2.90 +0.32 2.02+0.09 2.18+0.36
Laminektomi 3.02+0.40 1.78 £0.10 247+0.16
Nimodipin (iv)  3.33 £0.43 1.77 £ 0.08 2.53+0.41
Nimodipin 3.01 £0.63 1.88+0.10 2.48 £ 0.44
(iv+oral)

LP, GSH ve GSH-Px degerleri bakimindan gruplar arasi farklilik
gozlenilmedi. Uyguladigimiz Nimodipin ilacinin oksidatif stres degerleri iizerinde

etkisi tespit edilemedi.
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5. TARTISMA

Omurilik hasar fiziksel, duygusal ve ekonomik boyutu ile toplumun genis bir
kesimini etkilemektedir. Komplet ya da inkomplet olsun sonuglar1 agisindan biiyiik
bir sosyal problem olup hayatta kalanlarin yarisindan fazlas1 normal yasantisina geri
donememektedirler. (58) Bir¢ok arastirmaci norolojik fonksiyonlar1 diizeltmek igin
akut omurilik hasar1 patofizyoloji mekanizmalar {izerinde degisik metodlar bulmaya
calismislardir. Tedavi i¢in harcanan yogun ¢abalar, cagdas yaklasima olumlu
katkilarda bulunmaktadir ancak kalici ve anlamli derecede etkili ve ayni zamanda

evrensel bir tedavi protokolii gelistirilememistir (59)

AKG hiicreleri de sinir impuls iletiminde gorev alirlar ve sinir iletisinde
onemli rol oynamaktadirlar. Calismamizda sinir iletimi ve Ca™ sinyali iizerine
oldugu i¢cin AKG hiicreleri kullanilmistir. AKG hiicreleri viicutta agrinin olusum
mekanizmasindan sorumlu hiicrelerdir. AKG hiicrelerinin zarlarinda olusabilecek
oksidatif hasara bagl degisiklikler bu hiicrelerin harabiyetine ve sinir hiicreleri

arasindaki iletim bozukluklarina neden olabilmektedir. (60)

Omurilik hasar1 patofizyolojisinde hala primer mekanik yaralanmalarin ve
bunu izleyen sekonder yaralanmalarin altinda yatan nedenler; iskemi, anormal
intraselliiler iyon siftleri (Na, Ca™), hiicre membranlariin serbest radikallere bagli

lipid peroksidasyonu, 6dem, 16kosit infiltrasyonu ve eksitotoksik hiicre Sliimiidiir.

Inflamasyon, spinal kord yaralanmasi sonrasinda ¢ok hizli bir sekilde
baslamaktadir. Yaralanmayla baslayan ve devam eden kanama, Odem,
noroeksitotoksinlerin akiimiilasyonu ve biyokimyasal degisiklikler; inflamasyonun
merkezi sinir sistemi lizerindeki esas etkilerini belirlemede zorluklar yaratmaktadir.
Inflamasyon canli dokunun her tiirlii zedelenmeye karsi gosterdigi ortak bir
reaksiyondur. Inflamasyon yaralanma alanindaki vaskiiler, ndrolojik, hiimoral ve
hiicresel yanitlar1 igermekle birlikte organizmanin zedeleyici etkeni ¢evreleyerek yok
etme ve zararl siirecleri sinirlandirmasini saglayan ve takiben doku onarimina yol

acan bir siirectir (57).

Travma sonrasit bu alana infiltre olan notrofiller, makrofajlar ve aktive

mikroglialar selliiler debrisi temizlerler ancak bu sirada sitotoksik veya norotrofik
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molekiilleri de hasarli spinal korda salarlar. Mikroglialar SSS’de immiin hiicreler gibi
onemli rol oynarlar. Mikroglialar SSS boyunca dagilir ve glialarin % 10-15’ini
olustururlar. Normal durumda istirahat halindedir ama SSS travmasi, apoptozis,
iskemi, inflamasyon ve enfeksiyon ile uyarilinca aktif duruma gecer. Bu
stimuluslarla bir kez aktive olunca biyoaktif maddeler, sitokinler ve

norotransmitterler salinir.

Calismamizda Rivlin ve Tator tarafindan 1978 yilinda gelistirilen klip
kompresyon modelini kullandik. Laminektomi sonrasi omuriligin lateralinden konan
anevrizma klibi belli bir siire omuriligi komprese etmektedir. Kompresyon cevresel
oldugu i¢in insanda olan travma tipine daha uygundur. Bunun yaninda yalniz kii¢iik
hayvanlara uygulanabilir. Mekanik yaralanma yaninda iskemiye de yol acar. Agirlik

diistirme ve balon kompresyon modeline gore daha giivenilir bir yontemdir.

Akut omurilik hasarinin optimal tedavisi i¢in gelismeler devam etmektedir.
Giiniimtizdeki farmakolojik tedavi, yaralanmadan sonraki 8 saat iginde iv
prednizolon verilmesini icermektedir. Randomize yapilan klinik c¢alismalarin
sonucunda metilprednizolonun belirtileri gergektir ama klinik gelismedeki rolii
siirlidir. Omurilik kan akimmi ve perflizyonunu arttirarak noérolojik kayiplari
azalttig1 bildirilmistir. NASCIS II protokoluna gore; ilk 8 saat iginde 30 mg/kg/ 15
dakika, devaminda 5.4 mg/kg/23 saat inflizyon halinde uygulanan

metilprednisolonun morbidite ve mortaliteyi azalttig1 bildirilmistir (61,62).

Son zamanlarda serbest radikaller, eksitator aminoasitler, inflamatuar cevap
mediatorleri, lokal norotransmitter toksisitesi gibi posttravmatik patokimyasal

olaylar1 inhibe etmeye odaklanilmstir.

GM-1 Asidik glikolipidler olup hiicre membran dis lipid tabakasindaki ana
maddedir. Eksojen gangliosidler lipid tabakasina yerlesip endojen gangliosid gibi
davranirlar. Travmadan 48 saat sonra baslanmis ve ortalama 26 gilin uygulanmstir.
Bir yi1l sonunda hastalar Frankel ve ASIA motor skoruna goére degerlendirildiklerinde

GM-1 anlamli diizeyde yararl olarak bulunmustur (63,64,65).

Larazoidler (Trilazad Mesylat) 21- aminosteroiddir. Steroid olmasina ragmen
steroidlerin yan etkilerini tasimaz. Antioksidan etkisi metilprednisolon’dan fazladir.

Membrani stabilize eder, omurilik kan akiminmi arttirir. Trilazad mesylat’in
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(U74006F) serbest radikal tutucu mekanizmayla da etkili oldugu bildirilmektedir.
NASCIS III ¢alismasi trilazad ile metilprednisolonun etkilerini karsilastirmaya

yonelik yapilmaktadir (64,65,66,67).

Yiiksek dozda Naloksanin deneysel kontiizyon modelinde omurilikte kan
akimini artirarak klinik diizelme gosterdigi bildirilmistir. Ayrica naloksanin paretik

hastalarda daha etkili oldugu gosterilmistir (68,69) .

Eksitator aminoasitler hiicre i¢ine kalsiyum iyonunun girisini baslatirlar.
Kalsiyumun hiicre icine girisi hiicre 6liimiine kadar giden bir reaksiyon zincirini
baglatir. Cesitli reseptorler NMDA, oa-amino 3- hydroxy -5-methyllisoxazile-4-
proprionic acid (AMPA) ve kainate (KA), bunlar GYKI 52466 AMPA reseptor
antago nisti olup deneysel calismalarda akut omurilik yaralanmalarindan sonra

onemli terapotik ndroprotektif etkili oldugu bildirilmistir (70,71)

4-aminopyridin, internodal bolgelerdeki potasyum kanallarinin blokeridir. 4-
AP, aksiyon potasiyelinin siliresini uzatarak demiyelinize alanlarda sinir iletisini
arttirir. Potasyum kanal blokerlerinin kronik donemde noronal fonksiyonun yeniden

saglanmasinda olumlu etkilerinin olduguna inanilmaktadir (72,73).

E vitamini serbest radikalleri rediikte eder, hiicre membranina girerek
poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonunu engeller. Selenyum, hidrojen peroksidi
rediikleyen glutatyon peroksidazin kofaktoriidiir. Hiicre i¢indeki hidrojen peroksidi
ve diger baz1 peroksidleri temizler. Trilazad mesylat, antioksidan etkisiyle serbest

radikal tutucu olarak etki gostermektedir (66,66) .

Indomethazin, glukokortikoid, siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibitdrleri
gibi antienflamatuvar ajanlar hasarli omurilikte eicosanoidlerin serbestlesmesini
azaltirlar. Interferon potent bir proinflamatuvar ajandir. Omurilik {izerine faydali
etkileri oldugu yazilmigtir. Ancak bu hastalarda antiinflamatuvar ilaglarin dozu

noroprotektif etkisi i¢in toksik oldugu bildirilmistir (72)

5-HT reseptdr agonisti quipazine, ¢esitli adrenerjik agonistler ve GABA
antagonistleri gibi c¢esitli sentetik reseptdr agonistlerinin spinal aksonlar {lizerinde
kuvvetli eksitator etkileri vardir. Bunlarin deneysel omurilik hasar1 modellerinde

noroprotektif oldugu bildirilmistir (72).
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Norotropik faktérlerden NT3 (Neurotrophin 3) , omurilik yaralanmalarindan
giinler veya haftalar sonra hasarlanmis aksonlarda goriilen atrofi ve retrograd hiicre

Oliimlerinin 6nlenmesi amaciyla verilmistir (72,74).

Astrosit ve schwann hiicreleri gibi destekleyici dokularin kiiltiirde iiretildikten
sonra hasarli omurilik uglarinda rejenerasyonu baslattiklar1 gosterilmistir. Cesitli
arastirmalarda transplante edilmis oligodendroglial hiicrelerin de omurilikte

miyelinizasyonu baslattiklar bildirlmistir (74, 51, 75)

Omurilik yaralanmalarinda bu antikor inflizyonunun baz1 aksonlarda
rejenerasyona ve dallanmaya yol actigi tespit edilmistir. Oligodendrositlerden elde
edilen myelin-associated glikoproteinde (MAG) nétralizan antikor olarak etkili

bulunmustur (75)

Melatonin membran lipidleri lizerinde anti oksidan etkisinden dolay1 deneysel
caligmalarda lipid peroksidasyonunu azaltarak omuriligi ikincil doku hasarindan

korudugu bildirilmistir (50)

Hiperbarik oksijen tedavisi Omurilik yaralanmasinin erken doneminde (ilk 6
saat) uygulandiginda iskemiyi onleyerek akson ve miyelin hasarini azaltarak noronal
rejenerasyonu sagladigi ve norolojik iyilesme tizerine etkili oldugu yayinlanmistir

(76,77).

Sistemik hipotermi etki mekanizmasi konusunda cesitli goriisler vardir.
Oksijen serbest radikallerini azalttig1, eksitator amino asid ndrotransmitter glutamatin
serbestlesmesini baskiladigi, hiicre ici kalsiyum birikmesini azalttigi, enflamatuar
cevaplar1 engelledigi, polimorfoniikleer 16kosit birikmesini énemli oranda azalttigi

bildirilmistir (77).

Progesteronla yapilan bir calismada, spinal kord yaralanmasi sonrasi
progesteronun 6.saatte ortaya ¢ikan inflamatuar sitokinlerinden olan TNF-a’1 anlaml

olarak distirdiigiinii ortaya koymaktadir. (78)

Tamoksifen ile yapilan bir calismada spinal kord yaralanmasi sonrasi
sitokinlerin travma sonras1 6 saatte en yiiksek seviyelere ulagmasi sirasinda
sicanlarda ikincil patolojik biyokimyasal olaylar baglaminda tamoksifen i¢in bir

noroprotektif ve restoratif roliinli desteklemektedir. (79)
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Quardouz ve ark, Nimodipin ile KB-R7943’in (Na- Ca™® ekschange
inhibitorii) spinal kord yaralanmasinda etkisini arastirmislardir. Nimodipin’in L tipi
Ca' kanallarin1 bloke ederek ikisinin beraber uygulanmasmin Ca “’un hiicre icinde

azaltarak dorsal kolonda yararli bir néroprotektif etki yaptigini diistinmiistiir. (80)

Winkler ve ark, spinal kord travmasi verilen Nimodipin ile travma sonrasi
gelisen eksitator potansiyelleri incelemigler. Bu potansiyeller sag tibial, sag sural
sinirin uyarilmasi ve kuyruk kismina yerlestirilen elektrodlarla kayit altina alinmstir.
Nimodipin verilen grupta aksonal hasar ve potansiyel kaybi1 ¢ok daha az olarak

bulunmustu. (81)

Deng ve ark, tarafindan omurilik travmasi uygulanan ratlarda sinir biiylime
faktorii (NGF) ve Nimodipin karsilastirilmistir. Travma sonrasi ratlarda 3,6,12,24,72
saatlerde SOD (Superoksit Dismutaz) degerleri dl¢iildii. 6 ve 8 saatte SOD degerleri
yiiksekti. Serbest iyonik kalsiyum konsantrasyonu intraseliiler calismadaki gruplarda
(P <0.05) en diisiik olmustur. Spinal kord greft laboratuarinda yapilan bu ¢alisma da
omurilik hasarin1 onarmak i¢in etkili bir yontem olmasina ragmen, NGF ve
Nimodipin ikincil hasar1 durdurmak ve ana sagkalim oranini artirabilicegini

diistinmtislerdir. (82)

Inamura ve ark, omurilik travmasi uygulanan ratlara intratekal Nimodipin
vermisler. Spinal kord kan akimi ve uyarilmis potansiyelleri dl¢miislerdir. Fakat
intratekal olarak Nimodipin vermenin plasebo grubuna kars1 spinal kord kan akimin

artirici etkisi saptanmamustir. (83)

Ross ve ark, ratlarda omurilik travma modelinde Nimodipin ve
Metilprednisolon’un spinal kord kan akimi iizerine etkilerini incelemislerdir. Bizim
calismamizda oldugu gibi 1 dakika siire ile spinal kord kliplemisler. Nimodipin ve
Metilprednizolon’un plaseboya karst 6nemli bir {istlinliik saglamadig1r goriilmistiir.
(84) Yine Ross ‘un yaptig1 bagka bir ¢alismada omurilik travma modelinde MEP
(Motor  Uyarilmis  Potansiyeller) ve SSEP (SomatoSensoryal Uyarilmis
Poatansiyeller) tespit edilmistir. Nimodipin ¢esitli dozlarda iv olarak verilmistir.
MEP ve SSEP tiim si¢anlarda yaralanma sonrasi herhangi bir grupta uyarilmis
potansiyellerde hi¢bir iyilesme bulunamamistir.. MEP ve SSEP’de belirgin fark

saptanmamustir. (85)
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Holtz ve ark, omurilik travmasi yapilan ratlarda Nimodipin ve AntiNoétrofil
Serum (ANS) denemis olup gelisen paralizilerde iki ilacin da etkili olmadigim

bildirmislerdir. (86)

Nimodipin néroprotektif etkinligi oldugu ¢esitli calismalarda gosterilmis bir
vazodilatator bir ajandir. Fakat bu etkisini hangi mekanizma tizerinden gosterdigine

yonelik arastirmalar ve tartigsmalar halen devam etmektedir.

Bilindigi gibi néron hiicrelerinin [6rnegin primer duyu ndronlar1 ve arka kok
gangliyon (AKGQG) hiicreleri] patofizyolojileri, basta agri olusumu mekanizmalari
olmak {iizere bircok patofizyolojik konuda biiyiik 6neme sahiptir. Hiicre igerisinde
Ca™ iyonunun asir1 artist hiicreleri ya calisamaz hale getirmekte veya oliime kadar
gotiirmektedir. Bu yollardaki meydana gelen patofizyolojik olaylarda Ca™* sinyali ve
oksidatif stresin 6neminin iyi bilinmesine ragmen AKG hiicrelerinde Nimodipin‘in

koruyucu rolii ve patofizyolojik mekanizmalart halen bilinmemektedir.

Noropatik agr1 ve diyabetik polinéropati olarak adlandirilan ve periferal sinir
sistemindeki en yaygin bozukluk olarak bilinen bu rahatsizliklar, artmis bir sekilde
bulunan hiicre zarn Ca™ kanal anormallikleri ve fonksiyonlar1 ile
iligkilendirilmislerdir (87). Hiicre zarinda bulunan kanallardaki fonksiyon
bozukluklarida hiicre icerisindeki Ca™ seviyelerinin hizli degisimi ve sonucunda da
hiicrenin uyarilabilme sikliginin degisimini dogurmaktadir. Primer eferent néronlarin
uglarinda ve sinir hiicrelerinin gévdelerinde bulunan T tipi Ca™ kanallarnmn
aktivitelerinin farkli kimyasal ajanlarla azaltilmasinin bir¢ok sinir hiicresi hasarinda
olusan noropatik agrinin azaltilmasinda etkin oldugu bildirilmistir (88). Hiicre
icerisine giren Ca™, igerisinde glutamat gibi nérotransmiter maddeler bulunan
depolarin igerisindeki bu molekiilerin sinapslara bosaltilmasina neden olur. Agrinin
siddetinin azaltilmasinda Ca™‘un hiicre icerisine giris yollarmi bloke etmekte
gilinlimiizde ciddi olarak hedeflenen bir yaklagim olmustur. Schroeder ve arkadaslari
opiatlarin presinaptik uglardaki Ca***un hiicre igerisine girisini G proteini aracilig:
bloke ederek agr1 algisinin azaldigini bildirmislerdir. Ca™ dengesinde anormallikler
hiicre igerisindeki Ca™ miktarmin artmasia neden olmakta ve bu anormal artis da
uyarilabilir hiicrelerde anormal agrinin hissedilmesine neden olmaktadir (89).

Calismamin hedeflerinden bir tanesi de [Ca™]; seviyeleri ile oksidatif stres deneyleri
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sonucu elde edilen bulgular1 degerlendirmek ve agrinin olusum mekanizmasinda
temel rol alan AKG hiicrelerinde bu verileri apoptotik deneylerle kontrol etmekti.
Oksidatif stresle inkiibe edilen ve daha sonrasinda tekrar oksidatif stres ile uyarilan
AKG hiicrelerinde hiicre i¢i depolardan sitozole salman Ca** miktar1 ve bunun

sonucunda oksidatif stres gostergesi olan lipit peroksidasyonu diizeyleri artmustir.

Oksidatif stres hiicredeki ¢ekirdekte ADP-riboz (ADPR) firetimini 3 yolla
artirmaktadir. ADPR {iretimi G proteine bagl reseptorlere ligand kanal aktivasyonu
ile baslatilir. Reseptor aktivasyonu ayni zamanda intraselliler Ca™ yogunlugunun
yiikselmesi IP3 tarafindan hiicre i¢i organellerden Ca™ serbest birakilmasini saglar.
Voltaja duyarli Ca™ ve transient reseptdr potansiyel melastatin 2 (TRPM2) kanallar
hiicreye dogru giiglenen TRPM2 aktivasyonuyla bir pozitif feed back ile Ca™ girisi
saglar. Alternatif kaynaklar ADPR iceren mitokondri ve c¢ekirdektir. ADPR
polimerlerinin stimiilasyon sonrast poli (ADPR) polimeraz—1 (PARP-1)’e ve
sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG) taratindan ADPR’ye hidroliz edilir.
Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir. Sitozolde Ca™ artis1
mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasi veya hiicre disindan sitozole H,O,
lerin gelisi daha fazla ROT iiretilir. (90) ADPR ve ROS geri bildirim mekanizmasi
ile TRPM2 kanallarin agilmasi yolu ile sitozole Ca™ akisini artirir (91). Artan
okidatif strese bagli olarak bir kisim katyon kanallarinin ac¢ilmasi bagli olarak

sitozele Ca'™ akisinin artisina neden olmus olabilir.

Calismamizda Nimodipin’in hiicre i¢i Ca™ degerleri tizerinde azaltici etkisi

tespit edildi. Fakat oksidatif stres degerleri tizerinde anlamli degerler saptanmadi.
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6. SONUC

Calismamizda Ca'™ kanal blokeri olan Nimodipin’in spinal kord yaralanmasi
sonrast AKG hiicrelerinde Ca™ sinyali ve oksidatif stres iizerine olan etkileri
arastirlmistir. Ikincil hasarin 6nlenmesinde daha énce Ca™ kanal blokéri denenmis
olup spinal kord kan akimini artirarak iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigine dair
caligmalar yapilmistir. Nimodipin voltaja-bagimli L-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke

ederek etki etmektedir.

Agrmin olusum mekanizmasinda dorsal kok sinir hiicrelerinin sitozoliine
patofizyolojik diizeyde kalsiyum iyonu (Ca™) akisinin ve sonrasinda oksidatif stres
aktivasyonu geri bildirim yolu ile sitozole daha fazla kalsiyum akisinin rol oynadigi

iyi bilinmektedir. (92)

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olan superoksit radikali, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali gibi hemoglobin poliansatiire yag asitleri ile otooksidasyon ile
siirekli iiretilir. Lipid peroksidasyonu hiicre yaralanmasina intraselliiler zar ve hiicre
yikilmasina sebep olabilir ve sonradan hiicre 6liimiine sebep olur. Hiicrelerde gesitli
antioksidan mekanizmalar1 ROT’un zararli etkilerine sebep olur, ancak hipoksiyle
antioksidan mekanizmalarin verimliliginin kayb1 ve mitokondrial elektron sisteminde
serbest radikal olusumunda artis olur. Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) suyla
katalizi hidrojen peroksitin azalmasiyla sonuglanir. GSH-Px ayni zamanda organik

hidroperoksidaz ortadan kaldirabilir (93,94).

Hiicreler glutamat reseptorleri araciigi ile uyarildiklarinda Mg™ diizeyi
azalmasi ve hiicre ici Ca™ miktar1 artisi gozlenir. Hiicre igi Ca™ miktar artis1 da
NOS (Nitric oxide synthases) ve ROT iiretimini artirir, ROT ve NOS iiretimi de
uyarilabilir aminoasit ve P substansi {iretimi artmasi ile asr1 duyarlilik ve agri olusur
(95,96). Sitozolde Ca™ artis1, mitokondride depolarizasyona ve porlarin agilmasina
sebep olur. Mitokondride olusan bu patofizyolojik degisiklikler daha fazla ROT ve
katyon kanali agict maddelerin (6rnegin ADP-riboz) sentezlenmesine neden olur. Bu
maddeler ve ROT, voltaja duyarli Ca™ kapilar1 ve Transient Receptor Potential
Melastatin (TRPM2) kanallar1 gibi bir kistm katyon kanallarini agarak sitozole
kalsiyum akis1 artar ve mitokondri daha fazla depolarize olur. Mitokondrinin

depolarizasyonu katyon kanallarinin daha da fazla agilmasina neden olmakta ve bu
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geri bildirim mekanizmasi ile hiicre fonksiyonlarini kaybetmeye baslamakta ve sonug

olarak da apoptoza siiriiklenmektedir (97).

Bu sonuglarimiza gére Nimodipin verilmesinin spinal travmali hastalarin
tedavisinde olumlu etkilerinin sitozole [Ca+2]i salimiminda diizenleyici rolilyle ilgili
oldugu gozlenmistir. Calismamizda oksidatif stres degerleri {iizerinde anlamli
degerler bulunamamistir. Bu konunun aydinlatilmasi i¢in spinal kord yaralanmasi
etyopatogenezine yonelik hiicre kiiltlirlinde oksidatif stres, antioksidan sistem ve
[Ca+2]i saliniminin birlikte arastirildigl daha ¢ok sayida ¢alisma yapilmasina ihtiyag

vardir.
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OZET

Deneysel Spinal Kord Yaralanmasinda Arka Kok Ganglion Hiicrelerinde
(AKG) Ca™ Sinyali ve Oksidatif Stres Degerleri Uzerinde Nimodipin’in EtKkisi

Amag

Calismamizda, Ca™ kanal blokeri olan olan Nimodipin‘in spinal kord
yaralanmas1 sonrasi AKG (Arka kok ganglion) hiicrelerinde Ca'™ sinyali ve oksidatif
stres lizerine olan etkileri aragtirilmistir.

Materyal ve Metod

Deneyimizde kilogramlar1 170-346 gram olan 48 adet Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi. 5 gruba ayrilarak olup kontrol grubu hari¢ tiim gruplara Eter
anestezi altinda laminektomi (Th8- Th 12) yapildi. 1.grup: Kontrol grubu olarak
kullanild1. 2.grup: Sham kontrol grubu olarak kullanildi. Laminektomi sonras1 3 giin
sonra AKG (Arka kok ganglion) hiicreleri alindi. 3.grup: Laminektomi sonrasi
travma olusturularak 3 giin sonra AKG alindi. 4.grup: Laminektomi sonrasi travma
olusturularak travmadan sonra baslamak iizere Nimodipin iv verilerek sonra AKG
alindi. 5.grup: Laminektomi sonrasi travma olusturularak travmadan sonra baslamak
tizere Nimodipin iv verildi ve gavajla Nimodipin verildi sonra AKG hiicreleri alindu.

Bulgular

Ca sinyali acgisindan degerlendirdigimizde kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda p degeri 0.05’ten kii¢lik oldugu icin istatistiksel anlamlilik saptandi. Sham
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda p degeri 0.05’ten kiiciik oldugu igin
istatistiksel anlamlilik saptandi. 3.grup (Laminektomi ve spinal travma uygulanan
ratlarla) 4.grup arasinda p degeri 0.094 saptanmasi iizerine istatstiksel olarak anlaml
farklilik saptanmadi. 3.grup ile 5.grup arasinda p degeri 0.024 saptanmasi {izerine
istatstiksel olarak anlamli farklilik saptandi. 4.grup ile 5. grup arasinda p=0.161
gelmesi lizerine istatstiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Oksidatif stres degerlerinde de Lipid peroksidasyon, GSH, GSH-Px degerleri
bakimindan p degeri 0.05’den biiyiik oldugu icin gruplar arasi anlamli farklilik
gozlenilmedi.

Sonu¢

Sonu¢ olarak ¢alismamiz, travmatik omurilik hasar1 sonrasi1 AKG
hiicrelerinde Nimodipin’in Ca™ sinyalini azalttigi gozlendi. Ancak oksidatif stres
degerleri iizerinde anlamli degerler bulunamad.

Anahtar Kelimeler: Nimodipin, Kalsiyum, AKG (Arka kok ganglion), oksidatif
stres
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ABSTRACT

Effect of Nimodipine on Calsium Signal and Oxidative Stress Values in Dorsal
Root Ganglion Cells (DRG) in Experimental Spinal Cord Injuries

Purpose

In our study, the effects of nimodipine which is a Ca™ channel blocker over
Ca'? signal and oxidative stress in DRG (Dorsal root ganglion) cells after spinal cord
injury are examined.

Material and Method

In our experiment, 48 Wistar Albino type male rats are used which are
between 170 and 346 grams in weight. They are divided in 5 groups and
laminectomy (Th8-Th12) under ether anesthesia is applied to all the groups except
the control group. First group is used as the control group. Sekond group is used as
the Sham control group. The DRG cells are taken 3 days after the laminectomy.
Third group: Trauma is developed after laminectomy and DRG is taken after 3 days.
Fourth group: Trauma is developed after laminectomy and as of the trauma,
Nimodipine is started to be applied intravenously and DRG is taken. Fifth group:
Trauma is developed after laminectomy and as of the trauma, Nimodipine is started
to be applied intravenously and Nimodipine is given by gavage and then the DRG
cells are taken.

Findings

When we evaluated in terms of the Ca signal, a statistical significance is
determined between the control group and the other groups the p value is less than
0,05. Statistical significance is determined between the Sham control group and the
other groups the p value is less than 0,05.No statistical significance is determined
between the third group (rats to which laminectomy and spinal trauma are applied)
and the fourth group the p value is found as 0,094. Statistical significance is
determined between the third group and the fifth group because the p value is found
as 0,024. No statistical significance is determined between the fourth group and the
fifth group because the p value is found as 0,161.

About the oxidative stress values, no significant difference is observed
between the groups because the p value is more than 0,05 in terms of the lipid
peroxidation, GSH, GSH-Px values.

Conclusion

As a result, it is observed that Nimodipine has decreased Ca™ signal in DRG
cells after a traumatic spinal cord injury. However no significant values are found
upon the oxidative stress values.

Key words: Nimodipine, Calcium, DRG (Dorsal root ganglion), oxidative stress
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