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KISALTMALAR LiSTESI

DHLA
DTNB
GSH
LA
MDA
NGF
NMIB
NO
NSE
PAG
PGN
PMC
OH
TBA
TCA

: Dihidro lipoik asit

: Ditiyo nitro benzen

: Glutatyon

: Alfa lipoik asit

: Malondealdehit

- Sinir bliytime faktorii

: Norojenik mesane islev bozuklugu
- Nitrik oksit

: Noron spesifik enolaz

: Periaqueductal gri madde
: Pregangliyonik noronlar
: Pontin miksiyon merkezi
: Omurilik hasari

: Tiyo barbitiirik asit

: Trikloro asetik asit



1. OZET

Amag: Deneysel calismalar alfa lipoik asitin (LA) omurilik hasarina karst néron
koruyucu etkilerini ortaya koymustur. Klinikte omurilik yaralanmasi sonrasinda
goriilen en 6nemli komplikasyonlardan biri mesaneye ait sorunlardir. Bu nedenle
omurilikte koruyucu olan LA’nin mesanedeki biyokimyasal, histolojik ve

fonksiyonel degisikliklere etkisinin incelenmesi amacglanmaistir.

Yontem: Erkek Wistar albino siganlar (300 — 350 g); kontrol, omurilik hasarli (OH)
ve OH+ LA grubu olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Travma olusturmak igin anestezi
altinda laminektomi yapilarak 10 g. agirlik 10 cm yiikseklikten T10 diizeyinde
disiiriilmiistiir. Daha sonra sicanlara LA (50 mg/kg/gilin, ip) bir hafta siireyle
verilmistir. Sekizinci glin motor skorlar1 degerlendirilerek fonksiyonel (izole organ
banyosunda kasilma-gevseme yanitlari), biyokimyasal malondialdehid (MDA),
glutatyon (GSH), sinir biliyiime faktorii (NGF), kaspaz- 3, luminol ve lusigenin
kemiluminesans: ve histolojik incelemeler i¢in mesane ¢ikarilmigtir. Ayrica kanda

ndron spesifik enolaz (NSE) ve S100p protein diizeyi bakilmistir.

Bulgular: Mikroskopik incelemede OH' nin mesanenin detrusor kas tabakasi
kalinliginda anlamli artisa (p>0.001) neden oldugu gozlendi. Karbakolle kasilma ve
papaverinle gevseme yanitlarinda anlamli artisa neden olmustur (p<0.05-0.001).
Mesane dokusunda OH’de MDA, kaspaz-3, luminol, lusigenin kemiluminesansi
yiikselirken, GSH ve NGF azalmistir (p<0.05). LA tedavisi bu degisikliklere bir
miktar etkili olmakla birlikte (p<0.05-0.001) motor fonksiyonlari diizeltememistir.

Sonug: Elde edilen bulgular LA nin OH sonucu bozulan mesane tonus kontroliinde
ve oksidan hasarin azaltilmasinda kismen yararli etkileri olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Lipoik asit, omurilik yaralanmasi, travma, mesane, NGF.



2. SUMMARY

Effects of alpha lipoic acid on spinal cord injury induced changes in the rat

urinary bladder

Objective: Alpha lipoic acid (LA) was shown to exert neuroprotection in spinal cord
tissue following experimental trauma. Urinary bladder complaints are frequent in
patients with spinal cord injury. Thus, the protective effects of LA on biochemical
and histological changes in bladder as well as functional studies were assessed.
Methods: Wistar albino rats were divided as control, spinal cord injury (SCI), and
LA (50 mg/kg/day, ip) treated SCI groups (SCI+ LA). The standard weight-drop
(100 g/cm force at T10) method was used to induce a moderately severe SCI. One
week after the injury, neurological examination was performed and the rats were
decapitated. Bladder samples were taken for histological examination, functional
(isolated organ bath) studies and for the measurement of biochemical parameters
malondialdehyde (MDA), gluthathione (GSH), nerve growth factor (NGF), caspase-
3, luminol and lucigenin chemiluminescences.

Results: SCI caused a significant (p<0.001) increase in the detrusor muscle
thickness. It increased the contractility responses to carbachol and relaxation
responses to papaverine (p<0.05-0.001). There were also significant alterations in
MDA, caspase-3, luminol and lucigenin chemiluminescences with concommittant
decreases in NGF and GSH (p< 0.05). Although LA treatment improved
biochemical, histological and functional (contactility and relaxation responses)
changes (p<0.05-0.001), it failed to lead to a significant recovery in the neurological
function.

Conclusion: These results may indicate that LA may have a role in regulation of the
bladder tonus via its antioxidant and anti-inflammatory actions.

Keywords: Lipoic acid, spinal cord injury, trauma, bladder, NGF, caspase 3



3. GIRIS VE AMAC

Omurilik hasarinin patofizyolojisi; baslangicta olusan birincil hasar ve onu
takip eden; biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel degisiklikleri de iginde barindiran
ikincil hasar ile karakterizedir (10, 77). Bu ikincil olaylar; mikrovaskiiler iskemi,
oksidatif stres, ekzitotoksisite, iyon diizensizlikleri ve inflamasyona bagli olarak
ortaya ¢ikar. Lipid peroksidasyonunun mikrovaskiiler hasar1 tetiklemek suretiyle
omurilik hasarindan sonra dokularda ikincil bir iskemik hasara neden oldugu
belirtilmektedir. Ayrica inflamasyonun, reaktif oksijen tiirevlerinin asir1 tiretimi ile
yakindan iligkili oldugu ve cesitili noropatolojilerde de ©nemli rol oynadigi

gosterilmistir (77).

Lipoik asit (tiyoktik asit; 6,8-dimerkapto oktanoik asit; LA) insanda 8
karbonlu yag asitleri (oktanoik asit)’ nden lipoil sentaz enzimiyle sentezlenen dogal
bir bilesiktir (45). LA diyetle en ¢ok sigir ve domuz etinden alinir. Diyetle
alindiginda barsaklardan hizla emildikten sonra, basta karaciger olmak tizere gesitli
dokularda dihidrolipoik asit (DHLA)’e indirgenerek metabolize olur ve idrarla atilir
(21). LA kolaylikla kan beyin bariyerini gecebilmektedir. LA ve onun viicutta
indirgenmis formu olan Dihidrolipoik Asit (DHLA) hidrofilik ve lipofilik ortamlarda
antioksidan olarak bulunabilmektedirler (92). Antioksidan etkileri in vitro ve in vivo
caligmalarda gosterilmistir; hidroksil radikalini ve hipoklorik asidi siipiiriir; ancak,
sliperoksit ve peroksil radikaline pek etkili degildir (65). DHLA ise GSH’ dan daha
giicli bir rediiktandir; hipoklorik asit, peroksil ve hidroksil radikallerini siiptirerek
lipid peroksidasyonunu onler. Hem LA hem de DHLA, hidrojen peroksit (H202) ve
oksijen radikaline etki eder. Ayrica metallerle selasyon yapma yetenekleri vardir.
Orta diizeyde bir antioksidan olarak kabul edilen LA ve en iyi antioksidan olarak
kabul edilen DHLA, Mn*2, Cu*?, Zn*? ve Pb*? gibi gecis metallerle kararli bilesikler
olusturarak biyolojik sistemlerdeki agir metalleri de ortamdan uzaklastirirlar (92, 73).
LA’ nin kendi antioksidan etkilerinin yanisira diger antioksidanlari yenileyici ve

hiicrei¢i diizeylerini artirici etkileri de vardir (20, 14).



Lipoik asitin farkli deneysel modellerde noroprotektif etkileri gosterilmistir
(75, 1, 62, 60, 31, 35). LA son zamanlarda antioksidan ve noroprotektif etkileriyle
dikkatleri iizerine ¢gekmektedir (72, 81).

Bu caligmanin amaci siganlarda OH' na bagli olarak gelisen {irogenital

sistemdeki fonksiyon bozukluklarina kars1 LA'" in olast etkilerinin arastirilmasidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Miksiyonun Noronal Kontrolii

Viicutta idrarin depolanmasi ve periyodik eliminasyonu; alt tiriner Sistem
bilesenlerinden mesane, iiretra ve lretral sfinkterde yer alan ¢izgili ve diiz kaslarin
koordineli ¢alismasi sonucu gerceklesir. Bu organlar arasindaki koordinasyon, beyin
ve omurilikte yer alan kompleks noronal iletim sayesinde gerceklesir. Miksiyon
noronal sistemin gelismesiyle parelel olarak 6grenilen ve istegimiz dahilinde kontrol
edilebilen bir fonksiyondur. Mesanenin islevini diizenleyen bu mekanizmanin
kompleksligi, ayn1 zamanda ¢esitli hasarlara ve hastaliklara karsi da son derece
hassastir. Alt liriner sistem tizerindeki istemli kontrol, somatik ve otonomik efferent
yolaklar ile saglanmaktadir. Sempatik innervasyon omurilikte trakeolumbar bdlgeden

baslarken; parasempatik ve somatik innervasyon sakral bolgeden baglamaktadir (69,
36).

Sempatik postgangliyonik ndronlardan hipogastrik noron tarafindan
salgilanan noradrenalin, detrusor kasindaki B adrenerjik inhibitor reseptorleri aktive
ederek mesanenin gevsemesine neden olur. Parasempatik postgangliyonik néronlar
ise hem kolinerjik (Asetilkolin) hem de non adrenerjik non kolinerjik transmiterler
salgilarlar. Kolinerjik ileti mesanedeki temel eksitator mekanizmadir. Bu sayede
detrusor kasilmasi gerceklesir (25, 6). Detrusor kasindaki P2X purinerjik reseptorler
tizerindeki nonkolinerjik eksitator ileti ATP araciligiyla ger¢eklesmektedir (19).
Uretral diiz kaslar iizerindeki inhibitor etki parasempatik néronlarca saliverilen nitrik
oksit (NO) araciligiyla olmaktadir (6). Mesane dolulugu ile ilgili his, pelvik ve

hipogastrik néronlar tarafindan omurilige iletilmektedir (69, 48).



4.1.1. Miksiyonda merkezi sinir sistemi yolaklarinin rolii

Miksiyonun ger¢eklesmesi icin sempatik, parasempatik ve somatik
sistemlerin beyin ve omuilikteki uzantilar1 arasinda etkilesimler gerekmektedir.
Parasempatik ve sempatik pregangliyonik néronlar (PGN) sirasiyla, omuriligin sakral
ve lumbar bolgelerinde bulunmaktadirlar (66). Omuriligin lumbosakral kismindaki
interndronlarin  bir kismi beyine uzun projeksiyonlar gonderirken, digerleri
omurilikte daha bolgesel baglantilar yapip segmentsel spinal reflekslerde gorev
alirlar (8).

Mesaneden ¢ikan afferent noronlar omuriligin interndron ve parasempatik
PGN dendritlerinin oldugu bélgelere projeksiyon yaparlar (67, 89). Uretra ve iiretral
sfinkterden gelen pudental afferent yolaklar da benzer yolu izlerler (94, 27). Pontin
miksiyon merkezindeki (PMC) néronlar spesifik olarak miksiyonla ilgilidir (97, 89).
Omurilikteki internoronlar beyindeki periaqueductal gri madde (PAG) vye
projeksiyon yapmaktadirlar. PMC deki néronlar PAG' den uyar1 almaktadir ve

aksonlarin1 omurilikteki parasempatik ¢ekirdege geri gondermektedirler (47).

4.2. Mesanenin Dolum ve Bosaltiminin Diizenlenmesi

Mesanenin dolumu ile ilgili refleksler temel olarak omurilikte diizenlenirken;

bosaltimu ile ilgili refleksler beyinde organize edilmektedir (29, 30).

4.2.1. Mesanenin dolumu ve sakinma refleksi

Mesanenin dolumu esnasinda istem disi bosaltimi engellemek igin;
detrusorun parasempatik innervasyonu inhibe edilirken, iiretral sfinkterin diiz ve
cizgili yapilar1 aktive edilmektedir. Bu isleyis sakinma refleksi olarak
adlandirilmaktadir. Mesaneden gelen afferent uyari spinal interndronlar araciligr ile
lateral PAG' e ve buradan merkezi PAG' e gelir ve burada eksitatdr bir uyart

'

olusturulup PMC ' a gonderilir. Bu isleyis bize sinyal olusumunun PAG' de

gerceklestigini gostermektedir (47). Mesane dolumu esnasinda, PMC néronlarindan



olusan parasempatik efferent yolak engellenmektedir (26, 84). Mesanenin doluluk
orani ile ilgili bilginin kaydi ve bosaltim refleksinin diizenlenmesinde PAG kilit rol
oynamaktadir. PMC' ne gelen primer uyariy1 da PAG kontrol etmektedir. Beyindeki
daha tist merkezler mesanenin dolumu esnasinda PMC' nin uyarilmasini1 engellerler;
bdylece bosaltimi engellemis olurlar. Miksiyon bilingli olarak kararlastirildiginda, bu
merkezler PMC' nin uyarilmasina izin verirler ve bosaltim gergeklesir (51, 23).
Fonksiyonel goriintiileme calismalar1 frontal lobun, miksiyonun uygunluguna karar
vermede onemli bi rol oynadigin1 géstermektedir. Prefrontal korteksin de miksiyonla
ilgili bilingli davraniglarin olusturulmasinda Snemli rol oynadigi gdzlenmektedir
(76). Prefrontal korteksin PAG ile gii¢lii baglar1 bulunmaktadir ve sosyal olarak
uygun olmadig1 siirece bosaltimin  baskilanmasindan  sorumlu  oldugu

diistiniilmektedir.

4.2.2. Mesanenin bosalmasi

PMC' nden gegen spinobulbospinal yolak refleks miksiyona aracilik
etmektedir (18, 28, 11). PMC' nin uyarilmas iretral gevsemeye neden olan yolagin
aktivasyonuna ve bir kag¢ saniye sonra da sakral parasempatik ¢ikisa neden olur. Bu
durum mesanenin kasilmasina, intravezikal basingta artisa ve sonu¢ olarak idrar
cikisina neden olur. NO salimmi tetikleyen {iretranin parasempatik yolaginin
aktivasyonu iiretral diiz kas gevsemesine aracilik etmektedir. PMC' ndeki ¢ogu néron

popiilasyonu mesane aktivasyonu ile baglantili faaliyet gostermektedir (26).

4.3. Omurilik Hasar1 Olusum Mekanizmalari ve Epidemiyoloji

Omurilik hasari, fiziksel ve duygusal travmaya sebep olan, yasam boyu
stirebilen ve uzun donemde yasam kalitesini ciddi diizeyde bozan, mortalite orani
yiiksek onemli bir hasardir (98). Diinya genelinde 2.5 milyon kisi OH ile yagamlarini
devam ettirmekte ve bu sayiya yilda yaklasik 130.000 yeni vaka eklenmektedir (71).
Travma esnasinda ya da kaza sonrasi hastanede hemen gergeklesen oliim yilizdesi
%48-79 dur. OH sonrasi yine diinya genelinde yasama insidanst milyonda 15-40

vaka olup bu rakam gelismis iilkelerde daha fazladir (milyonda 53,4) (85).



Travmatik omurilik hasarlarmin ¢ogu kirik dislokasyonuna bagli omurilik
kompresyonu nedeniyle olusur. Ayrica akut omurilik gerilmesi, ivmelenmeyle
yirtilma ve delici yaralanmalar sonucu kesilme de hasara neden olan diger
mekanizmalardir. Son klinik verilere gére OH’ nda tipik travmalara ilaveten (motorlu
ara¢ kazalari, is kazalari, siddet, eglence aktiviteleri, ¢catismalar) travmatik olmayan
hasarlar da etyopatojenik olarak dikkat ¢ekmektedir. OH’nin %30-50 kadari
travmatik olmayan lezyonlara baglidir. Siklikla rastlanan non-travmatik OH vertebral
stenoz (54%), omurilik tiimorleri (%26) basta olmak iizere vaskiiler, inflamatuar,

dejeneratif, genetik ve metabolik hastaliklara bagli olanlar olarak sayilabilir (64, 40).

4.3.1. Omurilik hasarinda patofizyoloji

Travmatik OH endojen veya eksojen travmalarin bir sonucu olabilir. Neden
ne olursa olsun hasarin patolojisi primer ve sekonder hasar mekanizmalar ile
aciklanmaktadir (71, 41). Primer hasar mekanik travmaya baglidir ve noral dokularin
fokal harabiyetini kapsar. Bu baslangic olay daha sonra hasari ilerleten bir dizi
biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel olaylar1 tetikler; sekonder hasarin altinda yatan
bu olaylar; iskemi, ndrojenik sok, hemoraji, mikrosirkiilatuar bozukluk, vasospazm,
tromboz, hiicre i¢1 sodyum ve kalsiyum artisi, ekstraselliiler potasyum artig1 gibi iyon
dengelerinde bozulma, serotonin ve katekolamin gibi norotransmiterlerin birikimi,
ekstraselliiler glutamat artisi, aragidonik asit saliverilmesinde artis, eikozanoid ve
serbest radikal artis1, inflamasyon, lipidlerin peroksidasyonu, ATP kayb1 ve apoptoz

ile karakterizedir (77).

Primer hasarin sorumlusu olan mekanik etki ile arteriyoller, veniiller ve
kapilerlerdeki vaskiiler hasar omurilik dokusuna kan akimini kisitlamaktadir (103).
Bunu takiben gelisen sekonder vasospasm, tromboz, nérojenik sok ise hipotansiyon,
bradikardi, periferik rezistans ve kardiyak debiyi azaltmak suretiyle doku iskemisini
daha da artirir (54). Iskemi nedeniyle hiicresel diizeyde oksidatif fosforilasyon ve
glukoz yolagi bozulur, enerji yetersizligi, ATP depolarinin bosalmasi ile anaerobik
solunum baglar, nekrotik mekanizmalar uyarilir, membran permeabilitesi artar,

lizozomal enzimlerin ve Ca-bagimli parcalayict enzimlerin (proteaz, fosfolipaz,



ATPaz, endoniikleaz gibi) saliverilmesi ile niiklus ve sitoskeletal yap1 bozulur (93,
22). OH’m1 takip eden ilk birka¢ giin iginde omurilik dokusunun reperfiizyonu
hasarin boyutlarini artirir. Reperfiizyon doneminde ksantin oksidazin molekiiler
oksijene elektron transferi ile reaktif oksijen tiirevleri (ROT) olusur. Gerek
reperfiizyon kaynakli gerek notrofil ve nekrotik hiicre kaynakli ROT hiicre 6liimiiniin
en 6nemli nedenlerindendir (43, 80). Hiicre membranlart ROT’ ne ¢ok duyarhidir ve
lipid-radikal etkilesimi ile gergeklesen lipid peroksidasyonu giiniimiizde membran
hasarinin gostergesi olarak kullanilan bir parametredir. ROT saldirisindan etkilenen
diger yap1 taslart da proteinler ve niikleik asitlerdir. Oksidatif hasarin gostergeleri
olarak kullanilan protein karbonilasyonu ve DNA oksidasyonunun OH' nda omurilik

dokusunda arttig1 gosterilmistir (104).

Apoptoz omurilik  yaralanmasinda sekonder  hasarin onemli
mediyatorlerindendir ve etkisini 2 fazda gosterir; apoptozun baslangi¢ fazda, cesitli
hiicrelerde hem inflamasyon hem de hiicre membran harabiyeti nedeniyle olusan
nekroz vardir, ancak sonraki fazda goriilen hiicre 6liimii inflamasyondan ziyade
programlanmis bir yolak i¢inde gergeklesir ve esas olarak beyaz cevheri etkiler,
oligodendrit ve mikroglia en ¢ok hasar goriir. Apoptozun en belirleyici molekiiler
gostergesi kaspaz aktivasyonudur. Hasarin baglangicindan sonra giinler ya da aylar
stirebilir. Apoptozise ugrayan hiicre, inflamatuar reaksiyon olmaksizin proteazlarla
kendi kendini sindirip fagositozla ortadan kaldirilir (58). Ozetle; apoptotik uyari
(iskemi, oksidatif etki, eksitoksik enzimler) hiicre c¢ekirdeginde biiziilme ve
kiiciilmeye, DNA par¢alanmasina, pargalarin proteazlar ve fagositler tarafindan

ortadan kaldirilmasi seklinde gerceklesir.

4.3.2. Omurilik hasarinda iirolojik kompikasyonlar

Omurilik hasart tirogenital sistemi de etkileyen kalict duyusal ve motor
kayiplara neden olur (83). Bu kayiplarda yukarida belirtilen mekanizmalar aracilig
ile gerek noral dokularin gerekse ¢esitli organ sistemlerinde dokularin harabiyeti
yanisira lrogenital sistemde goriilen patoloji, supraspinal giriglerin ve omurilige

afferent iletilerin kesilmesi ve intraspinal sebekenin reorganizasyonuna baglhdir.



Fonksiyonel olarak ortaya ¢ikan detrusor-sfinkter dissinerjisi (DSD), hiperrefleksi ve

otonomik disrefleks yasami tehtit eden olaylardir (46).

Omurilik hasar1 mesanede yapisal, fizyolojik ve molekiiler degisimlere neden
olur (2). Mesane duvar iiroepitel tabakasi ile kaplidir. Uroepitel doku mesane
mukozasin1 Orten ¢ok hiicreli bir tabakadir. Bu tabaka sayesinde idrar ve
komponentlerinin kan akimina ve mukozaya girisi engellenir. Uroepitel icinde
Ozellesmis, semsiye seklindeki hiicreler liimene bakar sekilde dizilmis olup bariyerin
regulasyonunu saglar. Bu hiicreler okludin ve klaudin gibi sik1 baglant1 proteinleri
araciligiyla bir ag yapi olustururlar (2). Bu siki baglanti proteinleri sayesinde
bariyerde yliksek transepitelial rezistans ve suya, idrara ve idrardaki c¢Oziiniir
maddelere kars1 diisik bir permeabilite vardir (17). OH’ nin baglica iriner
komplikasyonu olan nérojenik mesane islev bozuklugu (NMIB) alt iiriner sistem
fonksiyonlarmi kontrol eden noral yolaklarin veya noromiiskiiler kavsaklarin

hasarina baglidir.

4.3.3. Omurilik hasari ile iliskili nmib

Omurilik hasar1 mesanenin 2 6nemli islevini bozar; depolama ve bosaltim.
Bilindigi gibi mesane serebral kortex, pontin ve sakral iseme merkezleri ve periferik
sinir sistemi ile koordine bir sekilde ¢alisan kompleks bir kontrole sahiptir. OH’ nda
mesane ve sfinkterin motor kontroliinde oldugu gibi mesanenin dolum hissi de
bozulmustur. Omurilik lezyonunun zamani, yeri ve yayginligina bagl olarak gesitli

problemler ortaya ¢ikar.

NMIB, mesanenin dolum fazinda artmig veya azalmis mesane hissiyati,
mesane uyumunun azalmasi, yiiksek kapasiteli mesane, detrusor asir1 aktivitesi,
tiretral kapanma mekanizmalarinin yetersizligi, bosaltim fazinda ise akontraktil
detrusor, detrusor aktivitesinin azalmasi, mesane ¢ikim obstruksiyonu, DSD, iiretral
sfinkter gevseme bozukluguna bagli obstruksiyon ile karakterizedir (83). NMIB' nda

mesanenin afferent nodronlart morfolojik ve fizyolojik bir takim degisiklige
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ugramaktadirlar. Bu noroplastisiteye omurilikte ya da mesanede salinan NGF aracilik
etmektedir. OH' ndan sonra mesanede NGF olusumu artmaktadir. (99, 86).

4.4. Alfa Lipoik Asitin Antioksidan ve Antiinflamatuvar Etkileri

Lipoik asit (tiyoktik asit; 6,8-dimerkapto oktanoik asit; LA) insanda 8
karbonlu yag asitleri (oktanoik asit)’'nden lipoil sentaz enzimiyle sentezlenen dogal
bir bilesiktir. Ayrica metiyonin ve sistein aminoasitlerinden “de novo”
sentezlenebilir (45). Yapisinda asimetrik karbon atomu igerdiginden LA’ in iki optik

izomeri bulunur. Endojen olarak viicutta sentezlenen formu R izomeridir.

Lipoik asit (tiyoktik asit; 6,8-dimerkapto oktanoik asit; LA) diyetle en ¢ok
sigir ve domuz etinden alinir. Diyetle alindiginda barsaklardan hizla emildikten
sonra, basta karaciger olmak iizere g¢esitli dokularda DHLA’ e indirgenerek
metabolize olur ve idrarla atilir (21). Mitokondride bulunan LA’ in DHLA’ ¢
indirgenmesinde nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) veya nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH)’1n yanisira dihidrolipoil dehidrojenaz ve GSH rediiktaz
etkinligi de 6nemlidir. LA ve indirgenmis sekli olan DHLA her molekiiliinde iki tiyol

grubu igerir.

LA hem hidrofilik hem de lipofilik ortamda etkinlik gosterebilir (50).
Antioksidan etkileri in vitro ve in vivo calismalarda gosterilmistir; hidroksil
radikalini ve hipoklorik asidi siipiiriir; ancak, sliperoksit ve peroksil radikaline pek
etkili degildir (65). DHLA ise GSH’ dan daha gii¢lii bir rediiktandir; hipoklorik asit,
peroksil ve hidroksil radikallerini siipiirerek lipid peroksidasyonunu 6nler. Hem LA
hem de DHLA, hidrojen peroksit (H202) ve oksijen radikaline de etki eder. Ayrica
metallerle selasyon yapma yetenekleri vardir. Orta diizeyde bir antioksidan olarak
kabul edilen LA ve en iyi antioksidan olarak kabul edilen DHLA, Mn*?, Cu*?, Zn*?
ve Pb*? gibi gecis metallerle kararl bilesikler olusturarak biyolojik sistemlerdeki agir

metalleri de ortamdan uzaklastirirlar (92, 73). LA’ in kendi antioksidan etkilerinin
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yanisira diger antioksidanlar1 yenileyici ve hiicreici diizeylerini artirict etkileri de
vardir (20, 14). DHLA, C ve E vitamini, GSH ve koenzim Q10 (ubikinon) gibi iyi
bilinen bazi antioksidanlari, radikal veya okside formlarini indirgeyerek yenileyebilir
(81). Ayrica LA spesifik proteinlere kovalent olarak baglanir ve kofaktor olarak
gorev yapar. BOylece enerji metabolizmasinda asli bir rol oynar. Piruvatin asetil
koenzim A (koA)’ ya doniislimiinii katalize eden piruvat dehidrogenaz, siiksinil koA
olusumunu katalize eden alfa-ketoglutarat dehidrogenaz ve niikleik asit sentezinde
gorev yapan glisin dekarboksilaz gibi enzimlerde acil gruplarimi baglar ve onlar

enzim kompleksinin bir yerinden diger bir yerine transfer eder.

Bu etkilerinin yani sira LA’ in sinyal trandiiksiyon yolaklarinda modiilator
etkileri de vardir. Glukoz tastyicilarindan GLUT4’ {in hiicre zarina translokasyonunu
artirip yag ve kas hiicrelerine glukoz girigini saglayarak kan sekerini disiiriir (15).
LA’ in ayrica protein kinaz B (PKB) bagimli sinyal yolagini aktive ederek néronlarin
sagkalimini artirdigi gosterilmistir (105). Bu yolak iizerinden NO aracili gevseme de
yapmaktadir (56). Peroksizom proliferator aktive edici reseptor (PPAR)’ lerin o ve y
izoformlarim1 konsantrasyona bagimli olarak aktive ettigi gosterilmistir (63). Ayrica
niikleer faktor kappa B (NF-KB) gibi redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerini de
regiile ederek inflamasyonu baskilar (74).

Lipoik asit (tiyoktik asit; 6,8-dimerkapto oktanoik asit; LA) klinikte diyabetik
noropati i¢in endikasyon almis olmakla birlikte LA takviyesi insanlarda cesitli
hastaliklarda da denenmektedir (34, 16). Bunlar arasinda diyabette kan sekerinin
diisiiriilmesi, damar hastaliklari, metabolik sendrom, multipl skleroz, Alzheimer,
demans sayilabilir (1, 78, 60, 82). Hayvan deneylerinde ise iskemi-reperfiizyon
hasari, katarakt olusumu, noérodejenerasyon, yaslanma, kolit, radyasyon hasar1 ve
cesitli ilag (adriamisin, siklofosfamid, siklosporin A) toksisitelerine karsi yararl

oldugu gosterilmistir (38, 61, 62, 75, 79, 87, 5).
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4.4.1. Noro travma modellerinde patofizyoloji

Sinir sisteminde noronal hasar olusturan deneysel travma modellerinde
(travmatik beyin hasari, TBH; OH) hasar sonucunda ortaya ¢ikan yaralanmaya bagli
olarak gelisen ikincil mekanizmalar da patofizyolojiye katkida bulunur (10, 52, 101,
39). Subaraknoid kanama (SAK) modelinde ise dogrudan bir fiziksel hasar
olmamakla birlikte, vazospazm ve iskemiye bagli sekonder hasar s6zkonusudur (32,
55, 9). Kafa ve omurilik travmasi da iskemi reperfiizyon hasari ile benzerlikler
gosteren karmagik bir immiinolojik - inflamatuvar doku yanitina neden olur. Her i¢
deneysel norotravma modelinin ortak yonii serbest radikal olusumunun artmasina
bagl olarak oksidatif hasar olusturmasidir (57, 59). Yaralanmadan sonra saatler
icinde dokuda tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin (IL)-1p ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin miktar1 artar. Bu sitokinlerin miktarinin artmasinin yani
sira, eksitotoksiteye neden olabilen mediyatorler (6zellikle glutamat) ve NO de fazla
miktarlarda saliverilir (95, 70). Ekstraselliiler glutamat miktarindaki artis néronlar
ve astrositleri etkileyerek, iyonotropik ve metabotropik glutamat reseptorlerinin asiri
uyarilmasina, ardindan da Ca*? akimlarina neden olur (77). Erken dénemde Na* /K" -
ATPaz pompasi ile bu iyonik gradiyent kompanse edilmeye ¢alisilir; ancak daha
sonra pompanin islevi azalir. Katabolik siireglerin tetiklenmesiyle iligkili olarak

metabolik yetersizlik de bas gosterir (91).

Aktive polimorfoniikleer 16kositler, adezyon molekiillerinin araciligr ile hem
hasarli hem de saglam endotel hiicre tabakalarina yapisir. Endotel islev bozuklugu,
vazokonstriktorlerin saliverilmesi, 16kosit ve trombosit adezyonu ile mikrovaskiiler
yapiin daralmasi, kan beyin engeli (KBE)’ nin gecirgenligindeki artis ve 6dem
olusumu doku perflizyonunu daha da bozar (37, 68). Bu siiregte agiga ¢ikan ROT
(stiperoksidler, hidrojen peroksit) ve reaktif nitrojen tiirevlerinin (NO ve peroksinitrit
gibi) asir1 olusumu nedeniyle endojen antioksidan enzimlerinin (siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve katalaz) siirdiirdiigii savunma yetersiz kalir. ROT hiicresel
ve vaskiiller yapilarin peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu, DNA

parcalanmasini ve mitokondriyal elektron transport zincirinin inhibisyonunu indiikler
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(88). Bu mekanizmalar dogrudan veya oksidatif stres ile iligkili inflamatuvar

stiregleri tetikler; apoptotik yolaklar etkinlesir (7).

Norotravmalarda farmakolojik tedavi olarak antiinflamatuvarlar, glutamat
antagonistleri, katyon homeostaz1 modiilatorleri, endokanabinoidler, serbest radikal
stiptiriiclileri, immiinsupresanlar, apopitoz ve Ozellikle kaspaz inhibitorlerleri,
norotropik faktorler gibi degisik 6zellikteki ajanlarin kullanilmasi giindeme gelmistir
(42). LA’ in farkli deneysel modellerde noroprotektif etkileri gosterilmistir (75, 1,
62, 60, 31, 35).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde 300-350g agirliginda erkek Wistar albino siganlar kullanildi.
Hayvanlar 12:12 saat aydinlik/karanlik siklusuna uyularak, 22 + 3 °C sicaklikta ve %
65-70 nem igeren bir ortamda plastik kafeslerde barindirildi. Standart laboratuvar
yemi ile beslenmisler ve su alimlari serbest birakildi. Hayvanlar “Laboratuvar
Hayvanlarinin Bakim ve Kullanmim ilkeleri’ne uygun kosullarda barindirildi ve
deneyler i¢in etik kurul izni (26.03.2010-36.2010.MAR) alindi. Calismalar Marmara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dalinin laboratuvarlarinda

yapildi.

5.2. Deney Gruplar

Her grupta 8 sigan olmak iizere toplam 3 deneysel grup vardir. Her deneysel
gruptan 3 seri yapildi. 1. Seride biyokimyasal analizler, 2. Seride izole organ

calismalari, 3. Seride ise histolojik incelemeler yapildi.

1. Kontrol (K) grubu : Sham operasyon yapilip kapatildi ve LA'" in tasiyicisi
olan 1 ml. salin i¢inde 1% alkol intraperitonel olarak uygulandi.

2. Omurilik hasar1 (OH) grubu : Omurilik hasar1 olusturmak i¢in operasyon
geciren ve tastyict ( 1 ml. salin i¢inde 1% alkol ) ip. uygulanan grup.

3. Omurilik hasar1 ve Alfa Lipoik Asit (OH + LA) grubu : Omurilik hasari
olusturmak i¢in operasyon geciren ve 7 giin siireyle LA 50 mg / kg. ip.

uygulanan grup.
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7glin  1x1 islev
degerlendirmesi

Sekil 1. 7 giinliik deney siireci

5.3. Omurilik Hasarmin (OH) Olusturulmasi

100 mg/kg. ip. ketamin ve 1 mg./kg. ip. klorpromazin anestezisi uygulanacak
siganlar 1s1 kontrollii bir diizlem {izerine yiizii koyun yatar pozisyona getirildi. T5 ve
T12 omurlar1 arasinda kesik olusturuldu. Paravertebral kaslar ayristiridi ve OH
olusturmak i¢in agirlik diisirme modeli uygulandi (4). Bu yontemde 10 cm
mesafeden 10 g. agirliginda 3 mm. c¢apinda bir paslanmaz c¢elik diisiiriilerek
omurgaya kuvvet uygulandi ve kesik tekrar dikildi. OH olusturulduktan 1 hafta sonra

sigcanlardan kan alindi, dekapite edildi ve mesane dokular1 ¢ikarildi.
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Resim 1. Siganda T5- 12 diizeyinin ortaya ¢ikarilmasi.

Resim Il. 10 cm. yiikseklikten 10 gr. agirhi@inda paslanmaz ¢elik silindir
diisiiriilmesi.
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Resim I11. Kontrol grubuna ait normal ¢aligan mesane.

Resim 1V. Omurilik hasari olan sicanlarin mesanesi
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5.4. Motor Islev Degerlendirmesi

Motor islev skoru Gale ve arkadaslarinin (1985) yoOntemine gore
degerlendirildi. Olgekleme su sekildedir. 0: Arka ayaklarda hi¢ hareket yok; 1:
hissedilebilir hareket, 2: gozle goriiliir eklem hareketi; 3: hareket var ama viicudu
tasimiyor; 4: hareket var ve viicudu tastyabiliyor; 5: hafif aksayarak yliriiyor; 6:

normal yiiriiyor.

Resim V. Omurilik hasari olan si¢anlarda parapleji
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5.5. izole Organ Banyosu Deneyleri

Mesaneden hazirlanan stripler 37°C’deki organ banyosunda oksijenlenmis
Krebs ¢ozeltisi icine koyularak 1 g gerim verilerek asildi. Daha sonra kiimiilatif
olarak 3x10® -10M-karbakol ile kasildi. izometrik kasilma ve gevseme yamitlari

poligrafa bagli bir transduser araciligiyla kaydedildi.

5.5.1. Izole organ banyosunda mesane kasilma-gevseme yamtlari dl¢iimii

Calismamizda her bir Wistar albino sicandan hazirlanan birer mesane stribi
dortkanalli 20 mI’lik izole organ banyomuzun sirasiyla 1, 2, 3 ve 4 no’lu kanallarina
asildi. 37° C’ye kadar 1sitilmig ve siirekli olarak %95 O2 - %5 CO?2 ile gazlandirilan
organ banyosunun i¢indeki mesane preparatlarina 500—1000 miligramlik ’lik gerilim
uyguland1 ve 40 dakika dinlenmeye birakildi. Bu siire sonunda sirasiyla mesane
striplerinin bulundugu banyolardaki KREBS ¢6zeltisi bosaltilarak 20’ser ml 124
mM’lik KCI eklendi ve maksimum kasilma trasesi gozlendikten sonra banyolar 3’er
kez yikandi. Bu iSlem ardindan 30 dakikalik dinlenime birakilan mesane stripleri
siire¢ sonunda maksimum doz elde edilene Kadar kiimiilatif olarak karbakol (3x108 —
10*) kasilmalarina tabi tutuldu ve maksimum diiz kas kasilma cevabinin elde edildigi
dozun % 80 - 87’ si submaksimal yanit olarak kaydedildi. Bu seri kasilmalardan
sonra karbakollii banyolar KREBS ile en az 3 defa yikanarak stripler 30 dakika
dinlenmeye birakildi. Ayrica banyo igindeki krebs soliisyonu dinlenme boyunca 15
dakika arayla tazelendi. Daha sonra stripler bu 6nceden belirlenmis konsantrasyonda
(submaksimal elde edilen doz) tek doz submaksimal karbakol ile kasildi. On
kasilmayi takiben endotele bagimli gevseme cevaplarini olusturmak tlizere kiimiilatif
izoproterenol (1071° - 10*) uygulandi. Benzer sekilde dokularin 100 pg papaverine

verdigi gevseme yanitlar1 da alindu.
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Resim VI. Organ banyosu deney diizenegi

5.6. Biyokimyasal incelemeler

5.6.1. Indirgenmis glutatyon (GSH)

Dokuda GSH tayini Ellman (1963) yontemine gore yapildi. GSH tayininde
MDA tayini i¢in hazirlanan % 10’luk homojenatlar kullanildu.

5.6.1.2. Gerekli Cozeltiler

0,3M Naz2HPO4 (Disodyum hidrojen fosfat, Carlo Erba 480137)
10mM DTNB (Ditiyo nitro benzen, Ellman, Sigma D8130)

39.63 mg DTNB % 1°lik sodyum sitrat ile 10 ml’ye tamamlandi.

% 20’lik TCA cozeltisi

Trikloro asetik asit (Carlo Erba 411525)
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Standart glutatyon cozeltisi

50 mg glutatyon (Sigma G4251) distile suda ¢oziildii, 5 ml’ye tamamlandi. Bu

stoktan farkli seyreltmeler yapilarak standart ¢ozelti hazirlandi.

Deneyin Yapilisi:
0.4 ml % 10’luk homojenat
+
0.2 ml % 20’lik TCA
Karistirildi.

v

15 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij (Hettich Universal) edildi.

v

Ust fazda GSH calisildi, ¢cokelti atildi.

Kor Standart
Numune
0.2 ml 150mM KClI 0.2 ml standart ¢ozeltisi 0.2 ml
listfaz

1 ml 0.3 M NaxHPO;4 + 0.05 ml Ellman ¢6zeltisi ilave edilerek karigtirildi, 5 dakika

bekletildi ve olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 412 nm.de okundu.

Sekil I1. GSH tayini i¢in kullanilan deney prosediirti.
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5.6.2. Malondealdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak mesane dokularinda MDA miktar1
Beuge yontemine gore tayin edilmistir (13). Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan
mesane dokular1 serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidi ile kurutuldu,
tartildi. Ika Werk homojenizatoriinde buz tistiinde 150 mM KCI ¢ozeltisiyle %10’ luk

homojenati hazirland.

5.6.2.1. Gerekli cozeltiler

TBA (2-Tiyobarbitiirik asit, Sigma T5500 ) cozeltisi

% 0.375 g TBA ve % 15’1lik TCA (Trikloroasetik asit) igeren ¢ozelti, 0.25N
HCI (Hidroklorik asit) ile hazirlandi.

Standart Cozeltisi

1,1,3,3 tetraetoksipropan (malonaldehid bis [dietil asetal], Sigma T9889)’1n

10 mM’lik stok ¢ozeltisinden farkli seyreltmeler yapilarak standart ¢ozelti hazirlandi.
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Deneyin Yapihisi:

Kor Standart Numune
0.5 ml 150 mM KCl 0.5 ml standart ¢ozeltisi 0.5 ml bobrek
homojenat

. \ l
l

1 ml % 0.375 TBA

15 dakika kaynar su banyosuna
birakildi
ve sonra tlipler oda sicakliginda

sogutuldu

10 dakika 3000 devir/dakikada santrifiij(Hettich Universal) edildi.

l

Ust faz aliarak olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 532 nm’de okundu.

Sekil II1. MDA tayini i¢in kullanilan deney prosediirii.

5.6.3. Kemiluminesans yontemi ile radikal diizeyleri

Reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM) 6l¢iimii igin kullanilan yontem ile
luminol ve lusigenin kemiluminesansi 6lgiildii. Alinan dokular 6nce 10-35 mg’lik
kiiglik parcalara ayrilarak, 2 mL PBS (phosphate buffered saline) + HEPES (4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetanesulfonik asit) (0.5 M PBS ve 20 mM HEPES) tamponu
iceren sayim tiiplerine aktarildi. Kemiliiminesans o6l¢iimleri Luminometrede (EG &
G Berthold Mini Lumat LB 9506, Almanya) luminol ve lusigenin problar

kullanilarak yapildi. Lusigenin aracili dl¢iim ile siiperoksit radikali saptanirken,
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luminol aracili 6l¢iim ile hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve hidroperoksil
radikalleri saptandi. Luminol (Final: 0.2 mM) ve lusigenin (Final: 0.2 mM) probu
eklenen sayim tilipleri luminometrede 15 saniyelik araliklarla 5 dakika siireyle
okutularak, kuru agirliklart alinmis ve sonuglar AUC rlu/mg doku cinsinden ifade
edildi (24).

5.6.4. Serumda noron spesifik enolaz ( NSE ) ve soluble protein 100p ( S- 1008 )

Tayini

USCN Life Science&Technology Company, ELISA Kit kullanilarak yapildi.

5.6.4.1. Test prensibi

Kitte NSE’ye spesifik biotin-konjuge polyclonal antikorla 6nceden kaplanmis
plate bulunmaktadir. Plate, 6rnek /standart ve Avidin konjuge Horseradish
peroxidase (HRP) eklenir ve inkiibe edildi. Sonra 3,3°5,5” tetrametil benzidin (TMB)
substrat sollisyonu her well’e eklenir. Avidin bir renk degisimi gosterir. Enzim-
substrat reaksiyonu siilfiiriiik asit soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve renk
degisimi 450 nm’de spektrofotometrik olarak olgiildii. NSE’nin 6rneklerdeki
konsantrasyonu, standart egri grafiginden yararlanarak Ozmotik Dansiteyle (O.D.).

karsilastirilarak hesaplandi.

Serumun hazirlanmasi: Serum yaklasik 1000xg’de 15 dak. santrifiijlendi ve -
20°C’de sakland.

5.6.4.2. Ornek hazirhg

Wash Buffer: 750 ml Wash Buffer hazirlamak i¢in , 30 mL Wash Buffer 720

mL distile su ile dilue edildi.
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Standart: ELISA igin standart egri konsantrasyonlari, 20, 10, 5, 2.5, 1.25,
0.625, 0.312 ng/ml aras1 sample diliient ile seyreltilerek hazirlandi. Taze hazirlanip
15 dakika sonra kullanildi.
Assay diliient A ve B (1: 100)
Ornek Hazirlanmasi: NEURON-SPESIFIC ENOLASE’DA SERUM OLDUGU
GIBI, SOLUBLE PROTEIN-100 B’DE ISE 20 pl SAMPLE+ 80 ul SAMPLE
DILUENT EKLENDI.
Deneydeki Diliientler:
Sample diliient (20 ml)
Assay diltient A (10 ml)
Assay diltient B (10 ml)

5.6.4.3. Deney prosediirii

1. Blank, standart ve ornekler 100 pl olarak her well’e eklenir. Plate’in istii
kapatilarak 2 saat 37°C’de inkiibasyon yapild1.

2. Her well’deki s1v1 yikama yapmadan uzaklagtirildi.

3. Her well’e 100 ul detection reagent A eklenir. Plate’in {istli kapatilarak 1 saat
37°C’de inkiibasyon yapildi.

4. 350 pl Yikama Buffer’s (Wash Buffer) ile 3 kez yikama yapilir. Son
yikamadan sonra plak kagit havlu ile kurutuldu.

5. Her well’e 100 pl detection reagent B working soliisyon eklendi. Plate
kapatildi ve 1 saat 37°C’de inkiibasyon yapildi.

6. 350 pl Yikama Buffer’1ile 3 kez yikama yapildu.

7. 90 pl substrat solusyonu eklendi. Plate’in {istlinii kapatilarak karanlikta 30
dakika 37°C’de 1s1ktan koruyarak inkiibasyon yapild.

8. Ustiine 50 ul stop solusyonu eklendi.

9. 450 nm’de okundu.
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5.6.5. Nerve growth factor (NGF) tayini

Doku oOrneklerinin hazirlanmasi: -70C’de saklanan doku Orneklerinin
agirliklan tartilarak belirlendi. Dokulara pH’s1 7.0 olan 100mM’lik Tris/HCI1 soguk
homojenizasyon tamponu (2% bovine serum albumin (BSA), 1M NaCl, 4mM
EDTA.Na2, 2% Triton X-100, 0.1% sodium azide ve protez inhibitorleri (Sigma) 5
pug/mL aprotinin, 0.5 pg/mL antipain, 157 ug/mL benzamidin, 0.1 pg/mL pepstatin A
and 17 pg/mL phenylmethyl-sulphonyl florid) 1/100 oraninda ilave edilerek tiim
dokular homojenizatérde homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar sonikatorde
sonike edilerek yiiksek devirde santriifiigasyona (14,000g, 30dk) tabi tutuldu. Ust faz
alinarak NGF tayini i¢in kullanildi.

5.6.5.1. NGF sandwich elisa kit yonteminin prensibi

NGF tayini sandvi¢ enzim imunuassay (EIA) kit yontemi kullanilarak yapildi.
Bu yontemin prensibi Mouse NGF' ye kars: iiretilen ve mikroplate iizerine kaplanan
koyun poliklonal antikorlarmin o6rnekteki NGF ile reaksiyona girmesi ve NGF’nin
antikorlarla baglanan miktarinin 6l¢iilmesi esasina dayanir. NGF-antikor baglanmasi
sonucu olusan yesil rengin absorbanst ELISA okuyucusunda 450nm’de okunarak
bulunur. NGF kit rat ve mousedan elde edilen serum , plazma doku homejenatlari ve

biyolojik sivilardaki NGF’ yi 6l¢mek i¢in dizayn edilmistir.

5.6.5.2. Reaktiflerin hazirlanmasi

1.Chemikine NGF ELISA plate (90139): 2 Sheep anti-Mouse NGF Poliklonal
antikorla kapli 96 kuyucuklu plate.

2.Y1ikama Tamponu (Konsantre,60245): Kit igerisinde hazir bulunan 100ml’lik (10x)

konsantre yikama tamponu 11t deiyonize suyla diliie edilerek kullanilda.

3. Diliient (90143): 100mlt’lik kullanima hazir diliient
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4NGF Standart (Mouse,90142): Kit icersinde hazir bulunan liyofilize standart
500uL diliientle ¢oziildi ve 2-8C ‘de NGF stok soliisyonu olarak saklandi.

Bu stok soliisyon daha sonra standart egri ¢izimi i¢in kullanildi. Asagidaki
diliisyon miktarlar1 kullanilarak standartlar hazirlandi. Tiipler 1-7 olarak ve O olarak
isaretlendi. 950 pL tayin diliienti Stl tiibiine eklendi.500’er pL diliient ise 2-7 ve 0
standart tiiplerine ilave edildi. Daha sonra stok standart soliisyonundan 50 pL
aliarak Stl tiibline ilave edildi. Boylece ilk standart tiibliniin konsantrasyonu
1,000pg/mL olarak belirlendi. St O tiibii hari¢ diger tim standart tiipleri ise 1:2

diliisyonla konsantrasyonlar1 asagida verilen sekilde hazirlandi.

Tablo I. NGF standartlarinin seri diliisyon oranlari

Standardlar:

Stl St2 St3 St4 St5 St6 St7
St0
Volume (pL):

950 500 500 500 500 500 500
500

Konsantrasyon (pg/mL):

1000 500 250 125 62.5 31.25 15.6
0.0

5. Mouse Anti-Mouse NGF Monoklonal Antikor (90141): 2-8 C’de 3 ay stabil olan
liyofilize Anti-NGF monoklonal antikor 1:100 oraninda tayin diliienti ile diliie
edilerek kullanildi.
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6. Donkey anti-Mouse 1gG Poliklonal Antikor, HRP konjugat(90140): Liyofilize
konjugat 100 pL %50 gliserolde ¢oziildii. Kullanimdan hemen once 1:1,000 assay
diliient ile diliie edildi.

7. TMB/E Soliisyon (60096): 10mL’lik 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine tamponu
kullanild.

8. Stop Soliisyon (60260): 22mL HCL soliisyonu kullanildi.

5.6.5.3. Deneyin yapilisi

1. 96 Kuyucugu olan plate hazirlanarak belirlenen diizene gore tiim standartlar
(0-7 aras1) ve homojenatlar 100’er uL olacak sekilde kuyucuklara pipetlendi.

2. Plate en az 3 saat boyunca oda sicakliginda bir karistirict tizerinde
sabitlenerek 6rneklerin kapli antikorla baglanmasi i¢in bekletildi.

3. Multi kanal pipet kullanilarak 250 pL yikama tamponu ile 4 kez plate
yikandu.

4. 100 pL dilie anti-mouse NGF monoklonal antikor soliisyonu tiim
kuyucuklara pipetlendi ve oda sicakliginda 2 saat boyunca karistirici iizerinde
bekletildi. Daha sonra yikama tamponu ile kuyucuklar yikandi.

5. poliklonal antikoru tiim kuyucuklara ilave edildi. Plate oda sicakliginda 2 saat
boyunca karistirici tizerinde bekletildi ve yikama tamponu ile yikandi.

6. 100 uL TMB/E substatindan tiim kuyucuklara ilave edildi. Oda sicakliginda
ornekler 5-15 dakika bekletidi. Daha sonra stop soliisyondan her kuyucuga

ilave edildi. Mavi rengin yesile degistigi gozlendi. 450 nm’de orneklerin

absorbans1 ELISA okuyucusunda okundu.
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5.6.5.4. 100 pL peroksidaz konjuge donkey anti-mouse 1gG Doku érneklerinin

hazirlanmasi

-70C’de saklanan doku orneklerinin agirliklar: tartilarak belirlendi. Dokulara
pH’s1 7.0 olan 100mM’lik Tris/HCI soguk homojenizasyon tamponu (2% bovine
serum albumin (BSA), 1M NaCl, 4mM EDTA.Na2, 2% Triton X-100, 0.1% sodium
azide ve protez inhibitorleri (Sigma) 5 pg/mL aprotinin, 0.5 pg/mL antipain, 157
pg/mL benzamidin, 0.1 pg/mL pepstatin A and 17 ug/mL phenylmethyl-sulphonyl
florid) 1/100 oraninda ilave edilerek tiim dokular homojenizatorde homojenize
edildi. Daha sonra homojenatlar sonikatorde sonike edilerek yiiksek devirde
santriifiigasyona (14,000g, 30dk) tabi tutuldu. Ust faz almarak NGF tayini igin
kullanildi.

Daha o©nce hazirlanmis olan ve konsantrasyonu bilinen standartlarin
absorbanslart da ELISA okuyucusunda oOlglilerek standart egrisi ¢izildi. Doku
orneklerinden elde edilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek onlara karsilik gelen
degerler NGF konsantrasyonu olarak belirlendi. Sonuglar pg/ml cinsinden

hesaplandi.

3 y=0,0024x + 0,392

/ R*=0,9975
2,5

15 / — Seri 1
/ Dogrusal (Seri 1)
1 /
0,5

7

0 500 1000 1500

Sekil IV. NGF tayin grafigi
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5.6.6. Kaspaz-3 aktivitesi tayini

5.6.6.1. Doku orneklerinin hazirlanmasi

-70C’de saklanan doku Orneklerinin agirliklar1 tartilarak belirlendi. Doku
ornekleri lizerine 1/100 oraninda KCL ¢ozeltisi ilave edildi. Tiim dokular
homojenizatérde homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar (1 ml) tizerine 100 pl
lizis tamponu eklendikten sonra sonikatdrde 5 saniye araliklarla % 75 verimle toplam
15 saniye boyunca sonike edildi. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiyj edilip, tist faz

alind1 deney prosediirii gerceklestirildi.

5.6.6.2. Prensibi

Kaspaz-3 aktivitesi, Calbiochem kaspaz-3 kolorimetrik aktivite 6l¢iim Kkiti
kullanilarak yapildi. Memeli hiicrelerinde ICE ailesi tiyeleri olan proteaz/kaspazlarin
aktivasyonu apoptozu baslatir. Bu ticari kitin 6l¢iim prensibi kaspaz-3 substrati olan
N-Acetil- Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid’den (Ac-DEVD-pNA) kromofor p-
nitroanilinin (pNA) olusmasinin spektrofotometrik olarak 6l¢clim esasina dayanir.
Serbestlesen pNA’nin absorbanst ELISA okuyucusunda 405 nm’ de okunarak

bulundu.

5.6.6.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

Hiicre Lizis Tamponu

Kit i¢erisinde hazir olarak bulunan 50 mM Hepes, 5 mM
DTT, 0.1 mM EDTA, % 0.1 CHAPS igeren pH= 7.4 olan tampon ¢ozeltisi — 70° C’
de muhafaza edildi.

Analiz Tamponu
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Kit igerisinde hazir olarak bulunan 100 mM NaCl, 50 mM
Hepes, 10 mM DTT, 1 mM EDTA, % 10 gliserol, % 1 CHAPS iceren pH = 7,4 olan

tampon ¢ozeltisi — 70 ° C* de muhafaza edildi.

Kaspaz 3: Kit igerisinde analiz tamponunda 300 {inite olarak bulunur.

Kaspaz-3 kolorimetrik Substrat 1(Ac-DEVD-pNA) ¢ozeltisi: Kit igerisinde hazir
olarak bulunan 2 mM ve 1 mI’lik ¢dzelti. Olgiim i¢in analiz tamponu ile son
konsantrasyon 200 uM olacak _ekilde diliie edildi.

Kaspaz-3 inhibitor (Ac-DEVD-CHO): Kit igerisinde hazir olarak bulunan

100uM ¢ozelti 1: 200 oraninda analiz tamponu ile diliie edilerek dl¢lim i¢in
kullanilir.

pNA Standart: Kit i¢erisinde hazir olarak bulunan analiz tamponu iginde 50pM
pNA ¢ozeltisi — 70°C’ de muhafaza edildi.

5.6.6.4. Deneyin yapilisi

Tablo 1. Kaspaz 3 aktivitesi tayininde kullanilan materyaller.

Analiz ) )
Trombosit | Kaspaz-3 | Inhibitor | Substrat
tamponu
Kor 50 ul - - -
50 pul
Trombosit 40 pl 10 pl - -
50 pul
Inhibitor (Ac-
20 pl 10 pl - 20 pul
DEVD-CHO) 50 ul
Saf Kaspaz-3 |35 ul - 15 pl -
50 pul
Toplam Hacim | 100 pl 100 pl 100 ul 100 ul
100 pl
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Inhibitér ilavesinden sonra drnekler 10 dakika bekletildi. En son substrat konularak
405 nm’ de 0, 30, 60, 90, 120. dakikalarda ELISA okuyucusu kullanilarak
absorbanslar okundu. Her Ornek i¢in farkli zaman araliklarinda Olgiilen absorbans
degerleri grafige yerlestirilerek dogru denkleminden egim hesaplandi ve asagidaki

formiilde yerine yerlestirilerek aktivite hesaplandi.

Trombosit kaspaz-3 aktivite diizeyleri hesaplamak i¢in 6nce doniisiim faktorii
hesaplanir. Bunun igin 6nce 50 uM’ lik p-nitroanilin iki kuyucuga ilave edilir. Bunun
yaninda ayr1 bir kuyucuga 100 pl analiz tamponu eklenir ve kor olarak kullanilir. p-
nitroanilinden elde edilen ortalama absorbans degerleri korden ¢ikarilarak, doniisiim
faktorti formiilde yerine yerlestirilir.

Doniigiim faktorii(uM / A 405) = 50 uM (p-nitroanilin ) Ortalama 4os.

Bu formiil kullanilarak kaspaz-3 aktivitesi asagidaki sekilde hesaplanir.

Aktivite (pmol/dak.) = egim(A A / dak.) x donilistim faktorii x toplam deney hacmi
(ul).

Kaspaz 3 aktivitesi ile ilgili 6rnek vermek istersek:

Dontigiim faktorii = 50 uM / 0,292 = 171

30 dakikadaki absorbans = 0,564

60 dakikadaki absorbans = 0,600

90 dakikadaki absorbans = 0,682

y=0,002x+0,497
R*=0,980

0,7
06 /
0,5 /

0,4
0,3
0,2
0,1

0,8

0 20 40 60 80 100

Sekil V. Kaspaz 3 aktivite tayin grafigi. y= ax + b denkleminden a (egim) hesaplanir
Aktivite = egim...... x 171 x100 ul=............ pmol/ dak.
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5.7. Histolojik Incelemeler

5.7.1. Isik mikroskopisi

Perfiizyon fiksasyonu i¢in ketamin (75 mg/kg; i.p.) ve klorpromazin (1
mg/kg; i.p.) ile anestezisi altinda V kesi ile sternum kaldirilip toraks boslugu acildi.
Kalbin tepesinden 18 gauge kelebek igne ile girilerek sol ventrikiile dikkatli bir
bicimde yerlestirildi. Daha sonra sag atriyum kesildi ve ii¢ yollu kaniilden 6nce 10
dk siireyle SF verildi. Sag atriyumdan akan sivinin berraklastigi goriildiigiinde
kaniiliin vanas1 diger girise ¢evrilerek fosfat tamponu (pH 7.4) ig¢inde %4 p-
formaldehid ¢ozeltisi 110 mm Hg basingla 35 damla/15 sn olacak sekilde verilip 15
dakika siireyle fiksasyon perfiizyonu yapildi. Fikse edilmis mesane duvarindan
kesitler alinarak hemotoksilen eozin (HE) ile boyandi. Dokular tedavi gruplarindan
habersiz deneyimli histologlar tarafindan 151k mikroskopunda (Olympus BX-51,
Japan) incelendi. Preperatlar genel morfolojik agidan incelendikten sonra bu

preparatlarda kantitatif olarak mesane diiz kas tabakas1 kalinlig1 6l¢timleri yapildu.

5.7.2. Taramah elektron mikroskopisi (SEM)

Elde edilen mesane ornekleri %2,5’luk glutaraldehit igerisinde, 4 °C’de, 4
saat siiresince tespit edildi. Fosfat tamponu (PBS, phosphate buffered saline) ile
yikanan dokulara osmiyum tetroksit ile 1 saat siireyle postfiksasyon uygulandi. PBS
ile yikanan dokular yiikselen alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Dokular
2:1 alkol:amil asetat, 1:1 alkol:amil asetat ve saf amil asetat serilerinden ge¢irildikten
sonra BIO-RAD E3000 serisi kritik nokta kurutucusu ile kurutuldu. Kurutulan
dokular pring tasiyicilar iizerine yapistirtip BIO-RAD SC502 altin kaplama
cihazinda kaplandi. Kaplanan dokular JEOL JSM-5200 taramal1 elektron mikroskobu

ile incelendi ve fotograflandi.
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5.8. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismanin verileri ortalama + standart hata olarak verilmistir. Tim
testlerde P< 0.05 hata istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Testler
bilgisayarda Graph-Pad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego; CA; USA)

bilgisayar istatistik programi kullanilarak yapilmastir.

Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ileri
analiz olarak Tukey' s testi ile yapildi. P degerinin 0,05' ten kiigiik oldugu durumlar

anlamli olarak kabul edildi.

Motor islev bozuklugunun istatistiksel degerlendirilmesinde parametrik olmayan
Mann Whitney — U testi kullanilmistir. P degerinin 0,05' ten kiigiik oldugu durumlar

anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Motor islev Skoru

Omurilik hasar1 uygulanan grupta motor islev skoru kontrol gruba gore

anlaml olarak azalmistir (p<0.001). LA uygulamasi skorda anlamli bir diizeltme

yapmamustir.
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Sekil VI. Gruplara ait motor islev skorlari. n=8 ***: p<0.001 Kontrol grubuna
gore karsilastirma.

6.2. Mesane I¢i idrar Hacmi
OH uygulanan grupta mesanenin bosaltim fonksiyonu kontrol gruba gore
anlamli derecede bozulmustur ve mesane igindeki idrar hacmi anlamli olarak daha

fazladir (p<0.001). LA uygulamasi ile idrar hacmi hafifce daha diisiik goziikmekle
birlikte fark anlamli degildir.
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Sekil VII. Mesane i¢i idrar hacmi miktarlari.. n=8 ***: p<0.001: Kontrol grubuna
gore karsilastirma.

6.3. Mesane Dokusunun Karbakolle Kasilma Yanitlari

Travma grubunda karbakolle kasilma yaniti kontrol grubuna gére anlamli
Olctide (p<0,05) bozulmustur . LA uygulamasi travma grubuna gore kasilma yanitini

kontrol grubuna yaklastirmistir (p<<0,05).

Kasilma- Gevseme
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Sekil VIII. Mesane dokusunun karbakolle kasilma yamtlari. n=8 *: p<0.05:
Kontrol grubuna gore karsilastirma. *p<0.05 kontrole gore; +: P<0.05 Travma
grubuna gore karsilastirma.
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Karbakol ve izoproterenol yamit egrilerinden elde edilen EC50 degerleri ve
KCL (mg) kasilma yanitlar

Kontrol OH LA
KCL 4450,5 3914,33 5089,18
Cch 1,08 x 108 8,18 x 10”7 5,25 x 107
Izoproterenol 5,20 x 108 2,35x 108 1,16 x 10°°

6.4. Mesane Dokusunun isoproterenolle Gevseme Yanitlar

Mesane dokusunun isoproterenolle gevseme yanitinda her ii¢ grupta da
benzer bir cevap goriilmektedir.
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Sekil IX. Mesane dokusunun isoproterenolle gevseme yanitlari.
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6.5. Mesane Dokusunun Papaverinle Gevseme Yanitlari

Travma grubunun papaverinle gevseme yanitinin kontrol grubuna gore
anlamli olarak (p<0.001) daha fazla oldugu gozlenmektedir. LA uygulamasi bu
bozuklugu anlamli olarak (p<0,001) diizeltmistir.
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Sekil X. Mesane dokusunun papaverinle gevseme yanitlarl.. n=8 ***: p<0,001:
Kontrol grubuna goére karsilastirma. +++: p<0,001 travma grubuna gore
karsilastirma.

6.6. Mesane Dokularinda GSH (glutatyon) Tayini
Travma grubundaki mesane dokularindaki GSH miktar1 kontrol grubuna gore

anlaml 6l¢iide daha diisiik seviyede saptanmistir *: p<0,05. Travma + LA grubunda

bu miktar kontrol grubundakine yaklagsmistir fakat halen daha diisiik seviyededir.
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Sekil XI. Gruplarin mesane dokularinda GSH (glutatyon) tayini. n=8 *: P<0,05:
Kontrol grubuna gore karsilastirma.

6.7. Mesane Dokularinda MDA (malondealdehit) Tayini

Travma grubundaki mesane dokularindaki MDA miktar1 kontrol grubuna
gore anlamh 6l¢iide daha yiiksek seviyededir *: p<0,05. Travma + LA grubunda bu
miktar kontrol grubundakine yaklagsmistir fakat halen daha yiiksek seviyededir +:
p<0,05.
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Sekil XII. Gruplarin mesane dokularinda MDA (malondealdehit) tayini. n=8 *:
p<0,05 Konrol grubuna gore. +: P<0,05 Travma grubuna gore.
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6.8. Mesane Dokularinda Luminol Kemiliiminesans Ol¢iimii

Travma grubunun mesane dokularinda Olgiilen luminol kemiliiminesans
seviyeleri, kontrol grubundakilere gore belirgin derecede yiikselmistir (p<0,05).
Travma + LA grubunda bu deger Travma grubuna gore daha diisiiktiir fakat, halen

kontrol grubuna gore yiiksek seviyededir.

40 *
0 —_—
c
@®©
0
g ——
E5
Z £ 20-
52 =
X =
_g 10+
€
=
0 T T T
Kontrol Travma Travma + LA

Sekil XIII. Gruplarin mesane dokularindaki luminol kemiliiminesans degerleri.

n=8 *: p<0,05 Kontrol grubuna gore.

6.9. Mesane Dokularindaki Lusigenin Kemiluminesans Ol¢iimii

Travma grubunun mesane dokularinda Olgiilen lusigenin kemiliiminesans
seviyeleri, kontrol grubundakilere oranla belirgin diizeyde yiiksektir (p<0,01). LA
uygulanan omurilik hasarli grupta bu deger travma grubuna gore biraz daha diigiik

olmakla beraber kontrol grubuna gore yiiksek seviyededir.
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Sekil XIV. Gruplarin mesane dokularindaki lusigenin kemiliiminesans

degerleri. n=8 +: p<0,05 Travma grubuna gore. **: p<0,01 Kontrol grubuna gore.

6.10. Mesane Dokularindaki Kaspaz 3 Aktiviteleri

Travma grubunun mesane dokularindaki kaspaz 3 aktivitesi kontrol grubuna
gore daha yiiksektir (p<0,01). Bu durum travmanin, mesane dokusundaki apoptozisi
indiikledigini gostermekteir. Travma + LA grubunda ise kaspaz 3 aktivitesi kontrol

grubundan anlamli olarak (p<0,01) daha diisiik seviyede gozlenmistir.
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Sekil XV. Gruplarin mesane dokularindaki kaspaz 3 aktiviteleri. n=8 *: p<0,05

Kontrol grubuna gore. ++: p<0,01 Travma grubuna gore.
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6.11. Mesane Dokularindaki NGF Seviyeleri

Travma grubunun mesane dokularindaki NGF seviyeleri kontrol grubuna
gore daha diisiiktiir (p<0,05). Travma grubuna LA uygulamast NGF diizeylerini
anlaml olarak (p<0,05) arttirmis; kontrol grubundakilere yaklastirmistir.
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Sekil XVI. Gruplarin mesane dokularindaki sinir biiyiime faktorii (NGF)

diizeyi. n=8 *: p<0,05 Kontrol grubuna gore. +: p<0,05 Kontrol grubuna gore.
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6.12. Serum S- 100p ve NSE Seviyeleri
Travma grubunun serum S- 100 ve NSE seviyeleri kontrol grubuna gore

belirgin diizeyde artmistir ***: P< (0,001. Travma grubuna LA uygulamas1 serum S-

100B ve NSE seviyelerini diisiirmiistiir +++: p< 0,001.
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Sekil XVII. (A) Serum noron spesifik enolaz (NSE) seviyeleri.
(B) Serum ¢oziinebilir protein- 100 (S- 100 B) seviyeleri. n=8 ***: p< 0,001

Kontrol grubuna gore. +++: p< 0,001 Travma grubuna gore.

45



6.13. Mesane Dokularimin Histolojik Analizi

Kontrol grubuna ait mesane Orneklerinin HE ile boyali kesitlerinin
incelemesinde tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisya tabakalari
normal histolojik goriiniimlerinde izlendi. OH grubunda mesane 6rneklerinin 151k
mikroskobu altinda degerlendirilmesinde, uroepitelyal tabakada belirgin hasar
izlenmezken, lamina propriada 6dem, damarlanma ve vazodilatasyon artig1 dikkati
cekmekteydi. Diiz kas tabakasi lifleri olduk¢a diizensiz, birbirinden ayrilmis,
aralarinda kanama odaklar1 ve 6dem belirgindi. Serozada inflamatuar hiicre artigi
izlenmekteydi. LA grubunda lamina propriada ve serozada damarlanma artisi,
vazokonjesyon ve serozada inflamatuar hiicre artis1 mevcuttur. Kas tabakasinda lifler

arasinda ayrilma, 6dem ve kanama azalmisti.
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Resim VII. a) Kontrol grubunda liimeni ¢evreleyen hasarsiz epitel tabakasi (ok).
Normal histolojik goriiniimde kas tabakasi (*) b) Omurilik hasari grubunda epitel
hasart (oklar), lamina propriada O6dem (*) ve vazokonjesyon (**). Tunika
muskulariste diizensiz kas tabakasi (iki bash ok) ve aralarinda belirgin 6dem (***) c)
Omurilik hasar1 grubunda serozada belirgin inflamatuar hiicre artisi (oklar) ve
vazokonjesyon (*). d) LA uygulanmis OH grubunda epitel hasari (ok), lamina

propriada azalmis 6dem (*) ve vazokonjesyon (okbasi). Tunika muskulariste kas
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liflerinin diizenli dagilim1 (**), aralarinda azalmis 6dem (***). Hematoksilen-Eozin

(HE) boyasi, x100-200, orijinal biiyiitme.

6.15. Mesane Dokularimin Yiizey Morfolojisi

Kantitatif mesane diiz kas tabakasi kalinlig1r olgiimleri sonucunda kontrol
grubuna kiyasla OH grubunda artmis kas kalinligi bulundu. LA grubunda kas

kalinlig1 OH grubuna gore azalmis bulundu.
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Sekil XVIII. Gruplarin mesane dokusu kas kalnhklari. n=8 ***: p<0,001

Kontrol grubuna gore. ++: P<0,01 Travma grubuna gore.

Mesane dokusunun yiizey morfolojisini ortaya koymak amaciyla yapilan
SEM incelemeleri sonucunda kontrol grubunda diizgiin yiizeyli iirotelyum
gozlenirken (Resim a), omurilik hasar1 grubunda tirotelyumun dokiildiigi ve alttaki
bag dokunun agiga ¢iktigi izlenmistir (Resim b). LA uygulanmis omurilik hasari

grubunda bazi alanlarda diizgiin morfolojide iirotelyum oldugu gozlenmistir (Resim

C).
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Resim VIII. a) Kontrol grubunda diizgiin yiizeyli iirotelyum goriilmektedir.

(Biiyiitme 10 pm)

b) Omurilik hasar1 grubunda tirotelyumun dokildigi (*) ve alttaki bag dokunun
aciga ciktig1 goriilmektedir. (Biiylitme 50 um)

c) LA uygulanmig omurilik hasart grubunda bazi alanlarda diizgiin morfolojide
tirotelyum goriilmektedir. (Biiylitme 10 um)
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7. TARTISMA VE SONUC

Omurilik hasar1 birincil hasar1 siddetlendiren birgok zararli patolojik
mekanizmalara Onciiliilk etmekte ve ardindan ikincil hasar1 tetiklemektedir, bu olaylar
zinciri kalict hasarlarla sonucglanmaktadir. Bir¢ok patofizyolojik olay, iskemi, 6dem
iyon denge bozuklugu aracilig ile ikincil ndronal hasara katkida bulunmaktadir. (10,
44) Glutamat aracili eksitotoksisite, ROT olusumu ve lipid peroksidasyonu, merkezi
sinir sistemine travmatik hasar sonucu olusan ndéronal hasara katkida bulunan 6nemli
faktorlerdir (10).

Omurilik dokusundaki travmaya, hiicre membranlarinda oksidatif yikima
neden olan lipid peroksidasyonu eslik etmektedir (44, 3). Hiicrelerin kendi anti
oksidan mekanizmalariyla oksijen radikalinin zararli etkilerinden korunabildikleri
bilinmektedir. Oksidatif stres sonucu anti oksidan defans sistemin zayiflamasi,
dokularin oksidatif hasara kars1 daha hassas olmalarina neden olmaktadir. GSH ve
diger antioksidanlar, serbest radikal reaksiyonlarmin yayilmasini sinirlamaktadirlar;
aksi halde bu durum siiregelen lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. Artan doku
GSH seviyeleri, ROM ve serbest radikal reaksiyonlarinin artisina kars1 koruyucu bir
mekanizmadr (102).

Omurilikte meydana gelen travmatik hasar, makrofajlar gibi periferal
kaynakli inflamatuvar hiicre artisi ile karakterize inflamatuvar cevabr da
baslatmaktadir (39). Toklu ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 galismada omurilik
hasar1 sonrasi, serobrospinal sivida 6nemli 6lgiide myeloperoksidaz miktarinda artis
oldugunu gostermistir (33- 96- 97). Bu da nétrofil infiltrasyonunun bir kanitidir (12).
Yapilan caligmalarda LA tedavisinin, myeloperoksidaz aktivitesini diistirdiigii
gosterilmistir (105). Diyetle alinan LA, adezyon molekiilleri ve proinflamatuvar
sitokin olusumunu inhibe etmekte ve aterosklerotik lezyon olusumunu azaltmaktadir
(53).

Bizim c¢alismamizda da omurilik hasarinda mesane dokusunda
kemiluminesans ile belirlenen serbest radikal diizeyinin arttii, buna bagli olarak
lipid peroksidasyonunun (MDA) arttig1 ve bu siirecin MPO aktivitesinde artisla

karakterize olan nétrofil infiltasyonuna yol agtigi bulunmustur. Serbest radikaller
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lipid peroksidasyonunu, protein yikimmi ve DNA hasarini tetikleyerek zamanla
apoptozise kadar ilerleyen néronal hasara neden olmaktadirlar. (62, 49) Apoptozis
omurilik hasarmi takiben, siirekli hiicre kaybina katkida bulunan kritik bir faktor
olarak goriilmektedir. (44) Bu c¢alismada da LA tedavisinin kaspaz diizeyini
azaltmast ve sinir biiyiime faktoriini artirmasi hasarin tamirine yonelik
mekanizmalar1 aktive ettigini diisiindiirmektedir.

Karbakol yanitlarindaki degisim kolinerjik sistem duyarliligmin degistigini
diisiindiirmektedir. Diger taraftan mesane fonsiyonunda isoproteronol ile olusturulan
gevseme yanitlarinda fark yokken, papaverin yanitinda anlamli fark olmasi mesane
diiz kasinda otonom sinir sistemi disinda, nonspesifik bagka yolaklar tizerinden etkisi
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu durum mesane kas kalinligindaki artisin
onlenmesiyle de iligkili olabilir.

Toklu ve arkadaslarmin 2010 yilinda yaptigi ¢alismada LA’ in omurilik
yaralanmasi olusturulan siganlarda omurilikteki oksidan ve noronal hasara karsi
iyilestirici etkileri gosterilmigti (33- 96- 97). Bu c¢alismada ise omurilik
yaralanmasinin sekonder bir komplikasyonu olan mesane hasarinda da oksidan
mekanizmalarin rol oynadigi, LA’in ise mesanedeki fonsiyonel, biyokimyasal ve
morfolojik bozuklugu antioksidan, antiapoptotik ve noroprotektif etkileriyle kismen

diizelttigi gosterilmistir.
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