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1. GIRIS ve AMAC

Spinal kord merkezi sinir sisteminin serebrum ve serebellumla birlikte diger 6nemli
bileseni olup kraniyal merkezlerle periferik sinirleri / organlar1 birbirine baglayan onemli
yollar1 barindiran bir koprii gibi konumlanmistir. Hayati 6nemi ve hassasiyetine uygun bir
kemik koruyucu, vertebra tarafinca ¢evrelenmis olarak viicutta yer alir. Spinal kord her ne
kadar koruma altinda gibi goriinse de gelisen teknoloji ve dinamik bir hayatin getirdigi birgok
zorlayici dis etkenle her an karsi karsiya kalabilmekte ve bunlarin hatir1 sayilir bir kismi da

spinal kordda ciddi travma yaratabilmektedirler.

Spinal kord travmatik hasarlanmasi ¢ok ciddi sorunlari beraberinde getirebilecek
yiikksek morbidite ve mortaliteyle seyreden travmalardan birisi olarak sikca karsilasilan bir
sorundur. Viicut hareketlerine, ani ivmelenmelere dinamik olarak cevap veren vertebral kolon
ciddi bir travmayla kontrol dist bir harekete maruz kalarak korudugu spinal kordun direkt
hasarlayicisi da olabilmektedir. Gilinlimiiz kazalarmin biiylik ¢ogunlugunu motorlu arag
kazalar1 ve is kazalarinin olusturdugu diisiiniildiiglinde omurganin ve haliyle spinal kordun ne
kadar biiylik bir risk altinda olacagi goriilebilecektir. Bu durumda son derece hassas bir
yaptya sahip olan spinal kordun travmayi en az hasarla atlatabilmesi ve ileriye doniik
korunmas1 amagli bircok medikal ve/veya cerrahi tedavi prensibi bulunmustur, denenmektedir

ve de denenecektir.

Spinal kordda olusacak hasar1 anlamak ve onunla miicadele etmek i¢in anatomisini,
fizyolojisini ve hasarlanma olaylarindaki patofizyolojiyi ¢ok iyi bilmek gerektigi agiktir.
Spinal kord travmasinda primer ve sekonder hasarlanma mekanizmalar1 devreye girmektedir.
Akut travmada kordda olusan destruksiyon ve primer hasarlanmayla miicadele etmek adina

hala fazla bir tedavi segene8i yoktur. Bu amagla kalsiyum kanal blokerleri, opiat



antagonistleri, sistemik glukokortikoidler, sistemik kan basincinin artirilmasi, antioksidanlar,
naloxane gibi bir¢ok yol denenmis olmakla birlikte erken hasarlanma mekanizmalarina karsi
yiiksek doz metil-prednizolondan ve immobilizasyondan baska etkin, rutin uygulamada

kendine yer edinmis bir tedavi segenegi olusturulamamastir.

Sekonder hasarlanmayla miicadele ise mevcut saglikli ndronlart maksimum sekilde
korumak, fonksiyonel iyilesmeyi saglamak ve kayiplarin geri kazanimimi iist diizeyde
saglayabilmek adina daha Onemli gibi goriinmektedir. Gergekten de spinal travma
fizyopatolojisi daha iyi anlasildik¢a tedavi secenekleri de daha iyi planlanabilmekte ve bircok

arastirmanin konusu olmaktadir.

Santral sinir sisteminde serotonin (5-hidroksitriptamin) énemli ndrotransmiterlerden
birisi olup serotonin reseptor ailesi yedi alt gruba ayrilmistir (5-HT;_7). Bu reseptor alt
gruplar1 arasinda 5-HT, reseptor ailesi de dnemli bir yere sahiptir. Serebral ve spinal bir¢ok

calismanin konusu ve hedefi olmustur.

Quetiapine (Serequel©, Astra Zeneca) dibenzotiyazepin tiirevi bir atipik antipsikotik
ajan olup serotonin 5-HT, reseptorlerine yiiksek, dopamin D, reseptorlerine ise daha diisiik
baglanma afinitesi gosteren bir bloker ajandir. 5-HT, reseptor blokajinin diger organlarda,
Ozellikle kardiyak incelemelerde iskemi — reperfiizyon yolaginda o6nemli koruyucu
etkinliginin, Ozellikle de apoptozisi Onleyici etkisinin oldugu ortaya konulmus, hatta
diskopatilere bagli ndrojenik agrinin kontroliinde de rol oynadigr vurgulanmistir. Bilindigi
lizere apoptozis, spinal kord zedelenmesinde sekonder travma safhasindaki en Onemli
mekanizmalardan birisidir ve bu yolu bloke etmek adina da bir¢ok ajan deneysel calismalarin
konusu olmustur. Bu baglamda 5-HT, reseptor bloker etkinligi yiliksek, EPS yan etkileri gibi

ciddi yan etkiler yoniinden daha gilivenilir bir atipik antipsikotik olan, hatta travmaya maruz



kalan hastalarin posttravmatik donem rehabilitasyonlarinda 6nemli sorun olusturan ajitasyon,
agresyon ve depresyon tablolariin da tedavisinde kullanimin1 destekleyen ¢alismalar olan bir
ajan olarak “quetiapinin” daha 6nce hakkinda hi¢bir yaymlanmis ¢calismanin olmadig1 spinal
travmada koruyucu bir etkisinin olup olmadig1 arastirilacaktir. Spinal travmalarin ciddi
multisistem travmanin bir pargasi olabildigi, spinal travmaya sekonder gegici/kalici parezi ve
pleji varligimin hastalarin duygu durumunu ne kadar olumsuz etkiledigi diisiiniildiigiinde
quetiapinin spinal travmada koruyucu bir 6zelligi gosterilebilirse bu tiir travma hastalarinda

quetiapin ile ¢ok yonlii ve 6nemli fayda saglanabilecegi diisliniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. insan Spinal Anatomisi

Spinal anatomiyi ¢ok iyi bilmenin, spinal travmayi iyi anlamak ve onunla dogru
miicadele etmek ve hatta daha iyi tedavi prensipleri gelistirmek icin sart oldugu agiktir. Bu

nedenle spinal kolonun 6nce anatomisinden bahsetmek yerinde olacaktir(103).

2.1.1. Vertebral Kolon

Vertebral kolon; boyun, sirt ve bel bdlgesi iskeletini olusturan iist iiste yerlesmis 33
adet omurun olusturdugu bir yap1 olarak ortasinda olusturdugu spinal kanal ile medulla
spinalise, ¢ikan sinirlere, bunlar1 besleyen damarlar ve saran meninkslere bir koruyucu kafes
gibi fonksiyon goriir. Vertebral kolon; kraniyum, kaburgalar, sternum, koksa ve sakrum gibi
viicut orta hat kemiklerinin eklemlesmesiyle olusan skeleton aksiyale’ nin en biiyiik kismin
olusturur. Eriskinde yaklasik 72-75cm uzunluga sahiptir ve bunun %’ iinii de intervertebral

diskler olusturur.

Vertebral kolon c¢evreledigi medulla spinalisi ve ¢ikan sinirleri korur, viicut agirligini
tasir, postiir ve lokomosyonda 6nemli rol oynar. Hareket sadece ilk 24 vertebra arasinda olur:
7 servikal, 12 torakal ve 5 lomber. Sakral 5 ve koksigeal 4 vertebra ise kaynasarak tek kemik
yap1 olustururlar. Vertebral kolon omurlar ve aralarindaki intervertebral diskler nedeniyle
esnek bir yapiya sahiptir. Ayrica bu ilk 24 omur arasinda sinoviyal eklemlesmeler de
mevcuttur. Vertebral kemerlerin eklem ¢ikintilar1 arasinda olusan eklem yapisi faset eklemi
olarak isimlendirilir. Faset eklemleri posterior stabilitenin 6nemli olusturucusu olmakla

birlikte vertebranin fleksiyon, ekstansiyon ve rotasyon hareketlerine de imkan tanirlar ve



vertebralarin 6ne dogru kaymalarina da engel olurlar. Yine anterior ve posterior longitudinal
ligamanlar vertebra korpuslarim kafa kaidesinden sakruma dek sararak fleksiyon ve

ekstansiyonda stabiliteye katkida bulunurlar.

Her bir vertebra onde yogun kemik yapiya sahip olan gdvde (korpus), arkada
pedikiiller, laminalar ve spindz ¢ikintilarin olusturdugu kemer (arkus)’ den olusmustur.
Korpusun arka yiizli ile arkus ortada vertebral kanali olustururlar. Pedikiillerin {ist ve
altlarindaki oluklar olan incisura vertebralis superior ve inferiorlar birleserek de intervertebral

foramenleri olustururlar ki bu foramenlerden spinal sinir kokleri ve eslik eden damarlar geger.

Arkus lizerinde yeralan ¢ikintilar olan spindz ve transvers ¢ikintilar ise derin sirt
kaslar1 i¢in uygun tutunma yerleridir. Yine bu yapilar kaldira¢ kolu goérevi yaparak kaslarin

omurlar1 hareket ettirmesinde yardime1 rol de tistlenirler.

Vertebral kolon dinamigini incelerken eklemlerini tanimlamak da ¢ok Onemli

olacaktir, bunlar:

e Omur govdeleri (korpus) arasindaki eklemler
e  Omur kemerleri (arkus) arasindaki eklemler
e Atlas ile aksis arasi eklemler

e Atlas ile oksipital kemik aras1 eklemler

e Omurlarla kaburgalar aras1 eklemler

e Sakrum ile os ilium arasindaki eklemlerdir

Bu eklem yapilart omurganin omurlar1 arasinda kisith, omurganin tamaminda ise

oldukca esnek bir hareket serbestisi saglamakla birlikte omurganin dig travmalara karsi



medulla spinalisi korumas1 adina etkin bir yap1 olustururlar. Ayrica omurganin stabilitesinde

onemli olan diger yapilara da goz atmak faydali olacaktir.

2.1.1.a. Ligamentum longitudinale anterius

Bant geklinde fibréz bir bag olup vertebra korpuslarinin ve intervertebral disklerin 6n
yiizlerini orter ve birbirlerine baglar. Sakrumun pelvik yiiziinden baglar, C1 vertebra
tuberculum anterius’ una ve foramen magnumun 6n kisminda oksipital kemige tutunur.

Vertebral kolonun hiperekstansiyonuna engel olan énemli yapilardan biridir.

2.1.1.b. Ligamentum longitudinale posterius

Anterior ligamentten daha dar ve daha zayif bir bagdir. Vertebra korpuslarinin arka
yiizleri boyunca vertebral kanal i¢inde seyreder. C2’ den sakruma kadar vertebra
korpuslarinin ve intervertebral disklerin arka kisimlarina sikica tutunur. Hiperfleksiyonun
onlenmesinde yardimcidir. Disklerin herniasyonuna da engel olmaya calisir. Posterior
ligament agriy1 ileten sinir uglar1 yoniinden de olduk¢a zengindir. Bu ligaman C2 seviyesinde
sonlaninca yukariya gii¢lii bir bag olan membrana tectoria olarak devam eder. Membrana

tectoria foramen magnumdan ge¢ip kafatasi tabaninin merkezi kismina tutunarak sonlanir.



2.1.1.c. Faset eklemler (Articulatio zygapophysealis)

Komsu vertebralarin artikiiler prosesleri arasinda olusan plana tipi eklemlerdir.
Gevsek bir capsula articularis ile cevrelenirler. Laminalar, transvers ve spinal cikintilar

arasinda uzanan aksesuar baglar bu eklemlerin stabilizasyonuna yardimci olurlar.

Faset eklemeleri vertebralar aras1 kayma hareketlerine izin verirler. Servikal ve lumbal
bolgelerde bu eklemler bir miktar yiik de tasirlar, intervertebral disklere inen yiikii paylasirlar.
Faset eklemlerin innervasyonu spinal sinirlerin arka dallarinin ramus medialislerinden ayrilan
eklem dallariyla olur. Her bir dal iki eklemi innerve eder yani her bir eklemin hem kendi

seviyesinden hem de bir iist seviyeden olmak iizere iki siniri vardir.

2.1.1.d. Ligamentum flavum

Komsu vertebra arkuslarin1 birbirine baglayan sar1 renkli elastik baglardir. Her iki
vertebra laminalar1 arasinda neredeyse vertikal bi¢imde yerlesip vertebral kanalin posterior
yiiziiniin de bir komponentini olusturmus olurlar. Yukardan asagiya inildik¢e kalinligr artar.
Laminalarin birbirinden ayrilmasina izin vermez ve bu sekilde ani fleksiyona izin vermeyerek
disklerin zedelenmesini Onler. Giiglii ve elastik yapiya sahip olan ligamentum flavum
vertebral kolonun normal egriliklerinin korunmasina ve fleksiyondan dogrulmaya yardimci

olur.



2.1.1.e. Ligamentum Interspinale

Her bir spinal prosesin tamamina tutunup diger spindz proesese baglar. Gligsiiz ve

neredeyse membrandz bir bag yapidadir.

2.1.1.f. Ligamentum Supraspinale

Kordon seklinde bir bag olup fibréz, giiglii bir bagdir. C7 vertebradan itibaren
sakruma kadar tiim spindz proseslerin tepeleri arasinda uzanan bagdir. Boyunda ise yukariya

dogru genis, giiclii bir bag olan ligamentum nuchae olarak devam eder.

2.1.1.g. Ligamentum Nuchae

Interspinal ve supraspinal ligamentlerden farkli bir yapiya sahiptir. Kalinlasmis
fibroelastik liflerin bir araya gelmesiyle olugsmustur. Eksternal oksipital protuberans ve
foramen magnumun arka kenarindan baglayip servikal vertebralar spindz proseslerinde
sonlanir. C3 — C5 arasi spindz proseslerin kisa olmasi nedeniyle bu ligament kemik yerine

gecer ve kaslar i¢in tutunma yeri olusturur.

2.1.1.h. Columna Vertebralis’ in Damarlan
Vertebralar komsu segmental damarlarin dallariyla beslenirler. Bu rami spinalesler:

e Boyunda a. vertebralis ve a. cervicalis ascendens

e Torakalde aa. intercostales posteriores



e Abdomende a. subcostalis ve aa. lumbales

e Pelviste a. iliolumbalis, aa. sacrales laterales ve a. sacralis mediana’ nin dallaridir
b

Rami spinalesler foramen intervertebralelere girip ¢ogunlukla spinal sinirlerin dorsal
koklerine (rami dorsalis), ventral koklerine (rami ventralis) ve onlarin kiliflarina dagilan
terminal radikiiler arterlere dagilirlar. A. radikiilarislerin bazilar1 a. medullaris segmentalis

olarak medulla spinalisin arterleriyle anostomoz yaparlar.

Vena spinalisler vertebral kolon boyunca vertebral kanalin hem icinde (plexus
venosus vertebralis internus) hem de disinda (plexus venosus vertebralis externus) venoz
pleksuslar olustururlar. Biiyiilk ve kivrintili vv. basivertebrales ise corpus vertebranin
icindedir ve ylizeyindeki (¢ogunlukla posteriorda) deliklerden c¢ikip plexsuslara agilirlar.

Vena intervertebralisler foramen intervertebraleler iginde spinal sinirlere eslik ederler.

2.1.2. Medulla Spinalis ve Zarlar

2.1.2.a. Medulla Spinalis

Beyin ve govde arasinda sinir iletim yolu ve major refleks merkezi olan medulla
spinalis vertebral kanal i¢inde oturmus, 6n ve arkada hafifge yassilagsmis silindirik bir yapidir.
Medulla oblangatanin devami olarak bagslar. Foramen magnumda baglayip eriskinde yaklasik
L2 vertebra hizasina kadar devam eden yaklasik 42 — 45cm uzunlukta bir yap1 olup alt ucu
olan conus medullaris ile sonlanir. Ekstremitelerin innnervasyonu amagh 2 bolgede genisleme

gosterir:
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Intumescentia cervicalis: C3 — T1 segmentleri arasidir. Ventral dallarin ¢ogu iist

ekstremiteleri innerve etmek iizere pleksus brachialis’ i olustururlar.

Intumescentia lumbosacralis: T11 — L1 segmentleri arasinda yeralir. Ventral dallar alt
ekstremiteleri innerve etmek tizere pleksus lumbalis ve pleksus sakralisi olustururlar.
Intumescentia lumbosacralis ve conus medullarisden baslayan spinal sinir kokleri cauda
equina’ y1 olustururlar. Bu demet de cisterna lumbalis (subaraknoid bosluk) icinde kaudale
devam eder. Konusun distalinde bulunan ve cauda equinay1 igeren subaraknoid boslugun bu

genislemesine cisterna lumbalis denir. Bu yap1 L2 seviyesinden S2 seviyesine kadar uzanir.

Medulla spinalise 31 spinal sinir ¢ifti baglanir. Bu ¢iftlerin 8’ i servikal, 12’ si torakal,
5’ 1 lumbal, 5° 1 sakral ve 1’ 1 koksigeal spinal sinirlerdir. Medulla spinalise 6nde radix
anterior, arkada radix posterior diye isimlendirilen koklerle baglanirlar ve bu kokler forameni

foramina intervertebralisler araciligiyla terk ederler.

Spinal sinirlerin dorsal kokleri afferent (duyu) liflerini, ventral kokler ise iskelet
kaslarina giden ¢ok sayida efferent (motor) liflerini ve ¢ok sayida presinaptik otonom lifleri
igerirler. Ventral kokleri olugturan somatik aksonlarin hiicre gévdeleri medulla spinalis cornu
anterior’ unda bulunurken dorsal kokleri olusturan aksonlarin hiicre goévdeleri medulla
spinalisin disinda, dorsal koklerin distal ucundaki dorsal kok ganglionlarinda yani ganglion
spinale’ dedirler. Dorsal ve ventral kokler vertebral kanaldan ¢ikis noktasinda birlesirler ve

spinal sinirleri olustururlar.

Her bir spinal sinir hemen primer ramus dorsalis ve primer ramus ventralis’ lere
ayrilirlar. Dorsal dallar deri sirt kaslarini innerve ederlerken ventral dallar ekstremiteler ve

govdenin geri kalanini innerve ederler.
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Embriyoda medulla spinalis ile vertebral kanalin boyu esittir. Fetal periyod boyunca
kanal medulla spinalisten daha hizli gelisir ve dogumda medulla spinalisin alt ucu (conus
medullaris) L2-3 diizeyindedir ve dogumu takip eden aylar iginde eriskindeki seviyesi olan
L1-2 seviyesine kadar ¢ikar. Conus medullarisin alt ucundan filum terminale baslar, sinir
lifleriyle birlikte kaudale ilerleyerek dural keseyi de S2 seviyesinde terk ettikten sonra koksiks
dorsumuna yapisarak sonlanir. Filum terminale, embriyonun kuyrugunda bulunan medulla

spinalisin kaudal bdliimiiniin artakalan kalintisidir.

2.1.2.b. Medulla Spinalisi Cevreleyen Zarlar

Medulla spinalis, sinir kokleri ve cauda equina’ nmin lifleri de kraniyaldeki gibi

duramater, araknoid mater ve piamater tarafinca ¢evrelenir ve korunurlar.

2.1.2.b.1. Duramater Spinalis

En dis zar tabaka olup foramen magnumda kraniyal duramaterin devami olarak
baslaylp S2 seviyesine dek uzanan dural keseyi olusturacak sekilde konumlanmustir.
Duramater, dural kok kihiflarimi olusturmak tizere sinir kokleri ve foramen intervertebrale
boyunca devamlilik gosterip foramen intervertebralelerin periostlarina yapisir ve spinal

sinirlerin epindryumlarina karigarak sonlanirlar.
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2.1.2.b.2. Araknoid mater spinalis

Medulla spinalisi, spinal sinir koklerini ve gangliyon spinaleyi ¢evreleyen, BOS ile
dolu subaraknoid alani olusturan, ince, avaskiiler bir membrandir. Duramatere yapisik degildir
ancak alttaki BOS’ un basinci yiiziinden duramater i¢ yliziine tutunur. Yani normalde subdural
bosluk diye bir yap1 spinal kanalda s6zkonusu degildir. Subaraknoid aralikta yine piamatere

tutunan trabeculae arachnoideae denilen ince iplik¢ikler bulunur.

2.1.2.b.3. Piamater spinalis

En igte yer alan, yass1 epitelyum hiicrelerinden olusmus, medulla spinalisi sikica saran
tabakasidir. Medulla spinalisin damarlar1 ve spinal sinir koklerini de sikica sarar. Piamater

conus meduularisin altinda filum terminale olarak devam eder.

2.1.2.b.4. Ligamentum denticulatum

Medulla spinalis, dural kese i¢inde her iki yanindan testere disi bi¢imli ligamentum
denticulatumlar araciligiyla asilmistir. Bu ligamentler dorsal ve ventral koklerin tam
ortasindan piamaterden digar1 uzanip dural kesenin i¢ yiizline yapisirlar. 20 — 22 adet
ligamentum denticulatum vardir. Bunlarin en iist bolimi foramen magnum i¢inde oksipital
duraya yapisir. En alt boliimii ise T12 — L1 sinir kokleri arasinda uzanir. M. spinalisi kanal

iginde asan ve destekleyen 6nemli bir yapidir.
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2.2. SPINAL KORD TRAVMASI
2.2.1. Tarihce

Spinal kord yaralanmalari, tanimlanmasi ve miicadelesi ¢ok eskilere, binlerce yil
oncesine dayanan bir tarihe sahip olup bunu kanitlayan ilk yazili belge M.O. 3000-2500
yillart arasinda yazilmis olan ve 1930 yilinda Bearsted’ in terciime ettigi Edwin Smith
papirusudur. Bu papirusta eski misirli cerrahlar spinal kord yaralanmali bir olguda motor,
total his ve idrar kontrolii kaybi oldugu ve tedavisinin olmadigindan bahsetmektedirler.
Yunanh filozof Hipokrat (M.O. 460-377) vertebra dislokasyonuna eslik eden ekstremite
paralizileri hakkinda genis bilgiler vermis ve paraplejiyi tariflemistir. Galen (M.S. 120-200)
kordda longitudinal kesilerin fonksiyon iizerine etkilerinin olmadigi, buna karsin transvers
kesilerin bu seviyenin altinda parapleji olusturdugunu gostermistir. Bu sayede Hipokrat’ in
omurilik yaralanmalarinda lezyon seviyesinin altinda motor ve duyu kaybi1 oldugu
konusundaki hipotezini yaptigi anatomik ve norofizyolojik c¢alismalarla dogrulamistir. M.S.
625-690 yillarinda yasamis olan Paul of Aegina omurilige basi yapan kiriklarin tedavisinde
ilk kez laminektomi yapan hekimdir(Son. 1890 yilinda Schmaus spinal kord travmasi iizerine
en eski deneysel c¢alismalardan birini yapmis ve bu c¢alismada tavsan spinal kordunun
travmatik hasara histopatolojik cevabini tanimlamistir. Allen 1911 yilinda yiiksekten omurilik
lizerine agirhik diisiirerek, deneysel omurilik yaralanmasi olusturmustur. Tarlov 1953° de
epidural aralikta balon sisirerek omurilik yaralanmasi yaratmistir. Tator 1978’ de omuriligi
ekstradural olarak anevrizma klibiyle komprese etmis, klip kapanma giicii ve kompresyon
stiresi ile omurilik yaralanma siddeti arasinda iliski bulmustur. Stokes ve Reider 1990’ da
omurilige yapilacak darbenin siddetini ve hizin1 6nceden belirleyip darbe sonunda 6n goriilen
travmanin olup olmadigin1 denetleyen elektromekanik bir cihaz gelistirmislerdir. Medulla

spinaliste travma olusturan modellerinin bu kadar c¢ok teknikle uygulanmasi bazi
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karigikliklara neden olmustur. Bu nedenle Chung daha standart, daha ideal hayvan modeli

olusturulmasi adina bazi kriterler 6nermis, Collins de buna atifta bulunarak spinal kord

travmasi ve tedavi metodlarini yeniden gézden gecirmistir(77,105).

Bahsedilen bu kriterler;

1.

Olusturulacak travma, doku hasari ya da néronal disfonksiyon, hayvandan hayvana
degismez  sekilde  yaratilabilmeli, travma  sonrast1  degerlendirilecek
parametrelerdeki varyasyonlar kabul edilebilir sinirlarda olmali, preklinik ¢aligma

baslamadan once bu sinirlar belirlenmelidir.

Hayvan modelindeki kag¢inilmaz yan etkiler (cerrahi yaralanma, anestezik ajanlarin
etkisi, metabolik ve hemodinamik degisiklikler) en aza indirgenmeli, ¢alisma

baslamadan olas1 etkiler tanimlanmalidir.

3. Calismanin sonuglar1 tekrarlanabilir ve sayisal hale getirilebilir olmalidir.

2.2.2. Spinal Kord Hasarlanmasi ve Fizyopatolojisi

Son birka¢ yiizy1l boyunca spinal travmanin patofizyolojisini anlamak ve sorunla

miicadele etmek adina gelisen goriintiilleme tekniklerinin de biiyiik katkisiyla ¢ok 6nemli

basarilar elde edilmistir. Bu sayede olusan spinal travmanin tam olarak ne tipte oldugu, nereyi

ve nasil etkiledigi daha iyi tanimlanabilir ve tedavi zamanlamasi ve se¢enekleri de daha iyi

planlanabilir olmustur. Spinal kordda ciddi hasar olusturan travmalarin ¢ogunlugu fiziksel

kesiden ¢ok kompresyon ve kontiizyon seklinde hasarlanmalar olustururlar. Spinal kord hasar1

hakim olarak geng erkeklerin hastalig1 olarak karsimiza ¢ikmakta olup ortalama yas 25’ dir.
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Travmanin yeri genellikle anotomik hasarlanma seviyesiyle uyumlu olmakla birlikte her
zaman hasarlanan kemik seviyesiyle hasarlanan kord seviyesi ayn1 olmaya da bilir. Ust spinal
seviyelerde hasarlanma daha ciddi olmakla birlikte kismi norodefisit varli§i her seviyede
karsimiza ¢ikabilmektedir. Ayrica bilinmektedir ki mekanik strese gri ve beyaz cevher farkli
cevap verir. Gri cevher hasara daha hassas goriinmektedir. Norotravma total veya parsiyel
olabilir. Spinal travma izole de olabilir, multisistem travmanin bir pargasi da. Hasta
yonetiminde bu durum multisistem travmali hastalarda ¢ok onemlidir. Genellikle ilave acil
torasik, abdominal veya kafa travmalar1 varlig1 mevcut spinal travmanin gézden kagmasi veya
gec tanminmasina yol acgabilmektedir. Gelistirilen travma smiflandirma prensipleri de
klinisyenlerin spinal travmanin siddetini degerlendirmesi, instabilitenin derecesini belirlemesi
ve tedavi seklini planlamasi adina da 6nemli katkilar saglamistir. Stirekli gelistirilmekte olan
ve yiiksek maliyetli sistemler olan spinal fiksasyon sistemleri de beraberinde hem hasta hem
de toplum yarar1 adina dogru hasta ve dogru tedavi sekli belirleme gerekliligini 6ne
cikarmistir. Boylece gelistirilen skalalarla hastalarin ciddi operasyonlara ve internal fiksasyon
sistemlerine mi yoksa sadece konservatif tedavi segeneklerine mi uygun oldugu da

belirlenmektedir(91, 128, 129).

Spinal kord hasar1 olduk¢a uzun bir zaman 6ncesinden bu giine (Allen 1911) primer ve
sekonder hasarlanma olarak iki 6nemli kisim altinda degerlendirilir(133). Travma aninda
travma sahasindaki dokularin kompresyon, distraksiyon, laserasyon gibi mekanizmalarla
nekroz ve fonksiyon kaybiyla sonuglanan fiziksel hasarlanmalari olay1 primer hasar, bundan
sonraki saatler ve giinler ve hatta haftalar icinde gelisen bir takim patofizyolojik,
hemodinamik ve biyokimyasal mekanizmalarla devam eden, artan doku kaybi donemi de
sekonder hasar olarak isimlendirilir(91, 125). Yapilan ¢aligmalarda travmanin tipinin yani

sira primer hasardan c¢ok sekonder doku hasarlanmasinin daha giiriiltilii  seyrettigi
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bildirilmistir. Primer hasarlanmay1 o an Onleyebilecek fazla bir sey olmamasina ragmen
sekonder hasarlanma evresinde noronlar1 koruyabilecek tedavi sistemleri s6z konusu olabilir.
Bu nedenle son donemde yapilan deneysel caligmalarda bu sekonder yaralanmanin Oniine
gecebilecek medikal tedaviler iizerinde durulmaya baslanmistir(80, 125, 134). Hasarlanma

mekanizmalarina daha ayrintili bakilacak olursa;

Primer hasarlanma akut faza da karsilik gelecek sekilde primer mekanik travmaya
fizyolojik ve hiicresel cevabi igeren faz olup; ¢arpma, kompresyon, distraksiyon, laserasyon
gibi mekanizmalar sonucu kordda olusan hasarlanmadir. Travma sahasinda 15 dakika i¢inde
ince kapiller damarlarin ayrilmas1 ve ince duvarli venlerin yirtilmasiyla ekstraselliiler ve
periaksonal bosluklarda progressif noktasal kanamalar ortaya ¢ikar. Hemorajik sahanin
biiyiikliigii zorlanmanin etkisiyle baglantilidir ve en belirgin olarak da gri cevher ile posterior
kolonlarin ventral ylizeylerinin sinirinda 2 — 4 saat iginde goriiliir. Primer hasarlanmay1
takiben ve girift bir sekilde sekonder hasarlanma mekanizmalari hemen devreye girerler.
Hemorajik nekrozun gelisimi ve yayilimina interstisyel 6dem de eslik eder. Bu ilk 6dem
nonproteindz bir 6dem olmakla birlikte zaman i¢inde hasarlanan damar-kord bariyeri varlig
ve elektrolit denge bozukluklar1 sayesinde protein ekstravazasyonuyla birlikte vazojenik 6dem
goriiliir. Ciddi kapali spinal travma varliginda 6dem ve hemorajik nekroz 4 saat iginde

belirgin yayilim gosterir ve bu tablo 18 saate kadar ulasir(125).

Spinal kord yaralanmasinda erken donemde goriilen en oOnemli degisiklik hiicre
membran gegirgenliginin ve iyon pompasinin bozulmasidir. Bunun sonucunda kalsiyum hiicre
icine girer ve potasyum hiicre disina ¢ikar. Membran gegirgenliginde artis olmasi, sodyumun
su ile birlikte hiicre i¢ine girmesine ve sonucta 6dem gelismesine olanak saglar. Kalsiyumun
normal néronal fonksiyonu ayarlamada rolii oldugu gibi hiicre 6liimii ve yaralanmasinda da

onemli rolii bulunmaktadir. Potasyum ektraselliiler mesafede travmadan 2—3 saat sonrasina
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kadar yliksek seviyelerde bulunurken, kalsiyum intraselliiler mesafede uzun siire yiiksek
konsantrasyonda bulunabilmektedir. Travma sonrasi hiicre i¢inde kalsiyum diizeyi yaklasik
45 dakika icinde onemli derecede yiikselir ve 8 saat i¢cinde maksimum diizeye ulasir ve
travmadan 1 hafta sonrasina kadar yiiksek diizeyde kalmaya devam eder. Kalsiyumun bu
diizeylere ¢ikmasinda ve korunmasinda voltaja bagli kalsiyum kanallarinin agilmasinin yani
sira, yaralanma sonrasi salimimi artan glutamat ve aspartat gibi ndrotransmitterlerin MDA
reseptorlerini kullanarak kalsiyum kanallarin1 agmasi yardimci olur. Hiicre i¢i yliksek
kalsiyum 6deme yol agmasinin yani sira, ayn1 zamanda proteolitik ve fosfolipaz enzimlerin
aktivasyonu yoluyla hiicre iskeletinin ve hiicre zarinin par¢alanmasina neden olur(38, 46, 90,

94, 125, 136).

Travmanin ilk 24 saatinde spinal kord damarlarindaki hasar; damar ayrilmasi, vaskiiler
endotelyal sisme ve bunlara ilaveten kiiciik intramediiller damarlarin, veniillerin ve kapiller
sistemin tromboz ve fibrinoid nekrozla obliterasyonu seklinde belirgin olarak ortaya
cikmaktadir. Progresif post-travmatik iskemi tablosu da bu vaskiiler hasarlanma olaylariyla

birlikte ilk 24 saat boyunca devam edecektir(8, 25, 127).

Histolojik olarak; ilk 2—4 saatte noral yapilardaki hasarlanma; aksonal, myelin ve
periaksonal sisme, myelinde ayrilma ve fragmantasyonlar, aksonal uglarda tahribat,
noronlarda kromatolizis ve Olim seklinde ortaya ¢ikabilmektedir. Bu durum da
vakuolizasyonun eslik ettigi likefaksiyon nekrozuyla sonuglanacaktir. Akut hasarlanmaya
hiicresel cevap PMNL invazyonu olup ilk birkag saat i¢inde pik yapar. Primer sathadaki ilk
saatlerin PMNL istilasininin yerini giinler siirecek mononiikleer lenfositler, plazmositler ve
makrofajlar istilas1 alacaktir. 24 saatin sonunda, ortadaki hemorajik nekroz sahasinin
etrafindaki intakt beyaz cevheri boyunca bir 16kosit halkasi goriilebilir. Primer fazin

sonrasinda devam eden likefaksiyon nekrozu ve iligkili mikrosirkiiler degisikliklerle birlikte
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i¢ini hiicresel artiklar, kan veya siv1 i¢erigin doldurdugu santral kistik bir yap1 3—4 giin iginde
gortliir hale gelir. 48 saatin sonunda hemorajik nekroz ve reaktif 6demin transvers yayilimi
tamamlanmistir ancak kraniyale ve kaudale yayilim travma sorasi 6 giine kadar devam

edebilir(25).

Birgok ¢alismada mikroglial hiicrelerin aktive olduklar1 ve prolifere olduklari deneysel
olarak spinal kord travmasinda gosterilmis olup mikroglianin bu proliferasyonu
proinflamatuvar sitokinler ve ndrotoksik molekiillerin (IL-1, IL-6, TNFa vb.) iiretimiyle
sonucanacak ve baglangic hasarlanma sahasinda sekonder hasarlanmanin olusumu ve

yayilimina neden olacaktir (63, 140, 142, 144, 145).

Travmanin ge¢ doneminde primer hasarlanma bodlgesinde primer olarak mikroglia
hiicrelerince olusturulan aseliiller skar doku formasyonu, komsu inen ve ¢ikan traktuslarda
wallerian dejenerasyon ve posttravmatik vaskiilopati goriiliir. Bu skar odagi hassas bir reaktif
astrositik gliozisle de g¢evrelenir. Kord bu alanda makroskopik olarak atrofik ve sklerotik
gorliniir. Spinal kordun yerini skar doku veya BOS ile dolu kistik kaviteler alacaktir. Bu
kavitelerin varhig1 iyilesme safhalarinda aksonal rejenerasyonun oniinde de bir engel teskil
edecektir(22). Bu gibi kavitelerin yarattifi sorunu engellemek adina aksonlar arasi baglanti
amacli koprii gorevi iistlenecek materyaller; 6rnegin periferik sinir geft (37), fetal spinal kord
dokusu (21), schwann hiicreleri(141) ve kok hiicreler(108) deneysel olarak kullanilmistir ve
hala iizerlerinde calisilmaktadir. Bu skar doku ve kistik kaviteler 5 yi1l ve hatta daha uzun bir

stire kalabilir(22).

Spinal kord travmasinin ardindan hiicreler saatler ve giinler boyu 6lmeye devam
ederler. Bu hiicre dliimlerinden sorumlu ajanlardan bir grup da nitrik oksid ve peroksinitrit

yani reaktif nitrojen tiirevleridir. Bu maddeler proteinlere, DNA’ ya ve membran



19

fosfolipitlerine zarar vererek hiicrelerin Oliimiine neden olurlar. Bununla birlikte
peroksinitritin apoptotik hiicre 6liimiinde de rolii oldugu goterilmistir. Deneysel olarak da
kord travma sahasinda NO, peroksinitrit ve oksijen konsantrasyonlariin yiiksek oldugu
gosterilmistir ve antioksidanlarin bu mekanizmalar1 ve dolayisiyla apoptozisi de oOnledigi
gosterilmistir(14, 15). Kordda hasarlanma alaninda beyaz cevherdeki astrositler ve
oligodendrositlerin yaklasik %50’ sinin travmayi takip eden 24 saat i¢inde dldiikleri yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Astrositlerdeki kayip anormal iyonik hemostaza yol acacaktir(58,
148). Takip eden haftalar boyu ¢evreleyen sahadaki glial hiicreler apoptotik mekanizmalarla
O0lmeye devam ederler(19). Baslangigtaki kayiplara ragmen travmanin kronik déneminde
rezidli beyaz cevherde oligodendrosit yogunlugu kontrol seviyelerine geri donmektedir ve
astrosit yogunlugu da kimi sahalarda normal, kimi sahalarda normale yakin olarak
izlenebilmektedir. Glial repopulasyonun nedeni komsu bolgelerden hiicre gocii olabilir. Buna
alternatif olarak veya ilaveten lokal progenitorler boliinebilir ve hasarli spinal kordda

makrogliay1 olusturabilirler(119).

Normal eriskin spinal kordu prekiirsor hiicreleri igerir(148). Spinal kord travmasini
takiben aksonal hasarlanma ve asir1 demiyelinizasyonun nedeni sadece aksonlarin degil
oligodendrositlerin de ciddi zarar gormeleri, kayiplaridir. Bilindigi {izere aksonal
demiyelinizasyon spinal kord travmasinin belirgin patolojik 6zelliklerindendir. Travmay1
takiben c¢esitli biiyiime faktorlerinin seviyesinde artigla birlikte yeni oligodendrositleri
olusturan mitotik aktivite artig1 da izlenebilmektedir ki yapilan bazi caligmalarda travmay1
takiben 4. gilinde sahada oligodendrosit prekiirsér hiicreleri artisi gosterilmistir(76).
Oligodendrositlerin deneysel ¢alismalarda veya hastalikla iliskili demiyelinizan hastaliklarda
remiyelinizasyon yetenegi oldugu gosterilmistir. Hatta bu baglamda oligodendrosit prekiirsor

hiicre transplantasyonu da deneysel olarak denenmis ve transplante edilen sahada
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demiyelinizasyonun diizeldigi de gosterilmistir(65). Bu nedenle spinal kord hasarlanmasi
tedavisi adina spinal kok hiicre transplantasyonu calismalar1 biiyiik bir hizla birgok merkez
tarafinca devam ettirilmektedir ve ilerde spinal kord travmasina ait hasarlanmanin tedavisinde
cok onemli bir tedavi modalitesi kok hiicre teknolojisi olacak gibi géziikmektedir(29, 85, 93,

112, 135).

Onceden de bahsedildigi iizere apoptosis sekonder spinal kord hasarlanmasinda
onemli mekanizmalardan birisidir(14, 15, 18, 132). Ratlarda spinal kord travma modellerinde
artmig apoptosis ve caspase—3 aktivitesi gosterilmistir (106, 36). Mikroglia ve oligodendrosit
hiicrelerindeki apoptotik oliimler beraberinde posttravmatik donem iyilesme sathasinda
uygunsuz, bozuk myelinizasyonu ve bozuk aksonal transmisyonu da beraberinde
getirecektir(124). Skt sonrasi apoptotik hiicre Oliimlerine katkida bulunan bircok yolak
bulunmustur. Bunlar; glutamat reseptor aktivasyonu, artmig hiicre i¢i kalsiyum ve
calpain(136), TNF-alfa(144, 145) veya hiicre siklus diizenleyicilerinin ekspresyonunda
degisiklikler(40) olarak sayilabilir. Yine Nesic ve arkadaglar1 2001 yilindaki deneysel
caligmalarinda proinflamatuvar sitokin IL-1 ekspresyonunda artis oldugunu ve bunun sonucu
olarak IL-1 reseptorlerinin ve takiben de apoptosisin aktive oldugunu gostermislerdir(106).
Bu yolaklarin birkag1 veya hepsi hasarli spinal kordda proapoptotik etkilerini apoptosis igin
anahtar regiilatdr olan Bcl-2a protein ailesini diizenleyerek gosterebilirler. Deneysel spinal
kord travmasi caligmalarinda ilk 24 saat icinde potansiyel proapoptotik transkripsiyonal
degisiklikler bulunmustur. Proapoptotik Bcl proteinleri (Bax, Bak ve Bid) sitokrom c
salmmmin1 indiiklerken antiapoptotik Bcl-2 ve Bcel-xL mitokondri dis membranina
tutunduklarinda sitokrom c¢ salinimini 6nlerler. Skt proapoptotik Bax artisina ve antiapoptotik

Bcl-2, Bel-w veBcel-xL mRNA azalmasina yol agmaktadir(107, 114, 136).
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Yine bu mekanizmalarin 1s18inda apoptozisi dnlemek ve kordda olusacak sekonder
hasardan miimkiin oldugunca ndéronlar1 ve gliayr korumak adina 17-beta Ostrodiol gibi,

eritropoetin gibi bazi ajanlar da denenmis ve olumlu sonuglar alinmistir(5).

Bu asamada deneysel arastirmamizin temelini olusturan ve sekonder hiicre 6liimiinde

temel mekanizmalardan birisi olan apoptozisi daha ayrintili tanimlamak uygun olacaktir.

2.3. APOPTOZIS

Hiicre 6limii, apoptozis ya da nekroz ile gerceklesmektedir. Nekroz, disaridan gelen
uyarilarla plazma membraninda olusan degisiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Nekrotik
hiicrenin sismesi ve plazma membranin par¢alanmasi sonucunda sitoplazmik igerik, doku
araligina gegmektedir. Hiicrenin nekrotik artiklari, inflamatuar hiicreleri dokuya g¢ekerek bu
dokunun pargalanmasina yol a¢cmakta ve bu inflamasyon olarak bilinen olaya neden

olmaktadir.

Diger 6nemli hiicre 6liimii ise programli hiice 6liimii, yani apoptozisdir. Apoptozis,
organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik goérevini tamamlamis veya hasarlanmig
hiicrelerinin, ¢evredeki komsu hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli bir hiicre 6liim sekli olarak tanimlanabilmektedir.
Apoptotik hiicre 6liimii, hiicrenin kendi genetik yapisinda kodlanmis program sonucu
olusmaktadir. Bu programda, ¢ok kontrollii bir seri olay sonucunda biyokimyasal ve
morfolojik olaylar olusmaktadir. Bu olay, ayni zamanda hiicrenin intihar1 olarak da
adlandirilmaktadir ve dokulardaki hiicre sayisin1 kontrol altinda tutmak i¢in en Onemli
sistemlerden birini teskil etmektedir. Hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu, iizerlerinde bulunan 6liim

reseptorleri sayesinde hiicre dis1 6liim sinyallerini isleyerek hiicre i¢i apoptotik mekanizmayi
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aktive etmektedirler. Her ne kadar bu genetik olarak programlanmis olay intrinsik faktorler ile
kontrol edilmekte ise de aym1 zamanda disaridan gelen ekstrinsik sinyaller de bu intihar

yolunu uyarabilmektedir(6, 13, 138).

Apoptozis terimi, ilk kez Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan
yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmistir. Apoptotik siire¢ ilerledikge,
DNA’nin interniikleozomal bolgelerinden 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 olacak tarzda
kirilmalar gosterdigi ve kirtlan bu DNA parcalarinin agoroz jel elektrofrezinde merdiven
goriintiisii olusturdugu ifade edilmektedir. Bu bulgu apoptozisin ilk biyokimyasal kaniti
olarak literatiire gecmis ve 6zellikle bu tarihten itibaren apoptozisle ilgili yapilan ¢aligmalarin

sayisinda hizli bir artis oldugu gozlenmistir(13, 45, 138).

Apoptozis, yasamin ayrilmaz bir pargasi olup, hem fizyolojik hem de patolojik
sartlarda goriilmektedir(12). Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde; fetus implantasyonu,
organogenez ve gelisim siireci boyunca apoptoz c¢ok onemli rol oynamaktadir. Erigskinde
menstruel siklusta endometriyum hiicrelerinin yikimi, menapozda follikiil hiicrelerinin
atrezisi, laktasyonun bitimini takiben meme bezlerinin rejenerasyonunda yine apoptozis yer
almaktadir. Deri ve GIS hiicreleri gibi siirekli ¢ogalan hiicre gruplarmin azaltilmasinda yine

apoptozis rol almaktadir(30, 31, 79, 101, 111, 134).

Her saniye yaklasik bir milyon hiicre apoptozis ile viicuttan uzaklastirilmakta ve
bunlarin yerine yenileri yapilmaktadir. Yapim (mitozis) ve yikim (apoptozis) arasinda
kontrollii bir denge vardir. S6z konusu olan bu dengenin apoptozis lehine veya aleyhine
bozulmasi, birgok Onemli hastaligin patogenezine katkida bulunmaktadir(47, 120, 130).

Apoptozis-mitozis arasindaki denge apoptozis lehine bozulursa, yani asir1 hizlanmis bir
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apoptozis s6z konusu olursa: AIDS, norodejeneratif hastaliklar, IBDM ve miyokard
infarktiisii gibi hastaliklar olugsmaktadir. Eger denge mitozis yoniine kayarsa, yani apoptozis
olmas1 gerekenden daha az gercgeklesirse, bu durumda kanser meydana gelmektedir(1, 16, 45,

51,67, 123).

2.3.1. Nekroz ve Apoptozis Arasindaki Farklar

Apoptozis daha iyi anlamak icin bir bagka 6liim sekli olan nekroz ile kiyaslayarak
incelemek daha dogru olacaktir(Tablo 1). Toksinler, siddetli hipoksi, iskemi ve hipertermi
gibi etkenler nekroza neden olurken; azalmis biiyiime faktorii, hiicre yaglanmasi, hiicre hasari,
diisiik doz sitotoksik ilaglar, hafif diizeyde travma, hipoksi ve iyonize radyasyon gibi etkenler

ise apoptozise neden olmaktadir(11, 12, 139).

Morfolojik degisiklikler agisindan apoptozis ve nekroz arasinda Onemli farklar
bulunmaktadir. Nekroz patolojik bir 6liim sekli olmasina karsin, apoptozis hem fizyolojik
hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilmektedir. Diger bir ifadeyle, apoptozis, hem
saglikta hem de hastalikta karsimiza ¢ikmaktadir. Apoptozis, normal hiicre dongiisiinde rol
alan bir hiicre 6liim sekli oldugundan, lenfositlerin timustaki klonal seleksiyonunda ve
inflamatuvar reaksiyon sonrasinda ortamdan uzaklastirilmasinda, embriyonik gelisim
sirasinda, menstruasyon sirasinda uterus duvarinda gerceklesen epitel doku dokiilmesinde

gozlenebilmektedir(12, 11, 79, 134, 139).

Nekrozda hiicre icine asir1 sivi girisine bagli olarak hiicre sismektedir. Apoptozise
ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilip hiicre yiizeyindeki mikrovilliisler ve diger
hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkmakta, hiicre yiizeyi yuvarlaklagsmakta ve

apoptotik hiicre nekrotik hiicrenin tam tersine kiigiilmektedir (cell shrinkage)(11, 139).



24

Nekrozda membran, nekrotik siire¢ ilerledik¢e parcalanmakta ve hiicre i¢inden disina dogru
hiicre i¢i materyalinin ¢ikis1 gerceklesmektedir. Oysa apoptozis sirasinda membranda boyle
bir durum s6z konusu degildir; membranda kii¢lik tomurcuklanmalar (blebbing) olusmaktadir.
Nekrozda kromatin hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzer olup, apoptotik
hiicrenin kromatininin ise niikleus membraninin hemen altinda yogunlastigi gézlenmektedir.
Nekrotik hiicre lizise ugramakta, oysa apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere (apoptotic bodies)
parcalanmaktadir. Apoptotik cisimcikler membranla kapli olup degisen miktarlarda niikleus
veya diger hiicre i¢i yapilar icermektedirler. Nekrozda, hiicre icerigi dis ortama salindigindan
inflamasyon reaksiyonu uyarilmakta, ancak apoptozisde apoptotik hiicreler veya cisimcikler
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon

olugsmamaktadir (Sekil 1).

Sekil 1. Nekroz ve apoptoziste goriilen ultrastriiktiirel degisiklikler dizisi (Wyllie ve ark. 1988)



Tablo 1. Nekroz ve apoptozis arasindaki farklar
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Apoptozisin en dnemli 6zgiin yoniinii, DNA’nin interniikleozomal bolgelerinden 180—
200 baz cifti veya bunun katlar1 olacak tarzda kirilmasi olusturmaktadir. Bu durum, agaroz jel
elektroforezinde merdiven goriintiisii imajinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Nekrozda

ise DNA rastgele par¢alanmaktadir(13, 47, 138).

Apoptotik siire¢ ilerledikce, membranin i¢ yiizeyinde bulunan fosfatidil serinler
membranin dis yiizeyine transloke olmaktadir. Dis yiizeye transloke olan fosfatidil serinler,
0zel boyalar yardimi ile (6rn.anneksin V) goriiniir hale getirilmekte ve apoptotik hiicrenin
normal hiicreden ayrimi1 gergeklestirilmektedir. Pasif bir islem olan nekrozda ATP gerekli
olmamakta, aktif bir iglem olan apoptozis de yiiksek ATP seviyeleri gerekmektedir(4, 13, 35,
44, 47,70, 82, 86, 89, 97, 122, 138). Hiicre i¢i ATP seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz
ile olecegine yon vermektedir. Bu da mitokondrinin 6nemini apoptozisin erken fazinda
gostermektedir. Eger mitokondri ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan

enerjiyi saglayamamakta ve nekroz ile 6lmektedir(99).

2.3.2.Apoptozis Mekanizmasinda Yer Alan Molekiiller

Apoptozisin mekanizmasinda rol aldig1 diislinlilen aract molekiiller bulunmaktadir.
Bunlardan ilkini Bel-2 gen ailesi olugturmaktadir. Bcl-2 gen ailesi (B hiicre lenfosit/16semi—
2), pro-apoptotik (Bax, Bid, Bim, Bad, Bak vs.) ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL) olmak
tizere ¢ok sayida iiye icermektedir. Hiicrenin yasayabilirlik durumu, bu ailenin pro-apoptotik
ve anti-apoptotik iiyelerinin oranina bagl olarak gergeklesmektedir. Pro-apoptotik olanlar
apoptozisi indiiklemekte, anti-apoptotik olanlar ise apoptozisi baskilamaktadirlar. Bcl-2 gen
ailesi iiyelerinin yapisinda merkezi konumda hidrofobik bir a heliks ve bunu ¢evreleyen 5

tane amfipatik a heliks bulunmaktadir. Bcl-2 gen ailesi tiyeleri, yapilarinda bulunan BHI,
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BH2, BH3 domainleri bulunmakta, anti-apoptotik iiyelerde ayrica BH4 bolgesi de yer
almaktadir. Bu bolgenin apoptozisin diger hiicresel yollarla iliski kurmasinda gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, anti-apoptotik Bcl-2 gen ailesi {iyelerinin,
pek cok kanser tiiriinde asir1 miktarda eksprese oldugunu da gostermektedir(4, 13, 20, 47, 50,

82, 120, 150).

Apoptotik mekanizmada rol alan bir diger aract molekiil ailesini ise kaspazlar
olusturmaktadir. Kaspaz (caspase= cystein dependent aspartate—spesific proteases) adi,
enzimin katalitik aktivesinden gelmektedir. C, sistein proteaz aktivitesinden, aspase ise
proteinlerin icindeki aspartik asitten sonraki kisimlari parcalamasindan dolayr verilmistir.
Kaspazlar, inaktif 6ncii molekiiller olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein

proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir(47, 70, 122).

Kaspazlar, apoptotik siiregte birbirlerini aktifleyerek selale tarzinda reaksiyon dizisine
neden olurlar. Kaspazlarin bazilari, baslatic1 kaspaz (kaspaz 2, 8, 9 ve 10), bazilar1 da efektor
kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) olarak bilinir. Baglatic1 kaspazlar, o6liim sinyallerini efektor
kaspazlara iletirler. Efektor kaspazlar ise ilgili hiicre iskelet proteini aktin, DNA tamirinde rol
alan poli ADP riboz polimeraz gibi proteinleri pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin
meydana gelmesine neden olurlar. Kaspazlar indirekt olarak Ca™ bagimli endoniikleazlari
aktive ederek DNA’da 180-200 ve katlar1 olacak sekilde baz ciftine ayrilmalarina yani

fragmantasyonlarin olugsmasina neden olmaktadirlar(6, 26, 48, 150).

2.3.3. Apoptozis Mekanizmalari

Apoptotik mekanizmalari, arastirma sonuglarindan ortaya c¢ikan teoriler olarak

degerlendirmek daha dogru olacaktir ¢iinkii hala birgok mekanizma tam olarak
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aydinlatilamamistir. Ancak, son yillarda yapilan c¢aligmalarda elde edilen bulgular,
apoptozisin gelisim siirecinde, gelen sinyalin hiicre i¢i veya hiicre dis1 olusuna gore degisen

iki yolun etkili oldugunu diisiindiirmektedir(6, 12, 122, 150):

1. Oliim reseptérleri aracili apoptozis (hiicre dist kaynakli sinyal)

2. Mitokondri aracili apoptozis (hiicre i¢i kaynakli sinyal)

2.3.3.a. Oliim reseptérleri aracih apoptozis

Hipoksi, hipertermi, radyasyon vs. gibi hiicre dis1 sinyaller, plazma membranindaki
Olim reseptorlerini aktive ederek apoptotik silireci baslatmaktadirlar. Apoptoziste rol alan
membran proteinleri i¢inde en 6nemli grubu TNFR (tumor necrosis factor receptor) ailesi
olusturmaktadir. TNFR ailesi igerisinde apoptozis olusturan reseptorlerin en énemlileri FAS
(CD-95) ve TNFR-1" dir. Son yillarda DR—3, DR—4 ve DR-5 gibi bagka 6liim reseptorleri de
tanimlanmistir. Oliim reseptdrlerinin, sisteinden zengin hiicre dis1 alanlar1 ve sitoplazmanin ig
kisminda homolog 6liim alanlar1 (death domain) bulunmaktadir. Oliim reseptorleri kendilerine
Ozgii ligand1 bagladiklar1 zaman, sitoplazmanin i¢ kisminda bulunan parcalar1 apoptotik
mekanizmay1 uyarir ve hiicre dis1 alandan gelen uyar1 6liim alanlar1 ile hiicre igine iletilmis

olur(56, 57, 71, 72, 88,131, 150). (Sekil 2)

2.3.3.b. FAS (CD-95) reseptorii aracili mekanizma

FAS reseptorii 3 boliimden olusmaktadir. Hiicre disi, membrandz ve hiicre. Bu 6liim
reseptorii, kendine 6zgl ligandi bagladigi zaman reseptoriin 6liim alan1 kismi, apoptotik

mekanizmay1 uyarir ve hiicre dis1 alandan gelen uyari hiicre icine iletilmis olur(72). (Tablo 2)
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Tablo 2. Fas reseptorii aracilt apoptotik mekanizma

2.3.3.c. Mitokondri aracili apoptozis

Hiicre icinden kaynaklanan sinyallerde mitokondri énemli rol oynamaktadir. DNA
hasari, pH’da diisme, hiicre dongii bozukliklar1 hiicre i¢i kaynakli sinyalleri olugturmaktadir.

Mitokondri dis zarinin gegirgenlik artigini, hiicre i¢i sinyaller ve bazi proteinler (Bcl-2 gen
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ailesi) ayarlamaktadir. Bcl-2 gen ailesi liyelerinden pro-apoptotik olarak bilinen bax proteini,
sitozolde bulunmakta ve apoptotik uyar1 alinmasimi takiben mitokondri membranina
baglanmaktadir. Burada kiiclik delik¢iklerin olusumunu indiiklenerek se¢imli 1iyon
gecirgenligi bozulmakta ve sitokrom-c ile apoptosis indiikleyici factor mitokondriden
sitoplazmaya salinmaktadir. Sitoplazmaya salinan sitokrom-c, sitoplazmik bir protein olan
Apaf-1’ e baglanmakta ve yapiya ATP’ nin ve prokaspaz 9’ un eklenmesiyle apoptozom adli
kompleks olusmaktadir. Daha sonra prokaspaz 9, aktif kaspaz 9’ a doniiserek efektor
kaspazlardan prokaspaz 3’ i aktiflemekte ve hiicre apoptozise gitmektedir. Sitokrom-c’ nin,
mitokondriden sitozole salinimi, apoptozisin geriye donemeyen bir doneme girdiginin

gostergesi olarak goriilmektedir(47, 70, 96, 97, 98, 150). (Sekil 2)

2.3.3.d. pS3 gen aracili apoptozis

Ic ve/veya dis sinyaller ile DNA’da hasar olustugunda, baz1 genler aktive olarak
hiicreyi apotozise gotiirmektedir. Bunlarin en 6nemlisi p53 genidir. Normalde inaktif olan p53
geni, DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21 genini harekete gegirmektedir. p21 geni de
hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak S fazina gecisini engelleyerek hiicre dongiisiinde blokaj
yapmaktadir. Buradaki amag, hiicreye DNA’ smi1 tamir edebilmesi i¢in zaman
kazandirmaktadir. Bu siire igerisinde, hiicre DNA’sm1 tamir edebilir ise, hiicre dongiisi
tizerindeki blokaj kalkmaktadir. Eger bu siire i¢erisinde, DNA hasar1 tamir edilemez ise, p53
geni tekrar harekete gecerek, Bcl-2 gen ailesi tiyelerinden pro-apoptotik olarak bilinen bax
proteinini aktive etmekte ve hiicreyi apoptozise gotiirerek DNA’ s1 hasarli hiicreyi ortadan

kaldirmaktadir(17, 50, 109)(Sekil 3).
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Sekil 2. p53 gen aracili apoptozis
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APOPTOZIS MEKANIZMALARI
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Sekil 3. Oliim reseptorleri aracili ve mitokondri aracili apoptozisin sematik gériiniimii (Keane RW, 2001)
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2.3.4. Giiniimiizde Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Apoptozisi saptamak i¢in gesitli yontemler gelistirilmistir. 1972 yilinda, apoptozis
terimi ilk kez kullanildiginda hiicrenin morfolojik goriinlimiine gore karar verilmistir. Oysa
giiniimiizde morfolojik degerlendirmenin yanisira apoptozise 06zgii oldugu bilinen bazi
aktivasyonlarin (0rnegin aktif kaspaz—3 tayini) molekiiler diizeyde belirlenmesiyle de

saptanabilmektedir.

[Ik kez morfolojik kriterlere gore belirlenen apoptozis, 80’li yillarin sonuna dogru
DNA kiriklarmin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baglandigi goriilmektedir.
90’larin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi bulunmasiyla kaspaz
aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metodlarla saptanabilen apoptozis 90’larin sonuna
dogru fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslanmigtir.
Apoptozisin belirlenmesine yonelik gelistirilen tiim metodlar, 2000’li yillarin baslarinda
sadece apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak {izere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein olan
keratin 18’in kirildiktan sonraki 6zgiin formunu saptayan antikorlarin kullanilarak daha

spesifik olarak saptanmasi takip etmektedir.

Fakat bu siniflama ¢esitli sekillerde yapilabilmektedir. Yani, yontem tiiriinden ziyade
apoptozise 0Ozgli herhangi bir hiicresel olayin/aktivitenin belirlenmesi esas alinarak
degerlendirme yapilabilmektedir. Ornegin, apoptozis DNA fragmantasyonu esas aliarak
saptanacaksa o zaman yukarida siralanan metotlarin  bir veya birden fazlasi
kullanilabilmektedir. Ciinkii DNA fragmantasyonu histokimyasal olarak gosterilebilecegi
gibi, biyokimyasal olarak da, hatta ELISA ile de gosterilebilmektedir. Bu ayrimda 6nemli
olan noktay1 ¢alisilacak numunenin cinsi olusturmaktadir. Hiicre kiiltiirii yapilarak elde edilen
bir numune ise, biyokimyasal bir yontem olan agaroz jel elektroforezi yapilabilmekte, eger bir

dokudaki DNA fragmantasyonlari (apoptotik hiicreler) arastiriliyorsa o zaman da
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histokimyasal bir yontem olan TUNEL yontemi kullanilabilmektedir. TUNEL yontemi DNA

fragmantasyonlarinin insitu olarak taninmasini saglamaktadir(27).

Apoptozis ile ilgili ¢alismalar hizla artmasina karsin apoptozisi saptamak ve
degerlendirmek pek kolay olmamaktadir(121). Ozellikle tek bir hiicrede apoptozis olay
saatler icinde gelisti§inden, apoptotik siirecteki hiicreyi morfolojik olarak tanimlamak ve
kantifiye etmek zor olmaktadir. Genellikle ¢alismalarin giivenirligini arttirmak igin farkl
yontemlerin birkaginin bir arada kullanilmasi &nerilmektedir. Apoptozisin saptanmasinda

kullanilan yontemleri ana basliklar halinde 6zetlemek gerekirse;

2.3.4.a. Morfolojik Goriintilleme Yontemleri

v' Isik mikroskobu kullanimi
v Floresan mikroskobu-Lazerli konfokal mikroskobu kullanimi
v Elektron mikroskobu kullanimi

v" Faz kontrast mikroskobu kullanimi

2.3.4.b. immunohistokimyasal Yontemler

v Anneksin V yontemi
v TUNEL yontemi
v’ M30 yontemi

v’ Kaspaz 3 yontemi
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2.3.4.c. Biyokimyasal Yontemler

v' Agaroz jel elektroforezi
v Western blotting yontemi

v" Flow sitometri

2.3.4.d. immunolojik Yéntemler

v ELISA

v" Fluorimetrik yontem

2.3.4.e. Molekiiler Biyoloji Yontemleri

v" DNA microarray

2.3.4.a. Morfolojik Goriintilleme Yontemleri
2.3.4.a.1. Isik Mikroskobu Kullanim:

A. Hemotoksilen Boyama: Morfolojik goriintiileme yontemleri icinde en ucuz ve
kolay olanini hemotoksilen ile boyama olusturmaktadir. Hemotoksilen boyama hem hiicre
kiltlirii caligmalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla kullanilabilmektedir. Apoptotik
hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metot olarak baslanmasi uygun olup ve cesitli

acilardan (6rnegin ilk degerlendirme, maliyet) diger metodlara kars1 avantaj saglamaktadir.

Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini boyadigindan apoptotik

hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilmektedir. Apoptozise 6zgl degisiklikler iyi
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bir boyanma yapilmigsa kolayca gozlenebilmekte, fakat yine de deneyim gerektirmektedir.
Ciinkii baz1 durumlarda mitotik hiicreler ile apoptotik hiicreler karistirilabilmektedir. Hiicre
kiiciilmesi, sitoplazmik kiiciilme, kromatin kondanse olarak nukleus zarmin periferinde
toplanmasi, nukleusun kiigiilmesi veya parcalara bdliinmesi goézlemlenebilen degisiklikler

arasinda yer almaktadir.

B. Giemsa Boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu gibi
nukleus morfolojisi esas alinarak hiicreler tanimlama yapilmaktadir. Sitoplazma siirlar
hematoksilen boyamaya gore daha iyi segilebilmekle birlikte hematoksilen boyamaya belirgin

bir tistlinliigii bulunmamaktadir.

2.3.4.a.2. Floresan Mikroskobu-Lazerli Konfokal Mikroskobu Kullanimi:

Floresan maddelerin (6rnegin Hoechst boyasi, propidium iyodiir) kullanilmasiyla
yapilan bir boyama sekli olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Floresan boyalar DNA’ya

baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla nukleusu goriiniir hale gelmektedir.

Floresan sistemler 1s1ik mikroskobuna gore c¢ok daha pahali teknikler olarak
bilinmektedir. Eger hiicre kiiltiirii ¢alismasinda kullanilirsa, canli hiicre ile 6li hiicrenin
ayrimina olanak tanimaktadirlar. Oysa hematoksilen ya da giemsa boyamanin kullanildig
orneklerde hiicrelerin tamami yontemin prensibi geregi zaten Olmektedirler. Canli ve Oli
hiicre ayrimin1 yapabilmek i¢in, canlt veya o6lii hiicreleri boyayabilen bir boya (6rnegin
Hoechst boyasi) ile sadece olii hiicreleri boyayabilen bir baska boya (6rnegin propidium
iyodiir) beraber kullanilmaktadir. Bu boyama yontemlerdeki prensip, canliligin belirleyicisi
olarak hiicrenin plazma membranimnin intakt olup olmadig temeline dayanmaktadir.

Membrani intakt olan (canli) hiicreler propidium iyodiir gibi sadece membran biitiinliigii
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bozulmus (6lii) hiicreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken, Hoechst boyasi gibi 6lii veya
canli tiim hiicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki tiim hiicreleri boyayarak 6lii veya canli
hiicre ayrimina olanak saglamaktadirlar. Bu sekilde boyanan hiicreler bir floresan mikroskobu
ile tanimlanabilmektedirler. Kuskusuz, bu yontemle hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu
anlagilabilmekte ama 6lii hiicrelerin apoptozisle veya nekrozisle 6liip 6lmediklerinin ayrimi
hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine bakilarak yapilmaktadir. Kromatin
kondansasyonu veya nukleus fragmantasyonu olan hiicreler apoptotik hiicreler olarak tespit

edilmektedir.

2.3.4.a.3. Elektron Mikroskobu Kullanimu:

Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerli yontem (gold standard)
olarak diisiiniilmektedir. Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi yontem olarak
bilinmektedir. Ustelik mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nucleus membraninin
biitlinliigiiniin bozulup bozulmadigi gibi subselliiler detaylar da incelenebilmektedir. Elektron
mikroskobu ¢alismalarinda, nukleus fragmantasyonu net olarak izlenebilmekte, apoptotik
hiicrede normal hiicreyle kiyaslandiginda sitoplazmik kii¢lilme, kromatin kondansasyonu ve

fragmentasyonu izlenebilmektedir.

2.3.4.a.4. Faz Kontrast Mikroskobu Kullanima:

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda, "flask" veya "plate"lerde
blyiitildiigli calismalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla

kullanilmaktadir.
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2.3.4.b. immiinohistokimyasal Yéntemler
2.3.4.b.1. Anneksin V yontemi:

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde i¢ ylizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarinin dig yliziine transloke olmaktadir. Dig yiize transloke olan PS' ler,
floresan bir madde (6rn. F1TC) ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale

getirilmekte ve boylece apoptotik hiicreler saptanmis olmaktadir.

2.3.4.b.2. TUNEL yontemi:

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglamaktadir. Parafin bloklar, donmus
kesitler, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya "plate"lere ekilmis, ya da lameller {izerinde

biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligi bu metodla saptanabilmektedir.

2.3.4.b.3. M30 yontemi:

M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18'in kaspazlarin etkisiyle kirilmasi
sonucu ortaya c¢ikan yeni antijenik bdlgenin immiinohistokimyasal ydntemle boyanmasi
prensibine gore belirlenmektedir. Sadece sitokeratin 18'1 eksprese eden epitelyal kaynakli

dokularda kullanilmas1 mimkiin olmaktadir.

2.3.4.b.4. Kaspaz—3 yontemi:
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Kaspaz—3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde olusan aktif kaspaz—3
belirlenebilmektedir. Apoptotik hiicreleri bu metodla tespit edilebilmek i¢in, dokunun kaspaz—
3 eksprese ettiginin bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptozise yol acan ajanin kaspaz—3' Ui

kirip kirmadiginin bilinmesi gerekmektedir.

2.3.4.c. Biyokimyasal Yontemler

2.3.4.c.1. Agaroz jel elektroforezi:

DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir baska yontem olarak bilinmektedir. Apoptoziste
DNA, 180 baz cifti ve bunun katlarina karsilik gelen internukleozomal bélgelerden kirildigi
icin merdiven gorlntiisii ("ladder pattern") olugsmaktadir. Bu bulgu apoptozisin karakteristik
ozelligi olup nekrozda goriilmemektedir. Bu nedenle, apoptozisi nekrozisten ayirmada faydali

yontemlerden biri olarak diisiiniilmektedir.

2.3.4.c.2. Western blotting yontemi:

Bu metod yardimiyla apoptozise 6zgii baz1 proteinlerin eksprese olup olmadiklarinin
(6rn. bel-2) ya da kirilip kirllmadiklarinin (6rn. kaspaz—3) saptanmasi miimkiin olmaktadir.
Sitokrom c¢' nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da bu metodla belirlenebilmektedir. Yalniz,
sitokrom c tespitinde oOnce alt fraksiyonlama yapilarak hiicrelerin mitokondriyal ve
sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilmaktadir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda
bulunmasi beklenmeyen sitokrom c' nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin

apoptozise gittikleri anlasilmaktadir.
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2.3.4.c.3. Flow sitometri:

"Flow" sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor kullanilarak
apoptoziste eksprese oldugu bilinen herhangi bir hiicre yiizey proteininin saptanmasi miimkiin
olmakta ve bdylece apoptotik hiicreler belirlenebilmektedir. Kolay uygulanabilir olmasi, uzun
zaman almamasi ve kantitatif sonug verebilmesi agisindan klinikte apoptozisin saptanmasinda

kullanish bir yéntem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Iki farkli sekilde uygulanmaktadir:
a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,
b. Anneksin V kullanilarak.

Birincisinde, kompleks bilgisayar islemleri kullanilarak hiicre boyutu ile icerdigi DNA
miktar1 kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apoptosis lehine oldugu ger¢eginden hareketle,
apoptotik hiicre populasyonu (sub-Gl piki) tayin edilmektedir. Ikincisinde, floresan

mikroskobuyla uzun zaman alan sayma islemi saniyeler iginde yapilarak sonu¢ alinmaktadir.

2.3.4.d. Immunolojik Yoéntemler

2.3.4.d.1. ELISA:

ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmis hiicre populasyonlarinda gerekse insan plazmasinda
DNA fragmentasyonununun tespiti, ayni sekilde M30 diizeylerinin Olglimii de miimkiin

olmaktadir.

2.3.4.d.2. Fluorimetrik yontem:
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Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin edilmesinde kullanilan bir
yontem olarak bilinmektedir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu "plate"lere
hiicre lizatlarinin konulmasi ile kaspaz molekiilleri tutulmakta, ve sonra ortama kaspazlarin
parcaladig1 ve kendisine floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilmektedir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya c¢ikan floresanin siddeti fluorimetre ile

Olciilerek kaspaz aktivitesi saptanmaktadir.

2.3.4.e. Molekiiler Biyoloji Yontemleri:

2.3.4.e.1. DNA microarray:

DNA "microarray" teknolojisinin heniiz ¢ok yeni ve ¢ok pahali bir yontem oldugu
ifade edilmektedir. Fakat yakin bir gelecekte tip pratigini radikal bir bigimde degistirme
iddias1 tagtyan bu teknoloji ile ayn1 anda ve kisa bir siire iginde (6nceden aylarca siirerken)
yiizlerce hatta binlerce genin ekspresyon derecelerinin (mRNA' larinin) tespiti miimkiin
olabilecektir. Bdylece, apoptozise 0zgii hiicre yilizey Olim reseptdrlerinin ekspresyon

durumlar1 hakkinda genis bilgi edinme olanag1 dogacaktir.

2.3.5. Apoptozisin Yarini

Oldukg¢a yeni bir kavram olan apoptozis yasamin siirdiiriilmesinde temel mekanizma
olarak goriilmektedir ve bu ylizden etiyolojisini tam olarak agiklayamadigimiz pek c¢ok
hastaligin aydinlatilmasinda ve belki de tedavisinde ileride anahtar rol oynayabilecektir.

Apoptozisin rol oynama potansiyeli olan konular arasinda;
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Malignite patogenezi ve etyolojisinin tanimlanmasi,

Kanser gelisecek kisilerin dnceden saptanmasi,

Kanser tedavisi,

a) Gen tedavisi, apoptozisi aktive eden kemoterapi, hormon tedavisi

b) Tiimoriin tedaviye verecegi yanitin saptanmasi (apoptozis indeksi, apoptoziste

etkin genlerin saptanmast)

Hiicre yaslanmasi ve dolayisiyla yaglanmanin 6nlenmesi,

Dejeneratif ve otoimmiin hastaliklar ve astim tedavisinde yeni yontemlerin

gelistirilmesi,

AIDS’ de apoptozisin dnlenmesiyle immiin baskilama saglanmasi sayilabilir
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2.4. SEROTONINERJIK YOLAKLAR VE APOPTOSIS

2.4.1. Serotonin

Serotoninin  (5-hidroksitriptamin)  saptanmasindan  once, kan pihtilasmaya
birakildiginda pihtidan vazokonstriktor bir maddenin serbestlestigi bilinmekteydi. Bu
maddeye serum tonik faktér anlaminda serotonin adi verilmistir. Bagimsiz bir ¢alismada,
1937 yilinda, Vittorio Erspamer ve arkadaglari ince barsak mukozasinda bir diiz kas
uyaraninin varligi géstermistir ve bu madde enteramin olarak isimlendirilmistir. 1951° de 5-
HT’ in sentezi, 5-hidroksitriptofanin serotonin ve enteraminin metaboliti oldugunu
gostermeye imkan saglamistir. Bdylece ikisinin aynt madde oldugu anlagilmistir. Filogenetik
olarak serotoninin antik ¢aglara kadar uzandigi, serotonine yiiksek affiniteli olan 5-HT;

reseptor tipinin ise 750 milyon yildir var oldugu spekiile edilmistir(61, 113).

Serotonin pineal bezde melanosit stimiile edici bir hormon olan melatoninin
prekiirsorli olarak goérev yapar. Memelilerde viicut serotonininin %90’ indan fazlasi
gastrointestinal sistemdeki enterokromafin hiicrelerde bulunmaktadir. Kandaki serotonin,
noradrenerjik ve serotoninerjik sinir uclarinin vezikiillerindekine benzer sekilde bir aktif
tasiyict mekanizma araciligiyla amini konsantre etme yetenegi olan trombositlerde bulunur.
Serotonin sentezleyen ve depolayan triptaminerjik (serotoninerjik) noronlarin hiicre
govdelerini igceren beyin sapi raphe g¢ekirdeklerinde de bulunur. Serotonin; kardiyovaskiiler

sistem, gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve sinir sistemi iizerine birgok onemli etkisi
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mevcuttur. Serotonin ilag olarak kullanilmaz, ancak sinirsel up-take blokerleri (SSRI),
serotonin salicilari, agonist ve antagonistleri, c¢ok c¢esitli hastaligin tedavisinde

kullanilmaktadirlar(61).

2.4.2. Sentez, Biyotransformasyon ve Eliminasyon

5-HT, serotonerjik sinir u¢larinda ve trombosit hari¢ diger hiicrelerde sentez edilir. 5-
HT biyosentezi, diyetle alinan L-triptofan amino asidinden baslar. 5 numarali karbon,
triptofan hidroksilazla (TPH) hidroksillenerek 5-hidroksitriptofan olusur. Hiz kisitlayict
enzim olan TPH’1n iki izoformu, TPH1 ve TPH2, sirastyla periferde ve serotonerjik sinirlerde
tanimlanmistir. Her iki izoform da fenil alanin hidroksilaz ve tirozin hidroksilaz gibi,
aromatik amino asid gen familyasina aittir. Baz1 calismalarda, antisosyal kisilik bozuklugu,
alkolizm, bipolar bozukluk, major depresyon ve intihara egilim gibi psikiyatrik hastaliklarla
TPH1 gen varyasyonlarinin iliskili oldugu iddia edilmistir(95).

S-hidroksitriptofan beyinde belirlenemez, hizli bir sekilde, viicutta yaygin olarak
bulunan aromatik L-amino asid dekarboksilaz ile dekarboksillenerek 5-hidroksitriptamine
dontisiir ve kendine 06zgii sitoplazmik vezikiillerde depolanir. Serotonin enterokromaffin
hiicrelerden ve serotonerjik sinir uglarindan parsiyel ekzositozla saliverilir. Sinaptik araliktan
5-HT’ e yiiksek affiniteli tasiyici ile sinir ucuna geri alinmak suretiyle etkisi sonlandirilir (az
bir kismi1 da difiizyon, ekstrandronal up-take ve biyotransformasyona ugrar). SSRI ilaglarin ve
bazi trisiklik antidepresan ve norotoksik bilesiklerin hedef yeri olan bu tasiyici, S-HTT veya
SERT olarak isimlendirilir. Yetiskin beyninde raphe sinirlerinde 5-HTT ekspresyonu

yapilmaktadir. Yapisal 5-HTT gen varyasyonlarinin anksiyete bozuklugu, madde bagimliligi,
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yeme bozuklugu, otizm, sizofreni ve bazi norodejeneratif hastaliklarla iliskili olduguna dair

veriler mevcuttur(60, 95).

Serotonin esas olarak hiicrelerde iki basamakta, mitokondriyel MAO A ve MAO B ile
metabolize edilerek 5-hidroksiindolasetik aside (5-HIAA) yikilir. MAO A izoformu &zellikle
5-HT ve noradrenalini, MAO B ise oOncelikle dopamini yikar. Her iki izoform da
mitokondrilerin dis yiiziinde bulunur. Trombositlerde bulunan form, MAO B izoformudur. Ilk
basamakta, serotonin MAO ile noradrenalin ve dopamin gibi hiicre tipine spesifik sekilde
oksidatif deaminasyonla 5-hidroksiindolasetaldehide, takiben aldehid dehidrojenazla 5-
HIAA’e yikilir. 5-hidroksiindolasetaldehidin énemsiz miktarlar1 ise alternatif bir yol olan
aldehid rediiktazla, alkol 5-hidroksitriptofole indirgenir. 5-HIAA’in beyinden aktif transportla
atilimi, nonspesifik aktif transport inhibitorii probeneside duyarlidir. Normal kisilerde 5-
HIAA’in idrarla atilan miktar1 2—10 mg/giindiir, bu miktar karsinoid sendromlu hastalarda ¢ok

yiikselir(68).

5-HT’in metabolizmasindaki diger minor yolaklar, O- ve N-metilasyondur. 5-HT, N-
metilasyonla bir endojen psikotropik madde olan 5-hidroksi-N,N-dimetiltriptamine
(bufotenin) doniisiir. Diger metillenmis indolaminler olan, N, N-dimetiltriptamin ve 5-metoksi-
N,N-dimetiltriptamin daha aktif halusinojenik ajanlardir ve muhtemelen endojen
psikomimetiklerdir(68). Serotonin, pineal bezde melatonin prekiirsorii olarak islev goriir, 6nce
5-HT-N-asetilazla N-asetil-5-HT’e, daha sonra hidroksiindol O-metiltransferazla melatonine
dontsiir. Besinlerle alinan triptofanin az bir kismi niasine doniisiir. Serotonin ozellikle
enterokromaffin hiicrelerde, trombositlerde ve santral sinir sisteminde (SSS) yogun olmak

tizere bir¢ok dokuda bulunur(61).
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2.4.2.a. Enterokromaffin hiicreler: Serotonin’in yaklasik %90’1, mide ve barsak
duvarindaki (duodenumda yogun olmak iizere) mukoza hiicreleri arasina dagilmis olan
enterokromaffin hiicrelerde sentez edilir ve depolanir. Dolasimdaki serotoninin esas kaynagi
olan enterokromaffin hiicreler, histolojik ve embriyolojik agidan APUD hiicrelerinin bir
tipidir ve embriyolojik olarak noral krista veya ndroektodermden kaynaklanirlar. Bu
hiicrelerde vazodilatér peptid, P Maddesi ve diger kininler de sentezlenmektedir. Yemek
yeme ya da hipertonik sivi uygulanmasiyla olusan mekanik gerilim ve vagus stimiilasyonu
sonucu enterokromaffin hiicrelerden 5-HT salinimi olur. Saliverilen 5-HT primer afferent
sinir uclarini uyararak peristaltik refleksi baslatir ve barsak dolasimi ve tonusunu diizenler.
Boylece, mekanik ve kimyasal uyarilara cevap veren bu hiicreler, 5-HT araciligiyla
gastrointestinal islevlerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Barsak dolasimindan portal
vene gecen serotonin, karacigerde MAO-A tarafindan biiyiik 6l¢lide metabolize edilir. Geriye
kalan 5-HT, akciger kapillerlerinin endotel hiicreleri tarafindan alinarak, MAQO’la hizli bir
sekilde yikilir. Serotonin enterokromaffin hiicreleri disinda, enterik sinir sistemindeki bazi
sinirlerde de bulunur. Bu sistemi olusturan myenterik pleksus ve submukozal pleksustaki
sinirlerin bir kismi serotonerjik sinirlerdir. Bu hiicrelerden kaynaklanan tiimére karsinoid
tiimor denir. Bu tiimorde primer odak genellikle gastrointestinal sistemdedir. Karsinoid
tiimorlii hastalarda 5-HT sentez ve salinimi asir1 derecede artmistir. Bu hiicrelerden, 5-HT
disinda histamin, P maddesi ve g¢esitli vazoaktif maddeler de saliverilir. Saliverilen bu
maddeler, ndbetler tarzinda gelen; yiizde kizarma, hipo- veya hipertansiyon, bronkospazm,
kolik ve diyare gibi belirtilere neden olurlar. Bu hastalarda ¢ok biiylik miktarlarda serotonin
sentezlenmesinden dolayi, niasin ve triptofan eksiklik belirtileri de goriiliir. Tedavide 5-HT
antagonistleri yararlidir. Dumping sendromu’ nun etyolojisinden de bu hiicrelerden asiri

miktarda salgilanan serotonin ve diger vazoaktif maddeler sorumlu tutulmaktadir.
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Gastrektomi yapilmis hastalarda yemek sonrasi ndbetler halinde gelen; vazomotor deri
bulgulari, diyare ve hipotansiyonla karekterize bir tablodur. Tedavisinde serotonin

antagonistlerinden yararlanilmaktadir(61).

2.4.2.b. Trombositler: Cekirdeksiz hiicreler olan trombositler serotonin
sentezleyemezler, Na"a bagimli aktif transportla dolasimdan alarak sekretuvar graniillerde
depo ederler. Serotonin trombositlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve bu hiicrelerin
homeostazisinde dnemli rol oynar. Bu hiicreler, 6zellikle konsantrasyonun nispeten yiiksek
oldugu intestinal dolasimdan gegerken serotonin uptake’i yaparlar. Trombositler, hasarlanmis
endotelle temas ettiklerinde, serotoninle birlikte, tromboksan A,, ADP ve trombin gibi
endojen vazoaktif maddeler de saliverirler. Saliverilen serotonin lokal vazokonstriksiyon
olusturarak ve trombosit agregasyonuna neden olarak kanamanin durmasina yardimci

olur(116).

2.4.2.c. Santral Sinir Sistemi: Serotonerjik sinirler esas olarak beyin kokiinde, 9
cekirdekten olusan raphe sisteminde bulunurlar. Raphe sisteminden ¢ikan yogun
projeksiyonlar hipokampiis, hipotalamus ve limbik sistem gibi c¢esitli beyin bdlgelerine,
serebellum, medulla ve omurilige yayilir. Raphe retikiiler sinirlerinin, kan damarlari ile de siki

iligkileri vardir.

Santral serotonerjik ndorotransmitter sistemin Onemli islevlerine ragmen 5-HT
sinirlerinin gelisimi hakkindaki bilgilerimiz sinirhidir. Ancak serotonerjik sinir fenotipinin

gelismesinde, serotoninin kendisi kadar bazi ndrotrofinlerin ve biiyiime faktdrlerinin de rol
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oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu faktorler arasinda, beyin kaynakli norotrofik faktér (Brain-
derived neurotrophic factor-BDNF), doniistiiriicii biiyiime faktorii-B (TGF-B), kemik
morfogenetik protein (BMP), silyar norotropik faktor (CNTF) sayilabilir. Ayrica molekiiler
mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte sinir hiicresi adezyon molekiiliiniin (NCAM)
de serotonerjik sinirlerin modiilasyonuna, 6zellikle 5-HT s reseptorleri araciligiyla katiliminin

olduguna dair veriler vardir(9, 33).

Anatomik 6zelliklerine gore serotonerjik sinirler, mekanoreseptdr veya kemoreseptor
islevi goriirler. Raphe sinirlerinin gesitli sinirsel ya da sinirsel olmayan uyarilara cevap
verebilme ve degisebilme oOzellikleri nedeniyle noral doku homeostazisinde anahtar rol
oynadigi diisliniilmektedir. Bu sinirler, dig uyarilara cevaben kendilerini devamli sekilde
modifiye ederler. Ornegin serotonerjik sinir hiicre cisimlerinin boyutlari, hayvanin hormonal
durumuna bagl olarak degisebilmektedir. Adrenalektomili hayvanlarda tiim raphe sinirlerinin
kiictildigii ve inceldigi, deksametazon uygulandiginda ise somalarin tekrar biiylidiigii ve 24—
72 saat gibi kisa bir silire i¢inde, triptofan hidroksilaz immiinoreaktif sinir hacimlerinin
yaklasik %80 arttig1 gosterilmistir. Serotonin seviyelerindeki dalgalanmalar beynin her
boliimiine iletilir ve SSS’nin yap1 ve islevinin stabilizasyonu ve integrasyonu i¢in dinamik bir
stire¢ olusturur. Serotonerjik sinirlerde bulunan major enzimler, triptofan hidroksilaz ve L-
amino asid dekarboksilazdir. Bu sinirlerin MAO A, MAO B ve ayrica nitrik oksid (NO)
tiretimi i¢in gerekli enzimlerden biri olan NADPH diaforaz da icerdikleri gosterilmistir.
Raphe serotonerjik sinirleri ¢esitli ndropeptidler de icerirler. Raphe Magnus ¢ekirdeginde ilk
olarak P maddesi tanimlanmis, daha sonra eksitatér norotransmitter glutamatin, bu sinirlerde
serotonin ve P maddesi ile es lokalize oldugu gosterilmistir. Takiben serotonerjik sinirlerin
kalretinin, galanin, enkefalin, N-acetyl-aspartyl-glutamate (NAAG), noropeptid Y (NPY),

anjiotensin II ve tirotropin saliverici hormon (TRH) i¢erdigi gosterilmistir(9, 42).
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Serotonin SSS’nde, bir kismi halen tartisilan ¢ok cesitli farmakolojik etkiye aracilik
eder; elde edilen yeni bilgiler de yeni sorular1 beraberinde getirmektedir. Serotonerjik sistem,
agresyon, korku, anksiyete gibi duygulanimin diizenlenmesinde major modiilatordiir; kognitif
islevler, duyu algilanmas1 ve motor etkinlik gibi karmasik beyin islevlerinin integrasyonunda
da onemli rol oynamaktadir. Bu islevlere katilan ¢ok sayida norotransmitterin etkilesiminde
adeta orkestra sefi gibi gorev yaptigi diisiiniilmektedir. Bir¢cok psikiyatrik hastaligin
fizyopatolojisine katilimi oldugu, 6zellikle anksiyete bozuklugunda anahtar rol oynadigi
bildirilmistir. Postsinaptik 5-HT reseptorlerin uyarilmasinin anksiyeteye, presinaptik 5-HT o
reseptorlerin uyarilmasinin ise anksiyolitik etkiye neden oldugu gdsterilmistir(95). Intihar
etmis major depresyonlu hastalarin beyin serotonin diizeyinin ve 5-HT ;A reseptor sikliginin
azaldig1 gosterilmistir. Sizofreni tedavisinde kullanilan klozapin, quetiapin ve risperidon gibi
atipik noroleptikler, 5-HT,o ve 5-HT,c reseptorlerini de antagonize ederler. Ayrica 5-HT;

reseptOr antagonistlerinin de antipsikotik etkiye sahip olduklar iddia edilmistir(84).

Serotonerjik sistem, kolinerjik sistemle de etkilesir ve serotonerjik etkinliginin artmast
myoklonusa neden olur. Esansiyel tremorun ise serotonerjik etkinligin azalmasina bagh
oldugu iddia edilmektedir(84). Ayrica Parkinson hastaliginda goriilen tremorun da
serotoninerjik reseptdr kaybi ya da disfonksiyonu nedeniyle serotoninerjik transmisyonun

yetersizliginden kaynaklandigi rapor edilmistir(41).

Serotonin muhtemelen 5-HT,s ve/veya 5-HT,c reseptorleri araciligiyla bellek ve
O0grenmeyi artirmaktadir. Siddetli demansla karekterize Alzheimer hastaliginda beyinde 5-
HT;a reseptor sikliginin azaldigi bulunmustur(84).

Serotoninin uyku fizyolojisinde de rol oynadig1 ve serotonin azliginin uykusuzluga
neden oldugu gosterilmistir. Uyku-uyaniklik dongiisiiniin major transmitteri olan oreksinlerle

(diger adlariyla hipokretinler) serotoninin etkilesimine dair kanitlar vardir. Serotoninin
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oreksin sinirlerinde hiperpolarizasyon olusturdugu, noradrenerjik sistemle birlikte oreksin

sinirleri izerinde negatif feedback kontrollerinin oldugu diistiniilmektedir(143).

Serotonin, presinaptik 5-HT;s, ve postsinaptik 5-HT,c ve 5-HT;g reseptorleri
araciligryla beslenme davramsimi diizenler ve doygunluk merkezini uyarir. Istah acici en
onemli noropeptidlerden biri olan NPY ile serotoninin zit etkili oldugu gosterilmistir.
Serotonin agonistlerinin hipotalamik NPY miktarlarin1 azalttigi ve NPY’e bagl beslenmeyi
baskiladig: bildirilmistir. Ayrica kansere bagli inatc1 anoreksinin gelismesinde ventromediyal
hipotalamik ¢ekirdekteki (VMH) serotonerjik sinirlerin 6nemli rol oynadigi, kanser esnasinda
beyin triptofan diizeyinin ve dolayisiyla beyindeki ve beyin omurilik sivisindaki serotonin
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Kansere bagl olarak gelisen anoreksi-kaseksi sendromunda
rol oynayan en 6nemli sitokin olan interlokin-1 (IL-1) ile VMH serotonerjik sistem arasindaki
yakin iligki de bu hipotezi desteklemektedir. IL-1’in periferal yoldan uygulanmasi beyin
triptofan ve serotonin diizeylerini artirirken, santral yoldan uygulanmasi serotonin salinimina

neden olmaktadir(75).

Serotonerjik sinirlerin 5-HT ;g ve 5-HTj3 reseptorleri aracilifiyla omurilik seviyesinde
sinaptik inhibisyon ve bdylece analjezi (antinosisepsiyon) olusturduklari bulunmustur(84).
Nitekim son yillarda SSRI ilaglarla, noéropatik ve non-ndropatik agri tedavisinde oldukga etkin

sonuglar alinmaktadir(55).
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2.4.3. Serotonin Reseptorleri

Serotoninin islevlerinin anlagilmasi, reseptdr alt tiplerinin fizyolojik rollerinin
ogrenilmesi ile miimkiin olmustur. Pek cok fizyolojik islev ve patolojik durumun belki de en
Oonemli norotransmitteri olan serotoninin ¢ok sayida reseptoriiniin olmasi da sasirtici

degildir(33).

Serotonin reseptorlerinin siniflandirilmas: ilk olarak Gaddum ve Picarelli (1957)
tarafindan yapilmistir. Bu arastirmacilar, diiz kaslardaki reseptorlere, dibenzilinle selektif
olarak antagonize edilmelerinden dolayr D reseptdrleri, sinir dokusundakilere de, morfine
selektif olmalar1 nedeniyle M reseptorleri ismini vermislerdir. Daha sonra iki farkli 5-HT
reseptoriintin varligr radyoligand baglama teknigiyle gosterilerek, 5-HT; ve 5-HT, olarak
siniflandirilmistir(94). Simdiye kadar serotonin etkilerine aracilik eden 13 farkli, G proteinle
eslesen ve 1 tane iyon kapili olmak iizere, en az 14 membranal reseptor (bu sayr cesitli
yayinlarda degisebilmektedir) tanimlanmistir. Bu reseptorler yapisal ve islevsel farkliliklarina
gore 7 smmifa (5-HT;_7) ayrilmistir. Agonist ve antagonistlerle yapilan fonksiyonel ¢aligsmalar
ve radyoligand baglama caligmalar1 sonucunda once 4 alt grup reseptor ailesi (5-HTi.4)
gosterilmis ve daha sonra yapilan molekiiler biyoloji caligmalariyla da bu 4 alt tip
dogrulanmis ayrica yeni reseptor alt tipleri (5-htigr, 5-HT3a, 5-HTsas, 5-HTg ve 5-HT7)

tanimlanmistir(61).

2.4.3.a. 5-HT] reseptorleri

5-HTa, 5-HTp, 5-HTp, 5-HT g, 5-HTf, ve 5-HT,p olmak iizere alt tiplere ayrilir ve

5-HT)-benzeri reseptorler olarak isimlendirilir. 5-HT,, 5-HT 5 ve 5-HT)p alt tipleri, gesitli
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tiirlerin farkli dokularinda fonksiyonel olarak gosterilmistir, ancak, 5-HT;g ve 5-HTf alt
tiplerin fizyolojik rolleri heniiz bilinmemektedir. 5-HT)c alt tipinin, 5-HT,¢ alt tipi ile ayni
oldugunun anlagilmasindan sonra bu reseptorler 5-HTcnc olarak ifade edilmektedir.
Serotoninin renal vazokonstriktor etkisi 5-HT;-benzeri reseptorler aracilifiyla olmaktadir.
Baz1 damarlarda (kopek koroner arter gibi) yaptigi dilatér etki de kismen, ayni reseptorler

aracilifiyla endotelden nitrik oksid salivermesine baglidir(84).

2.4.3.a.1. 5-HTj4 reseptorleri

SSS’nde yaygin olarak dagilmistir. Raphe ¢ekirdegindeki sinir hiicre cisimlerine lokal
olarak (mikroiyontoforezle) 5-HT uygulanirsa bu reseptdrler araciliiyla inhibisyon olusur; bu
nedenle 5-HT;5 reseptorlere somatodendritik otoreseptdrler denir. Boylece bu reseptorlerin
uyarilmasi serotonerjik sinirlerin atesleme hizimi diisiirlir ve takiben serotonin sentez, salinim
ve turnover’1 azalir. 5-HT;a reseptorlerinin bir kismi ise daha ¢ok limbik yapilarda olmak
lizere postsinaptik yerlesim gosterirler ve uyarilmalar1 G-proteinle eslesen K’ kanallar
araciligiyla noronal hiperpolarizasyona neden olur. Kronik stres ve uzun siireli glukokortikoid
uygulanmasi, bu reseptorlerde down-regiilasyona neden olur. Steroid hormonlar da 5-HTa
reseptor ekspresyonunu modiile ederler. P maddesinin kendi reseptorii olan norokinin 1
(NKI1R) araciligiyla 5-HT;s reseptoriiyle etkilestigi ve bu etkilesiminin anksiyetenin

modiilasyonunda énemli oldugu gosterilmistir(9).
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2.4.3.a.1.a. 5-HT A reseptorleri: klinik 6nemleri

Bu reseptorleri etkileyen 3 tip ligand s6z konusudur: 1)5-HT,;5 agonist and parsiyel
agonistleri, 11)5-HT; antagonistleri ve 1i1)5-HT s reseptorleri ile birlikte diger reseptorleri (5-
HT,, dopamin vb.) de etkileyen karma ligandlar. 5-HT,4 ligand etkisi, hangi (pre- ya da
postsinaptik) 5-HT;a reseptorlerin etkilendigine bagli olarak degisir. 5-HT;s agonistleri
anksiyolitik, antidepresan, antiagresif ve muhtemelen de antikataleptik, antiemetik ve
noroprotektif 6zelliklere sahiptir. Ayni1 zamanda alkolizmde rollerinin oldugu ve uykunun
farkli fazlarim1 da etkilediklerine dair veriler mevcuttur(52). Esas terapotik kullanimlari
anksiyete ve depresyon tedavisidir. Buspiron, 5-HT;a reseptorlerinin parsiyal agonistidir
(gepipron ve ipsaperon gibi) ve anksiyolitik olarak kullanilir. Anksiyolitik etkisi primer olarak
somatodendritik 5-HT, reseptorlerini (sinir ucundan 5-HT salinimini azaltan) etkilemesine
baghdir. 5-HT) A reseptorleri lizerinden olusan antidepresan etki ise muhtemelen postsinaptik
5-HT A reseptorleri araciligiyla olusmaktadir(62). 5-HT) 4 reseptdrlerinin, siddet davranisinda
onemli rol oynadiklari, bu nedenle baz1 5-HT) A reseptor ligandlarinin antiagresif etkili oldugu
savunulmugstur(73). Ayrica alkol varlifinda beynin baz1 bdlgelerindeki 5-HT;s reseptor
sikliginin azaldig1 gosterilmistir(10). Bu reseptorlerin obsessif-kompulsif bozukluk, intihara
egilim, panik bozukluk, seksiiel davranis, istah kontrolii, 1s1 diizenlenmesi, ACTH salinimi ve
kardiyovaskiiler islev gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlara da katilimlarinin oldugu
gosterilmistir(68). B-adrenoseptor blokerleri olan (-) propranolol ve (-) pindolol, 5-HT;5 ve

diger baz1 5-HT reseptorleri iizerinde antagonist etkilidirler.
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2.4.3.a.2. 5-HT;p;p reseptorleri

5-HT; reseptorleri (rodent tipi) ile 5-HTp (non-rodent tip) reseptorlerinin homolog
olduklar1 ve bu nedenle 5-HTp/p reseptorler seklinde ifade edilmesi gerektigi savunulmustur.
Gergekte, 5-HT;p/p reseptorlerin siniflandirilmasi konusundaki tartigmalar heniiz bitmemistir.

Yararlanilan kaynaklar dogrultusunda bu alt tipler ayr1 basliklar altinda anlatilacaktir.

2.4.3.a.2.a. 5-HTp reseptorleri

Ilk kez rodent beyninde gosterilmistir. Pre- (serotonin salmimmi diizenleyenler) ve
postsinaptik yerlesim gosterirler. Bu reseptdrlerin serotonerjik sinir uglarinda eksprese

edildigi gosterilmistir. 5-HT;p reseptorleri adenilil siklazla negatif sekilde eslesirler.

5-HT;p reseptorleri: fizyolojik islevleri ve klinik 6nemleri

Is1 diizenlenmesi, solunum, istah kontrolii, seksiiel davranis, agresyon, anksiyete ve

muhtemelen de uyku, sensoryomotor inhibisyon ve lokomotor aktiviteyle iligkilidirler(53).

2.4.3.a.2.b. 5-HT;p reseptorleri

SSS’nde genis Olgiide dagilim gosterirler. Bazi arastirmacilar bu reseptorlerin
heterojen olduklarin1 iddia ederek, 5-HT;p-benzeri reseptorler ifadesini kullanirlar. Bu
aragtirmacilar 5-HTp reseptorlerinin iki farkli alt tipini, 5-HTip, ve 5-HTipg olarak
tanimlamaktadir. Klonlama c¢alismalar1 rat ve fare 5-HT;g reseptorlerinin insan 5-HTipg

reseptorlerine biiyiik 6l¢iide benzer oldugu gostermistir(52, 53).
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5-HTp reseptorleri: fizyolojik islevleri ve klinik 6nemleri

5-HTip. ve 5-HTipg reseptorleri migren tedavisinde hedef reseptorlerdir. Noral
dokuda egemen olan 5-HTp, tipinin daha ¢ok ndrojenik inflamasyona, 5-HTpg tipinin ise
vazokonstriksiyona katiliminin oldugu diistiniilmektedir. Migrenin nobet tedavisinde
kullanilan 5-HT;p agonisti sumatriptan, her iki tipi, 5-HTp, ve 5-HTipg, benzer sekilde
uyarir ve ayrica 5-HTp reseptorlerine de baglanir. Bu reseptorlerin ayrica, anksiyete,
depresyon ve Huntington hastaligi gibi bazi hastaliklarin fizyopatolojilerinde de Onemli

olduguna dair kanitlar vardir(52, 53).

2.4.3.a.3. 5-HT;g reseptorleri

Radyoligand baglama caligmalar1 ile insan beyninde tanimlanmislardir. 5-HT;p

reseptorlerinden karboksitriptamine ve ergotamine diistik affiniteli olmalariyla ayrilirlar(61).

2.4.3.a.4. 5-HT;y reseptorleri

En son klonlanan 5-HT) reseptdrleridir. 5-HTg tipine benzerler, ancak ona gore ergo
tiirevlerini daha ytiksek affiniteyle baglarlar. Adenilil siklazla negatif sekilde eslesir ve non-
selektif 5-HT antagonisti metiotepinle antagonize olurlar. Uterusta, bazi damarsal ve sinirsel
dokularda gosterilmislerdir ancak 5-HT;g reseptorleri gibi klinik Onemleri heniiz

bilinmemektedir(84).
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2.4.3.a.5. 5-HTp reseptorleri

Midede tanimlanmis (p-periferal) ancak beyinde gosterilememistir. Bu reseptorler, 5-
HT, reseptorlerle birlikte besin alerjisi esnasinda barsaktaki mast hiicrelerinden salgilanan

serotoninin barsak salgisini ve motilitesini artirmasina aracilik eder (84).

2.4.3.b. 5-HT2 reseptorleri

Damar diiz kasinda, kalp kasinda, trombositlerde, mast hiicrelerinde, akcigerde, SSS’
nde ve mide-barsak kanalinda yaygin sekilde bulunurlar(64, 69, 92, 104). 5-HT,4, 5-HTp ve

5-HTyc olarak 3 alt tipe ayrilirlar. 5-HT4 tipi Gaddum ve Picarelli’nin D tipine karsilik gelir.

2.4.3.b.1. 5-HT; reseptorleri: fizyolojik islevleri ve klinik 6nemleri

Serotonine bagli, mide-barsak ve damar diiz kasindaki kasilmaya, trombosit
agregasyonuna, hipertansiyon, migren ve sinir depolarizasyonuna aracilik ederler. 5-HT;
antagonistleri antipsikotik etki potansiyeline sahiptir. Atipik antipsikotikler, klozapin,
quetiapin ve olanzepin 5-HT, reseptdr antagonistidirler. Istah diizenlenmesine katilimi1 olan
reseptor alt tipinin de yine 5-HT,c oldugu diistiniilmektedir(104).

Hasarlanmis dokularda inflamasyonda ve inflamatuar agrida serotoninin de rolii
oldugu bilinmekte olup yine 5-HT2 reseptor bloker ajanlarin diskopatiye sekonder lomber
agr tedavisinde etkin olabilecegine dair ¢alismalar yapilmis ve hatta 5-HT2 bloker ajanlarin

NSAI ilagarinkine es agr1 kontrolii sagladig1 da iddia edilmistir(69, 81).
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Serotonin iskemi reperfiizyona bagh kardiyak hasarlanmada da yine 5-HT2
reseptorleri iizerinden mediyatér 6zellige sahip olabilir. Bu amagla yapilmis bazi deneysel
caligmalarda 5-HT2 reseptor blokajinin miyokard iskemisine bagli hiicresel hasar1 onleyici

etkinligi olduguna dair sonuglar elde edilmistir(104).

2.4.3.c. 5-HTj; reseptorleri

Prototipi kolinerjik nikotinik reseptorler olan iyon kapili reseptdr ailesine aittirler.
Monoamin ndrotransmitterler arasinda iyon kapili olan tek reseptordiir. Gaddum ve
Picarelli'nin M (morfin) reseptdrlerine tekabiil eder. ilk olarak periferal otonomik, duyu ve
enterik sinir hiicrelerinde tanimlanmigtir. Serotoninin eksitator etkisine aracilik ederler. Daha
sonra beyindeki sinir ug¢larinda bulundugu ve serotonin dahil, bazi ndrotransmitterlerin
salinimini diizenledigi gdsterilmistir. Hem GIS’de hem de SSS’nde kusma cevabina katilirlar.
Bu reseptérlerin de alt tipleri olduguna dair kamitlar mevcuttur. Uyarilmalari, basta Na™ olmak
iizere, K ve daha az olarak da Ca’" gibi katyonlarn girisine ve hizli ve kisa siireli

depolarizasyona neden olur(84).

2.4.3.c.1. 5-HT; reseptorleri: fizyolojik islevleri ve klinik 6nemleri

5-HT; reseptor antagonistleri ondansetron, granisetron, dolasetron ve tropisetron
ozellikle sisplatin gibi emetojenik etkisi giiclii kemoterapdtik ilaglara ve radyoterapiye bagl
siddetli kusmanin tedavisinde kullanilirlar. Etki mekanizmalar1 periferik vagal afferentlerdeki
ve kemoreseptor triger zone (CTZ) ve nukleus traktus solitaryus gibi santral bolgelerdeki 5-

HT; reseptorlerin bloke etmelerine baglidir(84). 5-HT; antagonistlerinin irritabl kolon
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sendromunun (IKS) diyare egemen formlu kadin hastalarda visseral duyuyu etkiledigi, kolon
transitini yavaglattig1 ve su ve klor salgilanmasini azalttigi gosterilmistir. Ondansetrondan 10
kat daha potent olan 5-HTj; antagonisti alosetron, ABD’de IKS’ nun diyare egemen formunda
tedaviye girmis ve kisa silire sonra ciddi yan tesirleri nedeniyle piyasadan kaldirilmistir.
Serotoninin IKS patofizyolojisinde, 5-HT; reseptdrleri ve 5-HT, reseptorleri araciligiyla

anahtar rol oynadig diisiiniilmekte ve bu konudaki aragtirmalar devam etmektedir(28).

5-HT; reseptor antagonistlerinin migren tipi ve diger tip agr tedavisinde etkin
olduklari, ayrica anksiyete, depresyon ve demans tedavisinde de yararli olabileceklerine dair
bulgular elde edilmistir(53). ilave olarak bu reseptorler yeni simf antipsikotik ilaglar icin
hedef reseptorlerdir ve alkol, nikotin, kokain ve amfetamin bagimlilig1 tedavisinde kullanilma

potansiyelleri de halen arastirilmaktadir(53).

2.4.3.d. 5-HTjreseptorleri

SSS ve periferde yaygin dagilim gosterirler. Gastrontestinal sistemde, diiz kaslar, salgi
hiicreleri ve miyenterik pleksiisteki sinirler iizerinde yerlesmislerdir. Adenilil siklazla
(adenilat siklaz) pozitif sekilde eslesirler. 5-HTs reseptorlerlerin uyarilmasi barsakta
asetilkolin salinimini uyarir, peristaltizmin diizenlenmesine katki yapar. Bu reseptorlerin uzun
form, 5-HT4, ve kisa form, 5-HT4g olmak iizere iki izoformunun oldugu gosterilmistir; bu

izoformlar, bazi yayinlarda sirasiyla 5-HT4, ve 5-HT4p olarak da ifade edilir.
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2.4.3.d.1. 5-HT4 reseptorleri: fizyolojik islevleri ve klinik 6nemleri

5-HT4 reseptor agonistleri metoklopramid, sisaprid ve mosaprid 6zafagusun alt kismint
ve fundusu gevsetip midenin kapasitesini ve uyuncunu artirirken, antrumu uyarip mide
bosalmasini ¢abuklastirirlar (prokinetik etki) (84). Metoklopramid gibi baz1 5-HT, reseptor
agonistlerinin ayn1 zamanda 5-HTj; reseptor antagonisti olmasi ilgingtir. 5-HT, reseptorlerinin

parsiyel agonisti tegaserod IKS’nun konstipasyon egemen formunda kullanilmaktadir(28).

2.4.3.e. 5-HTsreseptorleri

Fonksiyonel olarak tanimlanmasi son yillarda olmustur. Amino asid dizilimleri diger
5-HT reseptorlerinden oldukga farklidir, ancak farmakolojik 6zellikleri bir dereceye kadar 5-
HT)p reseptorlerine benzemektedir. Bu reseptorlerin iki alt tipinin oldugu, 5-HTsa ve 5-HTsp,
gosterilmistir. Farmakolojik islevleri tam olarak bilinmez, ancak yerlesim yerleri dikkate
alinarak, motor kontrol, beslenme, anksiyete, 6grenme, bilgi depolama, adaptif cevap ve beyin

gelisiminde rol oynadiklari ileri stiriilmistiir(53).

2.4.3.f. 5-HT; reseptorleri

Sadece SSS’nde bulundugu iddia edilmektedir. Farmakolojik islevleri heniiz tam
olarak bilinmeyen bu reseptorler adenilil siklazla pozitif sekilde eslesirler. Bazi tipik
(klorpromazin, flufenazin) ve atipik (klozapin, risperidon, olanzepin) ndroleptiklerin bu

reseptorlere yliksek affiniteyle baglandiklar1 gosterilmistir (53).
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2.4.3.g. 5-HT7 reseptorleri

Insanda, ratta, fare ve kobayda klonlanmistir. Memelilerdeki sirkadyen ritmi,
hipotalamusta suprakiazmatik ¢ekirdekte yer alan bir tempocu (pacemaker) etkinligin
olusturdugu diistiniilmektedir. Hipotalamusta, suprakiazmatik sinirlerin sinirsel atesleme
hizinda olusturulan diurnal degisiklikler, bu tempocu etkinlik tarafindan siirdiiriilmektedir.
Serotonin uygulamasi, muhtemelen 5-HT; reseptorleri araciligiyla bu etkinlikte faz kaymasina

(ritmin degismesine) neden olmaktadir(53).

2.4.4. Sinyal Transdiiksiyonu ve Hiicresel Yolaklar

5-HTj; reseptorlerinin ise iyon kapili reseptorler oldugu ve uyarilmalarinin nonselektif
katyon girisine bagli olarak depolarizasyona neden oldugu, reseptorler boliimiinde
anlatilmistir. G proteinle eslesen diger reseptorlerin ise cok basamakli, enzim aracili yolak ve
dogrudan iyon kanalmin (G proteinle aktive edilen ice yonelik dogrultucu K kanal)
diizenlenmesi olmak {izere iki major, reseptor aracili sinyal transdiiksiyon yolagi vardir. Her
ikisinde de reseptorle efektdr molekiiliin baglanmasi i¢in guanin niikleotid trifosfat (GTP)-
baglayan protein (G protein) gereklidir. Enzime bagli sinyallemenin icerdigi basamaklarin
dizilim siras1 sdyledir; membran reseptorii, G protein, efektér enzim; ikincil ulak; protein
kinaz fosfoproteini. Bu ¢ok basamakli progeste ikincil ulaklar adenilil siklazin aktivasyonu
veya inhibisyonu ve fosfoinozitidaz (fosfolipaz C) aktivasyonudur. Bu, enzim-bagimli
yolaklar hiicresel uyarilar1 ayn1 zamanda amplifiye ederler. G proteinlerin ¢ok sayida farkli
izoformu (Gi, Gs vb) oldugu gibi, adenilil siklaz [anksiyetenin modiilasyonunda ozellikle
adenilil siklaz tip 8 (ACS8)’in rol oynadig diisiiniilmektedir] ve fosfoinozitidazin da farkl

izoformlar1 vardir. Ayrica protein kinaz A, protein kinaz C ve Ca’’/kalmodiilin bagiml
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kinazin da farkli izoformlar1 gosterilmistir. Biitiin bu siire¢, protein fosforilasyonu ile son
bulur. ACS8, Ca’*"-kalmodiilin kinaz II ve G proteinle aktive olan ice yonelik dogrultucu K
kanal 2 gibi major sinyal transdiiksiyon yolaklarindan bagka mindr yolaklarin da varligi
gosterilmistir. Bunlardan biri olan néronal nitrik oksidin (NO), 6zellikle 5-HT ;5 ve 5-HT)p ile

etkilesiminin oldugu bildirilmistir(9).

2.5. Quetiapine (Serequel ©, Astra Zeneca)

Quetiapine dibenzotiyazepin tiirevi bir atipik antipsikotik ajandir. Serotonin 5-HT,
reseptorlerine yiiksek, dopamin D, reseptorlerine ise daha diisiilk baglanma afinitesi gosterir
bir bloker ajandir. Bununla birlikte histamin H; reseptorlerine, al ve a2 reseptorlerine de
afinitesi vardir. Bunlarin disinda dopamin D; ve Muskarinik M; reseptdrlere ise ihmal edilir
diizeyde baglanma 6zelligi de gosteren bir ajandir. Muskarinik reseptorlerle olan bu ¢ok zayif
iliskisi sayesinde klozapinden farkli olarak antikolinerjik yan etki goriilme riski de diisiiktiir.
Klozapin benzeri antipiskotik etkinlik gdstermekle birlikte dopaminerjik reseptorlere daha
diisiik afinitesi sayesinde EPS ortaya ¢ikarma ihtimali daha diisiik olup prolaktin seviyesi
lizerine de etkisi diisiiktiir(59, 66, 83). Invitro c¢alismalar gdstermistir ki quetiapinin
farmakoljik etkisi mesolimbik ve mesokortikal dopaminerjik sistemlere selektif olup bu etki
antipsikotik etkinliginden sorumludur. Ancak nigrostriyatal dopaminerjik sistem iizerine
etkinligi yoktur ki bdylece ekstrapiramidal sistem semptomlar1 da olusturmamasini
aciklayicidir(54). Oral alimi takiben hizli absorbe edilir ve gida alimindan etkilenmez. Plazma
proteinlerine %83 oraninda baglanir. Karacigerde hizli bir sekilde metabolize edilir ve major
metabolik yol sitokrom P450 sistemine ait siilfoksidasyondur. ilag¢ inaktif metabolitleri

seklinde primer olarak (%73) idrar yoluyla atilir. Eliminasyon yarilanma omrii ise yaklasik
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olarak 6 saattir ancak sizofrenili hastalarda yapilan PET ¢alismasinda serotonin reseptorlerine
klinik olarak efektif seviyede en az 12 saat bagh kaldigi gosterilmistir. Yani plazmadan
eliminasyonuna gore reseptorlerden uzaklasmasi daha yavas seyretmekte olup bu da giinde iki
kez kullanimina imkan saglamaktadir. Quetiapine hastalar tarafinca iyi tolere edilir bir
ajandir. Quetiapin’ in farmakokinetigi kadin veya erkekte, adolesan veya erigskinde

degismemektedir. Sigara i¢imi ve hastalarin etnik kdkeni de etki etmemektedir(39, 49, 102).

Antipsikotik ajanlar diizeltilmis QT intervalini (QTc) uzatabilirler ancak quetiapine
terapotik dozlarda QTc iizerine etki etmiyor goriinmektedir. Klinik ¢alismalar Quetiapine

kullanan hastalardaki QTc degisikliklerinin plasebo ile farkli olmadigin1 gostermistir(7).

Kisa donem, c¢ift kor, randomize caligmalar gostermistir ki sizofreni tedavisinde
plaseboya gore quetipain belirgin olarak daha etkindir. Yine caligmalarda sizofreninin hem
pozitif hem de negatif semptomlarinda da etkinligi oldugu, sizofreni hastalarinin depressif
donemlerinde de oldukga etkin oldugu kanitlanmistir. Bipolar bozukluk tedavisinde de hem
mani, hem depresyon donemlerini kontrol altina almada etkin bir ajan olarak

kullanilmaktadir(2).

EPS (6rn. parkinsonizm, akatizi ve distoni) standart ve bazi atipik antipsikotik ajanlara
belirgin tolerabilite problemi olarak sizofreni tedavisinde ortaya ¢ikabilmekte ve tedavi
programini direkt etkileyebilmektedir. Quetiapine’ in ise sizofenik hastalarda EPS olusturma
potansiyeli ise diisiiktiir. Quetiapin tedavisi altinda EPS olugma insidansinin plasebo
degerleriyle benzer oldugu calismalarda tespit edilmis olup uzun dénem tedavilerde ise EPS
insidansina kiiciik bir etki s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenle EPS nedeniyle kesilmesi

gereken standart bir antipsikotik ajanin iyi bir alternatifi quetiapine olacaktir(3).
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Organik beyin hasar1 olan hastalar 6zellikle Parkinson hastalig1 olanlar EPS gelisimi
yoniinden artmis riske sahiplerdir. Ancak quetiapinin bu hasta gruplarinda EPS’ larn veya

istemsiz hareketleri artirmadigina dair ¢aligmalar mevcuttur(83).

Tardif diskinezi de standart antipsikotik ajanlarin uzun dénem kullanimlariyla ortaya
¢ikan ve tedavinin kesilmesini gerektiren 6dnemli bir sorundur. Yine quetiapin tardif diskinezi
olusturma riski hem erigkinlerde hem de yash hastalarda standart ajanlardan daha diistik

goriinmektedir(34).

Travmatik beyin hasar1 gelisen bircok hastada takiben ortaya cikan ajitasyon ve
agresyon hali travma sonrasi psikososyal iyilesmede gecikmeye neden olmakta ve hastalarin
nororehabilitasyon programlarindan gorecekleri yarari da etkilemektedir. Yapilan klinik
deneysel caligmalarda quetiapine, travmatik beyin hasarma bagli agresyon ve ajitasyonun

tedavisinde de uygun bir ajan olarak degerlendirilmistir(87).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafinca G.U.ET-07.026 kod
numarasiyla deneysel ¢alismamizin etik onayr alindi. Calisma Gazi Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastrma Merkezi’ nden (GUDAM) temin edilen, agirliklari 200 — 220gr
arasinda degisen disi, Wistar cinsi albino ratlarla yapildi. Bakimi ve takipleri yine GUDAM’
nde gergeklestirilen hayvanlar her kafeste 4 adet barinacak sekilde, herhangi bir su ve yem
kisitlamasi yapilmadan barindirildilar. Her grupta rastgele secilmis 8 rat olmak {izere dort

deney grubu olusturuldu;
Grup 1 (K-I): 1 giin yasatilan kontrol grubu (N=8)
Grup 2 (D-I): 1 giin yasatilan ila¢ grubu (N=8)
Grup 3 (K-II): 7 giin yasatilan kontrol grubu (N=8)
Grup 4 (D-II): 7 giin yasatilan ilag grubu (N==8)

Her gruba ayni cerrahi prosediirler uygulandi. Ilag gruplarma quetiapin 10mg/kg/giin
intraperitoneal yolla, olusturulan travmanin 30. dk’ sinda ve takiben her giin aymi saatte
olacak sekilde gilinliik(1x1) olarak verildi. Doz ve uygulanim seklinde daha 6nceki deneysel

calismalar baz alindi1(43, 110, 118).

3.1 Cerrahi Teknik

Her deney hayvaninda intramuskiiler yolla 10mg/kg xylazine (Rompun, Bayer,
Istanbul/Tiirkiye) ve 50mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Istanbul/Tiirkiye) ile

genel anestezi saglandi. Ardindan ratlar prone pozisyonda operasyon masasina yatrilip tespit



65

edildiler. Steril sartlarda uygun saha temizligini takiben torakal 4 -10 segmentler seviyesi orta
hat vertikal cilt insizyonu yapildiktan sonra cilt/ciltalti gegilip fasia orta hat acildi.
Paravertebral adaleler spina ve laminlardan kiint diseksiyonla siyrildiktan sonra torakal 5—7
total laminektomi uygulanarak kord ortaya ¢ikarildi. Torakal 6 seviyesinde kord maksimum
acilimi 9.2mm, bacak uzunlugu 15mm ve kapanma kuvveti 90gr olan Yasargil gecici
anevrizma klibi (cat.FT280T) ile 60sn siireyle travmaya maruz birakildilar(Resim 1). Klip

alindiktan sonra fasia ve cilt sutiirlerle usuliine uygun kapatilarak cerrahi islem tamamlandi.

Resim 1. Deneysel spinal kord travmasi olusturulmasi (klipleme yontemi)
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Cerrahi islemleri takiben 1 giinliik ila¢ grubuna (D-I) ve 7 giinliik ilag grubuna (D-II)
operasyonu takiben 30. dakikada quetiapin 10mg/kg i.p. yolla uygulandi. Kontrol gruplarina

(K-I, K-II) herhangi bir medikasyon uygulanmadi ve tiim gruplar takibe alindu.

K-I ve D-I gruplarindaki hayvanlar travmanin 24. saatinde sakrifiye edilerek
laminektomi sahalar1 genisletilmek suretiyle T 6 seviyesindeki travma hattinin ~0.5¢cm
proksimal ve distalini igerecek sekilde spinal kordlari rezeke edilerek %10’ luk notral

formaline alindilar.

K-IT ve D-II gruplarinda ise deney hayvanlar1 her giin 10mg/kg/giin i.p. yolla
quetiapin verilmek suretiyle 7 giin takip edildiler. Sekizinci giin bu iki gruba ait deney
hayvanlar1 da aymi cerrahi teknikle sakrifiye edilerek benzer sekilde spinal kordlar rezeke

edildi. Kord 6rnekleri ayni1 sekilde %10’ luk nétral formaline alindilar.

Elde edilen tiim numuneler doku takip islemleri yapilmak iizere ayr1 kaplara alindilar.

3.2 Doku Takibi

Tiim histolojik ve immiinohistokimyasal takip ve incelemeler Hacettepe Universitesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarlarinda yapildi. Tiim 6rnekler formalinle
fikse edildikten sonra akarsu altinda formalinden kurtarildiktan sonra alkol serilerinden
gecirilmek suretiyle dehidrate edildiler. Ardindan tiim 6rnekler parafine gomiilerek bloklandi.
Mikrotom yardimiyla 5u kalinlikta seri kesitlerle travma sahasindan uygun kesitler alinarak

siyalinize lamlar lizerine alindilar. Ardindan immiinohistokimyasal incelemeye gecildi.
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3.2.1 immiinohistokimyal Degerlendirme

Apoptotik hiicreleri saptayabilmek i¢in TUNEL metodu ile insifu hibridizasyon

teknigi ile ApopTag Plus Peroksidaz In Situ Apoptozis Detection Kit (Chemicon, USA

cat#S7101) kullanildi. Bu metodla apoptotik hiicrelerin fragmente olan DNA’ larinin tespiti

saglandi.

1y

2)

3)

4)

%10’ luk notral formalin ile tespit edilip parafin bloklara gOmiilmiis tiim
dokulardan 5p kalinliginda kesitler elde edildikten sonra bu kesitlerden biri lama
almip deparafinize edilerek hematoksilen-eozin ile boyandi. Sahanin dogrulugu
tespit edildi. Diger kesit ise Apoptag kit i¢in siyalinize lama alinarak

deparafinizasyon islemi i¢in 56 °C’da 14—16 saat etiivde bekletildi.

Daha sonra, 3 kez, her biri 5’er dakika olacak seckilde ksilolde ve 2 kez 5° er
dakika absolut alkolde bekletildikten sonra kesitler %95 etanolde 3 dakika, %70
alkolde 3 dakika daha bekletilerek deparafinizasyon ve dehidratasyon islemleri

tamamlandi.

Kesitler PBS (phosphate buffered saline - fosfat tampon solusyonu, pH: 7,4) ile 5
dakika yikandiktan sonra PBS igerisnde diliie edilen 20 pg/ml proteinaz K ile oda

1s1sinda 15 dakika inkiibe edildi.

Islem sonrasi distile su ile yikanan kesitler endojendz peroksidaz aktivitesini
engellemek amaciyla taze hazirlanmis %3 H,O, soliisyonunda 15 dakika

bekletildi.
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5) Bu islemi takiben kesitler equilibration buffer ile muamele edildikten sonra DNA
fragmanlarinin isaretlenmesi amaciyla TUNEL reaksiyonu, Tdt enzimi ile 37

%C’de 60 dakika inkiibe edilerek gergeklestirildi.

6) Bu islemin ardindan kesitler hizlica yikandi ve enzimle birlesmemis niikleotidler

uzaklastirildi.

7) Kesitler 1’er dakikadan 3 kez PBS ile yiknadiktan sonra antidigoksigenin

peroksidaz konjugat ile 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

8) Daha sonra kesitler 4 kez PBS ile 2’ ser dakika yikandi ve taze hazirlanan % 0,005
(w/v) 3,3’-diaminobenzidin (DAB) ile isaretlenen DNA fragmanlarinin

goriintiilenmesi amaciyla, oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.

9) Zemin boyamasi i¢in %0,5°lik metil yesili ile 10 dakika isleme tabi tutulan kesitler
distile su ile yikandiktan sonra % 100 n-biitanol ile dehidrate edildikten sonra

kapatma balzami1 uygulanarak lamel ile kapatildi.

Kontrol dokusu olarak, ApopTag Kit igerisinde kontrol doku olarak bulunan kemirgen

(rodent) meme dokusu kullanildi.

3.2.2. Kesitlerin Degerlendirilmesi

Tim gruplara ait immunohistokimyasal olarak boyanmis kesitler 151k mikroskobuyla
(Leica Microsystems RM6000, Germany) incelendiginde orneklerde agik renkteki metil
yesilinin olusturdugu zemin {lizerindeki koyu kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler

ApopTag pozitif olarak degerlendirildi(Resim 2). Sayim islemi, X40 objektifle biiylitmede
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ikisi gri cevherden, ikisi beyaz cevherden olmak iizere toplam 4 farkli mikroskobik biiyiik
alan (x40 biiyiitme i¢in her biiyiik alan 0,0625mm* ye karsihk gelmektedir) igine diigen
pozitif boyanma gosteren hiicrelerin okiiler grid yardimiyla sayilmasiyla gergeklestirildi.

Apoptag pozitif hiicreler hem gri hem beyaz cevherde ayr1 ayri sayilarak not edildiler.

Resim 2. TUNEL yontemiyle hazirlanan spinal kord kesiti 6rnegi (x50)
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Tiim gruplara ait medulla spinalis 6rneklerinin hematoksilen-eozin(HE) ile boyanmis
kesitleri genel doku biitiinliigli ve 6zelliklerini incelemek agisindan 151k mikroskobuyla (Leica

Microsystems RM6000, Germany) X100 ve X200 biiyiitmede degerlendirildi(Resim 3).

Resim 3. Hematoksilen-Eozin ile boyanmis spinal kord kesiti 6rnegi (x50)
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4. BULGULAR

Tim gruplarda elde edilen apoptag pozitif hiicrelerin sayilar1 birer tablo halinde
diizenlendi. Sayilan her bir biiyiik biiylitme alanina ait degerler ayr1 ayr1 verilmistir(Tablo 3-

6).

Tablo 3. Bir giin yasatilan kontrol grubunda (K-I) elde edilen apoptag pozitif hiicre sayilari

1 giinliak Gri cevher Beyaz Cevher

kg"r‘l‘ltl;'l‘;l Alan I Alan II Alan I Alan II
1g k1 18 19 17 14
1gk2 20 19 16 17
1gk3 15 25 27 20
1gkd 15 16 18 14
1gk5 16 18 13 16
1gk6 13 14 17 12
1gk7 20 14 9 15
1gk8 18 15 11 14

Tablo 4. Bir giin yasatilan ilag grubunda (D-I) elde edilen apoptag pozitif hiicre sayilar

1 giinliik ila¢ Gri cevher Beyaz Cevher
grubu Alan I Alan II Alan I Alan II

1g d1 8 10 3 4
1gd2 4 3 2 2
1gd3 3 5 1 2
1gd4 13 11 4 10
1gd5 10 4 12 11
1gd6 12 6 13 8
1gd7 4 5 7
1gd8 8 6 5 4
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Tablo 5. 7 giin yasatilan kontrol grubunda (K-II) elde edilen apoptag pozitif hiicre sayilar

7 gunliik Gri cevher Beyaz Cevher
kg‘;‘l‘ltl‘;l‘;l Alan I Alan II Alan I Alan II

7g k1 21 32 12 11
Tgk2 13 11 12 15
79k3 17 17 8 14
7gk4 17 19 10 9

7gKS5 18 11 7 6

79k6 16 15 9 11
Tgk7 20 19 11 10
7gk8 19 18 12 10

Tablo 6. 7 giin yasatilan ilag grubunda (D-II) elde edilen apoptag pozitif hiicre sayilari

7 giinliik ila¢ Gri cevher Beyaz Cevher
grubu Alan I Alan IT Alan I Alan II

7g d1 6 6 9 7
Tgd2 4 3 6 8
7gd3 10 8 6 8
Tgd4 10 9 7 8
7gdsS 8 7 6 4
7gd6 10 6 5 7
Tgd7 10 8 4 8
7gd8 11 7 7 9
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HE ile boyanan preparatlar incelendiginde kordda 6dem, noronlarda biiziigmeler, yer

yer hemorajik alanlar, goze ¢arpmaktaydi(Resim 4). Kontrol grubunda hem 1 giin hem de 7

giin gruplarinda 6dem ve noronlardaki biiziisme varligi daha belirgin iken(Resim 5), deney

7 gilinliik deney grubunda 6demin daha

gu,

giiniin daha korunmus oldu

gruplarinda kord biitiinli

az oldugu izlenmekteydi(Resim 6).

Resim 4. Kordda 6dem, noronlarda biiziismeler(kirmizi oklar) ve hemorajik alanlar(sar1 ok)

izlenmekte (K-I, HEx200)
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7 gilinliik kontrol grubunda da yaygin 6dem ve doku biitiinliigiindeki bozukluk

Resim 5.

gbze carpmakta. Yine gri cevherde noronlardaki biiziisme(kirmizi oklar) de yine

dikkat ¢ekmekte (K-II, HEx200)
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Beyaz Cevher Gri Cevher

Resim 6. Deney grubu HE preparatlarinda 6demin nispeten az olusu ve gri cevherde doku

biitiinliigiiniin korundugu goriilmektedir (D-11, HEx200)
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TUNEL yontemiyle yapilan immunohistokimyasal incelemede soluk yesil zemine
kahverengi boyanmis apoptag pozitif hiicreler gri ve beyaz cevherde ayr1 ayri1 sayilarak
degerlendirilmistir(Tablo I-IV). Bu incelemelerde goriilmekteydi ki kontrol gruplariyla
(Resim 7 ve 8) deney gruplari(Resim 9 ve 10) arasinda belirgin fark mevcuttu. Deney
gruplarinda apoptag pozitif hiicre sayisi belirgin az olup kord posteriorunda travmanin yogun
oldugu boélgelerde kismen pozitif hiicre olup uzak bolgelerde ¢ok daha az sayida apoptag
pozitif hiicre goriilmesi kordda komsu sahalarin deney gruplarinda korundugu seklinde

yorumlandi(Resim 10).
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Resim 7. 1 giinliik kontrol grubunda doku biitiinliigiiniin bozuldugu sahada ilk giin i¢inde

ortaya ¢ikan apoptag pozitif hiicreler kahverengi renkte goriilebilmektedir (K-I,

TUNELx200)
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Resim 8. 7 giinliik kontrol grubunda doku biitiinliigliniin bozuldugu kordda c¢ok sayida
kahverengi renkte boyanmis apoptag pozitif hiicre izlenmekte (K-II,

TUNELx200)
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Resim 9. 1 giinliik deney grubunda az sayida apoptag pozitif hiicre(ok) segilmekte (D-I,

TUNELx100)



Resim 10.
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7 giinlik deney grubunda apoptag pozitif hiicre sayisinin az olusu dikkat
¢cekmekte. Yine gri cevherdeki(mavi ok) hiicre sayis1 beyaz cevhere(sar1 ok) gore
daha az olarak izlenmekte. Travmanin yogun oldugu bdlgede(kirmizi ok) pozitif

hiicre sayis1 kontrol grubundan az olmakla birlikte komsu sahalardan daha fazla

sayida izlenmekte(D-1I, TUNELx100).
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4.1. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tablo I, II, III ve IV’ de sunulmus olan tiim hiicre sayilari istatistiksel olarak
degerlendirildi. Degerlendirmede tiim analizler iki yonlii varyans analiziyle yapildi. Elde

edilen sonuclar Tablo V’ de belirtilmistir.

Tablo 7. Istatistiksel Analiz Sonuglari

GUN GRUP HUCRE N Ortalama Devisatgyon Mediyan | Minimum |Maksimum
1.gin kontrol gri 8 17.1875 2.13705 17.0000 13.50 20.00
beyaz 8 15.6250 3.55317 15.0000 12.00 23.50

Total 16 16.4063 2.94516 16.2500 12.00 23.50

deney  gri 8 7.0000 2.93987 7.0000 3.50 12.00
beyaz 8 5.7500 3.70328 5.0000 1.50 11.50

Total 16 6.3750 3.29393 6.2500 1.50 12.00

Total gri 16 12.0938 5.81727 12.7500 3.50 20.00

beyaz 16 10.6875 6.18836 11.7500 1.50 23.50

Total 32 11.3906 5.95106 12.0000 1.50 23.50

7.gun kontrol gri 8 17.6875 4.30064 17.5000 12.00 26.50
beyaz 8 10.4375 1.98993 10.7500 6.50 13.50

Total 16 14.0625 4.94933 12.7500 6.50 26.50

deney  gri 8 7.6875 2.03430 8.5000 3.50 9.50
beyaz 8 6.8125 1.06695 7.0000 5.00 8.00

Total 16 7.2500 1.63299 7.5000 3.50 9.50

Total gri 16 12.6875 6.10157 10.7500 3.50 26.50

beyaz 16 8.6250 2.42556 8.0000 5.00 13.50

Total 32 10.6562 5.01198 9.2500 3.50 26.50
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5.1. Elde edilen istatistik sonuclarima gore:

1. giin icin:
v" Kontrol ve deney gruplari arasinda farklilik var (p=0,00000008)
v" Gri ve beyaz hiicreler arasinda farklilik yok (p=0,216)

v' Hiicre ile grup (kontrol-deney) etkilesimi 6nemsiz (p=0,889), yani kontrol

grubunda gri-beyaz farki ile deney grubundaki gri-beyaz farki ayni (Grafik 1).

18,00
Grup

Kontrol
- Deney

16,00

14,00

12,00

10,00

8,00

6,00

T
Gri Beyaz

Grafik 1. Hiicre ile grup etkilesimini gosterir grafik (1. Giin)
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7. giin icin:

v" Kontrol ve deney gruplari arasinda farklilik var (p=0,000005)

v Gri ve beyaz hiicreler arasinda farklilik var (p=0,0001)

v Hiicre ile grup (kontrol-deney) etkilesimi 6nemli (p=0,002), yani kontrol grubunda

gri-beyaz farki daha fazla iken, deney grubunda gri-beyaz farki daha az (Grafik 2).

Grup

Q

17,50 —— Kontrol
— Deney

15,00 \

N
N\

10,00

7,507

I
Gri Beyaz

Grafik 2. Hiicre ile grup etkilesimini gosterir grafik (7. Giin)
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5. TARTISMA

Ciddi morbidite ve mortalite nedeni olan spinal kord travmasiyla miicadelenin 6nemi
aciktir. Bu nedenle son derece hassas bir yapiya sahip olan spinal kordun travmay1 en az
hasarla atlatabilmesi ve ileriye doniik korunmasi amagh birgok medikal ve/veya cerrahi tedavi

prensibi bulunmustur, denenmektedir ve de denenecektir.

Daha onceki boliimlerde de bahsettigimiz gibi primer hasarlanmayla miicadelede
seceneklerimiz hala ¢ok sinirlidir. Bununla birlikte bilinmektedir ki sekonder hasarlanma daha
uzun siirmekte, daha 6nemli yer tutmakta ve morbidite ve mortalitenin diisiiriilmesinde esas
hedef olmaktadir. Bu yiizden spinal travmanin sekonder hasarlanma basamag:
norosirlirjiyenlerin daha ¢ok ilgi ve dikkatini ¢ekmekte ve bir¢cok c¢aligmanin konusu
olmaktadir. Bu sathada ozellikle apoptozis mekanizmas: spinal kordda sekonder
hasarlanmanin 6nemli mekanizmalarindan biri olarak goriilmektedir(14, 15, 18, 19, 98, 99,

100, 124).

Bao ve ark. deneysel olarak kord travma sahasinda nitrik oksit, peroksinitrit ve oksijen
konsantrasyonlarinin yiiksek oldugunu ve antioksidanlarin bu mekanizmalar1 ve dolayisiyla

apoptozisi de dnledigini gostermislerdir(14, 15).

Spinal kordda hasarlanma alaninda travmay1 takip eden 24 saat iginde beyaz
cevherdeki astrositler ve oligodendrositlerin yaklasik %50’ sinin 6ldiikleri bilinmekle birlikte
Beattie ve ark. travmayi takip eden haftalar boyu c¢evreleyen sahadaki glial hiicrelerin

apoptotik mekanizmalarla 6lmeye devam ettigini géstermislerdir(19).

Deneysel spinal kord travmasit ¢aligmalarinda ilk 24 saat iginde potansiyel

proapoptotik transkripsiyonal degisiklikler bulunmustur(107, 114, 136).
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Nesic ve ark.” nin 2001 yilinda yaptiklar1 deneysel bir caligmada ratlarda spinal kord
travma modellerinde proinflamatuvar sitokin IL—1 ekspresyonunda artis oldugunu ve bunun
sonucu olarak IL—1 reseptorlerinin ve takiben de apoptosisin aktive oldugunu ve kaspaz—3
aktivitesinin de arttigin1 gostermislerdir. Sonrasinda glutamat reseptor aktivasyonu, artmis
hiicre i¢i kalsiyum ve calpain, TNF-a veya hiicre siklus diizenleyicilerinin ekspresyonunda
degisiklikler gibi apoptozise gotiiren birgok yolak deneysel modellerle gosterilmistir(40, 106,

136, 147).

Mikroglia ve oligodendrosit hiicrelerindeki apoptotik dliimler yliziinden posttravmatik
donem iyilesme sathasinda uygunsuz, bozuk myelinizasyon ve bozuk aksonal transmisyon
olusacaktir. Yani apoptotik mekanizmalar ge¢ donemde olusacak aksonal rejenerasyonun da

diizglin temininin 6niinde engeldir(124).

Sekonder hasarlanmada apoptozisin rolii ve gotiiren yolaklarin gosterilmesiyle bu yolu
bloke ederek fayda saglamasi amaglh bir¢ok ajan deneysel olarak kullanilmistir. Yune ve
ark.(147) bu amagla 17-beta 0Ostradiol kullanmis ve faydasi oldugunu deneysel olarak
gostermislerdir. Yine bagka bir calismada eritropoetinin psottravmatik spinal kordda

apoptozise kars1 onleyici etki gosterdigi gosterilmistir(5,134).

Luo J ve Shi R yakin zamanda yaptiklar1 deneysel ¢alismada polietilen glikoliin spinal
travmay1 takip eden donemde apoptotik hiicre Oliimiinii inhibe ettigini gostermislerdir.
Polietilen glikoliin hiicre membrani ve mitokondri membrani stabilizasyonu yaparak
noroprotektif etki gdsteren bir ajan oldugu 6nceden bilinmekteyken bu ¢aligmada sitokrom ¢

salimimin baskiladigi, bu sekilde apoptozise gidisi 6nledigi ifade edilmistir(100).

Calismamizin konusu olan 5-HT2 reseptdr grubunun kraniyal veya spinal iskemi veya

travmaya sekonder hasarlanma mekanizmalarinda apoptotik hiicre 6liimleriyle iliskili oldugu
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gosterilmigstir. Capela ve arkadaslarinin 2006 ve 2007 yillarinda yaptiklar1 calismalarda
ecstasy (MDMA) kullanilmistir. MDMA” nin serotoninerjik, 6zellikle 5-HT,4 reseptor yollar
tizerinden apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu belirtilmis, bir 5-HT, bloker ajan olan

Ketanserin kullanilarak da apoptozisin Oniine gecilebildigi gosterilmistir(23, 24).

Yine bu baglamda 5-HT2 reseptor bloker ajanlarin diger organlarda da apoptozisi
Onleyerek hiicre hasarina karsi organi koruyucu etkinligi oldugunu gosteren g¢aligmalar
mevcuttur. Ornedin sarpogrelate kardiyovaskiiler cerrahlarin ¢aligmalarma konu olan ve
aterosklerotik darliklar1 olan hastalarin tedavisinde kullanilan bir ajandir(78). Sarpogrelate’ in
kardiyak dokuda antiapoptotik etki gostererek kardiyomiyositlerin apoptotik yolaklarla
Oliimiinii engelledigi, postiskemik miyokard disfonksiyonuna karsi protektif etkisi oldugu

deneysel ¢alismalarda gosterilmistir. (104, 115).

Bu bahsedilen mekanizmalar ve deneysel ¢calismalar 1s181nda bir 5-HT); reseptor bloker
atipik antipsikotik olan Quetiapine (Serequel®)’ in travmatik spinal kord hasarlanmasinda
apoptotik hiicre oOliimlerini engelleyici ve travmanin sekonder zararlarini azaltic1 etkisi

olabilecegi diisilintildii.

Calismamizda olusturulan spinal travmanin 1 ve 7 giin sonrasinda incelemeler
yapilarak akut ve subakut safhada koruyucu etkisi arastirildi. Elde edilen sonuglara gore
histopatolojik olarak quetiapine’ in koruyucu etkisi oldugu goriildii ve istatistiksel olarak
kanitlandi. Kontrol grubunda travma sahasindaki dejenerasyon ve dokuda 6dem belirgin iken

deney grubunda doku biitiinliigiiniin daha korunmus gériindiigii izlendi.(SEKIL)

Immiinohistokimyasal incelemede kontrol grubuna gore apoptotik hiicre sayilarmin
deney grubunda diisiik oldugu goézlemlendi. Hem 1 giinliik takip gruplari arasinda

(p=0,00000008), hem de 7 giinliik takip gruplar1 arasinda (p=0,000005) istatistiksel olarak
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anlaml fark mevcuttu. Bir ilging nokta da her iki deney grubunda (D-I ve D-II) kord
posteriorunda daha travmatize goriinen kord sahasinda yani primer hasarlanma bolgesi olarak
diistiniilen sahada apoptotik hiicreler ¢ogunlukta iken komsu sahalarda apoptotik hiicre
sayisinin son derece az oldugu idi. Bu durum komsu sahanin korundugu seklinde

yorumlandu.(sekil)

Calismamizda gri ve beyaz cevherdeki apoptotik hiicre sayilart ayri ayr1 da
degerlendirildi. Bir giin takipli kontrol (K-I) ve deney (D-I) gruplar1 arasinda hiicre ile grup
(kontrol-deney) etkilesimi dnemsiz iken 7 giin takipli gruplarda (K-II ve D-II) hiicre ile grup
(kontrol-deney) etkilesimi 6nemli (p=0,002), yani kontrol grubunda gri-beyaz farki daha fazla
iken, deney grubunda gri-beyaz farki daha az olarak bulundu. Bu durum da subakut donemde
quetiapinin gri cevher hiicrelerinde beyaz cevher hiicrelerine gére daha iyi korunma sagladigi
seklinde yorumlandi. Bu durum immunohistokimyasal incelemede de beyaz cevherde gri

cevhere gore daha yogun apoptotik hiicre varligi oldugu seklinde gézlendi.(sekil)
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6. SONUC

Quetiapine’ in psikiyatride kendine buldugu ve iyi bilinen genis kullanim alaninin
yaninda travmatik beyin hasari olan hastalarin posttravmatik donem tedavisinde, ajitasyon ve
agresyonun kontroliinde faydali olacagina dair ¢alismalar mevuttur. Posttravmatik stres
bozuklugunun tedavisinde de kullanilmaktadir. Yani norosirurji hastalarinin tedavilerinde
yardimer bir terapotik ajan olarak kullaniminin faydali olacagi agik olup spinal travmaya
maruz kalmis hastalarin da posttravmatik takiplerinde yer edinecek quetiapine c¢ok yonli

fayda saglayabilecektir.

Spinal kord travmasinda sekonder hasarlanmanin ne kadar 6nem arz ettigi ve tedaviye
yonelik ¢alismalarin bu sathaya yogunlastigr agiktir. Sekonder hasarlanmanin ¢ok énemli bir
mekanizmasini da apoptotik yolaklar olusturmaktadir. Yaptigimiz calisma da gdstermistir ki
klipleme y6temiyle olusturulan deneysel spinal kord travmasinda quetiapine 5-HT, reseptor
bloker etkisine bagli olarak hiicreleri apoptotik 6liime yani sekonder hasarlanmanin énemli bir
mekanizmasina karst koruyucu goziikmektedir. Bu nedenle Quetiapine, posttravmatik stres
bozuklugu, ajitasyon, agresyon ve depresyon tedavisindeki yeri de diislintildiigiinde spinal
kord hasarlanmali hastalarin tedavisinde hasarli kordun tedavisinde de kullanilabilecek c¢ok
yonlii bir tedavi secenegi olabilir. Ancak klinikte rutin kullanimi igin ileri ¢aligmalarla
desteklenmesinin gerektigi, noron ve glial hiicre diizeyinde olusacak etkilerin molekiiler

diizeyde ¢alismalarla aydinlatilmasinin uygun olacagi kanaatindeyiz.
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7. OZET

Spinal kord travmasinda sekonder hasarlanma doneminin ve yine bu dénemde kordda
olusacak hasarla miicadelenin tedavideki yerinin 6nemi iyi bilinmektedir. Bu nedenle bu

donem bir¢ok deneysel aragtirmanin konusu olmustur ve olmaya devam edecektir.

(Calismamizda sekonder hasarlanma doneminin en dnemli mekanizmalarindan oldugu
bilinen apoptozisi Onlemek adina 5-HT, reseptdr blokeri bir atipik antipsikotik olan
quetiapine(serequel©)’ in bir etkinliginin olup olmadig: arastirildi. Wistar cinsi 32 adet disi
rat 4 esit gruba ayrilarak tiim deney hayvanlarin T6 vertebra seviyelerinde total laminektomi
yapilip Yasargil FT280T gecici anevrizma klibiyle ekstradural klipleme yontemiyle spinal
kord travmasi olusturuldu. Travma sonrast 1(D-I) ve 7(D-II) giin yasatilan deney gruplarina
10mg/kg/glin quetiapine intraperitoneal olarak verildi. Yine 1(K-I) ve 7(K-II) giin yasatilan
kontrol gruplarina herhangi bir medikasyon uygulanmadi. 1. ve 7. giin sonunda denekler
sakrifiye edilerek ¢ikarilan spinal kord Ornekleri histolojik ve immiinohistokimyasal
tekniklerle incelenerek olusan histopatolojik degisiklikler ve apoptotik hiicre sayilar

karsilastirildi.

Quetiapine’ in spinal kord iizerinde hem 1. hem de 7. giin gruplarinda gri ve beyaz
cevherde apoptozise karsi koruyucu etkisi oldugu gosterildi. Sonug analizlerinin istatistiksel
incelemesi de anlamliydi. Ayrica 7. giin gruplarinda istatistiksel olarak da anlamli olacak
sekilde gri cevher hiicrelerinin beyaz cevher hiicrelerine gore daha 1yi korundugu seklinde de
sonuglar elde edildi. Bu sonuglar 1s18inda quetiapine’ in spinal kord travmasinin sekonder
evresinin etkilerine karsi spinal kordu koruyucu etkisinin yaninda posttravmatik stres,
ajitasyon ve depresyon i¢in de kullanilabilecegi diisiiniildiigiinde spinal travmali hastalarda

kendisine ¢ok yonlii bir tedavi secenegi olarak yer bulabilecegi diistintilmiistiir
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8. SUMMARY

The importance of treatment modalities against damage on spinal cord at seconder
phase of spinal cord injury is well known. So, numerous experimental studies have been

focused on this phase.

Effectiveness of Quetiapine (Serequel©), a 5-HT, receptor blocker atypical
antipsychotic agent, on apoptosis that is one of the major mechanisms of secondary damage
on spinal cord was researched in our study. 32 female Wistar rats were seperated to 4 equal
groups. Total laminectomy was performed at Ts_; level and spinal cord injury was produced
by using Yasargil FT280T temporary aneurysm clip. Each rat was daily injected ip with
Quetiapine (10mg/kg/day) at 1 day (D-I) and seven day (D-II) groups. Control groups of 1
day (K-I) and 7 day (K-II) were performed no treatment. At the end of follow up periods all
animals were killed and spinal cords were removed. Apoptotic cells were evaluated by using

immunohistochemical technique (TUNEL) in injured spinal cord specimens.

We showed that, Quetiapine had a protective effect against apoptosis of injured D-I
and D-II spinal cord groups. All the results were significant statistically. In addition, we saw
that, this agent had more protective effect on gray matter cells than white matter cells at 7 day
group(D-II). As a result, our findings were suggested that Quetiapine had protective effect on
secondary damage of spinal cord injury and it could be a versatile treatment agent by thinking

its effectiveness on posttraumatic stres disorder, depression and agitation.
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