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OZET
Deneysel Omurilik Yaralanmasi Modelinde Genel Kaspaz inhibitorii Q-VD-
OPH VE NMDA Reseptor Antagonisti Memantin’in Ayr1 ve Birlikte Kullaniminn

ikincil Yaralanma Siirecine Etkileri

Travmatik omurilik yaralanmalarinda birincil hasar sonrasi ortaya g¢ikan birgok
fizyopatolojik mekanizma ikincil hasarlanma denilen siirecin olusmasimna neden olur. Ikincil
hasarlanma, omurilik yaralanmasimi takiben norolojik kotiilesmeye biiyikk katkida
bulunmaktadir. Birincil hasara karsi, koruyucu hekimlik ve yaralanmayi énleme programlar:
disinda miidahale sansi yoktur. Yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalarin hedefi, travmanin yol
agtig1 ikincil hasarn onlenmesi ve bu yolla ortaya ¢ikacak norolojik problemin en aza
indirilmesidir.

Biz de bu c¢aligmamizda siganlarda klip kompresyon teknigi ile olusturulmug
omurilik tavmasi sonrasinda; bir N-Metil D-Aspartat (NMDA) reseptor antagonisti olan
memantinin ve genel kaspaz inhibitérii olan Q-VD-OPH’1n ayr: ayri ve birlikte kullanimimin
ikincil hasar gelisimi lizerine olan etkilerini incelemeyi amagladik.

Klip kompresyon yontemi ile olusturulmus omurilik travmasi sonrasi deneklere
gruplarina gore, ayrt ayri ve kombine olarak, ilag tedavisi uygulandi. Denekler bes giin
boyunca klinik olarak gozlendi ve norolojik fonksiyonlart kaydedildi. Histopatolojik
degerlendirme i¢in beginci giin sonunda denekler sakrifiye edilerek alinan omurilik 6rnekleri
hematoksilen eosin ve Tunnel boyama y6ntemi ile boyanarak mikroskobik olarak incelendi.

Sonug olarak Q-VD-OPH ve memantin-Q-VD-OPH’1n birlikte uygulandif grupta,
diger gruplarla kiyaslandiginda egik diizlem bulgularinin anlamli derecede iyi sonuglara sahip
oldugu, 5. giin motor muayene bulgularinin memantin grubunda diizelme gostermedigi,
memantin-Q-VD-OPH grubunun istatiksel olarak anlamli derecede iyi sonuglara sahip
oldugu, Q-VD-OPH grubunda ise istatiksel olmasada diger guplarla kiyaslandiginda daha iyi
sonuglara ulagildig1 gozlendi. Histopatolojik agidan degerlendirildiginde, memantin’in nekroz,
lenfosit ve PNL oranlarini 6nemli dl¢iide azalttig1, fakat apoptozis fizerine etkili olmadigi, Q-
VD-OPH’mn da apoptozisi engelleme de etkili oldugu ancak, nekroz, lenfosit ve PNL
oranlarini azaltmadigim tespit ettik. Nekroz ve apoptozisin birlikte engellenmesi agisindan
memantin-Q-VD-OPH grubunun diger gruplérla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli

derecede iyi sonuglara sahip oldugunu goziemledik.
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SUMMARY
The Effects of Memantin, an N-methyl D-aspartate (NMDA) Reseptor Antagonist
and Q-VD-OPH, a General Caspase Inhibitor, Seperately and in Combination, on
Secondary Injury in Experimental Spinal Cord Injury -Model

A number of physiopathological mechanisms which appear following primary injury
at the time of spinal cord trauma lead to secondary injury. Secondary injury largely
contributes to loss of neurological function following spinal cord trauma. There is no means
of prevention from primary injury except preventive measures which make injury less likely.
The major goal of most clinical and experimental studies is to prevent secondary injury and
related neurological problems.

The aim of this study is to investigate the effects of memantin, an N-methyl D-
aspartate (NMDA) reseptor antagonist and Q-VD-OPH, a general caspase inhibitor,
seperately and in combination, on secondary injury following spinal cord trauma induced by
clip compression technique in rats.

Subjects have been given medical treatment (seperate and in combination according to
their groups) following spinal trauma induced by clip compression technique. They have been
followed up for five days and their neurological condition noted. Subjects have been
sacrificed at the end of the fifth day for histopathological inspection. Acquired spinal tissue
samples have been fixated using haematoxylene eosin, dyed using Tunnel technique and
microscopically evaluated.

In the combination group where Q-VD-OPH and memantine-Q-VD-OPH were used,
the test results for neurological status were significantly better when compared with the other
groups. 5th day neurological state was shown to be no better in the memantine group, whereas
it was statistically better in the Q-VD-OPH and memantine-Q-VD-OPH group and showed
some tendency for better results in the Q-VD-OPH group, although in the last group the
results were not statistically significant. Histopathologically, memantine was shown to
decrease necrosis and the number of lymphocytes and PNLs but that it had no effect on
apoptosis. Q-VD-OPH did decrease apoptosis however, it had no impact on necrosis or the
number of leucocytes ar}d PNLs. The combination had a statistically better effect on the

prevention of necrosis and apoptosis when compared with the other groups.



BOLUM-II

GIRIS

L. ARASTIRMA KONUSU

Omurilik yaralanmalari, beraberinde getirdigi fiziksel, psikososyal ve ekonomik
sorunlar ile hem bireysel hem de toplumsal boyutlar: olan énemli bir problemdir.

Omurilik yaralanmalarinda travmanm oldugu anda ortaya ¢ikan mekanik hasara
birincil hasar ad1 verilir (13,14,15). Birincil hasar boyutu; fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon
veya rotasyonla ilgili kompresyon kuvvetlerinin siddetine, etki siiresine ve omurilik
tarafindan absorbe edilen enerji miktarina baghdir (13,14). Ikincil hasar ise, birincil hasar
takip eden dakikalar iginde baslayip giinlerce stirebilen bir dizi kompleks olaylar zincirini
kapsamaktadir. (13,14,15,16).

Travmatik omurilik yaralanmalarinda yaralanmanin merkezinde hiicre 6liimiiniin en
biiyiik kisminin nekroz sonucu olustugu, fakat apoptozisinde devam eden hiicre 6liimiine katk:
da bulundugu yapilan hayvan deneylerinde gosterilmistir. Hipoksinin, hiicre igi kalsiyum
artiginin, serbest radikal olusumunun ve glutamat eksitotoksisitesinin, nekrozun yamnisira
apoptozisi de tetikledigi belirtilmistir (55,15,16).

Santral sinir sisteminin en Onemli eksitatdr nérotransmitteri olan glutamatin
reseptorlerinin agirt aktivasyonunun noronal hasara yol ag¢tifl calismalarda gosterilmigtir
(37,38,40,51,47,93). Glutamat, farkli farmakolojik ve elektrofizyolojik yapiya sahip iki grup
reseptdr araciligiyla etki eder: metabotropik ve iyonotropik reseptorler (37,40,45,49,52).
Iyonotropik resptorler arasinda en iyi bilineni N-Metil D-Aspartat ( NMDA) reseptoriidiir
(37,39,40). Glutamatin eksitotoksik etkilerinin biiyiik bir kism1, hiicre i¢ine agir1 kalsiyum
girisine baghdir ve bu siireg hiicre 6liimiiniin son basamagini olusturur (36,45,46). |

Apoptozis ile baglanti kurulan en 6nemli olay, kaspazlarin aktivasyonudur. Kaspazlar,
(Caspase-cysteine dependent aspartate spesific proteases) kalsiyum bagimsiz hiicre i¢i sistein
proteaz smnifinin en 6nemli boliimiinii olustururlar. Kaspazlar apoptozisin temel efektérleridir
(64,76,77,78,81).

Rivlin ve Tator tarafindan tarif edilmis klip kompresyon teknigi, klinigimizde daha
Once yapilan tezlerde ve ¢aligmalarda oldukga sik kullanilmistir. Biz de ¢aligmamizda bu fikir
dogrultusunda hareket ederek, literatiirde ilk kez bir NMDA reseptdr antagonisti olan
memantin ve apoptozisin temel efektdrii olan kaspazlarin genel bir inhibitérii Q-VD-OPH’in
ayr1 ayri ve birlikte kullanimlarinin ikincil hasar gelisimi tizerine olan etkilerini incelemeyi

amagladik.



II. GENEL BILGILER

A. Omurilik Yaralanmalarinin Epidemyolojisi ve Tarihcesi

Omurilik yaralanmasma ugrayanlarin g¢ogunlugunu, gen¢ ve saglikli Kkisiler
olugturmaktadir. Erkekler kadinlardan 4 kat daha risk altindadir. Omurilik travmasina yol
acan sebepler; motorlu ara¢ kazalar1 (% 47), sporla iligkili yaralanmalar (% 24), diismeler (%
12), kursun ve bigakla yaralanmalardir (% 7) (12,13,14). Birlesik devletlerde 400 bin omurilik

travmali hasta mevcuttur ve her yil 10 bin hasta bu sayiya eklenmektedir (15,16).

Ulkemizde yillik goriilme sikli1 12.7/1 milyondur. Erkek / kadin oram 2.5 / 1°dir ve
en sik 15-35 yas arasi gériilmektedir (7,9,10).

) Omurga ve omurilik yaralanmalan ile ilgili ilk belge Edwin Smith Cerrahi
Papiriistidiir (11,12,13). M.O. 2500°li yillarda yazilmis olan, 1862 yilinda Edwin Smith
tarafindan incelenen ve terciime edilen eserde, omurga kiriklarinin tanisi, tedavisi ve agik
yaralarim kapsayan ayrmntihi bilgiler bulunmaktadir (11,104). Hipokrat (M.O. 460-377)
omurganmn fraktiir dislokasyonu ile omurilik yaralanmasi iligkisi {izerinde durmugtur.
Scummun adi verilen traksiyon cihazim gelistirerek spinal deformiteleri azaltan yontemler
geligtirmistir (11,88,90). Galen, ¢alismalarinda deneysel olarak omurilik zedelenmesinin,
lezyon altinda his kayb1 ve paraliziye sebep oldugunu tespit etmistir (11). 1911°de nérolog
Alfred Reginold Allen omurilik yaralanmasinda ikincil hasar fikrini ileri stirmistiir (11,12).
Allen kademeli agirliklar kullanarak deneysel omurilik yaralanmasi igin bir aragtirma modeli
gelistirmistir. Agurhk dislirme yontemi ile yapilan omurilik yaralanmasindan sonra,
myelotomi yaparak olusan posttravmatik hematomyeliyi bosaltmig, sonrasinda norolojik

fonksiyonlarda iyilesme oldugunu gozlemlemistir (11,14).

B. Omurilik Yaralanmalarmin Fizyopatolojisi

1. Birincil Hasar :

Omurilik yaralanmas: omurilige yapilan pek ¢ok travmay takip edebilir. Birincil hasar;
fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon veya rotasyonla ilgili kompresyon kuvvetlerinin siddetine,
etki siiresine ve omurilik tarafindan absorbe edilen enerji miktarma baghdir (13,14) Noral
elementlere uygulanan her hangi bir kuvvetin olugturacag: ilerleyici hasarlanma ayni zamanda
bu seviyedeki omurga kanalinin enine ve boyuna da baghidir (13,14).

Siddetli yaralanmalar ilk asamada, Ozellikle gri cevherde ortaya c¢ikan, yaygin
petesiyal hemorajilere neden olur. Kanama génellikle kapiller, veniil ve arteriollerden olur;

anterior spinal arter gibi bliyiik arterlerde olduguna rastlanmamistir. Genis, yer kaplayan ve



omuriligi gerebilen santral hematomiyeli ¢ok nadirdir. Bu hemorajilerin ¢ogunun vendz
kaynakli oldugu, deneysel ¢aligmalarla gosterilmistir (14,23). Kontiizyon veya laserasyon ile
beraber subaraknoid hemoraji ¢ok yaygindir; ancak subdural veya ekstradural hematom ¢ok
nadirdir. Subdural veya ckstradural hematom, spinal fraktiirii olan ankilozan spondilitli
hastalar gibi az bir kisim vakada geligebilir (22).

2. ikincil Hasar:

Ikincil hasarda rol oynayan birgok fizyopatolojik mekanizma tanimlanmstir. Bu
mekanizmalarin hepsinin altinda yatan asil patoloji; bozulmus perfiizyon ve hiicresel diizeyde
enerji yetersizligidir (13,14). Omurilik fonksiyonunu potansiyel olarak bozan bélgesel
kuvvetlere ek olarak, doku oksijenizasyon ve perflizyonunu belirleyen sistemik, pulmoner ve
kardiyak faktorler hasarin yaygmligim belirler (13,14,15,21). Bozulmus perfiizyon bir hiperemi
veya “luxury perfusion” denilen bir siire¢ tarafindan takip edilebilir. Bunun sebebi de, laktat
gibi asit metabolitlerin damar diginda birikmesi nedeniyle perivaskiiler pH diistikliigiidiir. Bu
doku reperflizyonu hiicresel hasar artirabilir. (Doku i¢ine daha fazla kan gelmesiyle serbest
radikaller ve diger toksik tirlinlerin hiicre i¢ine girisi artabilir) (13).

Baglangicta omurilikte, post kapiller veniillerin veya sulkal arteriollerin mekanik etki
veya intravaskiiler koagiilasyona bagli olarak yirtilmas: sonucunda petesiyal kanamalar gelisir.
Intravaskiiler koagiilasyonun sebebi de vendz staz ve distansiyona bagli olarak fibrin
trombiislerinin birikmesidir (13,23). Travmanin oldugu bélgede proteindz sivinin damar yatagy
digma g¢ikmasi, o yaralanma bolgesinde ve gevresinde ddeme sebep olur. Elastik olmayan pial
membranin olmast sebebiyle meydana gelen 6dem interstisiyel basimcin artmasina, bu da
bolgesel olarak omurilikteki kan akiminin azalmasina sebep olur (13). Hasarlanmis hiicrelerden
endotelin gibi vazoaktif maddelerin salinmasi ve norojenik mekanizmalar omurilik
perfiizyonunun azalmasina sebep olurlar (13,14). Mikroanjiografik tetkiklerle intramediiller
kilcal damarlar ve sulkal arteiollerde bolgesel daralma, tam kesi, anevrizmal genisleme ve

tikaniklik gibi degisik durumlar gosterilmigtir (13,23).
Tablo IL.1: ikincil hasarda rol oynayan fizyopatolojik mekanizmalar (14).

1. Sistemik Etkiler (Norojenik soka bagl etkiler):
a. Nabiz: Cnce tagikardi, daha sonra da uzamig bradikardi olur
b. Kan basmci: Once hipertansiyon, daha sonra da uzamus hipotansiyon olur

c. Periferal vaskiiler direng: Azalir



d. Kardiak output: Azalir
e. Katekolamin diizeyi: Once artar, daha sonra diiger
2. Omurilik mikrodolagiminin lokal vaskiiler hasari
a. Kapiller ve veniillerin mekanik pargalanmasi,
b. Hemoraji: Ozellikle gri cevherde
c. Mikrodolagimm kayb1: Mekanik etki, tromboz ve vazospazm sonucu
d. Omurilik kan akiminin azalmasi
e. Otoregiilasyonun kaybi
3. Biyokimyasal degisiklikler
a. Eksitotoksisite: Ozellikle glutamata baglh
b. N6rotransmitter birikimi: Noradrenalin, dopamin gibi
c. Aragidonik asit serbestlenmesi
d. Serbest radikal tiretimi
e. Eikosanoidlerin tiretimi
f. Lipid peroksidasyonu
g.Endojen opioidler
h. Sitokinler
4. Elektrolit bozukluklar:
a. Intraselliiler kalsiyum iyonu artist
b. Ekstraselliiler potasyum iyonu artist
c. Intraselliiler sodyum iyonu artis1
5. Odem

6. Enerji metabolizmasimim bozulmasi

Yukaridaki tabloda gegen ikincil hasarin fizyopatolojik mekanizmalarindan sadece
calismamiz agisindan 6nemli oldugunu diistindiigiimiiz hiicre i¢i kalsiyum iyonu artisi ve

glutamat eksitotoksisitesinden bahsedecegiz.

a. Hiicre I¢i Kalsiyum Iyonu Artisa

Bitiin hiicrelerde kalsiyum iyonlar; hiicre bliyiimesi ve farklilagmasi, hiicre
iskeletinin biitiinliiglintin korunmasi, membran eksitabilitesi, ekzositoz ve sinaptik aktivite
gibi sayisiz yasamsal siireglerin devam ettirilebilmesi i¢in kullanilmaktadir. Normal néronal
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde kalsiyum iyonunun bu 6nemli roliinden 6tiirii, néronlar

kalsiyumm  iyonlarmin hiicre igindeki lokalizasyonlarmi ve serbest sitoplazmik



konsantrasyonlarini siki bir bigimde kontrol altinda tutmak i¢in mekanizmalar geligtirmistir
(29). Bu mekanizmalar 5 ana kategoriye ayrilan olaylar arasindaki karmagik bir iligkiye
dayanir: hiicre i¢ine kalsiyum girisi, kalsiyum tamponu, hiicre i¢i kalsiyum depolari, hiicre
digina kalsiyum g:iklgl ve hiicre i¢i kalsiyum diflizyonu. Bu mekanizmalarn tiimii hiicre i¢i
kalsiyum seviyelerinin diisiik olmasimi saglamaktadir ( hiicre digi kalsiyum seviyesinden
100.000 kat daha az) (27,29).

Fizyolojik olarak kalsiyumun hiicre igine girisi temel olarak iyon kanallar vasitasiyla
olur. Kalsiyumun hiicre disina gikisi iyon pompalar: tarafindan kontrol edilmektedir, bunun
yaninda kalsiyum tamponlanmasi birka¢ kalsiyum baglayici protein ve aym zamanda
kalsiyum deposu olarak da gérev yapan, sitoplazmik organeller (mitokondri ve endoplazmik
retikulum) tarafindan yiirtitiilmektedir (29).

Biitiin hiicreler kalsiyumu hiicre digina atmak i¢in enerji kullanmak zorundadir. Hiicre
ici-hiire dig1 kalsiyum iyon konstrasyon farkinin biiyilk 6lgiilerde olmas: ve pozitif yiiklii
kalsiyum iyonlarmin negatif yiiklii i¢ plazma membranina dogru hareket etmesini saglayan
elektriksel itis kuvveti, etkili kalsiyum atum mekanizmalarma ihtiya¢ duyulmasina neden olur.
Noronlarda bununla ilgili iki mekanizma bulunmaktadir; adenozin trifosfat (ATP) kullanan
kalsiyum pompalari (Ca-ATPaz'lar) ve bir Na/Ca tasima mekanizmas: (30,33). Plazma
membraninda bulunan Ca-ATPaz'lar kalmodulin, bir dizi yag asidi ve protein kinazlar ile
(protein kinaz A ve C) kontrol edilmektedir. Hiicre digina atilacak her kalsiyum iyonu i¢in bir
ATP harcanir. Ca-ATPaz'lar ayrica graniilsiiz endoplamik retikulum membranlarinda da yer
alir ve hiicre i¢i kalsiyum atiliminda gorev alan bir mekanizma olarak hareket eder. Bunlar
kalmodulinden bagimsizdir ve harcanan her ATP molekiili icin iki kalsiyum iyonunun
atilimini gergeklestirir (29). Na/Ca transport mekanizmasi kalsiyumun artigi ile tetiklenir ve
hiicre igine giren her iki-li¢ Na iyonu i¢in bir Ca iyonu hiicre digma ¢ikarilir. Bu mekanizma
membran aracili sodyum derecesine, bu nedenle de Na, K-ATPaz'a baglidir (28,29).

Biitiin hiicresel kalsiyum atim mekanizmalarinin ATP varligma olan bagmmliligs,
iskemi veya travma gibi durumlarda kalsiyum artiginin nedenini agiklamaktadir. Hiicresel
enerji depolarinda meydana gelen lizli bir azalma, kalsiyum atiliminda bozukluklara yol agar.
Bu nedenle, kalsiyumun hiicre igine girisi, sitoplazmik kalsiyum tamponlama mekanizmalari
ile karsilanamaz, boylece serbest hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda kontrolsiiz bir artig
meydana gelir ve bu durum en nihayetinde hiicre 6liimiine yol acacak olan kalsiyuma bagli
say1siz ikincil yolaklarin aktiflenmesine neden olur (29).

Kalsiyum norotoksisitesine yol agan mekanizmalar iki asamada simflandirilabilir. Ik

asama hilcre ici Kalsiyum fazlaligmi tetikleyen ve devammi saglayan patolojik



mekanizmalari, ikinci asama ise hiicre i¢i kalsiyum artisi ile olustugu diigtiniilen ikincil
olaylar1 kapsamaktadir (27,29).

Yetersiz ATP sentezi, kalsiyum dengesinin kaybina ek olarak anaerobik glikolizi
uyararak hiicresel asidoza, enerjiye dayali iyon transport mekanizmalarinin kayb: sonucu iyon
dengesinde bozulmaya, hiicresel yapinin sentezinin azalmasina bagli olarak da hiicre
iskeletinin biitiinliigiiniin bozulmasma yol agar (29).

Hiicre iginde asin kalsiyum birikimi sonucunda; serbest yag asitlerinin salinimi,
fosfolipaz A2 etkinlegtirilmesi, kalsiyum bagimli Adenozin S'trifosfotaz etkjnlesmesiﬁe bagli
enerji yedeklerinin tiikenmesi, toksik etkosonoid sentezi, serbest radikal olusumu, reseptor
proteinlerin  degisikligi, hiicre iskeletinin mikrotubuler ve néroflament kisimlarinn
degisikligi, mitokondrial oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, aksonal dejenerasyon, proteaz,
fosfotaz, endoniiklaz gibi litik enzimlerin etkinlesmesi gibi olaylar meydana gelir (29,31).

Mitokondri hiicrenin enerji jenerat6rii olarak gorev yapar . Fizyolojik ve patolojik
durumlarda mitokondri kalsiyum iyonlarini tamponlama gorevini yapmaktadir (32,34).
Caligmalar, toksinler, iskemi ve mekanik travma nedenli hiicre hasarinda, mitokondrial
disfonksiyonun genel yol oldugunu ispatlamistir (35). Anoksi transmitokondrial membran
potansiyelinin bozulmasma ve bunu takiben ATP {iretiminin bozulmasmna yol agar.
Mitokondrinin kalsiyum tamponlama etkisi de transmembran potansiyelinin diigmesine ve
sonu¢ olarak mitokondri igerisinde kalsiyum birikimine ve ATP iretiminin daha fazla
gerilemesine neden olur. Bu mekanizmaya mitokondriden hidrojen iyonlarinin salimimi eglik
eder. Asiri kalsiyum yiikii, geri donlisimsiiz mitokondrial hasara ve beraberinde hiicrenin

Sliimiine yol agmaktadir (29).

b . Glutamat Eksitotoksisitesi

Glutamat, santral sinir sisteminin en Onemli eksitatdr norotransmitteridir
(24,37,38,40,45,46,49). Glutamat reseptdrlerinin agirn1 aktivasyonunun ndronal hasara yol
actigt Olney ve ark. tarafindan tamimlanmis ve eksitotoksitite olarak isimlendirilmigtir
(24,29,51).

Asint glutamat birikiminin nedeni; Hiicre membrani polarizasyonuna bagli olarak
sinaptik vezikiillerden glutamat salmminmn uyarilmas: ve ATP yetmezligine bagh olarak,
glutamat geri alim mekanizmalarimin ¢alismamasidir (24,40).

Glutamat, farkli farmakolojik ve elektrofizyolojik yapiya sahip reseptorler araciligiyla
etki eder. Iki grup glutamat reseptorii vardir (24,26,37,39,40,42,52):



1. Metabotropik reseptorler: Transmembran proteinlerine baglidirlar. Uyanldiklarinda
GTP iiretimine yol acarlar. GTP, fosfoinozitidili hidrolize ederek, inozitol-1,4,5-trifosfat1
(ITP3) olusturur. ITP3 de, hiicre i¢i depolardan kalsiyum serbestlenmesine yol agar
(24,26,37,42). }

2. Iyonotropik reseptérier: Ligand kapili iyon kanallanidir. Bu reseptorler, kendilerini
selektif olarak etkinlegtiren bilesiklere gore 3 alt tipe ayrilirlar: NMDA reseptorleri, AMPA
reseptorleri ve kainat reseptorleri. AMPA ve kainat reseptorleri arasinda aymm bazi
durumlarda net olmadigi i¢in bu iki reseptdr tipine AMPA/KA veya non-NMDA adi
verilmektedir (17,24,26,37,40,45,49).

a. N-Methyl-D-Aspartate ( NVMIDA ) Reseptorleri: Hem glutamat ve hem de glisin i¢in
baglanma yerine sahip, karmagik yapida reseptdrlerdir. Etkinlesmeleri i¢in hem glulamatin
hem de glisinin reseptdre baglanmis olmast gerekir. Ayrica spermin, spermidin gibi
poliaminler igin de baglanma bolgesine sahiptirler. Poliaminler, bu reseptorlerin
etkinlesmesini arttiriclar (46,50,52). Magnezyum iyonu tarafindan voltaja bagimli olarak
- engellenirler. Dinlenme potansiyelindeki bir noéronda magnezyum iyonu, NMDA
reseptoriinden kalsiyum iyonu gegisini bloke eder; ancak, depolarizasyonla beraber
magnezyum iyonunun ortamdan uzaklagmasi bu blokajmn ortadan kalkmasina yol agar (45,46).
NMDA reseptorleri temel olarak hiicre ic¢ine kalsiyum iyonu girisine aracilik ederler
(26,37,38,43,44,51,52).

b. Alfa-Amino-3-Hydroxyl-5-Methyl4-Isoxazolepropionate reseptorleri (AMPA): Quisqualat
reseptorleri olarak da bilinirler. GluR1-4 (GlﬁRA-D) diye adlandirilan 4 subunitin ikiserli
kombinasyonundan olugurlar (47,49,53). Esas olarak sodyum iyonu gecisine aracilik ederler.
Ancak, GIluR2 alt iinitesi igermeyenler kalsiyum iyonuna da son derece gecirgendir.
Etkinlesmesi sonucunda Nat+ hiicre icersine girer, K+ ise hiicre digina ¢ikar. AMPA reseptor
etkinlesmesi ile erken donemde, hiicre iginde Na+ birikerek sitotoksik ddem ve asidoz
olusmasina yol acar (47,48,49).

AMPA reseptorleri eksitotoksisitedeki etkilerini, depolarizasyon olugturup voltaja -
bagmmli kalsiyum kanallarini agarak, sodyum-kalsiyum pompasinin isleyisini tersine gevirerek
gosterirler (47,48).

c¢. Kainat reseptorleri: Cok iyi incelenememislerdir, KA1-2 alt tiniteleri vardir (49).

NMDA tipi reseptorler hem tek degerli katyonlarin hem de kalsiyum iyonunun hiicre
membranimndan gegisini saglar (37,38,26,43,44,51,52). Iskemik stireglerde, glutamat
tarafindan postsinaptik membran uyarildiginda, 6nce Na+ ardindan da Cat++ hiicre igerisine

girer (24,37,40,45). Hiicre igine giren Cat++, hiicre igindeki bir takim molekiillerle



tamponlanir ya da organellerin iginde depolanir. En 6nemli tampon yapilari kalmodulin ve
kalsibindin isimli proteinlerdir. Hiicre ig¢inde Cat++ ve H+, ayni tampon bdlgelerine
baglanmaktadir. Bu nedenle asidoz durumunda hiicre igi serbest Ca++ miktar1 artmaktadir
(29).

Bir iskemik siirece bagli olarak, glutamatin asir1 salgilanmas: ya da geri alimiminin
aksamasi sonucu, hiicre iginde Ca++’un asin birikmesi, soﬁug:ta, lipid peroksidasyonu ve
serbest radikallerin agir1 birikimine neden olur. Bu etki komsu noronal ve glial hiicrelere
zarar vererek zincirleme reaksiyonlar halinde devam eder (19,24,25,40).

Omurilik travmasindan sonra gelisen ekstraseliiler glutamat artisi, intraseliiler
kalsiyum konsantrasyonunun artmasma yol agarak, hiicre Oliimiinde Gnemli bir rol oynar
(25,26,37,38).

C. APOPTOZIS

Apoptozis terimi, ilk defa Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie
tarafindan 1972 yilinda kullanitmig ve canli dokulardaki hiicre azalmalarmdan sorumlu olan,
yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tammlanmigtir. Bu fizyolojik olay dokularda
tek tek hiicre kaybina yol agtifindan, latince ayn diismek anlamina gelen apoptozis
denilmistir (apo:ayri, ptozis:diisgmek). Apoptozisin gelisim biyolojisinde, normal doku
dongiisit ve immun sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlari gibi bazi énemli fizyolojik
siireglerdeki rolil ortaya ¢iktikga Snemi de hizla artmigtir (54,57).

Apoptotik hiicreler organizmanmn bazi dokularinda ve hiicrelerinde stirekli olarak
olugmaktadirlar ve bu olusum dmiir boyu devam etmektedir. Daha 6nceden programlanmis bir
sekilde gergeklesen bu oSlimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin bu &liim sekli
fizyolojik hiicre oliimii olarak da adlandirilir. Ayrica, bir sekilde DNA’s1 hasarlanmig (viriis
etkisi veya cevresel nedenlerle) hiicreler organizmanin zarar gérmemesi igin kendilerini
oldiiriicler ve bunu organizmanin yarari igin yaparlar. Doku hemostazi i¢in (Ornegin yara
iyilesmesi veya barsak hiicrelerinin “turnover”mnda oldugu gibi) hiicreler ortamdan 6lerek
kaybolur . Iste, tim bu kavramlar (programlanmus hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre &liimii, hiicre
intihar1, hiicre kayb1) apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilen ve literatiirde yer alan
ifadelerdir (17,54).

Nekroz esnasinda hiicre giser, mitokondri genisler, organeller ¢6ziniir, plasma
membramt yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden olur.

Apoptozis sirasinda ise plazma membrani yirtitmaz (17,56,59,6897). Hiicre ici ATP seviyesi



hiicrenin apoptozis veya nekroz ile Olecegine yon verir. Bu da mitokondrinin 6nemini
apoptozisin erken fazinda gdstermektedir.

Apoptozis birgok yonleriyle nekrozdan farklidir ve kromatin kiimelesmesi,
intraniiklosomal DNA parc¢alanmasi, ¢cekirdek ve hiicre biiziigmesi gibi birtakim hiicre i¢i olaylan
icerir. Hiicrelerin sitozolik pargalarinin disar salgilanmasi ve herhangi bir lokal inflamatuar yanit
olmaksizin fagosit igine alinmasiyla sonuglanir (55,56,57,67,68,70). Apoptozis siirecine giren
hiicreler bliziislir, komgu hiicrelerle temas kaybi olur, membranda cepcikler olusur ve
profagositik ylizey sinyalleri tagirlar. Siire¢ daha sonra kromatin yogunlagsmasi ve DNA
parcalanmasi ile devam eder. Apoptozisin tanimlanmasinda pek gok molekiiler biyolojik test
gelistirilmistir. DNA yanklanmasini gosteren terminal deoksiniikleotidil transferaz(TdT)
mediated nick-end labeling (TUNEL) teknigi olduk¢a popiiler bir testtir (56,58,85).
Intraniikleozomal DNA parcalanmas; apoptozisin ana igaretidir, elektroforezde karakteristik olan
merdivenlesme belirtisiyle tanmabilir (56).

Apoptéiis omurilik yaralanmalarmda 6nemli rol oynar ve glutamat eksitotoksisitesi,
serbest radikal hasari, sitokinler ve inflamatuar yaralanma tarafindan tetiklenir (
56,59,61,65,94). Baglénglg: yaralanmasindan sonra omurilige uygulanan travma ani fiziksel
yaralanmaya neden olur. Giinler ve aylarca stiren doku yaralanmast bu olay: izler. Sonug
olarak hiicre nekroz veya apoptozise giderek son bulur (17,56).

1. Apoptotik Hiicrelerde Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptozis, dokuda belli bir bolgedeki tiim hiicreleri etkilemek yerine daginik olarak
tek tek hiicrelerde ortaya cikar ve tipik olarak inflamatuar degisiklikler yoktur (17,55,57,59).
Belirlenen ilk fiziksel degisiklik kromatinin ¢ekirdek zarmin altinda yogunlasarak degisik
boyutta yarim ay ya da oval gekillerde iyi sinirli yogun kitleler haline gelmesidir. Bu ¢ekirdek
degisiklikleriyle ayn1 anda apoptotik hiicre komsu hiicrelerden aynlir ya da baglanti noktalari
ortadan kalkar (54,57). Mikrovilluslar gibi 6zel ylizey yapilari kaybolur ve diizgiin smnurli hale
gelir. Hiicre hacmi azalir, hiicre yogunlugu artar, sitoplazmik organeller yogunlasir, diiz
endoplazmik retikulum genigler. Yogunlasms sitoplazmada vakuoller olusur. Genisleyen
sisternalar hiicre zan ile birleserek hiicre ylizeyine dogru tomurcuklanmalar olustururlar.
(57,69).

Bu dénemin hemen ardindan gelen devrede hiicre yiizeyinde tomurcuklanma ve
cekirdek simirinda diizensizlik vardir. Bunlarm ayrilmasi ile ¢ekirdek ve sitoplazma degisik
boyutlarda "apoptotik cisimcikler" olusturur. Bu cisimler epitelyal yiizeyden ddkiilebilir ya da
cogunlukla komsu normal parankimal hiicreler ya da makrofajlar tarafindan fagosite edilirler
(54,57). Son agama kalmt: ¢ekirdek ve sitoplazmik yapilarin genellikle fagosite eden hiicrenin
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fagozomu iginde lizozomal enzimlerle pargalandigi "in vitro otoliz" donemidir. Hiicre
pargalanmasi sirasinda hiicre i¢i elemanlar hiicreler arasi araha dagilmadigi, proteolitik
enzimler ya da toksik oksijen salinimi olmadigi i¢in yangisal yanit olusmaz ve komsu

hiicrelerin hasarlanmasi 6nlenir (54,55.57.59).

— — Hiicre biiziismesi ve
Ekstrinsik veya mtrmsnk Lt
yolla aktive edﬂmx.s il
apoptozis _
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- APOPTOZIS NG
kollaps
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Sekil I1.1: Apoptozisin morfolojik evreleri
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2. Apoptozis Mekanizmalar:

Apoptozisin ortaya ¢ikmasinda ti¢ baglangi¢ sinyal yolu;
a. Mitokondri/Sitokrom-C Aracili Apoptozis Olusturulmasi: Mitokondri normal sartlar
altinda ATP olu$turmak lizere sitokrom-c ihtiva eder. Mitokondrial stres durumlarinda
serbestlenen sitokrom-c apoptotik hiicre 6limiinde kaspaz-3 etkinlesmesi i¢in onemli rol
tegkil eder (15,60,76,94). Bu yolda mitokondri tarafindan kontrol edilen apoptotik proteaz
aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz-9 bulunmaktadir (60,76,94). Ko-faktor niikleotid
trifosfat (d-ATP ve ATP) ile etkinlestirilen sitokrom-c ve apaf-1 birleserek prokaspaz-9’u
aktive eder. Aktif kaspaz-9 da kaspaz-3’i etkinlestirerek diger kaspaz basamaklarmm
tetiklenmesini saglar (7,16,75,128). Saglikli bir hiicre mitokondrisinin dig membraninda Bcl-2
proteini yer alir. Bel-2, Apaf-1 proteininin bir molekiiltinii baglar (66,76).

b. Dis Sinyallerle Apoptozisin Tetiklenmesi: Birbirini tamamlayan 6liim etkinlestiricilerin
(Fas-L ve TNF), hiicre ylizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya
kaspaz-8'i etkinlestiren sinyaller yayilir. Kaspaz-8 (kaspaz-9 gibi) diger kaspazlar uyarir ve
hiicrenin  fagositozuna yol agar (61,69,79,82). Omurilik yaralanmast sonrasi
oligodendrositlerde goriilen apoptotik degisim &liim reseptorleri Fas ve p-75 ile baglantilidir
(55,82). Bu reseptorler tiimor nekroz faktdr reseptor (TNFR) gen ailesinin fiyeleridir. Bunlarin
apoptotik hiicre Sliimiini{i baglatan kaspaz basamaklarini etkinlestirdigi bilinmektedir (79,82).

c. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptdzis Olusturulmasi: Son zamanlarda kaspaz-
12’ye bagimli endoplazmik retikulum aracili apoptotik yol tarif edilmistir (61,62,63). Bu yol
mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim reseptdr aracili apoptozisten farkls bir yoldur. ER, hiicre i¢i
kalsiyum dengesi, sentezi vé membran proteinlerinin katlanmasini igeren birgok siiregte kritik
Gneme sahiptir (62).

Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis icin esas tegkil
eden bir kaspazdir. Son ¢aligmalarda Cat+ seviyelerinin ve kalpainin endoplazmik
retikulumu etkilemesi ile prokaspaz—12’nin etkinlestigi gOsterilmistir. Ayrica kaspaz-7
salinimu ile de prokaspaz-12 salinimi arasinda bir baglanti bulunur (63). Etkinlesmis kaspaz—
12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz—9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz
basamaklarini etkinlegtirir (62,63).
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3. Apoptozis ve Nekroz:

Nekroz fizyolojik bir 6liim sekli olmamasina ragmen apoptozis hem fizyolojik hem de
patolojik sartlar altinda meydana gelebilir (17,54,57,59). Nekrozda hiicre igine agim sivi
girmesi sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicre tam tersine kigtilir (16,17,57). Nekrozda
kromatin gekli hemen hemen normal hiicredeki goriintitye benzerdir ama apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanir (kromatin agregasyonu) ve yogunlagir
(kromatin kondensasyonu) (16,17). Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinligling
kaybeder ve hiicre i¢inden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gerceklesir (16,17,57,71).
Oysa apoptotik hiicre membram saglamdir ve {izerinde kiiglik cepcikler (membran blebleri)
olusur (16,17,54,79).

Nekrotik hiicre erimeye ugrar ama apoptotik hiicre kiiciik cisimciklere (apoptotik
cisimcik) parcalanir (71,75). Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir degisen miktarlarda
nukleus, veya diger hiicre igi' yapilar1 icerirler (16,54). Nekrozda plazma membraninin
biitiinliigiiniin bozulmas: nedeniyle hiicre iceriginin dig ortama saliverilmesi sonucu yangisal
reaksiyon uyarilir (16,17,71). Oysa apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler. plazma
membranlart hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite
edildiklerinden yang:1 olusmaz (16,17,54,79).

Nekrozda iyon hemostazi kaybolur, apoptoziste ise stki bir gekilde kontrol edilen
enzimatik olaylar mevcuttur (16,57). Nekroz enerjiye ihtiyac duymaz, pasif bir siirectir,
apoptozis ise enerji gerektiren aktif bir olaydir (16,17,54,57). Nekroz bilesik hiicre gruplarim
etkiler, oysa apoptoziste tek tek hiicreler etkilenir (54,57). Nekroza ugrayan hiicre, ¢evreye
yaydig1 kemotaktik maddeler araciligi ile cagrilan makrofajlar tarafindan fagosite edilir.
Apoptozise ugrayan hiicre ise cevreye kemotaktik madde yaymaz, yaninda bulunan epitelyum
hiicreleri veya makrofajlar araciligy ile fagositoza ugrar. Nekrozda yangisal cevap vardir,

apoptoziste ise yoktur (16,17,57).



Sekil II.2: Apoptoz ve Nekroz arasindaki farklar

4. Apoptozisin Travmatik Omurilik Yaralanmalarindaki Rolii:

Travmatik omurilik yaralanmalarinda hem yaralanma zamaninda hem de yaralanmadan
birkag giin veya hafta sonrasinda hiicre kaybi iyi bir sekilde gosterilmistir. Yaralanmanmn
merkezinde hiicre Slimiiniin en biiyiik kismi nekroz sonucu olugur. Apoptozisin akut omurilik
yaralanmasindan sonra devam eden hiicre oliimine katki yaptigi ile ilgili kantlar yapilan
su;anlardé yapilan hayvan deneylerinden ¢gikmaktadir. Bu 6ncii bilgiler primatlarda dahil olmak
iizere diger hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarla da desteklenmektedir (20,55,17,72,74). Bir
cok hayvan gallémasmda apoptozisin gorillebilir bulgulan ilk 24 saat iginde ortaya ¢ikmaktadir.
Insanlarda omurilik yaralanmalar1 ile ilgili histopatolojik bir ¢aligma apoptozisin travmadan
sonra 3. saatte baglaylp devam ettifini gostermistir. Bu c¢aligmada apoptozisin walleryan
dejenerasyonunun spesifik bulgulartyla parelel oldugu ve hiicre i¢i kaspaz 3 aktivasyonu ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Apoptozis daha ¢ok ¢ikan ak madde traktlarinda tanimlanmig ve
yazarlarda bu bulguyu, walleryan dejenerasyon da patolojik olarak ¢ikan yollarm inen yollardan
daha dnce etkilenmesiyle iligkilendirmislerdir (55).

Apoptozisin uzamast norolojik yaralanmann derecesiyle iligkilidir ve kismi nérolojik
defisiti olanlar igin bu siire belirgin olarak daha da uzamustir. Apoptozis ve nérolojik defisitler
arasindaki bu uyum daha 6nceki hayvan deneyleriyle uyumludur (72,73).
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Travmatik Omurilik Yaralanmasi Uygulanan Hayvan Modellerinde Apoptozis

Hayvan modellerinin gergeklestirilmesi igin uygulanan klip kompresyon ve agirlik
diigiirme yontemleri insanlardaki omurilik yaralanmalarmna benzer lezyonlar ortaya ¢ikarir. Her
iki yontemde, néronlarin ve glianin apoptozisi ve. nekrozuyla birliktedir. Li ve arkadaglar
apoptotik hiicrelerin oncelikli olarak uzunlamasma seyreden traktlarda yerlestigini gostermigler
ve bunlart oligodendrosit olarak tanimlamuglardir (17,55). Yong ve arkadaglari, ciddi kontiizyon
zedelenmesinden sonra sigan omuriliginin dort hiicre grubunda (noéronlar, astrositler,
oligodendroglia ve mikroglialar) gecikmis, travma tarafindan eyleme gegirilmis apoptozisin
varligim gostermislerdir (68,74).

Lui ve arkadaglan kontlizyon zedelenmesinden sonra 5 dakikadan 30 giine kadar olan
zamana baZli degisiklikleri dikkatli bir caligma ile gostermiglerdir. Travmann 5. dakikasi i¢inde
merkezi lezyonlu bir alanin mevcut oldugunu, fakat apoptotik hiicrelerin goriilmedigini; 4. saatte
lezyon bolgesindeki noronlarda apoptozisin tespit edildigini (immiinohistokimyasal olarak) ve bu
ndronal apoptozisin 8. saatte zirve yaptifim ortaya ¢ikarmiglardir. Apoptozis ayrica 4. saatte glial
hiicrelerde de goriilmiis ve 24. saatte zirve yaptig tespit edilmis (55). Ilerleyen giinlerde daha
fazla néronal ve glial 6liimden dolay1 baglangi¢ lezyonun ilerleyici genislemesi ve etrafi ¢evrili
bosluklar saptanmistir. Apoptotik hiicrelerin oligodendrositier olarak bilinen ikinci bir tiirii
bozulmug olan aksonlar ile birlikte beyaz madde boyunca tespit edilmis. Néronlar ve gliadaki
apoptozisin bu dagilimi; lezyon genislemesinin devammdan ve lezyon merkezinden uzaktaki

bolgelerde ayrigmus aksonlarin uzun dénem demyelinizasyonundan sorumlu olabilir (17,73).

D. KASPAZLAR

Apoptozisin gercek anlamda tam olarak mekanizmasi anlagilamamasma ragmen
apoptozis ile baglanti kurulan en Onemli olay kaspazlarin etkinlesmesidir.. Kaspazlar
(caspase/cysteine-dependent aspartate-spesific proteases), sistein proteaz siifinin en dnemli
tiyesidirler. Aktif bolgelerinde bir sistein kalintis1 bulundururlar ve aspartat kalintilariyla da
iligskidedirler (8,76,64,77,78,97). Kaspazlarin rolleri ilk olarak caenorhabditis elegans ad
verilen nematodlarda tanimlanmistir (76,78,87). Bu nematoddaki programlanmuis hiicre Sliimii
biiyiik 8l¢iide iki pro-apoptotik gen (ced-3 ve ced-4) ve bir apoptotik gen (ced-9) tarafindan
kontrol edilir. Memelilerde apoptozu kontrol eden molekiiller mekanizmalar ¢ok daha
karmagik olmasina ragmen, ced-3 (kaspazlar), ced-4 (apoptoz proteaz aktifleyeci faktor-1 /
Apaf-1) ve ced-9 (bcl-2) homologlan tanimlanmustic (76,77,79,99).
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Bu enzimler sitoplazmada ©n formlart olarak bulunurlar. Kaspaz onciilerinin bu
alanlarda iglenmesi etkinlesmelerine yol acar. Etkinlesmeden sonra, kaspazlar kendi
oOnciilerine ya da diger oncii kaspazlara (prokaspaz) yapisarak kaspaz aktivasyon basamaklari
olugturabilirler (76,78,87,97). Giiniimiize kadar 14 memeli kaspazi tespit edilmistir (77,97).

Etkinlesme mekanizmalarina bagli olarak, kaspazlar baslaticilar ve efektorler olarak
ikiye ayrilmiglardir. Kaspaz 2, 8, 9, 10 gibi baglatic1 (inisiyatdr) kaspazlar dagilma siirecini
baglatirlar ve ylikseltilmis bir kaspaz basamaklanmasina yol agan efektdr kaspaz-3, 6 ve 7’yi
etkinlegtirirler. Efektér kaspazlarin tersine, baglatici kaspazlar uzun bir N-terminal 6ncii
bélgesi igerir, otoaktivasyondan gegmezler ve birbirlerini baglamazlar (87).

Pro inflamatuar enzim fonksiyonlarindan &tiirii {iglinci bir memeli kaspaz grubu
(Kaspaz -1, -4, -5, -11, -12 ve -13’ii igeren) tammlandi. Apoptotik siireclerin
gergeklestirilmesinde pay1 olan efektor kaspazlara karsilik, pro inflamatuar kaspazlar diger
kaspazlar i¢in zayif substratlardir ve etkinlesme yollar1 tam olarak anlagilamamigtir
(87,97,99).

Birgok néronun oOliimiindeki esas belirleyici basamak kaspaz-3 adli proteazin
etkinlesmesidir. Kaspaz-9 kendiliginden etkinlesmeye ugrayarak prokaspaz-3’ii etkinlestirir.
Kaspaz-9 CARD bolgesi vasitasiyla; Apaf-1, sitokrom-c ve dATP ile kompleks kurduktan
sonra kendiliginden etkinlesmeye ugrar (60,76,98,99).

Omurilik yaralanmalarinda, kaspaz bagimlt apoptozis oldukga iyi agiklanmustir. Son
caligmalarda kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-3’lin, omurilik yaralanmalarinda meydana gelen
apoptozisde Onemli rolleri oldugu belirtilmis ve kaspaz-3’iin efektér kaspaz oldugu
gosterilmigtir (81,99). Apoptotik siirecte kaspaz-3‘lin 6nemli rol tistlendigi ve kaspaz-9‘un da
kaspaz-3‘e benzer oOzellikler gosterdifi son caligmalarla desteklenmistir (80,83,84).
Nakagawa ve arkadaglar1 kaspaz basamaklarinin, kaspaz-12 tarafindan da baglatilabilecegini
gostermislerdir (62,63,79,86).
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Sekil 11.3: Apoptozis gelisiminde kaspazlarmm rolii

Kaspaz Etkinlesmesinin Kontrolii

Bir nematod geni olan ced-9'un iiriinii olan proteinin etkinligi sayesinde, normal olarak
yasayan bir hiicre programl hiicre dliimiinden korunur. Bu protein omurgalilarda Bel-2 gen
ailesine benzerlik gdsterir. Bir siiredir Bel-2 ailesindeki proteinlerin, kaspaz etkinlesmesinde ve
diizenlenmesinde temel rol iistlendigi gdsterilmistir (76,79,95). Hem pro-apoptotik hem de anti-
apoptotik iiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin mitokondri tizerindeki etkileriyle, ya sitokrom-c
sitoplazmaya saliverilir (apoptozisin baglamasi) veya sitokrom-c'nin sitoplazmaya saliverilmesi
baskilanir (apoptozisin inhibisyonu) (76,96). Bcl-2 ve bel-x1'nin agir1 etkinlesmesi néronal 6lim
siirecinin engellenmesine yol agar. Bcl-xl sinir sisteminde genis ve yaygin olarak dagilmustir.
Bcl-2’si ¢ikarnilmig farelerde, fasyal motor noronlarin ve duysal néronlarin bir kismmmn kayb
goriiliir (79). Bel-2 proteinleri genelde dig mitokondrial, dis niikleer ve endoplazmik retikulum
membranlarinda bulunurlar (66,76,79,95). Bax, Bel-2 ailesinin proapoptotik tiyesini olusturur.
Buna gére Bax yasayan hiicrelerin sitoplazmasi ig¢inde genel olarak ¢oziiliir ve sadece apoptozis
gegiren hiicrelerde mitokondriye dogru hedeflenir (76,79). Bcl-2 ailesi fonksiyonu ve kaspaz
etkinlesmesi arasinda temel bir bag sitokrom-c’dir. Bu da kaspaz 9’un Apaf-1 (Apoptoz proteaz
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aktive edici faktor-1) tarafindan etkinlestirilmesinde ¢ok onemli bir kofaktordiir. Saglikhi
hiicrelerde, sitokrom-c mitokondrideki membranlar aras1 boglukta yerlesiktir. Bu da birgok hiicre
oliimil uyaranina cevap olarak sitozol i¢ine salgilanir; bu salgilanma Bcel-x1 veya Bcl-2’nin agirt
disavurumuyla engéllenebilir, bu durumda apoptozis de engellenmis olur (66,76,79).

Apaf-1 mitokondrial dis membranda Bcl-xl ile etkinlesmemis bir kompleks halinde
bulunur. Hiicre 6liimi sinyalleri Bax kontrollii Apaf-1 salinimma neden olur. Sonra sitokrom-c
ve dATP tarafindan etkinlestirilen Apaf-1, kaspaz 9 ile etkilesip onu etkinlestirebilir
(60,76,79,94).

Apaf-1, CED-4’in omurgalilardaki benzeridir. Apaf-1 kendi iizerinde bulunan CARD
bolgesi ile kaspaz 9’un uzun Onbolgesiyle etkilesime girer ve prokaspaz 9’a baglanir. Bu
baglanma sadece dATP ve sitokrom-c varliginda gergeklesir. Apaf-1’in CARD bdlgesi sitozolde
sitokrom-c eksikliginde bulunmaz. Bu kompleksin 6lmekte olan bir hiicrede olusumu Bax
sayesinde olur. Yagayan hiicrelerde Bax molekiillerinin biiyik bir g¢ogunlugu sitoplazma
icindedir ve kanal etkinlesmesi Bcl-2 veye Bcl-xl gibi iiyeler tarafindan engellenmistir.
(76,79).
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BOLUM-III
MATERYAL VE METOD
A. Materyal

Bu caligmada Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma
Merkezi (DETAM)’nde iiretilmis Sprague-Dawley tiiriinden saglikli 45 adet erkek sican
kullanildi. Hayvanlarin yas1 10~12 ay, agirliklart ise 250-300 gr arasinda degismekteydi.
Hayvanlar deney oOncesinde 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik seklindeki normal

diizeneklerinde bakildilar, standart sigan yemi ve ¢cesme suyu ile beslendiler.

1. Deney Gruplari

Deney hayvanlari randomize olarak dokuzar denekten olusan 5 gruba ayrildi.
Gruplarin 6zellikleri agagida belirtildi:

Grup-1: Dorsal 7,8,9 laminektomiyi takiben travma uygulanip ilag verilmeden
kapatilan siganlar.

Grup—2: Dorsal 7,8,9 laminektomiyi takiben travma uygulanip serum fizyolojik
verilen siganlar.

Grup-3 (Tedavi Grubu; Q-VD-OPH Grubu): Dorsal 7,8,9 laminektomiyi takiben
travma sonrasi sadece Q-VD-OPH verilen siganlar.

Grup—4 (Tedavi Grubu; Memantin Grubu): Dorsal 7,8,9 laminektomiyi takiben
travma sonrasi sadece memantin verilen sicanlar.

Grup-5 (Tedavi Grubu; Memantin-QVDOPH Grubu): Dorsal 7,8,9

laminektomiyi takiben travma sonras1 memantin ve Q-VD-OPH birlikte verilen sicanlar.

Travmay: takiben denekler beg giin yasatilarak tedavi gruplarma giinlik dozlar verilip,
1. 3. ve 5. giinlerde klinik norolojik degerlendirmeleri egik diizlem testi ve Tarlov tarafindan
tanimlanan motor muayene skalasi ile yapildi. Besinci giin sonunda ise denekler sakrifiye
edilerek alinan omurilik drmekleri 0,1 mol fosfat tamponlu (pH: 7,4) % 2.5 gluteraldehit

tespit solisyonu igine konuldu.
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2. Omurilik Travmasmin Olusturulmasy

Omurilik travmasi 1978 yilinda Rivlin ve Tator tarafindan tarif edilen klip
kompresyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu yontem mekanik travma yanmnda
vaskiiler etkilenme ile iskemiye de yol agar. Laminektomi sonrasi omuriligin lateralinden
konulan anevrizma klibi belli bir siire omuriligi komprese eder. Onceden belirlenmis siddette
yaralanma yaratilabilir. Klip kapanma giicli ve kompresyon siiresi degistirilerek degisik
siddetlerde yaralanma olusturulabilir. Kompresyon ¢evresel oldugu i¢in insanda olan travma
tipine daha uygundur.

Islem srasinda dorsal 7, 8, 9 laminektomiyi takiben duramater ortaya konuldu.
Ardindan iki yanli fasetektomi yapilip transvers prosesler uzaklagtirilarak omurilik, aksina
dik olarak anevrizma klibi yerlestirilebilecek sekilde ortaya konuldu. Yasargil FE 716 K
anevrizma klibi (kapanma giici 110 gr) ile 30 saniye siiresince sikistirilarak travma

olugturuldu.

3. Q-VYD-OPH ve Memantin

Bu c¢aligmada kullamilan Q-VD-OPH ve Memantin, Calbiochem’den (Kimeks-
Istanbul) saglandi. Travmadan hemen sonra siganlarin herbirine, kat1 halde bulunan genis
spektrumlu genel kaspaz inhibit6rii olan Q-VD-OPH (1 mg Q-VD-OPH 10 ml DMSO
soliisyonunda ¢6ziinecek sekilde hazirlandi) 0,4 mg/kg, NMDA reseptdr antagonisti olan
memantin de 20 mg/kg olacak gekilde intraperitoneal olarak verildi.
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B. Metod

1. Anestezi

Calismada kullamlan biitiin siganlar bir giin &nceden a¢ birakildi. Intraperitoneal
olarak verilen 60 mg/kg ketamine (ketalar-Eczacibagi/Istanbul) ve 9 mg/kg Xylazine
(Rompun-Bayer/Istanbul) ile anestezi saglandi. Ihtiyag halinde baslangic dozunun % 20 si
aralikli olarak tekrarland.

2. Cerrahi islem

Calismada American National Society for Medical Research ve National Academy of
Sciences laboratuar hayvanlarinin kullanim ve bakim prensiplerine uyuldu. Anesteziden sonra
sirt bolgesi tirag edilen siganlar ameliyat masasmna yatirildi. Povidin (Batticon) ile yapilan
lokal antisepsiden sonra, spindz ¢ikintilar: ortalayan orta hat insizyonuyla cilt-ciltaltr gegildi
(Resim III.1). Paravertebral kaslar kiint diseksiyonla siyrildi. Dorsal 7, 8, 9 vertebra
laminalar1 ortaya konuldu ve total laminektomi yapildi. Daha sonra iki yanli olarak fasetler
alinarak sahanin geniglemesi sagland: ve omurilik ortaya konuldu (Resim II1.2). Bu iglemler
sirasinda omurilikte travma olmamasma Ozen gosterildi ve teknik hata nedeniyle lezyon
meydana gelen hayvanlar galigma dis1 birakildi. Bu islemler sirasinda dura mater saglam
birakildi. Bu asamadan sonra Yasargil FE 716 K anevrizma klibi omuriligin rostro-kaudal
eksenine dik ve omuriligin tamamu klip bacaklar: arasinda kalacak sekilde ekstradural olarak
yerlestirildi (Resim IIL.3). 30 saniye sonra klip a¢ildi. Tiim hayvanlarda klip agildiginda
dairesel bir kontiizyon alaminin olustugu goriildii (Resim 1I1.4). Daha sonra katlar
anatomilerine uygun olarak karsilikli kapatildi. Sonrasinda Grup I’deki hayvanlara herhangi
bir tedavi edici ajan verilmedi. Travmadan hemen sonra, bes giin boyunca hergiin ve aym
saatlerde intraperitoneal olarak Grup II’deki hayvanlara serum fizyolojik, Grup III'teki
hayvanlara 0,4 mg/kg Q-VD-OPH, Grup IV’teki hayvanlara 20 mg/kg memantin, Grup
V’teki siganlara 0,4 mg/kg Q-VD-OPH ve 20 mg/kg memantin birlikte uygulandi. Bes gilin
sonunda siganlar 6nce Ketalar (65 mg/kg)'in intraperitoneal enjeksiyonuyla derin anestezi
altina alindi. Toraks duvari, prosesus ksifoideus'dan baglanip, kostalarin iki yanindan,
parasternal ¢izgi hizasindan kesilerek acildi ve kranyal yonde kaldirilip, sabitlendi. Diyafram
ve perikardiyum kesildi. Ardindan 2cc KCl solusyonu sag ventrikiil i¢ine enjekte edilerek
kalp kontraksiyonu takip edildi. Kontraksiyonun durmasimimn hemen ardindan denek prone

pozisyona getirilip eski dorsal insizyon agilarak laminektomi sahasindan omurilik &rnekleri
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alindi ve 0,1 mol fosfat tamponlu (pH: 7.4) % 2.5 gluteraldehit tespit soliisyonu igine
konuldu. % 2.5’luk gluteraldehit soliisyonu igerisindeki omurilik @rneklerinden parafin

bloklar hazirlandi.

Resim 111.2: Iki yanl fasetlerin uzaklastiriimasindan sonra omuriligin gériiniimii.



2

Resim II1.4: Travma sonrasi omurilikte olusan halkasal ekimoz.



3. Histolojik Inceleme

Histolojik inceleme i¢in Hemotoksilen - Eozin ve TUNEL (TdT-mediated dUTP-
biotin nick and labeling) boyama yontemi kullanildi. Hematoksilen ile boyama nekrotik ve
apoptotik hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metod olarak kullanilir. TUNEL metodu,
terminal deoksi niikleotidil transferazin ( TdT ), DNA’nin 3-OH gruplarma 6zgiil baglanmasi
temeline dayanmaktadir. Histolojik kesitlerde niikleer DNA’nin a¢ia ¢ikarilmasindan sonra,
TdT, DNA kiriklarinin uglarina biotinlenmis deoksitiridin eklemek i¢in kullanilmugtir.

Hematoksilen-eosilin boyama yodnteminde parafin kesitler ksilene alindi. Alkol
serilerinden gegirilerek suya alindi. Hematoksilende 5 dakika bekletildi, ¢esme suyunda
yikanarak renk morlagtirildi. Ardindan eosinde 2—-3 dakika bekletildi. Yine ¢esme suyunda
yikanip alkol serilerinden gegirilerek xylene alind1 ve kanada balsamu ile kapatildi.

TUNEL boyama yonteminde ise lamlar bir gece énceden 56°C etiivde bekletildi.
Ardindan 30 dk ksilende, 10 dk %96 alkolde, 5 dk %80 alkolde, 5 dk da %70 alkolde tutuldu
ve seyreltilmis su ile yikandi. TBS igine alimp lamlarm etrafi kuruland1 ve {izerine TRIS
Ph:8.0 de 1/100 oraninda seyreltilmis proteinaz K damlatildi. 20 dk bekletildikten sonra TBS
de yikandi. %3 H»0,, metanolde hazirlanip damlatildi ve 5 dk sonra TBS’de yikandi. 1/10
oraninda distile su ile dilie edilen 10 X Klenow Equilibration tampon damlatilip 30 dk
bekletildi ve yikanmadan 30 dk sonunda fazlalik, kégit havlu ile emdirilerek daha 6nceden
hazirlanmis olan Klenow Labeling Reaction Mix ve Klenow Enzim Soliisyonu damlatildi.
Lamlar parafilimle kapland: ve 37°C etiivde 1,5 saat bekletildi. Ardindan TBS ile yikanip
STOP tampon damlatildi ve 5 dk sonra tekrar TBS yikanip Blocking tampon damlatildi. 10 dk
bekletildikten sonra TBS ile yikanmadan 50X conjugate 1/50 olacak sekilde Blocking buffer
diliie edilip damlatild: ve 30 dk bekletildi. Sonra TBS ile yikanarak DAB tampon damlatild:
ve 10 dk sonra distile suya alinarak yikandi. Methyl green damlatildi, 30 saniye sonra asetona
cikarilip renk ayarlamasi yapildi ve kurutulup ksilene alinarak kapatildi.

Preparatlarin degerlendirmesi Olympus BX50 mikroskopunda 20°lik objektifte Sum
lik 2-3 mm’lik kesitler tiim kesit alani incelenerek yapildi. Kesitlerde apoptotik hiicre
sayimina ek olarak, nekrozun gostergesi olan enflamatuar cevabi gGstermesi agismdan lenfosit
ve 16kosit sayimi da yapildi. Lenfosit ve 16kosit sayiminda ortamdaki enflamatuar hiicreler
icindeki yiizde degeri hesaplandi. Nekroz degerlendirilmesinde ise preparatlardaki kavitasyon
alanlan degerlendirilerek gruplar arasinda kalitatif bir kargilastirma yapildi ve nekroz varlig
yiizde deBeri olarak ifade edildi. Apoptozis degerlendirmesinde hiicre sayisi Yiizde degeri
olarak 0-25 arasi (1), 25-50 aras1 (2), 50-75 arast (3) , 7510 arasi (4) olarak degerlendirildi.



24

4. Klinik Norolojik Muayene

Hayvanlarin klinik motor muayeneleri 3. ve 7. giinde yapilarak, Tarlov tarafindan tanimlanan

sekilde degerlendirildi. Buna gore;
Grade 5: Normal motor hareket.

Grade 4: Yiirliyebiliyor; ancak, arka bacaklarinda bir miktar spastisite ve inkoordinasyon var.
Grade 3: Ayakta durabiliyor; ancak yliriiyemiyor.
Grade 2: Arka bacaklarda minimal istemli hareket var; arka ayaklar1 {izerinde duramiyor.

Grade 1: Hareket yok.

5. Egik Diizlem ile Degerlendirme

1977 yilinda Rivlin ve ark. tarafindan geligtirilen ve objektif bir test olan egik
diizlem testinde tekniginde ise, hayvanin egik bir diizlem iizerine yatay pozisyonda
yerlestirilmesinden sonra, diizlemin zeminle olan agis1 giderek arttirilir; hayvanin 5 saniye
siiresince devrilmeden durabildigi en yiiksek a¢i, o hayvamn Inclined Plane derecesi olarak

belirlenir. Bu test her grup icin 1, 3 ve 5.gtinlerde tekrarlandi.

6. istatiksel Degerlendirme

Lenfosit, PNL, nekroz, apoptozis ve motor muayene bulgulari; Kruskal-Wallis testi ile
degerlendirildi. Bu verilerin, gruplar arasindaki ikili kiyaslamalari Mann-Whitney testi ile
yapilds. Ikili kiyaslamalarda anlamlilik seviyesi Bonferroni diizeltmesi ile 0,005 olarak kabul
edildi.
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BOLUM IV

BULGULAR

L. Egik Diizlem Bulgular:

Egik diizlem verilerinin ikili kiyaslamalar1 Anova ve Scheffe testleri ile yapildi. Grup 3

ve 5’in 1, 3 ve 5. giin egik dizlem bulgulan, grup 1,2 ve 4’den istatiksel olarak anlamli

derecede iyi sonuglara sahipti. Grup 1,2 ve 4 arasinda istatiksel olarak fark saptanmadi. Grup

3 ve 5 arasinda da istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p <0.001).

EgikDiizlem(derece) EgikDiizlem(derece) EgikDiizlem(derece)
1.giin 3.giin S.giin
Grup-1 27,78+£097 28,11£136 2844+1,01
Grup-2 27,67+0,71 28,00+0,87 27,718+ 0,67
Grup-3 31,89+0,78 33,00 1,00 34,00+ 0,87
Grup-4 27,89+0,78 28,00+0,71 27,89+:0,60
Grup-5 32,5640,53 33,56+0,53 34,56+0,53
F 91,509 84,899 185,379

Tablo IV.1: Egik diizlem verilerinin ANOVA ve Scheffe ikili kiyaslamalar ile

karsilagtirilmasi.




Whitney U testi kullanildi. 5. grubun (Q-VD-OPH ve memantin kombine grubu) 5.giin motor
muayene bulgulari, travma gruplan ve memantin tedavi grubuyla kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli derecede iyi sonuglara sahipti. 3. ve 5. gruplar arasinda istatiksel olarak

anlamli fark saptanmadi. Diger gruplarmn birbirleri arasinda yapilan ikili kiyaslamalarinda da
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II. Motor Muayene Bulgular1

Motor muayene bulgularinin ikili gruplar arasinda yapilan karsilagtirilmasi i¢in Mann-

istatiksel olarak anlaml: fark saptanmadi.

Motor Muayene Motor Muayene Motor Muayene
1.giin 3.giin 5.giin
Grup-1 1 1 1
Grup-2 1 1 1
Grup-3 1 1 2
Grup-4 1 1 1
Grup-5 1 1 2
Tablo IV.2: Motor muayene bulgularinin gruplara gore ortalamalar
MOTOR-LGON MOTOR3.GON MOTOR5.GUN
Kasgiicii (%)
1 2 |3 4 |5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Grup-1 100 |0 0 0 0 00 {0 0 0 0 100 |0 0 6 0
Grup2 |1060 (0 |0 |0 |0 (100 (O 0 (0 (0 |100 |O 0 (0 |0
Grup3 |100 (0 |0 {0 |0 |556 (444 |0 [0 |0 |444 [556 (0 [0 (O
Grup4 |100 (6 |0 |6 |0 |100 (O 0 (0 [0 [100 |O 0 (0 |0
Grup5 |100 (6 |0 |0 (0 [556 |44 (0 (0 |0 |333 66,7> 0 |0 |0

Tablo IV.3: Motor muayene bulgularmin Mann-whitney U ikili karsilagtirma yontemi ile

kiyaslanmasi.
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III. Histolojik Inceleme Bulgular:

a. Lenfosit

Preparatlardaki lenfosit sayimlarmin ikili gruplar arasinda yapilan karsilastirilmasi i¢in
Mann-Whitney U testi kullanildi. 1, 2 ve 3. gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi. 4. ve 5.
grup, 1, 2 ve 3. gruplarla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede iyi sonuglara
sahipti. 4. ve 5. gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadu. 3. ve 4. grup kendi
aralarinda kiyaslandiginda, 4. grup istatiksel olarak anlaml derecede iyi sonuglara sahipti.

Lenfosit %

Grup-1 | 100

Grup-2 | 89

Grup-3 | 889

Grup+4 | 11,1

Grup-5 | 222

Tablo IV.4: Preparatlardaki lenfosit sayimlarinin gruplar arasi Mann-Whitney testine

gore kiyaslanmasi.
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b. PNL

Preparatlardaki PNL saymmlannin ikili gruplar arasinda yapilan kargilagtirilmas: i¢in
Mann-Whitney U testi kullanildi. 1, 2 ve 3. gruplar arasinda anlaml: fark saptanmadi. 4. ve 5.
grup, 1, 2 ve 3. gruplarla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede iyi sonuglara

sahipti. 4. ve 5. gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

PNL%

Grup-1 | 100

Grup-2 | 839

Grup-3 | 839

Grup4 | 11,1

Grup-5 | 11,1

Tablo IV.5: Preparatlardaki PNL sayimlarinin gruplar arasi Mann-Whitney testine gore

kiyaslanmasi.
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c. Nekroz

Preparatlardaki nekroz oranlarinin ikili gruplar arasinda yapilan karsilagtirilmasi igin
Mann-Whitney U testi kullanildi. 1, 2 ve 3. gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi. 4. ve 5.
grup, 1, 2 ve 3. gruplarla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede iyi sonuglara

sahipti. 4. ve 5. gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml fark saptanmadi.

Nekroz

Yok(%) | Var(%)

Grup-1| 0 100

Grup2 | 0 100

Grup-3 | 11,1 88,0

Grup4 | 778 |22

Grup-5| 889 |11,

Tablo IV.6: Preparatlardaki nekroz varligmnin gruplar arasi Mann-Whitney testine gore

kiyaslanmasi.
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d. Apoptozis

Preparatlardaki apoptozis oranlarinin ikili gruplar arasinda yapilan karsilagtirtlmasi
icin Mann-Whitney U testi kullanildi. 1, 2 ve 4. gruplar arasinda fark saptanmadi. 3. ve 5.
gruplar, 1, 2 ve 4. gruplarla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede olumlu

sonuglara sahipti.

Grup-1 | 0 11,1 556 | 333

Grup2 | 0 0 66,7 | 33,3

Grup3 | 778 22(0 |0

Grup4 |0 |11,1]667]222

Grup5| 77812220 |0

Tablo IV.7: Preparatlardaki apoptozis varligmin gruplar arasi Mann-Whitney testine

gore kiyaslanmasi.
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Resim IV.1: Travma uygulanip tedavi verilmemis gruptan bir denegin Tunnel boyasi
uygulanmus preparat goriintiisii. Apoptotik hiicrelerin yogunlugu dikkat ¢ekmekte.

Resim IV.2: Aym preparatin hematoksilen-eosin ile boyanmis goriintiisii. Yogun
kavitasyon alanlann gozlenmekte.



Resim 1V.3: Memantin tedavi grubundan bir denege ait preparatin hematoksilen-eosin ile

boyanmis goriiniimii. Kavitasyonlarin bir 6nceki resime gére azaldigi goriiliiyor.

Resim IV.4: Karma tedavi grubuna ait bir denegin tunnel ile boyanmig preparat goriintiisi.
Apoptotik hiicrelerin ve nekrotik kavitasyonlarin belirgin olarak azaldigi goriiliiyor.
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Resim IV.5: Q-VD-OPh tedavi grubundan bir denegin Tunnel ile boyanmis preparat
goriintiisii. Apoptotik hiicrelerin azalmasina karst nekrotik kavitasyonlarn  varh@

gozlenmekte.

Resim 1V.6: Tunnel ile boyanmis bir preparatta apoptotik hiicrenin vakuollerden olusmus

klasik morfolojik goriintiisii.
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BOLUM V

TARTISMA

Santral sinir sistemi ve omuriligi ilgilendiren bir¢ok hastalifin fizyopatolojisi iizerine
son yillarda yapilan giderek artan sayidaki ¢alisma; birincil ve ikincil hasarlanma
kavramlarinin énemini gostermistir. Birincil hasar travmatik veya iskemik olay aninda olusan
noral doku zedelenmesi olup bu konuda yapilabilecekler ancak koruyucu yéntemlerdir. Tkincil
hasar ise yaralanmay: takiben dakikalar i¢inde gelismeye baglayan karmasik olaylar
zincirlerini igerir. Sonugta ortaya ¢ikan zincirleme reaksiyonla néral doku hasar giderek artar
ve yayilir. Bu nedenle ikincil hasarin ©Onlenmesi tedavi denemelerinin asil hedefini
olusturmaktadir.

Apoptozis klasik hiicre 6lim sekli olarak bilinen nekrozdan birgok 6zelligi agisindan
oldukea farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir (16,17,54,56,57). Apoptozisin, daha &nce
hiicre oliimiiniin sadece fizyolojik formu oldugu disiiniilmesine ragmen bugiin patolojik
hiicre 6liimiine de aracilik ettigi bilinmektedir (17,55,56,59,97).

Apoptozis hiicrenin protein sentezi ve enerji gerektiren aktif 6limiidiir (17,18,55,56).
ATP bulunan ortamlarda segilen hiicre 6lim sekli apoptozis olurken, ATP yoksunlugu olan
ortamlarda hiicre 6liimi daha ¢ok nekroz seklinde olmaktadir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralamirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile 6lecektir
(16,56). Deneysel verilere dayanarak, apoptozisin son evresinde ¢ekirdek yogunlagmasi ve
DNA yikimu igin, glikoliz ve mitokondrial solunum ile ATP saglanmasmin gerekli oldugu
ileri siiriilmiistiir. ATP, apoptozisin énemli bir bileseni olan kaspazlarin etkinlesmesinde de
onemli bir role sahiptir (55,56).

Apoptozis geciren hiicreler, nekroz gec¢iren hiicrelere gore daha az siddette bir
travmaya ugramaktadirlar. Siddetli travmalar hizli membran 6liimiine ve sonugta nekroza yol
acmaktadir. Apoptozis siireci altta yatan molekiiler basamaklarin gergeklesmesi igin zamana
ihtiyac duyar. Bu sebepler nedeniyle apoptozis siireci nekroza gore daha geg ortaya cikar (56).
Apoptozisde, apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu
hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden karakteristik bir bulgu olarak
yangisal reaksiyon olusmaz (16,17,54,79).

Doku nekrozu ve kavitasyon gelisimi serbest radikallerin, eksitatér aminoasit
norotoksisitesinin, lokosit ve makrofajlardan saliman toksik sitokinlerin tlimiiniin birlikte

etkilemesi sonucu olmaktadir. Bu bulgularla uyumlu olarak eksitoksik hiicre §limiini ve
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iltihabi hiicre infiltrasyonunu Onleyen tedavilerin, omurilik yaralanmasindan sonra gelisen
ikincil hasarin giddetini azaltacagi savunulmugtur (105).

Oksijen ve glikozun ortamda bulunmadig: kortikal hiicre kiiltiirlerinde, n6ronlarin esas
olarak eksitotoksik nekrozla oldiigl, fakat eksitotoksisite birlikte uygulanan NMDA ve
AMPA reseptor antagonistleri ile engellendiginde, apoptozise gecis yaparak Oldiikleri
belirtilmistir (17,74). Bagka bir caligmada hiicre 6limi yollarindan birinin inhibisyonun bir
digeri araciligiyla hiicre kaybim arttirdigini belirtmiglerdir (99).

Apopitozis omurilik yaralanmasindan sonra ilerleyici doku hasarma neden olan ikincil
hasarin 6nemli bir bilegenidir ve noral koruma i¢in yapilacak c¢aligmalarda stratejik bir hedef
olmalidir. Bu fikirler dogrultusunda hareket ederek biz de bu c¢alismamizda, literatiirde ilk
kez, bir NMDA antagonisti olan memantin ve bir genel kaspaz inhibit6rii olan Q-VD-OPH’n
ayr ayr1 ve birlikte kullamimlarinin ikincil hasar gelisimi tizerine olan etkilerini inceledik.

Glutamat ve aspartat gibi EAA’ler memeli santral sinir sisteminin ana
norotransmitterleridir. Spesifik membran reseptorleri ile etkileserek 6grenme, hafiza, hareket,
duyu ve sinaptik baglantilarin saglanmasi gibi bir¢ok norolojik fonksiyonda goérev alir
(24,26,50). EAA’ler normalde sinir iletiminden sorumlu olduklari halde, norotoksisitenin de
potansiyel kaynagidirlar. Inme, travma ve gesitli nérodejeneratif hastaliklarda glutamat
reseptorlerinin  asir1  etkinlesmesi, noronal hiicre harabiyeti ve Olimiine yolagar.
Eksitotoksisite olarak bilinen bu olay, bircok noéronal hastaligin ortak son yoludur
(24,36,46,52). Glutamatin anormal disiikligli normal eksitasyonun bozulmasmna, agirl
yitkselmesi ise Ca++ hemostazini bozarak eksitotoksisiteye ve hiicrenin 6liimiine neden olur.
Eksitatdr nérotransmitter maddelerin yiiksek konsantrasyonda postsinaptik reseptérler tizerine
yaptig1 etki, noron hiicresinden K iyonu ¢ikisina, Na* ve Ca™ iyonlar girisi ile birlikte olan
iyon kanallarinin uzamis depolarizasyonuna yol acar (37,40).

Eksitator aminoasitlerin postsnaptik membrandaki etkileri, hiicre yiizeyinde bulunan
belli reseptorlerle etkilesimleri sonucunda gelisir. Bu reseptorler metabotropik ve iyonotropik
olmak tizere ikiye ayrilir. iyonotropik reseptérler uyarildiklar zaman membrandan hiicre i¢ine
iyon gecigini dogrudan etkilerler. Farmakolojik olarak ayri ozellikler sahip ii¢ iyonotropik
reeptdr tanimlanmugtir: NMDA, AMPA (Quisqualat reseptorleri) ve Kainat resptdrleridir
(24.37,42,52). NMDA tipi reseptorler glutamaterjik reseptorlerin, yaklasik %70’ini olusturur
(26,37). Bu tip reseptorler hem tek degerli katyonlarin hem de kalsiyum iyonunun hiicre
membranindan gecigini saglar. Glutamatin eksitotoksik etkilerinin biiyiik bir kismi, hiicre
igine agir1 kalsiyum girigine baghdir (14,24,29,36,40). Iskemik siireclerde, glutamat tarafindan

postsinaptik membran uyarildiginda, dnce Na+ ardindan da Ca++ hiicre igerisine girer.
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Hiicre i¢ine giren Ca++, hiicre igindeki bir takim molekiillerle tamponlanir ya da organellerin
icinde depolanir. En 6nemli tampon yapilar: kalmodulin ve kalsibindin isimli proteinlerdir.
Hiicre i¢inde Cat++ ve H+, ayni tampon bolgelerine baglanmaktadir. Bu nedenle asidoz
durumunda hiicre i¢i serbest Ca++ miktar1 artmaktadir (29).

Schanne ve arkadaglari, hiicre igine kalsiyum girisinin toksisitenin agiga ¢ikmasi igin
kesin bir gereklilik oldugu sonucunu vardilar ve bu siirece "hiicre Sliimiiniin son basamagi"
adin1 verdiler (31). Gliniimiizde hem in vifro hem de in vivo ortamlarda yapilan ¢aligmalar,
hiicre igine kalsiyum girisi ve noral dokuda olusan hasar arasindaki iligkiyi desteklemektedir
(29). Omurilik hasari, ak madde anoksisi veya iskemisinin bir sonucu olarak, ak maddede
belirgin miktarda kalsiyum birikimine neden olabilir (104). Hiicre iginde artan kalsiyum
diizeyi bir¢ok yikici enzimin kalsiyum tarafindan etkinlestirilmesiyle hiicre yikimma yol
acacak bir siireci tetikler. Yeni yapilan detayli c¢alismalar kalsiyumun artmasina yol agan
biitiin durumlarin ayn1 derecede nérotoksik olmadigini gostermigtir. NMDA reseptorieri yolu
ile glutamatin tetikledigi kalsiyum artisi, non-NMDA reseptorlerinin veya voltaja duyarl
kalsiyum kanallarmun tetikledigi kalsiyum yiiklenmesine kiyasla ¢ok daha nérotoksiktir (29).

Deneysel omurilik yaralanmasinda, hasardan sonra 15 dakika iginde -eksitatdr
nérotransmitter diizeyinin toksik diizeye ulastig1 gosterilmistir (26,38,41).

Davies ve Watkins 1983 yilinda, omurilikte EAA reseptorlerinin varligim ortaya
koymuglardir (106).

Faden yaptigi ¢alismalarda deneysel omurilik travmast modellerinde, travma bolgesi
iizerine bolgesel olarak uygulanan NMDA’nin nérolojik defisiti anlamli derecede
kotiilestirdigini gostermistir. Buna karsilik uygulanan kompetetif ve nonkompetetif NMDA
antagonistlerinin klinik diizelmeyi artirdigini, histopatolojik degisiklikleri de azalttiginy
belirtmigtir (36). NMDA antagonistleri, fokal iskemiye bagli beyin hasarinin azaltilmasinda
diger ajanlara gore daha etkilidir ve hem beyin hem de omurilik yaralanmasini takiben gelisen
norolojik islev kayiplarim azalttiklari gosterilmistir (36,89,100).

Panter, bir akut deneysel omurilik yaralanmas: Orneginde ekstraselliiler alanda
glutamat seviyesinin yiikseldigini gostermistir. Michikawa Kiiltive omurilik nodronlarinin
oksijen radikali sebepli sitotoksisiteden korunmasimnda NMDA antagonistlerinin olaganiistii
etkili oldugunu gostermistir (26,38).

NMDA reseptdr aktivasyonu kompetitif ve mnon-kompetitif antagonistlerce
engellenebilir. Kompetetif NMDA antagonistleri, glutamatin tanindigi NMDA reseptor
bolgelerinde glutamatla yer degistirerek, dahas: glutamatla yarigarak reseptorii bloke ederler
(45,31). Bu ajanlar hidrofilik karakterde olduklar: i¢in kan-beyin bariyerini gegisleri kottidiir.
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Deneysel ¢aligmalarda siklikla iskemi ya da travmadan 6nce kullanilmuglardir ve iskemik
olay1 takiben besinci dakikadan sonra verildiklerinde néroprotektif etkileri gosterilememistir.
Dolayistyla klinikte kullanimlari smirlidir ve daha ¢ok proflaktik olarak uygulanmalari s6z
konusudur (91).

Non-kompetitif NMDA antagonistlerinden en ¢ok kullanilanlar phencyclidine (PCP),
ketamine, magnezyum, MK-801 (dizocilpine) ve memantindir (100). Bu maddeler yagda
¢oziinebilirler ve bdylece kan beyin bariyerini kolayca gegebilirler. Membran depolarize iken
kanali daha giigli sekilde bloke ederler. Glutamatla reseptdr baglanma bolgesi icin
yarigmazlar. Glutamatin agonist reseptor bolgesini uyarmasi ile agilan kanaldan igeri girerek
kanali kapatirlar. Uyaran artig1 ile kanallar agilacagindan, iskemi veya travma ne denli giigli
ise etkileri o oranda artar (39,45,100).

Calismamizda kullandigimiz ajanlardan biri olan memantin, NMDA kanallarin1 hizli
acip kapayabilen ve klinik olarak iyi tolere edilen, nonkompetetif bir NMDA reseptor
blokeridir ve amantadine analogudur (1-amino 3,5 dimetiladamantane) (93,100). Memantin
ilk olarak Eli Lilly ve Sirketi tarafindan bir anti influenza ajani olarak iiretilmis ve 1968’de
patenti alinmistir. Memantin ve amantadinin influenza hastalif1 igin tedavi edilen bazi
hastalarda tesadiifen bulunan Parkinson hastalifi tizerindeki etkinliginin kesfi, bilim
adamlarina bu ajanlarin dopaminerjik veya muhtemelen antikolinerjik oldugunu
diigtindiirmiistiir. Bu tahmin 1980’lerin sonlan ve 1990’larin bagmna kadar devam etmistir. Bu
tarihlerde bu ajanlarin ne dopaminerjik ne de antikolinerjik oldugu daha ziyade bir NMDA
reseptdr antagonisti oldugu gosterilmistir (101).

Memantin, klinikte baglica demans tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte
glutamaterjik ileti bozukluklar: ile birlikte goriilen diger santral sinir sistemi hastaliklarinda
da etkisi aragtirilmaktadir. Parkinson Hastalig1 ve spastisite tedavisinde memantinin etkili
olduguna dair klinik deliller vardir (100). Bundan baska, AIDS demansi, epilepsi, glokom,
hepatik ensefalopati, multipl skleroz, inme, depresyon, anksiyete ve tardiv diskinezideki
kullanimina yonelik klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalar yiiriitiilmektedir (35,93).

M. Ehrlich ve ark. tarafindan tavsanlarda yapilan bir galismada, deneysel olarak
yapilmig aort kliplenmesi sonras: ortaya ¢ikan omurilik iskemisinde, NMDA reseptorlerinin
nonkompetitif antagonisti olan memantinin etkileri aragtirilmigtir. Histolojik incelemede
memantin uygulanan grupta sadece birkag anormal motor néron bulunmasina karsin, kontrol
grubunda agir1 sayida anormal motor ndron bulunmugtur. Motor potansiyellerin de plesebo

gruba gore, memantin uygulanan tavsanlarda erkenden geriye dondiigii belirtilmigtir (102).
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Von Euler ve ark.’nin siganlarda yaptig1 bagka bir arastirmada omurilik iskemisinin
ortaya ¢ikiginda hem norolojik hem de morfolojik olarak memantinin tedavi edici bir etkisinin
olmadi@ ortaya konulmustur (103).

Dong-In Sin ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada memantin ve bir selektif
siklooksijenaz-2 inhibit6rii olan selekoksib siganlarda intraserebral hematom modelinde
beraber kullanilmigtir. Caligma sonucunda memantinin intraserebral hematom yayilimini,
selekoksibin ise hematom etrafindaki enflamasyon geligimini dolayisiyla da 6demi azalttig:
gosterilmigtir (107).

William G. Ondo ve ark. tarafindan Huntington koresinde memantinin etkinligi {izerine
yapilan klinik bir calismada memantinin 20mg/giin dozunda kore tarafindan uyarilan motor
semptomlar1 belirgin oranda azalttif1 fakat hastalarn biligsel, davranigsal veya fonksiyonel
belirtileri tizerine bir diizeltici etkisinin olmadig1 gosterilmigtir (108).

Parsons ve ark tarafindan 1999 wilinda memantin hakkinda yaymlanan genel bir
degerlendirme makalesinde, 15 yildir kullanimda olan memantinin 200.000 {izerinde hastada
kullanildig1 ve nadir goriilen yan etkiler disinda ( 6rnegin 6zellikle erkek hastalarda onerilen
5-20 mg’lik tedavi dozunun 3-4 hafta kadar {izerine ¢ikilmasi veya dopaminomimetik bir
ajanla kombine olarak kullanilmasi durumunda ortaya ¢ikan psikomimetik etkiler) oldukea
giivenilir bir ajan oldugu belirtilmistir (109).

Kaspazlar, organizmada inaktif proenzimler olarak sentezlenirler (76,78,97). Yakin
zaman Once yapilan caligmalarda, kaspaz enzim sisteminin 3 farkli yol ile aktiflenebilecegi
ileri siirilmiistiir. Birinci yolda; apopitotik sinyalin (6rnegin; CD95 ya da TNF) kaspaz-8’i
etkinlestirmesi, diger kaspazlarin basamak gseklinde etkinlesmesiyle sonuglanir (61,69,79).
Ikinci yol ise; mitokondri tarafindan kontrol edilir ve mitokondride bulunan Apaf-1 ve
kaspaz-9 bu yolda rol alir. Sitokrom-c’nin etkinlestirmesiyle Apaf-1 ile birlikte kofaktor
niikleotid trifosfatlar (dATP ya da ATP) pro-kaspaz-9’a baglanir ve onu etkinlegtirir. Kaspaz-
9, kaspaz-3’ii ve diger kaspazlari etkinlestirir (60,76,94). Uciincii yol ise; endoplazmik
retikulum apopitotik yoludur ve bu yolda kaspaz-12 gorev alir (61,62,63).

Travmatik omurilik yaralanmasinda rol oynadig1 gosterilen kaspaz sistein proteazlart
apoptotik hiicre oliimiinii 6nemli sekilde etkiler. Travmatik omurilik hasarimin ardindan
devam eden apoptozis, hasar ile tetiklenen nérodejenerasyon ve fonksiyonel bozukluklarda
kaspazlarin etkinlesmesinin énemli rol oynadif1 gOsterilmistir. Kaspaz 3 etkinlesmesi hem
deneysel omurilik yaralanmast olusturulan modellerde hem de insanlarda olugan omurilik
travmalarindan sonra gosterilmistir. Kaspaz 8 ve 9’un siganlarda olugturulan omurilik

hasarinin ardindan beyaz ve gri maddede etkinlestikleri saptanmugtir (81).
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Etkinlesme mekanizmalarina bagli olarak, kaspazlar baglaticilar ve efektérler olarak
ikiye ayrilmuglardir. Kaspaz 8 ve 9 gibi baglatici (inisiyator) kaspazlar dagilma stirecini
baslatirlar ve yiikseltilmis bir kaspaz basamaklanmasina yol agan efekttr kaspaz 3, 6 ve 7’yi
etkinlestirirler. Etkinlesmis efektor kaspazlar apoptotik 6liimiin, membran lizerinde kiiciik
cepgiklerin olusumu, kromatinin yogunlasmasi ve marjinasyonu, niikleer pargalanma, birgok
niikleer ve sitozolik enzim aktivitesinde degisiklikler gibi morfolojik ve biyokimyasal
gosterisine katkida bulunurlar. Efektor kaspazlarin tersine, baslatict kaspazlar uzun bir N-
terminal Oncli grubu igerir, otoaktivasyondan gec¢mezler ve birbirlerini baglamazlar.
Etkinlesme igin Olim grubu iceren reseptérler (tipl apoptozis) ya da fonksiyonel
apoptozomlar (tip II apoptozis) gibi ek proteinlere ihtiyag duyarlar (99).

Pro inflamatuar enzim fonksiyonlarindan o&tiirli figincti bir memeli kaspaz grubu
(Kaspaz -1, -4, -5, -11, -12 ve -13’i igeren) tanimlandi. Apoptotik siireglerin
gerceklestirilmesinde pay:r olan efekt6r kaspazlara karsiik, pro inflamatuar kaspazlar diger
kaspazlar i¢in zayif substratlardir ve etkinlesme yollar1 tam olarak anlagilamamgtir (81).

Alexander Yakovlev ve ark.’nmn yaptif1 bir caligmada selektif veya pan-kaspaz
inhibisyonunun ndrolojik iyilesme tizerine olan etkileri degerlendirildi. Kaspaz 1, 2 ve 6’nin
travmatik omurilik hasarindan sonra etkinlesmedigi goriildi. Bu nedenle siganlardaki
orneklerinde ikincil hasar cevabi veya apoptozis i¢in 6nemli birer arabulucu olmadiklarina
karar verildi. Buna kiyasla, hasarin olugsmasindan sonraki 1 ile 72 saat arasinda, kaspaz 3, 8 ve
9’un néronlarda, oligodendrositlerde ve bazi astrositlerde etkinlestigi saptandi. Bu kaspazlar
ayrica hasarmn olugtugu bdlgenin 6n veya arka uzak segmentlerinde beyaz ve gri maddede de
etkinlegmiglerdir. Bu veri, bu bolgelerdeki apoptozise ait daha Onceki incelemelerle de
uyumludur ve travmatik omurilik hasarindan sonra kaspaz 3, 8 ve 9’un, diger kaspazlardan
farkli olarak, lezyonun ve beyaz maddedeki hasarin genislemesine katkida bulunduklari
olasiligini akla getirmistir (99).

Genel kaspaz inhibitorlerinin son tiyesi olan Q-VD-OPH; likid formda, DMSO ile
¢oziindiiriildiigiinde hiicre gegirgenligi yiiksek olan geri doniiglimsiiz genis spektrumlu bir
kaspaz engelleyicidir. Caserta ve arkadaglarma gére Q-VD-OPH apotozisi 3 temel yoldan
onlemektedir: 1) Mitokondrideki sitokrom-C nin salinmasiyla etkinlegen Kaspaz 9 ve kaspaz
3’tin etkinlegsmesini engelleyerek, 2) TNF alfa ve Fas/CD95’nmn Olim reseptorlerine
baglanarak etkinlesen kaspaz 8 ve kaspaz 10 etkinlesmesini engelleyerek, 3) Endoplasmik
retikulum membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis i¢in esas tegkil edén kaspaz 12

nin etkinlesmesini engelleyerek (6).
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Genel kaspaz inhibitérii olan Z-VAD-FMK, Boc-D-FMK ve Q-VD-OPH ile yapilan
kargilagtirmali ¢aligmalarda Q-VD-OPH daha etkili bulunmugstur (6). Z-VAD-FMK ile
yapilan bir ¢aliymada, bu maddenin diigiik membran gegis 6zelligine baglt olarak kan-beyin
bariyerini veya ndron hiicre zari1 gegemedigi, buna bagli olarak da etkinlesmis kaspazlara
baglanip hiicresel 6liim basamaklarmi durdurma islevini gerceklestiremedigi belirtilmistir
7).

Q-VD-OPH’1m etkili konsantrasyonu, Boc-D-FMK konsantrasyonundan on kat daha
diisiiktiir. Artmus etkinlife ek olarak yiiksek konsantrasyonlarda bile hiicrelerde toksik etkiye
sahip degildir. Z-VAD-FMK, Boc-D-FMK ‘nin toksik degerlerinin yliksek olmasi
fluromethyl ketone grubuna (-FMK) baglanmistir. Kaspaz engelleyicilerin biiyiik bir
dezavantaji invivo gelisen net toksisitedir ve bu durum kaspaz engelleyicilerin kullanimin
zorlagtirmaktadir. Genel kaspaz inhibitorleri, FMK (fluromethyl ketone) grubu ¢ikarilip
OPH (Non toksic 2,6-difluorophenoxy) eklenmesiyle daha etkin ve daha az toksik hale
getirilmigtir (6).

Sylvain Renolleu ve ark. tarafindan yapilan bir galigmada 7 giinlikk siganlarinda
serebral iskemik hipoksi tizerine Q-VD-OPH’m etkisini incelemislerdir. Iskemi 6ncesi Q-VD-
OPH verilen grupta kontrol grubuna oranla enfarkt voliimiinde %48 oraninda azalma ve
tunnel pozitif apoptotik hiicre sayisinda belirgin azalma tespit edilmistir (110).

Ulrike Martin ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise Q-VD-OPH’1n Coxackie-B3
Viriisti enfeksiyonlarinda apoptozis tizerindeki etkinligi incelenmis ve apoptotik hiicre
sayisuu aalttig tespit edilmistir (111).

Melnikov ve ark.’min akut bobrek yetmezliginde apoptozis fizerinde Q-VD-OPH’mn
etkinlii {izerine yaptiklar1 bir galigmada tedavi grubunda kontrol grubuna kiyasla kan tire
azotu (BUN) ve serum kreatinin diizeylerinde %100’e varan bir azalma ve morfolojik akut
tubuler nekrozda oldukga belirgin bir azalma sagladigi gosterilmigtir (112).

Q-VD-OPh toksisitesi {izerine yapilan c¢aligmalarda Melnikov ve ark. 120mg/kg
dozunda, Yang ve ark. da 20mg/kg dozunda Q-VD-OPH kullanmug ve bu dozlarda bile
hiicreler iizerinde toksik etkisinin olmadigini bildirmislerdir (112).

Q-VD-OPH’m invivo 6zgiilligiinii, klirensini ve toksisitesini tespit eden caligmalar,
bu yeni nesil O-fenoksi (OPH) grubu eklenmis kaspaz inhibitérlerinin gelecek vaat eden yeni
toropatikler olarak potansiyel kullanimini belirleyecektir (6).

Akut omurilik travmalarinin mekanizmasini ve fizyopatolojisini daha iyi anlamak ve
tedavisini planlamak amaciyla ¢esitli deneysel travma modelleri gelistirilmigtir. 19. ylizyilda

omurilik yaralanmasmm histopatolojik etkileri {izerine deneysel ¢aligmalar yapan Alfred
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Reginald Allen deneysel omurilik yaralanmasi modellerinden biri olan agirlik diigiirme
metodunu geligtirilmistir. Aragtirmaci ayni zamanda omurilik yaralanmasinin mekanizmalar
hakkinda modern temellerin atilmasint saglamis ve ilk kez olarak ikincil hasar kavramini ileri
stirmigtiir (11,12).

Deneysel omurilik travma modellerinde omuriliin tespitinde ve travma esnasinda
gosterecegi esnekligin derecesindeki farkliliklara bagli olarak, temas yiizeyi alaninin ve
travma siddetinin degisebilecegi gtz Oniine alinmalidir. Agirlik diisirme modelinin
avantajlar1 kolay ve tekrarlanabilir olmasidir. Ancak bu modelde travmanin sadece garpma
yerini ilgilendirmedigi, sok dalgasmnin komsu segmentlere yayildig: bilinmektedir. Modelin
bu dezavantaj1 nedeniyle birgok aragtirmaci farkli omurilik travma modelleri gelistirmistir (3).
Bizde ¢alismamizda omurilik travmasi olusturmak igin, 1978 yilinda Rivlin ve Tator
tarafindan tarif edilen, anevrizma klibi ile ekstradural kompresyon uygulanan, klip
kompresyon yéntemini kullandik. Bu yontem mekanik travma yaninda vaskiiler etkilenme ile
iskemiye de yol acar. Laminektomi sonras1 omuriligin lateralinden konulan anevrizma klibi
belli bir siire omuriligi bastya ugratir. Onceden belirlenmis siddette yaralanma yaratilabilir.
Klip kapanma giicli ve bas: siiresi degistirilerek degisik siddetlerde yaralanma olugturulabilir.
Bast ¢evresel oldugu icin insanda olan travma tipine daha uygundur ( 2, 15).

Deney hayvani olarak sican sec¢ilmesinde etkili faktorler; omurilik kanlanmasi
acisindan siganm insana yakin benzerlikler gostermesi ve kolay bulunabilir olmasidir (2).

Calismamizda, toksik etkilerinin az olmasi, tolarebilitesinin yiiksek olmasi, tedavi doz
araliginin genis olmast ve apoptoz yollarmnin {iciini de inhibe etmesi agisindan kaspaz
inhibitorii olarak Q-VD-OPH ile yine kan-beyin bariyeri igin yiiksek gegis oranma sahip
olmasi, klinikte uygulanmasi ve yan etkilerinin de az olmasi nedeniyle NMDA antagonisti
olarak da memantin kullanmay: uygun bulduk.

Calismamizda 5. grubun (Q-VD-OPH ve memantin kombine grubu) 5. giin motor
muayene bulgulari, travma gruplart ve memantin tedavi grubuyla kiyaslandigmda istatiksel
olarak anlamli derecede iyi sonuglara sahipti. 3. grup (Q-VD-OPH grubu) ile 5.grup motor
muayene bulgulari agisindan kiyaslandiginda anlamli bir fark saptanmadi. 3. ve 4. gruplar
arasinda da istatiksel olarak kiyaslandiginda anlamli bir fark saptanmasada, 3. grubun 3. ve 5.
giin motor muayene bulgular1 4. gruba gore daha iyi sonuglara sahipti. Egik diizlem verileri
degerlendirildiginde Grup 3 ve 5’in 1, 3 ve 5. giindeki egik diizlem bulgulari, grup 1,2 ve
4’den istatiksel olarak anlamli derecede iyi sonuglara sahipti. Grup 1,2 ve 4 arasinda istatiksel
olarak fark saptanmadi. Grup 3 ve 5 arasinda da istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Ikincil hasarm gostergesi olarak histopatolojik bulgular nekroz, lenfosit ve PNL agisindan
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degerlendirildi. Preparatlardaki nekroz, PNL ve lenfosit oranlarinin, 4. (memantin grubu) ve
5. grupda 1, 2 ve 3. gruplarla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede iyi sonuglara
sahip oldugu saptandi. 4. ve 5. gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi. 1,2
ve 3. gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi.
Preparatlardaki apoptoz oranlarinin ikili gruplar arasinda yapilan kargilastirlmasinda 1, 2 ve
4. gruplar arasinda fark saptanmadi. 3. ve 5. gruplar, 1, 2 ve 4. gruplarla kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli derecede olumlu sonuglara sahipti. 3. ve 5. gruplarda kendi aralarinda
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlaml: fark saptanmadi.

Sonug olarak genel kaspaz inhibitorii olan Q-VD-OPH ve NMDA reseptor antagonisti
olan memantin’in birlikte uygulandig: grupta norolojik bulgularda istatiksel olarak anlamli
diizelme goriildiigi, buna daha ¢ok Q-VD-OPH’m katkisinin oldugunu ve memantin’in de bu
etkiyi potansiyelize ettigini diistindiik. Q-VD-OPH grubu ile Q-VD-OPH ve memantin’in
birlikte uygulandig1 grup arasinda motor muayene bulgular agisindan istatiksel olarak anlaml
bir fark olmadig1 gozlendi. Memantin’in tek basina kullanildiginda motor muayene bulgular:
iizerinde bir iyilesme saglamadigi gézlendi. Egik diizlem bulgular1 agisindan da Q-VD-OPH
grubunun ve Q-VD-OPH-memantin’in birlikte uygulandifi grubun diger gruplarla
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli derecede iyi sonuglara sahip oldugu goriildii.
Memantin’in tek basina kullamimimin egik diizlem bulgulari iizerinde anlamli bir diizelme
saglamadif1 go6zlendi. Histopatolojik bulgular agisindan bakildiginda Q-VD-OPH’m
apoptozisi onemli Olgiide oOnledigini, memantin’in tek bagma kullaniminin apoptozisi
Onlemede etkili olmadigini gézlemledik. Nekroz ve inflamasyonun belirtecleri olan PNL ve
lenfosit bulgular agisindan kiyaslandiginda, Q-VD-OPH’1n tek bagina kullaniminin nekroz,
PNL ve lenfosit oranlarint azaltmadigini, fakat memantin’in tek bagma kullanimiyla bu
oranlarda anlamli derecede bir azalma oldugu saptandi. |

Boylece genel kaspaz inhibit6rii Q-VD-OPH’in motor muayene ve egik diizlem
bulgularinda anlamlt bir iyilesme sagladigi, memantin’in ise motor muyene ve egik diizlem
bulgularinda iyilesme saglamadigi, Q-VD-OPH’m ve memantin’in birlikte uygulanmasmin
motor muayenedeki diizelmeyi istatiksel olarak anlamli diizeyde arttirdigi gézlendi. Q-VD-
OPH’m apoptozis oranlarini, memantin’in de nekroz oranlarini anlamli derecede azalttigimn,
ikincil hasarin géstergesi olan apoptozis ve nekrozun, genel kaspaz inhibitorii Q-VD-OPH ve
NMDA antagonisti memantin’in birlikte uygulanmasiyla Snemli 6l¢iide azaltilabildigini

gozlemledik.
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BOLUM VI

SONUC

Yasargil FE 716 K anevrizma klibi ile olugturulan omurilik yaralanmalar1 sonrasi,
denekler motor muayene ve egik diizlem bulgular1 agisindan degerlendirildi. Alinan omurilik
ornekleride hematoksilen eosin ve TUNEL yo&ntemi ile boyanarak nekroz, PNL, lenfosit ve
apoptozis bulgular1 igin degerlendirildi. Genel kaspaz inhibitérii olan Q-VD-OPH’mn ve
NMDA reseptor antagonisti olan memantin’in ayr1 ayr ve birlikte kullaniminin ikincil hasar
Onlemedeki etkinligi aragtirildi.

Caligmada;

1) Klip kompresyon yontemi ile olusturulan deneysel omurilik yaralanmasi modelinde

nekrozun yanisira apoptozisin varligi,

2) Genel kaspaz inhibitorii Q-VD-OPH’1n diger gruplarla kiyaslandiginda istatiksel olarak
olmasada nérolojik fonksiyonlarda anlamli diizelme sagladigi, Q-VD-OPH ve memantin’in

birlikte uygulanmasiyla bu diizelmenin istatiksel olarak anlamli diizeyde arttig:

3) Memantin’in tek bagina kullanildiginda nérolojik fonksiyonlarda diizelmeye yol agmadig,
Q-VD-OPH ile birlikte kullanildiginda nérolojik fonksiyonlardaki diizelmeyi potansiyelize

ettigini

4) Q-VD-OPH’mn belirgin ol¢iide apoptozisi engelledigi fakat nekroz, PNL ve lenfosit

oranlarina etki etmedigi

5) Memantin’in nekroz, PNL ve lenfosit oranlarini anlamli derecede azalttigi fakat

apoptozisin engellenmesinde etkili olmadig:

6) Q-VD-OPH ve memantin’in birlikte kullanimmin akut iltihabi cevap, nekroz ve apoptozis

gelisimini diger tedavi gruplarina goére belirgin olarak azalttig1 gosterilmistir.
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