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OZET

Bu calismada, tavsanda iskemi-reperflizyon modeli kullanilarak, daha once
farkli caligmalarda noroprotektif etkisi ¢alisilmis olan gabapentinin, koruyucu etkisi

arastirildi.

Calisma, Gazi Universitesi rektdrliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurul
Baskanlig’’ nin izniyle, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Deneysel
Arastirma Merkezinde gerceklestirildi. Benzer amagtaki ¢aligmalarda siklikla tercih
edilen, abdominal aortaya kros-klemp uygulamasi 6rnek alinip, omurilikte meydana

gelecek iskemi-reperfiizyon hasar1 degerlendirildi.

Kontrol, iskemi, diisiik doz ve yiiksek doz tedavi gruplar1 6’ sar adet tavsandan
olusan gruplara ayrildi. Kontrol grubu sadece abdominal cerrahiye maruz kalirken,
diger gruplardaki deneklere 30 dakika siiresince aortik kros-klemp uygulamasi
sonrast reperflizyon saglandi. Diisiik doz grubuna 30mg/kg, yiiksek doz grubuna
200mg/kg gabapentin %0.9 NaCl ile karistirilarak intraperitoneal olarak verildi. 6,
24, 48 saatlerde norolojik muayeneleri takip edildi ve 48 saatin sonunda deneklerin

doku ve kan ornekleri alinarak sakrifiye edildiler.

Etkileri degerlendirmek icin, plazma ve doku oOrneklerinde, malondialdehit
(MDA), ileri diizey oksidasyon protein iirinleri (AOPP), nitrik oksid (NO), glutatyon
(GSH), stiperoksid dizmutaz (SOD) diizeyleri biyokimyasal olarak, omurilik dokusu
da histopatolojik olarak degerlendirilip, sonuglar istatistiksel olarak hesaplanip,
gruplar arasinda mukayese edildi. Ayrica deneklerin Tarlov skoru ile fonksiyonel

degerlendirmeleri yapildi.

Sonug olarak, diisik doz ve yiiksek doz gabapentinin intraperitoneal olarak
uygulanmasi, tavsan spinal kordunda, infrarenal aortik okliizyon modeliyle
olusturulan iskemi-reperflizyon hasarmna kars1 koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.
Her iki grup arasinda, noéroprotektif etki bakimindan, istatistiksel anlamli fark

saptanmamistir.
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ABSTRACT

In that study, we applied ischemia — reperfusion model to rabbits and researched
protective effect of gabapentin which neuroprotective effect was examined by

diverse previous studies.

The study has completed in Experimental Research Center of Gazi University
Medical School by permission of Laboratory Animals Ethichal Board of Gazi
University Rectorship. Ischemia — reperfusion injury on spinal cord was evaluated
with imitation of preference abdominal aorta cross — clamping procedure in studies

own resembling aim.

Groups composed of control, iskemi, low dose and high dose treatment were divided
into groups consisting of six rabbits. Although control group experienced with only
abdominal surgery, subjects in other groups experienced with abdominal aorta cross
— clamping for 30 minutes and then reperfusion supplied. Gabapentin was mixed
with % 0.9 NaCl and applied intraperitoneally of subject, 30 mg / kg for low dose
group, and 200 mg / kg for high dose group. Neurologic examination was done at.
6th, 24th and 48th hours and subjects were sacrified at the end of 48. hour after tissue

and blood sample had obtained.

Biochemical examination of malondialdehyde (MDA), advanced oxidation protein
products (AOPP), nitric oxide (NO), glutathione (GSH), and super oxide dismutase
(SOD) levels in plasma and tissue sample, and histopathological examination of
spinal cord were evaluated and compared between groups after statistical results had

obtained.

Taking all these points in to the consideration, protective effect of intraperitoneal
apply of low and high dose gabapentin to ischemia — reperfusion injury by infrarenal
aortik oclussion model is exposed. There is no significant difference between two

groups from the point of neuroprotective effect.
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KISALTMALAR

» AOPP Ileri diizey oksidasyon protein iiriinleri
» ATP Adenozin trifosfat

» AMPA Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid
»  A-M Astrosit-mikrogliya
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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. Evrim siiresince kendini
kemik bir yap1 igerisinde korumaya almistir. Buna ragmen gelisen diinya sartlarinda,
daha sik karsilasilan travmalar ve gelisen cerrahi tekniklerle birlikte daha komplike
olgulara miidahale edilebilmesi nedeniyle spinal kord yaralanma riski hizla

artmaktadir.

Spinal kord yaralanmasi, komplet ya da inkomplet olsun, kordun major
fonksiyonlarinda (motor, duyu, otonomik ve refleks) yitime sebebiyet veren, fiziksel,
psikolojik, sosyal ve ekonomik boyutlar1 olan bir antitedir. Amerika Birlesik
Devletlerinde spinal kord travma insidansi yilda 40/1 000 000’ dir ve her yil 10 000
yeni olgu godzlenmektedir. Spinal kord yaralanmasi sonrasi hayatta kalanlarin
yarisindan fazlasi normal yasantisina geri donememektedir. Son yillarda her konuda
oldugu gibi, posttravmatik rehabililasyondaki gelismeler neticesinde hastalarin yasam
siiresi uzayabilmekte, bununla birlikte pek ¢ok komplikasyonla karsilasmamiz
kacmilmaz hale gelmistir. Omurilik yaralanmalarinin etiyolojisinde, neredeyse
yarisinin sebebinin motorlu ara¢ kazalari oldugunu gormekteyiz. Bunu, ev ve is
kazalari, spor kazalari, atesli silah ve kesici alet yaralanmalar1 ve diger sebepler takip

etmektedir.

Olgularm %60’ mda servikal spinal kord yaralanmakta, bunlarin %5-10" u
quadriplejik olmaktadir. Rijid torasik bolge ile hareketli lomber bolge arasinda bir
gecis bolgesi olan torakolomber bileske (T9-12) en sik ikinci siklikla gozlenen travma

bolgesidir.

Bugiin i¢in spinal kord travmasi sonrasi, kabul edilmis etkin ve gecerli bir terapi
yontemi yoktur, ¢iinkli post-travmatik patofizyolojik bulgular heniiz tam olarak
aciklanamamustir. Akut omurilik yaralanmasinda en yararli klinik smiflandirma,

patolojik, elektrofizyolojik veya gorintiileme yOntemlerinden ¢ok, klinik



degerlendirmeyle fonksiyonel norolojik hasarin belirlenmesi iizerine kurulan

siniflandirmadir.

Akut spinal kord yaralanmasina bagli olusan hasarin meydana gelmesinde iki
mekanizma oldugu hipotezi ileri siiriilmektedir. Bunlar birincisi primer mekanik
hasarlanma ikincisi ise bunun tarafindan tetiklenen bir veya bircok etkenin rol
oynadig1 sekonder hasarlanma olarak bildirilmektedir [1,2]. Noronal yaralanmada
deneysel ve klinik arastirmalarin biiyiik kismi sekonder yaralanmay: onlemek ya da
azaltmaya yOneliktir [3]. Bu amagla pek ¢ok ila¢ hayvan ¢alismalarinda denenmis ve
bir kismi1 etkin bulunmustur. Bu ilaglarin bazilar1 klinik ¢alismalarda denenmis ancak
insanda etkinligi ispatlanamamistir. Metil prednizolon klinik pratikte yaygm olarak
kullanilmakla birlikte son yillarda etkinligi ciddi tartismalar1 da beraberinde
getirmistir. Omurilik yaralanmasinda ikincil hasarm Onlenmesi i¢in hedefler:
glutamaterjik, kolinerjik ve katekolinerjik norotransmisyon sistemleri, serbest radikal
iiretimi, lipid peroksidasyonu, kalsiyum ve diger iyon kanallari, bliyiime faktorleri,
norotrofik faktorler, inflamasyon prosesi, endojen opioid reseptorleri, enzimler,
apoptotik hiicre Olimii ve rejenerasyon mekanizmalaridir. Etkin noroprotektif
tedavinin bulunmast i¢in omurilik yaralanmasinin patofizyolojisi daha 1yi

anlasilmalidir.

Iskemi, dolasimsal problemlere, cerrahi girisimlere ya da travmaya bagli meydana
gelebilir ve 1ilgili alanda doku hasarma yol acan bir olaydir. Sinir dokusunun
iskemiye dayanma siiresi, anaerobik kapasitedeki yetersizlikten dolay1 diger dokulara
gore daha azdir. Reperflizyon ise biyokimyasal mekanizmalarin aracilik ettigi
sekonder hasara neden olan bir olaydir. Spinal kord ve aort cerrahisi sonrasinda
hasara engel olmak icin iskemi siiresi kisa tutulmali, hizla kan akimi tekrar
saglanmali, ve reperfiizyonun yol agacagi istenmeyen reaksiyonlara engel

olunmalidir.

Gabapentin, epilepsi hastalarinda ve ndropatik agrida yaygm olarak kullanilan bir
ajandir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda, gabapentinin farkli 6zellikleri ve etki

mekanizmalar1 vurgulanmaktadir. Bunlardan birisi de noroprotektif etkisidir. Daha



once tavsan modelinde iskemi-reperflizyon hasar1 lizerine gabapentinin etkisi
arastirilmamisti.  Literatiirdeki bilgiler sentez edildiginde gabapentinin sinir
dokusundaki hasar1 azaltmada etkili olabilecegini diisiindiik ve bu ¢aligmay1 yaptik.
Sonuglar biyokimyasal, histopatolojik ve norolojik olarak degerlendirilip

karsilagtirildi.

GENEL BILGILER

I.1. 1. OMURILIK ANATOMISI

Eriskinde yakalasik 72-75cm uzunluga sahip olan vertebral kolon 33 vertebradan
olusur. Ortasinda olusturdugu spinal kanal ile medulla spinalise, ¢ikan sinirlere,
bunlarin besleyen damarlar ve saran meninkslere bir koruyucu kafes gibi fonksiyon
goriir. Her bir vertebra 6nde yogun bir kemik yapiya sahip olan govde (korpus)
arkada pedikiiller, laminalar ve spinoz ¢ikmtilarin olusturdugu kemerden (arkus)
olusmustur. Korpusun arka ylizii ile arkus ortada vertebral kanali olustururlar.
Pedikiillerin st ve altlarindaki oluklar olan insisura vertebralis superior ve inferiorlar
birleserek de intervertebral foramenleri olustururlar ki bu foramenlerden spinal sinir
kokleri ve eslik eden wvaskiiler yapilar geger. Vertebral kolon ve spinal kordun
gelisim hizlar1 farkli oldugundan, spinal kord segmenti, vertebral kolon segmentine

karsilik gelmez. Genlikle bu seviye farki T1 ile T10 arasinda iki seviyedir.

Erigskin omuriligi, C1’ in (atlas) {ist sinirindan baslayip genellikle L1-2 intervertebral
disk seviyesinde sonlanir, ortalama 46cm uzunlugundadir. Yeni doganda bu seviye
L3 diizeyindedir. Yassilasmis alt ucuna konus medullaris adi verilir, koksiksin
arkasina kadar uzanan kisim ise filum terminaledir. Spinal kordu g¢evreleyen dura,
spinal sinirleri intervertebral foramenin hemen digina kadar takip eder ve filum
terminale gevresindeki devamlilig1 da dural keseyi olusturur. Ikinci sakral vertebra
seviyesinde ise, spinal dura filum terminale ile birleserek koksigeal ligamani
olusturur ve bu ligamanda koksikse baglanir. Duranin digindaki epidural bdlgede,

sistemik venlerle baglantiy1 saglayan internal vertebral vendz pleksus yer almaktadir.



Spinal kord 8 servikal, 12 torasik, 5 lumbal, 5 sakral ve birka¢ koksigeal segment
olmak {tizere toplam 32-33 segmentten olusur. Bunlar omurilige sinir koklerini
yapmak lizere kiimelenmis ventral ve dorsal sinir kokciikler veya filamentlerin
yaptig1 lineer bir dizi halinde baglanmistir. Her dorsal spinal sinir kokii lizerinde
oval bir genisleme olan spinal (duysal) ganglion bulunur. Gri cevher spinal néronlar1
icerir ve santral kanali °H’ seklinde c¢evreler. Arka boynuz sensoriyel
fonksiyonlardan (agri, dokunma ve 1s1) sorumlu iken 6n boynuz motor fonksiyon ve
spinal reflekslerden sorumludur. Cevrede yer alan beyaz cevher ise miyelinli ve

miyelinsiz lifler aracilig1 ile asag1 ve yukar1 merkezlerin iliskisini saglar.

Spinal kordun araknoid membrani avaskiiler yapida ve gevsek olup, spinal korddaki
sulkuslar i¢ine devamlilik gostermez. Pial yapi ise 2 tip olup, bunlardan epi-pia daha
dista olup genis damarlar1 iginde bulundurur ve dorsal ve ventral kokler arasinda
foramen magnumdan L1 seviyesine kadar boylu boyunca uzanarak spinal kordu
duraya baglayan falsiform (dentat ligaman) ligamanlar1 olusturur ki bu ligaman
yapist kordun siispansiyon mekanizmasinda etkindir. intima-pia tabakasi ise korda
sikica karismistir. Konus medullaris ile 2. sakral vertebra seviyesi arasinda yer alan
filum terminale, aslinda yogunlasmis bir pial yapidir. Pia ve araknoid spinal sinirler
cevresinde devam ederken perinerium olarak adlandirilir. Filum terminale etrafinda

genisleyen subaraknoid mesafe, lumbar sisternayi olusturur.

Omurilik bir dis lif katmani olan beyaz cevher ile sarilmis ndropil bir niive olan gri
cevherden yapilmistir. Gri cevher spinal néronlarin hiicre govdeleri ve dendritleri ile
bunlardan ¢ikan veya bunlarin {izerinde sonlanan aksonlar ve akson

sonlanmalarindan kuruludur.

Beyaz cevher, boylamasina giden lif traktlarinin aksonlarimdan kurulmustur. Merkezi
sinir sisteminin diger bolgelerinde oldugu gibi medulla spinalisin beyaz cevheri, sinir
lifleri, néroglia ve kan damarlarindan olusmustur. Gri maddeyi ¢evreler ve myelinli
sinir liflerinin yliksek oranda bulunmasi nedeni ile beyaz olarak goriliir. Gri ve
beyaz cevher smirlar1 farklt omurilik seviyelerinde farkli sekildedir. Beyaz cevher

servikal bolgede gorece kalin olup asagi indikge kiitlesi giderek azalir. Gri cevher ise



servikal ve lomber genislemelerde en fazla gelismis olup buralar ekstremitelerin
motor ve duysal islevlerine katilan noronlardan yapilmistir Bu genislemeler;
intumescentia servikalis ve intumescentia lumbosakralis adi verilen fuziform

genislemelerdir.

Kanalis sentralis, medulla spinalis boyunca bulunur. Yukarida medulla oblongatanin
distal yarisinin kanalis sentralisi ile devam eder ve 4. ventrikiil bosluguna agilir.
Asagida konus medullaris icinde ventrikiilus terminalis olarak genisler, filum
terminalenin kokii olarak sonlanir. BOS ile doludur ve epandim denilen siliali

kolumnar epitel ile doselidir.

I. 1. 2. OMURILIGIN KAN DOLASIMI

Spinal kord kan akimi, kaynaklar1 ve dagilimi acisindan karmasik bir 6zellik gosterir.
Cerrahi manipiilasyon ve enstriimantasyon, direkt travma, bireysel anatomik
degisiklikler, anestezik ajan ve teknikler spinal kord kan akimi otoregulasyonu

etkileyebilir.

Vertebral arter, servikal spinal kordun ana besleyicisi olup, ¢cogunlukla subklavian
arterden koken alir. Ust 6 servikal vertebranin transvers foramenleri igerisinden seyir
gosterip, atlanto-oksipital membrani delip gecerek foramen magnumdan kranial
bosluga girdiginde, anterior ve posterior spinal, meningial ve mediiller dallar1 verir.

Daha sonra her iki vertebral arter birleserek baziler arteri olusturur.

Spinal kord kan akimi serebral kan akimmin yaklasik % 40 1, servikal ve
lumbosakral bolgelerdeki kan akimi ise torakal bolgedekinin iki kat1 kadardir.
Otoregiilasyon ve kimyasal regiilasyon yoniinden spinal kord kan akiminin
diizenlenmesi serebral kan akimma benzerlik gosterir. Spinal kordun perflizyon
basinci otoregiilasyon sinirmin altinda tutulursa iskemi gelisir. Ayni sekilde, spinal
kord kan akimi oksijen ve karbondioksit parsiyel basing¢larindaki degismelerden de

etkilenir. Bunlarin disinda, anestezik ajanlar, travma, kanama, 6dem vb. gibi



faktorler de kan akimini etkilemektedir.  Spinal kord, vertebral kolon boyunca
uzanan bir anterior ve iki posterolateral arter ile vertebral foromenlerden sinir kokleri
ile birlikte spinal korda ulasan segmental arterler tarafindan beslenir. Anterior spinal
arter (ASA) spinal korda segmental diizeyde bir kan akimi saglar. Anterior spinal
artere sol vertebral arterden, tiroservikal trunkustan, interkostal arterlerden ve sakral

arterden segmental kan akimi saglanir [5,6].

Anterior spinal arter, her iki vertebral arterden ¢ikan birer yan dalin birlesmesiyle
olusur ve orta hat boyunca (anterior median sulcusta) tiim omurilik boyunca
seyreder. Intrinsik kan dolagiminin en dnemli elemamdir, perforan santral dallar
aracilig1 ile spinal kordun on {icte ikisine dagilir. Anterior ve lateral beyaz kolonun
tamamu ile gri kolonun posterior kismi diginda biiylik kismin1 besler. Torakolomber

bolgede adamkiewicz arteri ile anastomoz yapar.

Posterior spinal arterler, iki adet olup vertebral arter veya posterior serebellar
arterlerden koken alirlar. Medulla oblangatadan baslayarak kaudale dogru omuriligin
tiim uzunlugu boyunca posterolateral ylizde seyreder. Radikiiler arterlerin posterior
dallar1 ile anastomoz yaparlar. Kan1 omuriligin kendilerine karsilik gelen tarafinda

arka ticte bir kismina dagitir [4].

Radikiiler arterler, ekstrinsik dolasimin komponentidir, her vertebral segment
hizasinda komsu arterlerden dogarlar. Bircok ince radikiiler arter vertebral
foraminadan sinir koklerine eslik ederek mediale dogru seyreder. Esas olarak sinir
kokiiniin beslenmesi ile ilskilidir. Daha kalin arterlerden bazilar1 duramatere erisir,
ince meningial dallar verir, sonra spinal arterleri olusturmak {izere yukar1 ve asagi
uzanan dallara ayrilir. Hem sinir kokii hem de omuriligi besleyen kalin radikiiler

arterlere ayirmak i¢in radikiilomediiller arterler adi verilir [4].

Torokolomber segmenti besleyen arter en gelismis radikiilomediiller arter olup
arteria radikiilaris magna veya adamkiewicz arteri olarak isimlendirilir. Genellikle
bir interkostal arterden kdken alir, bazen de direkt olarak aortadan ¢ikar. Vakalarin

biiyiik kisminda tekdir ve sol taraftan kdken alir. Yapilan bir ¢alismada, adamkiewicz



arterinin %91 vakada T8-L1 seviyesi arasindan ¢iktigi, % 70’den fazla vakada sol
tarafta bulundugu, %26 vakada iki adet oldugu, %10 vakada bilateral olarak izlendigi
gosterilmistir [7]. Wadouh ve arkadaglari, bu arterin lomber spinal kord
perflizyonundaki 6nemini, ligatiire edildigi deneklerin %70’inde parapleji gelistigini
gostererek vurgulamiglardir [44]. Dolayisiyla bu arterin ¢iktigi diizeyin bilinmesi

biiyiik 6nem tasimaktadir.

Intrinsik ve ekstrinsik dolasima ek olarak, spinal kord kan akimma katkida bulunan
kollateral damarlar da mevcuttur. Kostoservikal trunkus, oksipital, derin ve ¢ikan
servikal arterler, interkostal ve lomber arterler, internal mammarian arter, hipogastrik
arter, orta sakral arterler, iliolomber arterlerin kollateral dolasima onemli katkilar:
mevcuttur [8]. Servikal ve iist torasik spinal kord segmentleri zengin kollateral ag ile
beslenirler. Anterior spinal arter, iist torasik segmentte 1yi gelismis olarak
seyrederken, orta torasik segmentte incelir. Ayrica torakolomber segmentte spinal
kord kan dolasimima katkida bulunan tek bir radikiikomediiller arter mevcuttur.
Bundan o6tiirii, alt torasik ve lomber segmentler, aortik kros klempleme esnasinda

iskemik hasara maruz kalmasi en muhtemel bolgelerdir.

Omuriligin venleri: Dagilim sekilleri yoniinden kendilerine karsilik gelen arterlere
benzer ve pia materde biikiintiilii bir pleksus olustururlar. Veniiller, ventral ve dorsal
sinir koklerine bitisik olarak uzanan iki ¢ift 6n-yan ve arka-yan longitudinal venlere
ve iki median longitudinal vene bosalan 6n ve arka merkezi vene acilir. Yukarida
foramen magnum araciligi ile medulla oblongatay1r ve serebellumun alt yiliziinii
bosaltan venlerle baglant1 halindedir. Sinir kokleri ve radikiiler arterlere eslik eden
on ve arka radikiiler venler intervertebral venleri yapmak lizere 6n ve arka i¢
vertebral pleksuslardan gelen dallarla birlesir [4]. Venler omurilikte arterlere eslik
eder ve arter dallariyla ayn1 ismi alir. Longitudinal venler iist ugta internal juguler
ven ve vertebral ven yoluyla vana cava superiora dokiiliir. Her segmentten ¢ikan
intervertebral venler hem internal vertebral ven6z pleksiis hem de foramenden kanal
disma cikarak sakral, lumbar, interkostal ve servikal venlere ve bu yolla inferior vena

kavaya dokiiliir.



I. 1. 3. OMURILIK YARALANMASI VE FiZYOPATOLOJISI

Tiim cabalara ragmen, omurilik yaralanmalarinda noroproteksiyon ve yaralanmig
omuriligin rejenerasyonu insanda heniiz basarilamamustir. Ik hasar, dakikalar i¢inde
olusan ve giinler ya da haftalar boyunca devam eden molekiiler ve hiicresel degisimler
kaskadini tetikler. Bunu takip eden ikincil hasar kaskadnmn durdurulmasi icin
noroproteksiyon ¢alismalar1 yapilmaktadir. Hasarli noronlarin yasamlarma devam
etmeleri, aksonlarm uygun hedeflere uzanmasi ve sonugta fonksiyonel sinapslarin
olugmas1 ise rejenerasyon siirecindeki esas basamaklardir. Omurilik yaralanmasindan
sonra ndronal dejenerasyon ve ndronlari yasamlarini siirdiirme mekanizmalarmi anla-
mak amaci ile pek ¢ok cahsma yapilmustir. Insanda, periferik sinir sisteminde (PSS)
spontan aksonal rejenerasyon varken, santral sinir sistemi (SSS) rejenere olamaz. Diisiik
omurgalilarda beyin néronlarmin inen aksonlarmin kesilmesi, aksonlarin lezyon sahasini
gecerek bliylimesi ve uzak hedeflere dogru uzamas ile sonuclanir. Rejenere olan bu
aksonlar, lezyondan daha asagidaki spinal hedefler ile sinaptik baglantilar yaparlar ve
fonksiyonlar asamali olarak diizelir. Kuslar ve memelileri de igeren immatiir yiiksek
omurgalilarda, omurilik yaralanmasindan sonra aksonal rejenerasyon ve fonksiyonel
tyilesme olabilirken, eriskinlerde rejenerasyon ve fonksiyonel iyilesme genellikle cok
smirhdir. Otopsi g¢alismalary, omurilik yaralanmalarmin ¢ogunda klinik olarak tam
yaralanma olsa dahi omuriligin anatomik olarak saglam kaldigim gdstermistir. Ayrica,
deneysel calismalar, spinal aksonlarm %12 kadar az bir oranmnin korunmasmin,
norolojik 1iyilesmeyi destekleyecegini gostermektedir. Boylece, hasarh bolgeyi
gecebilen fonksiyonel akson oranini arttiran ya da bu aksonlardan gelen zayif uyarilara
alt motor noronlarin yanitim arttiric1 her tiirlii miidahale, nérolojik iyilesmede belirgin
etki gosterebilir.

Spinal kord hasar1 olduk¢a uzun bir zaman 6ncesinden bu giine (Allen 1911) primer
ve sekonder hasarlanma olarak iki 6nemli baglik altinda degerlendirilir [9]. Travma
aninda, travma sahasindaki dokularmm kompresyon, distraksiyon, laserasyon gibi
mekanizmalarla nekroz ve fonksiyon kaybiyla sonuclanan fiziksel hasarlanmalar
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 [10,11]. Yapilan



calismalarda, travmanin tipinin yani swra primer hasardan c¢ok sekonder doku
hasarlanmasmin daha giiriiltiilii seyrettigi bildirilmistir. Primer hasarlanmay1 o an
onleyebilecek fazla bir sey olmamasina ragmen sekonder hasarlanma evresinde
noronlart koruyabilecek tedavi sistemleri s6z konusu olabilir. Bu nedenle son
donemde yapilan deneysel ¢alismalarda bu sekonder yaralanmayi Onleyebeilecek
medikal tedaviler {izerinde durulmaya baglanmistir [11-13]. Hasarlanma
mekanizmalarma daha ayrintili bakacak olursak; primer hasarlanma akut faza da
karsilik gelecek sekilde primer mekanik travmaya fizyolojik ve hiicresel cevabi
iceren faz olup; carpma, kompresyon, distraksiyon, laserasyon gibi mekanizmalar
sonucu kordda olusan hasarlanmadir. Travma bolgesinde, 15 dakika i¢inde ince
kapiller damarlarin ayrilmasi ve ince duvarl venlerin yirtilmasiyla ekstraselliiler ve
periaksonal bosluklarda progressif noktasal kanamalar ortaya c¢ikar. Hemorajik
sahanm biiylikliigli zorlanmanin etkisiyle baglantilidir ve en belirgin olarak da gri
cevher ile posterior kolonlarin ventral yiizeylerinin sinirinda 2—4 saat i¢inde goriiliir.
Primer hasarlanmay1 takiben sekonder hasarlanma mekanizmalar1 hemen devreye
girerler. Hemorajik nekrozun gelisimi ve yayilimina interstisyel 6dem de eslik eder.
Bu ilk 6dem non-proteindz bir 6dem olmakla birlikte zaman i¢inde hasarlanan
damar-kord bariyeri varligi ve elektrolit denge bozukluklar1 sayesinde protein
ekstravazasyonuyla birlikte vazojenik 6dem goriliir. Ciddi kapali spinal travma
varliginda 6dem ve hemorajik nekroz 4 saat i¢inde belirgin yayilim gosterir ve bu
tablo 18 saate kadar uzar [11]. Omurilik yaralanmasi sonrasinda, omurilikte hemoraji,
0dem, demiyelinizasyon, aksonal ve noronal nekroz ile kavite olusumu ve infarkt ile
sonlanan bir seri patolojik degisiklikler olusur. Ducker bu patolojik degisikliklerin
zamana bagl olarak artarak, hasardan sonraki 6 giine kadar kotiilestigini gostermistir

[15]. Nemecek bu ciddi nekrozu "otodestriiksiyon" olarak tanimlamustir [14].



Sekonder yaralanma makanizmalan
Sistemik etkiler (Norojenik sok)

Kalp hizinda kisa siireli artis, daha sonra uzun siireli bradikardi

Kalp basinci kisa siireli hipertansiyon, daha sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferik direngte azalma

Kalp debisinde azalma

Omurilik mikrodolasiminda lokal vaskiiler hasar

Kapiller ve veniillerde mekanik bozulma
Hemoraji: 6zellikle gri cevherde
Mikrodolasimda kayip: mekanik, tromboz, vazospazm

Biyokimyasal degisiklikler

Serbest radikal tiretimi

Lipid peroksidasyon

Eksitotoksisite: glutamat
Norotransmitter birikimi

Endojen opioidler

Katekolaminler: noradrenalin, dopamin
Arasidonik asit salmimi

Eikozanoid tiretimi

Prostaglandinler

Sitokinler

Elektrolit kaymalar

Intraseliiler kalsiyumda artis
Ekstraseliiler potasyumda artis
Sodyum gegirgenliginin yiikselmesi

Enflamatuar cevap

Serbest radikal tiretimi

Akson yikimi

Myelin artiklarinin uzaklastirilmasi
Sitokinlerin salmimi

Glial hiicre aktivasyonu
Oligodentrositlerde sitotoksik etkiler
Wallerian dejenerasyon

Odem
Apopitozis
Enerji metabolizmasinda kayip

Azalmig ATP tretimi

Tablo 1: Omurilik yaralanmasinin patofizyolojisindeki ikincil hasar mekanizmalar [17].
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Sekil 1: Akut spinal kord yaralanmasi patogenezi [16].
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I. 2. 1. iISKEMI ve REPERFUZYON

A) Iskemi

Iskemi, kan akim yetersizligi nedeniyle dokularin ihtiyaci olan oksijen ve metabolik
substratlarin karsilanamadigi patolojik bir olaydir. Noral doku iskemiye ¢cok duyarh
olup oksijen depo edemedigi ve rejenere olamadigi icin, oksijen destegi kritik
degerlerin altina diistiigii zaman canliligin1 stirdiiremeyecektir. Hasarin siddeti,

hipoksinin stiresi ve derinligine baghdir.

Medulla spinalisin metabolik ihtiyaglar1 ve bunun igin gerekli olan kan akimi
arasinda hassas bir denge vardir. Bazal sartlarda spinal kordun total kan akimi 30-35
ml./100 gr. doku/dk.’drr [18]. Enerji tiretimi i¢in gerekli olan oksijen ve diger
substratlarin ~ temini, atikk  maddelerin  uzaklastirilmasi  otoregiilasyon
mekanizmalariyla dengede tutulmaktadir. Spinal kord kan akimi, 50-135 mmHg.
ortalama sistemik arter basincinda, bu intrensek kontrol mekanizmalariyla giivenli

bir sekilde siirdiiriilmektedir [18,19].

Uzamis iskemi hiicrede metabolik ve yapisal degisikliklere neden olur. iskemi
nedeniyle hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir. Hiicre membraninda adenosin
trifosfat (ATP) bagimli iyon pompas1 fonksiyonunun bozulmasi sonucu hiicre i¢ine
kalsiyum (Ca'™"), sodyum (Na') ve su girisi artar. Iskemi sirasinda adenin nukleotid
katabolizmas1 sonucu hiicre icinde hipoksantin birikir. Bu arada, endotelde bazi
proinflamatuar iirlinlerin (l6kosit adhezyon molekiilleri, sitokinler) ve biyoaktif
ajanlarm (endotelin, tromboksan A2 (Tx A2)) yapimi artarken, diger bazi koruyucu
driinlerin (yapisal nitrikoksit sentaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlarin
(prostosiklin, nitrik oksit (NO) yapimi baskilanir. Boylece iskemi, daha sonraki
reperflizyon doneminde doku zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir durum

baglatir.

Iskemik dokularin reperfiizyonu ile iskeminin siddetine ve siiresine bagl olarak, bir

kisim hiicre nekroz veya apoptozis ile dlmeye devam eder. Etkilenen dokularda
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siklikla notrofil infiltrasyonu goézlenir. Parenkimal hiicreler, endotel hiicreleri ve
lokositlerce serbest oksijen radikalleri (SOR)’ nin yapimi artar. Bu arada hasarli
mitokondrilerde oksijen yetersizligi veya alternatif yollardan oksijenin indirgenmesi
ile de SOR olusabilir. Hiicresel antioksidan savunma sistemleri de iskemi nedeniyle

zayiflar.

Sonug olarak, iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarmin fizyopatolojisi tam olarak aciga

kavusmamus, birbiriyle iliskileri karmasik, hiicresel ve hiimoral olaylar dizisidir.

Hipoksi durumunda, hiicre canliligmin devami i¢in gerekli olan enerji (adenozin
trifosfat) (ATP), glikojen depolarindan glikoliz yoluyla yani anaerobik olarak
iiretilmeye baslar. Bu esnada, aerobik glikoliz neredeyse durma noktasina gelmekte,
ATP’ nin sadece %7’°st bu yolla iiretilmektedir [20]. Normal 1s1 derecesinde, 3-4
dakikalik iskemiyi takiben ATP depolar1 tamamen bosalir, mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon durur. ATP diizeyi sifira yaklastiginda intraseliiler iyonik homeostazis
icin gerekli olan ve ATP’ ye bagimli membran iyon pompalar1 ¢alisgamaz olur [21].
Irrevelsibl selliiler hasar siirecinin baslamasinda Ca™ iyon homeostazisinin
bozulmasi en kritik noktadir. iskemi esnasinda, intraselliiller Ca™ hizla cogalmakta,
Ca'"" seviyesindeki bu artis sitoplazmik proteazlar ve niikleazlarm salmimmi aktive
etmektedir. Bunlar yapisal proteinlerin ve DNA’ nin hasar gérmesinden sorumlu olan

enzimlerdir. Ca™™

un aktive ettigi fosfolipazlar, membran lipitlerini, arasidonik asit
ve diger cesitli vazoaktif metabolitlere doniistiirecektir. Endotelyal ksantin
dehidrogenaz, ksantin oksidaza doniisiir ve bu da reperfiizyon esnasinda serbest
radikal {iretiminde rol alan dnemli bir ajandir. Bununla birlikte, intraselliiler Ca""
konsantrasyonundaki yiikselme, beraberinde her ikisi de siddetle ndrotoksik olan

aspartat ve glutamat gibi eksitator aminoasitlerin miktarmin artmasina neden olur

[21].

Glutamat beyin metabolizmasinda énemli bir yer tutmaktadir. Iskemi sonrasinda
temel eksitatuar mediyatorii olan glutamat lokal olarak artinca, hiicre zarinda N-
Methyl-D-Aspartate (NMDA) ve amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic

acid (AMPA) reseptorlerini etkileyip, bir dizi reaksiyon sonrasi hiicre i¢i yikim
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enzimlerinin etkilesmesine yol agmaktadir [110]. Glutamat metabolizmasi1 sirasinda
olusan ara ve son {iriinler, degisik asamalarda sitrik asit dongiisiine katilmaktadirlar.
Glutamatin dekarboksilasyonu sonucu olusan, diger dokularda ¢ok diisiik miktarlarda
bulunan Gamma Aminobiitirik Asit (GABA), beyin ve omurilikte yiliksek
konsantrasyondadir. GABA ile alfa-ketoglutaratin transaminasyon tepkimesi sonucu
siiksinat semialdehit ve glutamat elde edilmekte, daha sonra siiksinat semialdehitin
oksitlenmesiyle olusan stliksinat da sitrik asit dongiisiine katilmaktadir. Alfa-
ketoglutaratin %20-30 kadar1t GABA sant1 olarak bilinen bu yolda kullanilmaktadir.
Plazmadan alinan etanolamin beyinde fosfatidiletanolamine c¢evrilmekte ve daha

sonra fosfatidiletanolaminin metillenmesiyle fosfatidilkolin olugmaktadir.

Beyinde iire sentezi yapilamamaktadir. Ciinkii iire dongiisiinde gorevli enzim olan
karbamoil fosfat sentetaz I enzimi beyinde yoktur. Amino asitlerin deaminasyonu

sonucu olusan amonyak (NH,), glutamattan glutamin olusturarak beyini terkeder.

Beyinde kiiclik miktarda glutamin birikintisi vardir.

Intrasinaptik glutamat birikimi postsinaptik néron diizeyinde iyon hareketlerinde bir
dengesizlik olusturur. Bdylece, Na' kanallarmin aktivasyonu yogun bir su ve Na"
akis1 saglayarak intraselliiler bir 6deme yol acarken, asir1 Ca  yiikli lipid ve
proteinlerde degradasyon reaksiyonlarmin aktive ederek sonucta noronal nekroz

olusturabilir.

Blood-
brain
Blood barrier Astroglial cell Neurons

BOAA ———++BCAA~, - (1-KG : |
| Puring
| X nuclectide
BCEA Glutamate G

3 cycle GABA—*
*. glutan 3 ‘_;ﬁ
NH{ == NH5 % NH, = Nrinls':__':::__,m_, R %CD_\

!
. e i e — e Glutamate —»

Sekil 2: Glutamat ve GABA metabalizmalari
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a) Reversibl iskemik hasar

Iskemiyle birlikte hizla gelisen hipoksiye bagli olarak hiicrenin aerobik solunumu
(mitokondrial oksidatif fosforilasyon) fel¢ olur ve hiicrenin enerji kaynagi olan ATP’
nin diizeyi azalir ve hiicrede ATP’ ye bagimli bir¢ok fonksiyonda azalma ve bunlarla

paralel cesitli yapisal bozukluklar meydana gelir:

e Na'-K'-ATPase pompasmin yavaslamasma bagh olarak intraselliiler
ortamda Na' ve Ca’" birikirken K" azalir, neticede hiicre ve endoplazmik
retikulum (ER) su alarak siser.

e Hiicrede anaerobik solunum olan glikoliz devreye girer ve neticede pH
diiser; bu durum niikleustaki kromatinde kiimelesmeye, lizozomlarin
saliverilmesine ve buna bagli olarak membran hasarma neden olur.

e ER’ deki ribozomlar ayrilir ve protein sentezi azalir.

Yukarida belirtilen biyokimyasal ve patolojik bozukluklar, kan akimi tekrar
saglanirsa geriye donebilir; eger iskemi devam ederse ATP’ deki tiikkenme siddetlenir

ve morfolojik hasar irrevesibl sinira dogru ilerler.

b) irrevesibl iskemik hasar

Reversibl iskemik hasarin irreversibl hasara doniisiimiiniin altinda yatan
biyokimyasal olaylar tam olarak aydmlatilamamistir; ancak bunun habercisi olan
baz1 morfolojik degisiklikler tespit edilmistir. Irreversibl hasarin ortaya ¢ikmasiyla
iliskilendirilen en 6nemli morfolojik degisiklik sitoplazma membraninin hasaridir ve
bunun olusumuyla ilgili olduklar ileri siiriilen baz1 mekanizmalar vardir: 1) ATP’nin
azalmasi sitoplazma membraninin yapisma giren fosfolipid kaybimna eden olur; bu,
fosfolipid biyosentezinin azalmasmna ve ATP tiikenmesi sonucu yiikselen

intraselliiler Ca'™"

un fosfolipaz aktive edip fosfolipid yikimini arttirmasina baghdir,
2) Artan Ca'" proteaz aktivitesinin artmasma ve membranla iliskili hiicre iskeletinin

yikilmasina neden olur, 3) Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonuyla
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membran hasar1 meydana getirir. Sitoplazma membran hasar1 sonrasinda sitoplazma
icerisine masif Ca'" influksu meydana gelir; iceri giren bu Ca™’ un 6nemli bir kism1
mitokondriler tarafindan alinir ve bu organelin sismesine ve fonksiyon kaybina
neden olur. Yukarida sayilan olaylar1 lizozomal membran hasari ve bunlarin
enzimlerinin serbestlesip hiicrede sindirimi baslatmasi izler. Sonucta olusan bir dizi

olay sonucu hiicre 6limii gergeklesir.

B) iyon Dengesinin Bozulmasi

Sinir hiicresi membraninin da iyon trafigi baslica ii¢ tip transport sistemi ile

gerceklesmektedir.

* Aktif transport sistemi: Direkt veya indirekt olarak enerjiye (ATP)
bagimlidir. (Orn: Na'/K" ATPaz pompasi)

**%  Pasif transport sistemi: Elektrokimyasal gradientlere bagli olarak

membran kanallar1 araciligi ile gerceklesir. Enerji bagimli degildir.

##% Jyon Kanallar1 (Iyonoforlar) : Reseptdr protein yapisinda kanallardir

[187,188].

Hiicreye enerji sagladigi siirece aktif ve pasif transport sistemleri uyum i¢inde
calisarak iyon dengesini saglamaktadir. Iyon dengesi, hiicre i¢i metabolizma ve
sinyal iletimi gibi temel fonksiyonlar ile elektrofizyolojik anlamda sinir hiicresinde
uyar1 iletim fonksiyonu i¢in gerekli olan membran potansiyelinin olusturulmasinda
birinci derecede Oonem tasimaktadir. Saglikli polarize bir sinir hiicresinde, sozii
edilen aktif ve pasif transport sistemleri ile saglanan ve iyonlarn membranmn iki
yiiziinde esit olmayan dagilimi ile olusturulan 60 mV luk bir membran potansiyeli
bulunmaktadir. Sinirsel uyari iletimi membranin ardisik olarak depolarizasyon-
repolarizasyon ile gerceklesmektedir. Sinir hiicresinin bu elektriksel aktivitesi de
elektroansefalogram (EEG) dalgalar1 ve somatosensoriel uyarilmis potansiyeller

(SEP) ile gosterilmektedir [188,189].
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KALSIYUM

Santral sinir sisteminde yaralanmay1 takiben ndronal dejenerasyonun patogenezinde
Ca'” a kars1 olusan membran gegirgenligindeki degisiklikler 6nemli yer tutar.
Ornegin, noronal kiiltiirlerde glutamat sitotoksisitesi ¢alismalari, beyaz cevher
yaralanmasinda hipoksi ¢alismalari, spinal kord travmasi sonrasi aksonlarda Ca’"
akiimiilasyonu ultrastriiktiirel ¢aligsmalari, optik sinir ve spinal kordda aksonal ve
glial Ca™" seviye degisikliklerini goriintiileme calismalar1 ve posttravmatik spinal
kord kan akimi ¢alismalar1 noronal yaralanmanin Ca'  hipotezini kuvvetle
desteklemektedir [43]. Voltaj bagimli Ca™ kanallari, uyarilabilir hiicrelerde Ca'™"
girisi i¢in 6nemli bir yolak olustururlar. Voltaj bagimlilig1 kinetik ve farmakolojik
duyarlilik gibi birtakim &zelliklerle karakterize heterojen bir aile olustururlar. Ca’™"
kanallarinin ~ fonksiyonel heterojenitesi esas olarak alfa-1  subiinitindeki
farkliliklardan kaynaklanir. Giiniimiizde alfa-1 subiinitinin 6 major subtipi
tanimlanmistir. Fizyolojik 6zelliklerinin temelinde ve farmakolojik profillerine gore
bu kanallar diisiik voltaj aktivasyonlu ya da T tip kanallar ve birkag yiiksek voltaj
aktivasyonlu kanal olarak L, N, P, Q ve R tipleri seklinde siniflandirilabilirler. Beyaz

2

cevher hasarmda Ca"" a bagl mekanizma ¢ok agik degildir. Hipoksi iskemi ya da
travmatik yaralanmaya maruz kalan ndronlarda iyonotropik glutamat reseptdrlerinin
asir1 aktivasyonundan Ca’ asir1 yiiklenmesi bildirilmistir. AMPA ve Kainik Asit
(KA) reseptorleri hizli eksitatdr sinaptik asirimda rol oynarlar. Glial dokuda
AMPA/KA reseptorlerinin aktivasyonu santral sinir sistemi beyaz cevherinde
eksitotoksik yaralanma ile iliskilendirilmistir. Bu AMPA/KA reseptorleri Ca™ akisini
yonlendirirler. Intraseliiler Ca™" artis1 proteazlarmn, endoniikleazlarm aktivasyonuna,
apopitoz, nekroz, mitokondrial hasar ve asidoza Onciiliik eder ve artmis serbest
radikal tliretimi, aksonal yaralanma ile sonuglanir. Periaksonal gliada voltaj bagimli
Ca"" kanallar1 boyunca Ca" akisi posttravmatik aksonal iletim azalmasm1 hizlandirir.
Oligodendrositlerde Ca’™ kanallarmin yogun aktivasyonu, bu hiicreleri destriikte
eder, boylece myelini hasara ugratir. Bu kanallarin blokaji oligodendrosit ve

myelinlerini koruyabilir. Boylece travmatik yaralanmayi takiben aksonal iletim

korunmasi artar [43].
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Normal sartlar altinda Ca'", hiicre icinde kalmodilin ve kalsibindin gibi proteinlere
baglanarak tamponlanir. Ancak hidrojen (H” iyonu da aymi proteinlerle
tamponlanmaktadir. Bu nedenle patolojik olaya asidozun eslik etmesi durumunda
baglayic1 proteinlerin daha biiyiik bir bdliimii H™ iyonunu tamponlayacaktir. Bu

durum hiicre i¢i serbest Ca™ konsantrasyonunda ek artisa yol agacaktr [111,112].

SODYUM

Sodyuma bagli hiicre yaralanmasiin potansiyel mekanizmalari,

1. Sitotoksik 6dem indiiksiyonu.
2. Intraseliiler fosfolipaz aktivitesinin simiilasyonu.
3. Na'/H" kapis1 yolu ile intraseliiler asidoz.

4. Na'/Ca"" degistiricisinin ters calismasi ile intraseliiler Ca’ artis1.

Travmatik aksonal yaralanma, voltaj bagimli kanallar yolu ile Na" girisi sonrasi
sodyumda bir yiikselme ile iligkilidir ve membran bagimli Na/K ATP az
disfonksiyonu ile sodyum ¢ikis1 azalir. Na artis1t Na'/H" degisimi yoluyla intraseliiler
asidoza neden olur. Na'/H" degisimi intraseliiler pH’ 1n regiilasyonunda primer role

sahiptir [42].

C) Reperfiizyon

Dokulara kan saglayan damarlarin, bir piht1 veya mekanik etkenle tikanmas1 sonucu
dokunun beslenmesinin bozulmasina iskemi denir. Doku kanlanmasinin ilaclarla
veya mekanik miidahalelerle yeniden saglanip selliller homeostazisin yeniden
restorasyonu ise reperfiizyondur [20]. Cok da masum olmayan bu durum sirasinda
ortaya ¢ikan bazi toksik ajanlar doku hasarma yol agmaktadirlar. Son yillarda iskemi-

reperfiizyon (I/R) hasarmnda SOR’ nin rolii ayrintili olarak arastirilmstir. Kalp,
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akciger, karaciger, bobrek, intestinal sistem ve diger dokular iizerinde SOR’ nin
etkileri hakkinda genis bilgiler elde edilmesine ragmen spinal kord iizerine olan

etkileri konusundaki bilgiler smirli kalmistir.

Bazen operasyondan sonra norolojik fonksiyonlar normal iken, ilerleyen gilinlerde
norolojik defisit ortaya ¢ikabilir [24]. Bu fenomen spinal kord hasarinin yalnizca
iskemi sirasinda degil, ayn1 zamanda reperflizyon fazinda da gelistigini
disiindiirmektedir. Reperflizyon hasari, molekiiler oksijenin toksik metabolitleri ile
olusur. Normalde oksijen, karbondioksit ve suya metabolize olur. Hipoksi sonucu,
elektron transport sisteminde bozulmaya bagli olarak reperfiizyon doneminde ani
olarak artan oksijen, su ve karbondioksit yerine sitotoksik SOR’ ye ddniismeye
baslar [25]. Aerobik hiicrelerde olusan en 6nemli sitotoksik oksijen metabolitleri,
siiperoksid anyonu (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) ve serbest hidroksil radikalidir
(OH); siiperoksid dizmutaz (SOD), O, anyonun H,O, ve molekiiler oksijene
dontistimiinii  katalizler. Katalaz ise yine toksik bir metabolit olan H,O,’ nin
molekiiler oksijen ve suya doniistimiinii saglar [26]. SOR’ nin, membran lipidlerinin
peroksidasyonuna neden olarak membranin kompozisyonunu, morfolojisini ve
fonksiyonunu bozdugu diistiniilmektedir [27,28]. Ayrica glutamat toksisitesinde de
serbest radikallerin olaya katildig1 bilinmektedir.

Serbest radikallerin zararli etkileri, DNA hasari, lipit peroksidasyonu siirecinin
baslatilmasi, kollagen ve hiyaliironik asit gibi yapisal elementlerin parcalanmasi
seklindedir. Lipit peroksidasyonu, hiicre membran biitlinliigiiniin bozulmasi, bazi
kritik membran bagimli enzim sistemlerinin inaktivasyonu ve tromboksan A2 gibi
vazokonstriiktif prostaglandinlerin artmasindan sorumludur [21]. Prostaglandin
iretimindeki bu olagandisilik, nihayet inflamatuar hiicrelerde ve platelet
agregasyonunda artis, ardindan mikrovaskiiler vazospazm ve trombozisle
sonuglanacaktir. Bu olay "no-reflow fenomeni" olarak ta anilir [30]. Reperflizyon
sirasinda olusan hiperemi, permeabilite artis1 ve kompartman sendromunun da, spinal

kord hasarindan sorumlu olabilecegi ileri siiriilmektedir [20].
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I/R hasarinin tek sorumlusu SOR degildir. Sekil 3’ te goriildiigii gibi iskemi ile
birlikte Ca’" iyonu hem bizzat hem de diger mekanizmalar1 uyararak zararli
olmaktadir [35,36]. Arasinodik asit metabolitlerinin I/R hasarinda énemli rolleri
vardir. Sekil 4’ te arasidonik asit selalesi basitlestirilerek gosterilmistir [37].
Goriildigi gibi tiim metabolitler zararh etki gostermemektedir. Hatta prostasiklin 12
ve analoglan I/R hasari profilaksisinde kullanilmaktadir [35,38,39]. Prostaglandin E2
hakkindaki diistinceler c¢eligkilidir [36,190]. Tx A2 ise siddetli hiicre hasar1 yapan bir
metabolittir. Hiicre membraninda mevcut bulunan fosfolipidler aktive edildiginde
baslayan kimyasal zincir tiim metabolitleri ortaya cikarirsa da Tx A2 etkisi agir
basar. Dolayisiyla arasidonik asit selalesinin net sonucu doku hasar1 yoniindedir [35].

ATP'ye bafimh sodyum-polasyum
P durmast

Iskemi —3  ATPkaybr ¥

SPR e Ksantin oksidaz
Aklivasyonu
Kalsiyumun hiicre jgine
Mitob fal ve mitokondri igine girmesi
/ fonksiyon hozuklugu

here hasan

Arakidonik asit ﬁ_____..]-‘esl'olipaz Az
M:my Aktivasyony

Platelet aktive eden
faktér (PAF)

Sekil 3: I/R hasarmin olusma mekanizmalar1. Ozellikle 16kosit ve trombositler bu olaylar zincirinde,
kisir dongiiniin meydana gelmesinde énemli rol oynarlar. Arasidonik asit metabolitlerinin bir kismi1
hiicre hasarina sebep olurken bir kismu sitoprotektif rol oynar. Ancak net etki hiicre hasan yoniindedir.
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Sekil 4: I/R hasarinda arasidonik asit metabolitlerinin rolii.
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Platelet aktive eden faktor (PAF) de bagimsiz bir mekanizma ile hiicre hasarina
sebep olur. PAF, Tx A2 gibi trombosit agregasyonu, notrofil aktivasyonu, SOR
salinimi, vaskiiler endotel hasar1 ve vazospasm yapar [41]. Sayilan biitiin
mekanizmalar aslinda i¢ ige ve birbirini bir kisir dongii olusturacak sekilde uyaran
mekanizmalardir. Bu mekanizmalarin  merkezinde 16kositler, trombositler,
makrofajlar bulunmaktadir [35]. Bu hiicreler, ya sayilan mediyatorlerin etkisi ile
aktiflesmekte ve inflamatuvar cevap ile birlikte doku hasarma sebep olmakta veya

bizzat baska mediyatdrler salgilayarak doku hasarini agirlastirmaktadirlar [190].

D) Iskemide sonug

Spinal kordaki iskemi swrasinda hiicre diizeyinde giderek ortaya c¢ikan enerji
eksikligi, asidoza, fosfolipid, polisakkarid, protein, niikleik asit gibi
makromolekiillerin sentezinin durmasina hiicre membranindaki iyon pompalarmin
calismamas1 sonucu hiicre i¢i ve dist iyon dengesinin bozulmasina ve hipoksantin,
ksantin gibi ATP yikim iiriinlerinin birikmesine neden olmaktadir. Intraselliiler
kalsiyum konsantrasyonundaki yiikselme, beraberinde her ikisi de siddetle
norotoksik olan aspartat ve glutamat gibi eksitator aminoasitlerin miktarinin
artmasina neden olur. Tim bu olaylar resirkiilasyon sirasinda oksijen ve kan
iirlinlerinin yeniden gelmesiyle oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumu ig¢in
iskemik dokuda uygun bir ortam hazirlamaktadir. Fizyolojik kosullarda
organizmadaki oksidan-antioksidan denge sinirlar1 iginde serbest radikal iireten
kaynaklar reperfiizyonda ani ve yliksek konsantrasyonda, molekiiler oksijenin ortama
gelmesi ile asir1 miktarda oksijen kaynakl serbest radikal meydana getirmektedir.
Sonug olarak, spinal kord vaskiiler ve parankim dokusu, iskemi ve reperfiizyonda

gelisen olaylarin kiimiilatif etkileri ile ortaya ¢ikan I/R hasarma ugramaktadir.
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I.3.1. AORTIK KROS-KLEMPLEMENIN ETKILERI

Tahmin edilebilecegi gibi, klemp distalindeki organlarda iskemi gelismektedir. En
fazla da klempin yerine gore, bobrekler, karaciger, barsaklar ve spinal kord
etkilenmektedir. I¢lerindeki en hassas organ spinal kord olup, iskemisi ciddi sonuglar
dogurmaktadir [22,23]. Aort cerrahisinde spinal kord disfonksiyonunu 6nleyen tam
etkili ve giivenli bir koruma yOnteminin varligindan s6z edilemez. Bu hasari

onlemeye yonelik pek cok ¢alisma yapilmistir ve arayislar halen siirmektedir.

Inen aortanin klemplenmesiyle birlikte, distalde akim kesintiye ugrarken,
proksimalde, vendz sisteme de yansiyan ani bir basing yliksekligi gozlenir. Bazal
sartlarda, enerji tiretimi i¢in gerekli olan oksijen ve diger substratlarin temini, atik
maddelerin uzaklastirilmasi otoregiilasyon mekanizmalariyla dengede tutulmaktadir.
Klempleme sonrasi kan akimu yetersizligine bagh olarak olduk¢a duyarli olan noral
doku oksijen depolayamayip rejenere olamayacagindan, yasamini bir dizi reaksiyon
neticesinde yitirmektedir. Normal 1s1 derecesinde, 3-4 dakikalik iskemiyi takiben
ATP depolar1 tamamen bosalir, ve yukarida da detayli deginildigi lizere intraselliiler
kalsiyum konsantrasyonundaki yiikselme, beraberinde her ikisi de siddetle
norotoksik eksitator aminoasitler olan aspartat ve glutamat miktarmmn artmasina

neden olur [21].

Spinal kan akimi, distale dogru inildikge progresif olarak azalmaktadir, dolayisiyla
distal lomber bolge en fazla etkilenecek alandir. Spinal kordaki iskemiye en duyarl
hiicreler ise anterior boynuz hiicreleri olup, hasarlanmalar1 durumunda motor kayip
ortaya ¢ikar. Yapilan bir caligmada, tavsanlarda, iki dakikalik aortik okliizyonla tiim
deneklerde paralizi gelistigini, 16 dakika i¢cinde kan akimi yeniden saglandiginda
motor fonksiyonlardaki geriye doniisiin kesin oldugunu, 27 dakikalik oklizyon

sonrasinda ise paralizinin kalic1 oldugunu gostermislerdir [34].

Reperfiizyonda, iskemik dokunun yeniden kanlanmasi ile oksijen ve enejiye yeniden
kavusan hiicrelerde iskemik hasarin azalacagi beklenir; ancak belli durumlarda bu

miimkiin olmaz ve aksine hasarin arttig1 tespit edilir. Iskemi sirasinda baz1 hiicrelerin
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hasara kars1 duyarli hale gelebilecegi ve reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan bazi
zararl etkenler karsisinda biitiinliiklerini kaybedebilecekleri ve duyarli hale gelmis
bu hiicreleri 6ldiirebilen en olas1 zararli etkenin serbest oksijen radikalleri oldugu
digiiniilmiistiir. Bunlar endotel ve parenkimal hiicrelerinden ve inflamasyon
nedeniyle dokuya niifuz etmis noétrofillerden kaynaklanabilir. Serbest oksijen
radikalleri lipid peroksidasyonuyla membranlara zarar verebildikleri gibi, protein,
DNA ve mitokondrilere de zarar verebilirler. Bunun disinda reperfiizyon iginde
kalsiyumun da o6nemli rol oynadig1 pek cok mekanizma ile hasar ¢ok daha biiyiik

boyutlara ulasabilmektedir.

Bunlarin disinda, mikrosirkiilatuar akim disfonksiyonu da iskemi siiresinin uzunlugu

ile orantil1 olarak reperflizyon yetmezligine katkida bulunmaktadir.

I. 3. 2. iISKEMIi-REPERFUZYON HASARININ ONLENMESI
VE TEDAVISI

Ozellikle torakoabdominal aort cerrahisi sonras1 spinal kord iskemisine bagli ortaya
cikan norolojik defisitler, vaskiiler cerrahinin gosterdigi gelismelere ragmen, halen
biiyiik bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu amagla pek c¢ok koruyucu
strateji  gelistirilmistir, genel olarak bu stratejileri iic ana baslikta toplamak

mumkiindir:

1) Spinal kordun kan akiminin cerrahi sirasinda devam ettirilmesi
2) Spinal kordun iskemiye toleransinin arttirilmasi

3) Reperflizyon hasarinin azaltilmasi

Iskemik komplikasyonlarin &nlenmesinde ilk adim kros-klemp zamanmin kisa
tutulmasidir. Bununla birlikte cerrahi sirasinda klemp zamani uzayabilmekte, bunu
da 6nceden kestirmek her zaman miimkiin olmamaktadir. Calismalarin ¢cogunda siire
ile 1skemi arasinda kuvvetli iliski mevcutken [51,191,192], baz1 ¢alismalar kros-

klemp zamani ile kord iskemisi arasinda mutlak iliski kurulamayacagini, kisa klemp
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siiresinde bile uzun iskemi periyodundan daha ciddi defisitler goriilebilecegini
belirtmislerdir [193]. Cerrahi sirasinda spinal kordun arteryel beslenmesini idame
ettirebilmek icin distal aortik perflizyon, intratekal vazodilatatér ajan kullanima,
interkostal ve lomber arterlerin reimplantasyonu ve BOS basmcinin azaltilmasi i¢in
serebrospinal sivinin bosaltilmasi gibi yontemler rutin kullanim alani bulmalarma
ragmen, spinal kord {izerinde istenen koruyuculugu saglayamamaktadirlar [46-51,53-

64].

Tek basmna yukaridaki yontemler kullanildiginda, iskemi siiresinin kisa tutulmasi
halen hayati Onemini korumaktadir. Zorunlu olarak iskemi siiresinin uzadigi,
ozelliklede kritik olan 30 dakikay1 astig1 durumlarda farkli stratejilerin kullanilmasi

geregi dogmaktadir.

Ikinci olarak, spinal kordu iskemiye kars1 daha tolerabl kilacak ydntemler {izerinde
de durulmast gerekmektedir. Bu amagla, hipotermi, anestezik ajanlar,
kortikosteroidler, kalsiyum kanal blokérleri, eksitatuar aminoasit antagonistleri ve

preconditioning (6nceden hazirlanma) giindeme gelmistir [65-71].

Stire kadar Onemli faktorlerden biri de iskemi swrasinda metabolizma hizinin
disiiriilmesidir. Ancak sogukta bile metabolizma tamamen durmadig: i¢in iskemik
hasar zamanla paralel olarak az ya da ¢ok gelismektedir. Spinal kordun iskemiye
kars1 toleransini artrmak i¢in hipoterminin ndroprotektif etkisi genis bir ¢alisma
alani1 yaratti. Hipoterminin néroprotektif etkisinin dokunun metabolizmasini diistiriip
oksijen ihtiyacini azaltmasina sekonder oldugu bilinmesine ragmen, hipoterminin
membran stabilizasyonu ve uyarici aminoasit salinimim azaltict etkileri oldugu da
gosterildi [65,66]. Son yillarda g¢alismalar, inferior vena kavadan retrograd yolla
hipotermik soliisyon verilmesi iizerine yogunlasmaktadir [65,72,73]. Norolojik
defisit gelisimi agisindan daha onceki ¢alismalara gore daha iyi sonuglar vermekle
birlikte, diger calismalarda ortaya ¢ikan sistemik komplikasyonlarin goriilmemesi de
bu yontemin {istiin bir yani1 olarak géze carpmaktadir. Yapilan bir caligmada, spinal
kord iskemisi meydana getirilen kopeklere, hipotermi esliginde inferior vena

kavadan retrograd yolla fenitoin verilmis ve 75 dakika gibi uzun bir iskemi siiresine
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ragmen fenitoin kullaniminin yiiksek oranda noroprotektif etki gosterdigi tespit

edilmis [45].

Metilprednisolon, omurilik yaralanmasi sonrasi olusan lipid peroksidasyounu bozar,
intraselliiler ekstraselliiler kalsiyum akimini stabilize eder, hiicre enerji durumunun
ve asid-baz dengesinin restorasyonuna yardim eder. Na-K ATPaz aktivitesinin tekrar
olusumunu provake eder, omurilik kan akimini artirir, nérofilaman dejenerasyonunu
azaltir, aksonal dejenerasyonu yavaslatir, vazoaktif prostoglandin F2a ve tromboksan
iiretimini inhibe eder, akut ve kronik donemde elektrofizyolojik iyilesmeyi ve doku
korunmasmi artirir. Uzun yillardir siklikla kullanilan metilprednisolon iizerine
yapilan yeni bazi calismalar neticesinde, metilprednisolonun etkili olmamasi, ilaca

olan giiveni azaltmis ve bir¢ok merkezde rutin kullanimdan kaldirilmistir [76].

Reperflizyon hasarinin azaltilmasi amaciyla serbest radikal temizleyicileri
(stiperoksit dismutaz gibi enzimler, allopurinol, E vitamini, koenzim q, sistein,
glutatyon, albiimin, seriiloplasmin, transferin vb.), immiin sistem diizenleyicileri,

adenozin gibi bir¢ok ajan denenmektedir [74].

Konu ile ilgili ¢cok sayida yaym olmamakla birlikte PAF antagonizmasi gelecekte

iimit vaad etmektedir [41].

Sonug olarak, iskemi ile karsilagsma siiresi ne kadar kisa olursa iskemi-reperfiizyon
hasarmin siddeti de o kadar az olmaktadir. Hasar1 6dnlemek i¢in ¢ok sayida teori
iiretilip birgok kimyasal madde gelistirilmistir. Ancak bugiline kadar pek azi klinik
kullanima girmistir. Bunda I/R hasarmin ¢ok karmasik ve ¢ok parametreli bir
"kompleks" olmasmin rolii vardir ve bu Onemli sorunun ¢oziimlenmesini

geciktirmektedir.
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I. 4. GABAPENTIN

2-[1-(aminometil)siklohekzil]asetik asit CoH;;NO, 171.237 g/mol

OQO

OH
NH,

FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI
Farmakodinamik Ozellikleri

Gabapentin, GABA' ya yapisal olarak benzeyen bir lipofilik analogdur. Kesin etki
mekanizmas1 halen bilinmemekle birlikte gabapentin, GABA sinapslarinda etki
gosteren bazi ilaglardan farkli etki mekanizmasma sahiptir. Gabapentin, GABA, ve
GABAGg' de veya beyindeki GABA alim tasiyicilarinda etkin degildir. Gabapentinin,
beyinde voltaja duyarli kalsiyum kanallarinin alfa,delta alt tiniteleri ile birlikte

bulunan baglanma bolgelerine yiiksek afinitesi vardir.

In vitro olarak, gabapentin, GABA sentezleyen glutamik asit dekarboksilaz (GAD)

enzimi ile glutamat sentezleyen enzimi modiile eder.

Gabapentinin analjezik etkisi, enflamatuvar ve ndropatik agri hayvan modelleri

iizerinde gosterilmistir.
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Farmakokinetik Ozellikleri

Farmakokinetik calismalar, 300-4800 mg dozlarinda yapilmistir. En yiiksek plazma
konsantrasyonu ve egri alt1 alanm1 (EAA) ortalama degerleri, dozla birlikte artig
gostermistir; ancak, bu artis doz artisinin hafif altindadir. Her iki parametre i¢in de,

600 mg' a kadar olan dozlarda dogrusalliktan sapma ¢ok hafiftir.

Emilim:

Oral yoldan uygulanan 300 mg'lik gabapentinin mutlak biyoyararlanimi yaklasik %
60" tir. Tekrarlanan doz uygulamalarinda, 300 mg ve 400 mg'lik dozlarda
gabapentinin biyoyararlanimi de§ismez. Yemeklerle birlikte alinmasi1 gabapentinin

biyoyararlanimini anlamli olarak etkilemez.

Dagilim:

Gabapentin plazma proteinlerine baglanmaz ve dagilim hacmi 57.7 litredir. Epilepsili
hastalarda, beyin-omurilik sivisindaki konsantrasyonu, kararli durumdaki plazma
konsantrasyonlarmin yaklasik % 20' sidir. Gabapentin dozlarmin tekrarlanmasiyla,
kararli durum plazma diizeylerine tekrarlanan doz baslangicindan itibaren 1-2 giin

icinde ulasilir ve bu diizey tedavi siiresince devam eder.

Metabolizasyon:
Gabapentin insanlarda metabolize edilmez ve karma fonksiyonlu hepatik oksidaz

enzimlerini indiikklemez.

Attlim:

Gabapentinin atilim yarilanma Omrii (ty;) 5-7 saattir. Gabapentinin atilim
parametreleri, yani plazma yarilanma siiresi ve renal klerensi, doza bagli degildir ve
tekrarlanan doz uygulamalarinda degismez. Renal klerens, gabapentin i¢in baslica

atilim yoludur, diisiik oranda da fecesle atilir.
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ENDIKASYONLARI

Noropatik agri:  Eriskinlerde postherpetik nevralji gibi ndropatik agrilarin
semptomatik tedavisinde kullanilir.

Epilepsi: Sekonder jeneralize konviilziyonlarin eslik ettigi ya da etmedigi, basit ya da
kompleks parsiyel konviilziyonlu erigkin ve 12 yas iistii gocuk hastalarin tedavisinde
monoterapi (yeni tani konulan konviilziyonlu hastalarin tedavisi dahil) ya da ek

tedavi olarak kullanilir.

Sekonder jeneralize konviilziyonlarin eslik ettigi ya da etmedigi, parsiyel

konviilziyonlu 3 yas ve daha biiyiik ¢cocuklarin ek tedavisinde kullanilir.

KONTRENDIKASYONLAR

Etken maddeye birine asir1 duyarliligi oldugu bilinen hastalarda, akut pankreatitli
hastalarda, laktoz i¢erdiginden, galaktozemili (galaktoz entoleransi olan) hastalarda

kullanilmamalidir.

UYARILAR/ONLEMLER

Klinik caligmalar, gabapentinin gilivenli kullanimi amaciyla klinik laboratuvar
parametrelerinin - diizenli izlenmesinin gerekli olmadigmi ortaya koymustur.
Kontrollii klinik caligmalarda, hastalarn % 16' sinda, muhtemelen klinik agidan

onemli sayilabilecek derecede kan sekeri diizeyi dalgalanmalar1 gbzlenmistir.

Bobrek fonksiyonlar1 bozuk hastalarda kreatinin klerens degerleri géz oniine aliarak

gabapentin dozu ayarlanmalidir.

Gabapentin tedavisi sirasinda hemorajik pankreatit bildirilmistir. Kronik pankreatitte

gabapentin kullanimu ile ilgili yeterli deneyim yoktur.
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YAN ETKILER

Gabapentin tedavisi sirasinda en sik bildirilen yan etkiler somnolans (uykuya egilim),
uyusukluk, halsizlik, bas donmesi, bas agrisi, uykusuzluk, kilo alma, anoreksi,

bulanti, kusma ve ataksidir.

Daha az siklikta, viicuttaki tiim sistemlere ait yan etkiler goriilebilir.

Laboratuvar Bulgulari:

Kontrollii klinik calismalarda, hastalarm % 16'sinda muhtemelen klinik agidan
onemli sayilabilecek derecede kan sekeri diizeyi dalgalanmalar1 [<3.3 mmol/l ya da
>7.8 mmol/l (normal deger: 3.5-5.5 mmol/I)] gozlenmistir. Diger anti-epileptik
ilaglarla kombine kullanildiginda, karaciger fonksiyon testlerinde yilikselme

bildirilmistir.

Klinik oncesi giivenlilik verileri:
Geleneksel giivenlilik farmakolojisi, tekrarlanan doz toksisitesi, genotoksisite,
karsinojenik potansiyel ve iireme toksisitesi ¢aligmalarmma dayali olan insanlara

yonelik 6zel bir tehlike ortaya koymamaktadir.

Gabapentinin Etkileri

Gabapentin ¢esitli hayvan epilepsi modellerinde etkin, farkli bir antikonviilzan ilagtir
ve gabapentinin plasebo-kontrollii klinik ¢alismalarda parsiyel ve jeneralize tonik-
klonik nobetleri Onledigi gosterilmistir [77-80]. Klinik kullaniminda cesitli yan
etkiler goriilebilmekle birlikle genellikle 1yi tolere edilir [81]. Gabapentin esas olarak
spastisite tedavisi ve polisinaptik spinal refleksleri azaltmak i¢in sentez edilmistir ve
hayvan modellerinde spastisite iizerine etkin bulunmustur. Son zamanlarda, hayvan
modellerinde, hiperaljezide nosiseptif yanitlar1 onledigi goriilmistiir [82-85]. Diger

calismalarda, hayvan modellerinde anksiyolitik etkisi belirtilmistir [86]. Ayrica
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invitro amiyotrofik lateral skleroz modelinde, motor néron dejenerasyonunu 6nledigi

gosterilmistir [87].

Gabapentinin hiicresel mekanizmalardaki farmakolojik rolii net olarak anlasilabilmis
degilse de bazi hipotezler one siiriilmektedir. Hayvan modellerinde antikonviilzan,
antinosiseptif, anksiyolitik ve noroprotektif etkinliginde farkli mekanizmalar rapor
edilmistir.  Gabapentinin  farmakolojik etkilerini aciklamak icin hiicresel
mekanizmalardaki c¢esitli hipotezler: 1) Gabapentin, viicuttaki c¢esitli membran
bariyerlerden, spesifik aminoasit transport sistemini (sistem L) kullanarak ve bazi
aminoasitlerle yarisarak gecmektedir [89,90]. 2) GABA’ nin konsantrasyon ve sentez
hizin1 artirr [94,136]. 3) Beyinde, muhtemelen voltaj bagimli Ca™ kanallarmin
subunit’ 1 ile iligkili, farkli bir bolgeye yiiksek affinite ile baglanir [137]. 4) Cesitli
monoamin ndorotransmitterlerin salinimint azaltir [138-140]. 5) Elektrofizyolojik
calismalar voltaj ile aktive olan Na' kanallarimi inhibe ettigini gdsterse de, baska
calismalar zit diismektedir [141-143]. 6) Kanda seratonin konsantrasyonunu
yiikseltmektedir [145]. 7) Bir¢ok modelde noronal hiicre 6limiinii 6nlemektedir

[87,99,100].

Gabapentin, bir inhibitdor ndérotransmitter olan GABA’ nm yapisal anologu olarak
dizayn edilmis, bununla birlikte, ¢aligmanin sonuglarinda, gabapentinin farmakolojik

roliinde farkli mekanizmalarin da rol oynadigi bildirilmistir [88].

Sistem L aminoasit transporter 6zelliginden dolay1, gabapentin molekiilleri membran
bariyerleri kolaylikla gecebilmekte ve sitozolde yiiksek konsantasyona
ulagabilmektedir [89,90]. Gabapentinin, ekstraselliiler ortama goére on kat fazla
bulunmasi, beyin sitozoliinde de transport mekanizmalarinin gegerli oldugunu
disiindiirtir [91,92]. Ratlarda, gabapentinin bolus intravendz doz sonrasi, gecikmis
antikonviilzan etkisi, uygulamadan sonra (maksimum konsantrasona ulasmasi1 60 dk.)
ilagin beyin kompartmanina gecikmis distiirbisyonuna baghdir [92,93]. Bununla
birlikte ratlarda hiperaljezi modelinde, intratekal uygulamadan hemen sonra etkisinin
goriildigl gosterilmistir, bu da muhtemelen antikonviilzan ve analjezik etkinin farkl

mekanizmalar1 oldugundandir [82,84].
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Cok 1yi bilinmektedir ki, GABA beyine major inhibitor norotransmitter olarak gorev
yapmakta ve GABA sinapslarinin hasar1 nobete yol agmaktadir. GABA iizerinden
etkinligi olan pek ¢ok ilag epilepside kullanilmaktadir. GABA ve gabapentinin
kimyasal yapisal benzerligi, fonksiyonel iliskiyi de akla getirmektedir.

In vitro ve in vivo calismalarda, gabapentinin GAD aktivitesini arttirdig:
gosterilmistir. Bu da beyin dokusunda GABA’ nin glutamattan sentezini
arttirmaktadir [94,95]. Bununla birlikte, GABA ndronal dokudan, Ca’™ bagimli ya da

bagimsiz mekanizmalarla salinabilmektedir [96,97].

Glutamat agonistleri ile indiiklenen ndbetler gabapentin ile 6nlenemese de, yliksek
doz kullanim ile ndbetler onemli Olgiide geciktirilmekte, bu da gabepentinin
glutamaterjik sinapslarla etkilestigini diisiindiirmektedir [77,98]. In vitro yapilan bir
calismada, gabapentin tedavisi ile noral hiicre Sliimiiniin engellendigi gdsterilmis
[87]. Noronal Olimiin azalmasi, glutamat reseptoriiniin AMPA tipinin selektif
antagonize edilmesine baglanmis. Gabapentinin protektif etkisi glutamat
metabolizmasiyla iliskilidir. ALS’ nin transgenik fare modeli ile yapilan ¢alismalar
gostermektedir ki, yliksek doz, kronik gabapentin tedavisi, 6nemli 6l¢lide paralizi ve

olimi geciktirmektedir [99,100].

Yapilan bir calismada, gabapentinin noroprotektif etkisinde iki hipotez sunulmustur
[101]. Beyin dokusunda glutamat sentezi i¢in bir yolak, alfa-ketoglutaratin,
branched-chain  aminoasitlerden  (16sin, isoldsin,  valin)  branched-chain
aminotransferaz enzimiyle (BCAA-T) transaminasyonudur. Gabapentin BCAA-T’ 1n
kompetatif inhibitoriidiir. Gabapentin, beyin sitozoliinde bulunan BCAA-T’ 1
isoform (ndronal form)’ una selektif etkiliyken, mitokondrial BCAA-T’ a etkisi
minimaldir [102]. Gabapentin in vivo olarak BCAA-T’ in etkisini 6nemli oranda
inhibe ederek, glutamatin sitozolik konsantrasyonunu diisiirmektedir, bu da
glutamata bagimli hiicre 6liimiinii azaltmaktadir. Rat beyninide, NMR spectroskopi
ile, gabapentin tedavisi ile glutamatin %20 oraninda azaldig1 gosterilmistir [103].

Gabapentin sonrasi, L-16sinden glutamat senzezi in vivo olarak ta gosterilmistir.
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In vitro calismalarda, yiiksek doz gabapentin, bir katabolik enzim olan glutamat
dehidrogenazin  aktivitesini  stimiile  etmektedir [104]. Baz1 caligmalar

desteklemektedir ki bu aktivite in vivo olarak ta olasidir [105].

Izole hipokampal dokuda in vitro olarak, gabapentin, glutamat ve GABA’ nin
metabolik prekiirsorii olan glutaminin de dokudaki miktarmi diistirmektedir [106].

Bu da glutamat sentezinin azalmasiyla iliskili olabilir.

Oral gabapentinin yiiksek dozlarda kullanimi, farmakokinetik kisitlamalar nedeniyle
sinirhidir [108]. Bu kiiciik, aminoaside benzer molekiiliin absorbsiyonu kisitli olup,
kanda yarilanma 6mrii kisadir. Bu sebeplerle kararsiz bir biyoyararlanim ve 6nceden

tahmin edilemeyen kan seviyesi problemleri mevcuttur [89].

Sonug olarak, gabapentinin hiicresel ve molekiiler aktivitesi konusunda ¢ok sayida
calisma yapilmasina ragmen halen tam olarak bilgi sahibi degiliz. Gabapentin
glutamat, glutamin veya GABA’ nin metabolizma veya konsantrasyonu iizerine etki
etmektedir. Bazi sonuglar voltaj bagimli Ca" kanallar1 subtipleri ile iliskisini
gostermis. Bundan sonra yapilacak yeni ¢aligsmalar, potansiyel etki mekanizmalari ile

ilgili daha fazla bilgi sahibi olmamizi saglayacaktir.
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GERECLER VE YONTEM

II. 1. DENEY GRUBU

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Deneysel Arastirma
Merkezinde yapildi. Toplam 24 adet, ortalama agirlig1 2,5 ile 3,0 kg olan erkek
sagliklt Yeni Zellenda tiirii beyaz tavsan, n=6 olacak sekilde 4 grup olusturulmak
iizere Gazi Universitesi deney hayvanlari etik kurulundan alinan onayla denek olarak

secildi.

Grup 1 - Kontrol (n=6): Sadece abdominal cerrahiye maruz kalan grup

Grup 2- Iskemi-Reperfiizyon (I/R) (n=6): Tedavi yapilmayan post-iskemik spinal
kord grubu

Grup 3- Diisiik Doz Tedavi (dT) (n=6): 30mg/kg gabapentin verilen post-iskemik
spinal kord grubu

Grup 4- Yiiksek Doz Tedavi (yT) (n=6): 200mg/kg gabapentin verilen post-iskemik
spinal kord grubu

Kontrol grubu deneklere normal cerrahi prosediir uygulanirken klemp uygulanmadi.
Iskemi-reperfiizyon ve tedavi gruplarma cerrahi prosediir ve klemp uygulandi. Aortik
okliizyon i¢in 50gr kapanma basinci olan klipler kullamld: (YASARGIL FE 693).
Denekler cerrahi takiben yaklasik iki saat sliren anestezinden uyanma periyodu
sonrast normal olarak beslenmelerine izin verildi. Norojenik mesane gelisen
deneklere giinde en az iki kez crede manevrast uygulanarak mesanelerinin
bosaltilmas1 saglandi. Mesanesi crede manevrasi ile bosaltilmayan deneklere silikon
lumboperitoneal shunt kateterinden hazirlanan sondalarla trans iiretral bosaltma
uygulandi. Deneklerin kan ve doku ornekleri cerrahi prosediirii takiben 48 saatlik

takip sonrasinda alindu.
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II. 2. ANESTEZI VE MONITORIZASYON

Tim deneklerde anestezi, ketamin HCL 50mg / kg ve xylazin 5mg / kg ile
intramuskiiler olarak uygulandi. Gerektiginde doz ketamin 25 (mg/kg) ve xylazin (5
mg/kg) kokteyli olarak tekrarlandi. Anestezi siiresince denekler solunum destegine

ithtiya¢ duymadan spontan solunumda izlendiler.

II. 3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Gruplar aras1 ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarini kontrol etmek agisindan degiskenlerin dagiliminin normal
dagilima yaklastigr Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir. Sonuglar, degiskenlerin
dagiliminin normale yakin oldugunu gostermektedir. Levene’s testi sonuglarma gore
esit varyanslar veya esit olmayan varyanslar varsayimi altinda bagimsiz ¢ift
orneklem t testinde degerlendirildi. Yapilan analizler Windows igin spss istatistik
programinda degerlendirildi. Tedavi ve kontrol gruplar1 sonuglari arasinda anlamli

farkin olmadigina yonelik kurulan Ho hipoestezi p>0.05" de kabul edildi.

II. 4. CERRAHI TEKNIK

Denekler anesteziyi takiben supin pozisyonda steril sahada operasyona alindi. Batin
trag edildikten sonra %10 povidon iyot soliisyonuyla dezenfeksiyon sonrasi steril
ortiiler Ortiiliip orta hat laparatomi yapildi. Bagirsaklar saga devrilip retroperitoneal
bolgeye ulasildi. Cerrahi mikroskop altinda mikrocerrahi yontemle abdominal aorta,
sol renal arter ¢ikisindan yaklasik 1 cm inferiora ve bifurkasyondan yaklagik 1 cm
superiore dogru cevre dokulardan diseke edilerek c¢epecevre doniildi. Aort
okliizyonundan 5 dk. Once intravendz uygulanan 150 U/kg heparin ile
antikoagiilasyon saglandi. Kontrol grubu disindaki deneklere, distale ve proksimale
aortik klemp uygulandr (Resim 1, 2). 30 dk. sonra I/R, dT ve yT gruplarinin
klempleri kaldirildi, distal aortada pulsatil basing yeniden goriildii. dT grubuna
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30mg/kg, yT grubuna 200mg/kg dozunda gabapentin %0.9 NaCl soliisyonu ile

karigtirilarak intraperitoneal olarak verildi. Kanama kontroliinii takiben batin kaslar1

ve cilt iki kat olarak 3/0 ipek siitlir materyali ile kapatildi.

Resim 1: Bifurkasyonun proksimaline klipaj. Resim 2: Renal arter ¢ikisi distalinde klipaj.

II. 5. FIZYOLOJiK PARAMETRELER

Norolojik degerlendirme, reperfiizyonu izleyen 6. 24. ve 48. saatlerde arka
bacaklarn motor fonksiyonlari, uygulanan tedaviyi bilmeyen bir arastirmaci

tarafindan, Tarlov kriterlerine gére (109) degerlendirildi.
TARLOV SKALASI:

0 alt ekstremitede hareket yok (tam parapleji)
1 hafif hareket

2 yardimla oturabiliyor

3 tek basina oturabiliyor

4 yiirliyebiliyor ancak normal degil

5 normal yiirliyebiliyor
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II. 6. DOKU ve KAN ORNEKLERININ ALINMASI

Reperflizyon sonrasi 48. saatte yliksek doz tiyopental (120 mg/kg intraperitoneal)
anestezisi altinda dnce batina eski insizyonda girildi ve vena kava inferior bulunarak
10 cc kan 6rnegi alindi. Sonra prone pozisyonuna getirilerek torakolumbosakral orta
hat cilt insizyonu yapilip paravertebral adeleler laterallere siyrildi ve torakolomber
bileskeden sakral segmente kadar total laminektomi yapilarak tiim posterior vertebral
elemanlar ¢ikarildi. Sonra rootlar kesildi ve spinal kord ayni simnirlardan (L2-S1)
kesilerek c¢ikartildi. Cikarilan kord bistiiri ile L5 diizeyinden transvers olarak
kesilerek iki parcaya boliindii. L2-L5 kord segmenti biyokimyasal inceleme igin
alimiinyum folyoya sarilip kodlandiktan sonra sivi azot igine atildi. L5-S1 segmenti
ise sakral kismi 5/0 ipek iplik ile baglanmak suretiyle isaretlendikten sonra
histopatolojik inceleme i¢cin %10’luk fosfat ile tamponlanmis formaldehit

soliisyonuna konuldu.

e [ s

Resim 3: Lumbosakral kordun ¢ikarilmis gériinimii
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II. 7. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIiRME

Doku Takibi ve Hematoksilen-Eozin Boyama

Medulla spinalis segmentleri %10’luk ndétral formaldehit soliisyonunda 72 saat
siireyle tespit edildi. Akar suda 1 gece yikanan dokular artan etil alkol gradiyent
serilerinden gegirilerek sedir yaginda seffaflandirildilar. Ardindan ksilol ve parafin

serilerinden gecirilen dokular parafin blok haline getirildiler.

Elde edilen parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen
eozin ile boyandi Kesitler mikroskop altinda degisik biiyiiltmelerde incelenerek

degerlendirildi.

Her gruba ait kesitlerde 6n boynuzda bulunan randomize secilen 10 ndron

degerlendirilmeye alindi.

Degerlendirmede;

Noronlar: Medulla spinalis 6n boynuza ait substansia grisea da bulunan multipolar
ozellikte, bazofilik sitoplazmali, Nissl cisimcikleri iceren, Okromatik c¢ekirdekli
noronlar normal yapili noronlar olarak degerlendirildi. Medulla spinalis ©6n
boynuzuna ait substansia grisea da bulunan multipolar 6zelligini yitirmis, genellikle
triangular sekilli, Nissl cisimciklerini yitirmis, eozinofilik sitoplazmali néronlar ise
hasarli noron olarak degerlendirildi.

Aksonlar: Medulla spinalis substansia albasinda yer alan, myelin kilifla ¢erelenmis
aksonlar incelendi. Iskemik hasar sonucu akson yapisinda meydana gelen

dejenerasyon, sisme ve vakuolizasyon, siddet ve yogunluklarina gore derecelendirdi.

Buna gore;
G-0: Normal akson yapist
G-1: Aksonlarda orta dereceli sisme ve vakuolizasyon

G-2: Aksonlarda ileri derecede sisme, dejenerasyon ve vakuolizasyon
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Olmak iizere {i¢ grupta degerlendirildi.

Astrosit ve mikrogliyal hiicre infiltrasyonu hiicre yogunluguna gore degerlendirildi.

Yogunlugun derecesi +1, +2, +3, +4 olarak gosterildi.

Tim degerlendirme bulgular1 birlestirilerek spinal korddaki hasar 3 grade de

degerlendirildi.

Grade 1: Normal histolojik gériiniim
Grade 2: Orta derecede hasar

Grade 3: Ileri derecede hasar

Immiinhistokimyasal Boyama ve Degerlendirme
Immiinohistokimyasal Yéntem

Parafin bloklara gomiilen doku kesitleri indirekt immiinohistokimya yOntemi
kullanilarak, 5 mikron kalinligindaki kesitler poli-lizinli lamlara alinarak etiivde ve
ksilolde deparafinize ve azalan alkol gradiyentinde rehidrate edilerek distile suya
kadar indirgendiler. Ardindan %10 0.1 M Citrate tampon soliisyonunda, maskelenen
antijenleri aciga c¢ikarmak amaciyla yiiksek dereceli mikrodalga firinda 20 dakika
siireyle, “retrieval” asamasina alindilar. Oda 1sisinda soguyan dokular distile suda
yikandiktan sonra 3 kez 5’er dakika tuzlu fosfat tamponunda (PBS= Phosphate
Buffer Saline) bekletildiler. Bu asamada dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle (Super
PAP Pen, PN IM3580, Immunotech, Beckman Coulter Company, Marseille Cedex 9,
France) smirlandirildi ve ardindan endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak
icin dokular 15 dk siireyle %3’ liik hidrojen peroksitte inkiibe edildiler. PBS ile
yikanan dokular Ultra V blokta 5 dk tutulduktan sonra 1: 200 oraninda diliie edilmis
(Large Volume UltraAb Diluent, TA-125-UD, Thermo Scientific, Fremont, CA,
USA) Caspase-3 primer antikoru (Cat. No:RB-1197 -P, Thermo Scientific, Fremont,
CA, USA) ile nemlendirilmis chamber’ da, oda 1sisinda, 1 saat inkiibe edildiler.
Tekrar PBS ile yikanan dokulara biotinile sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent, TP-125-BN, Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) 15 dk. siireyle
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uygulandi. Takiben PBS de yikanan dokulara 15 dk “streptavidin peroksidaz”
(Streptavidin Peroxidase, TS-125-HR, Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) ve
yeniden PBS uygulandi. Reaksiyonun goriiniir hale gelmesi icin AEC kromojen
(AEC Substrate System TA-125-HA, Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) 10 dk.
uygulandiktan sonra PBS’ de yikanan dokulara 2 dk. “Mayer’s hematoksilen” ile zit
boyama uygulandi. Akan musluk suyunda yikanan dokular su bazli yapistirici ile
kapatildi. Degerlendirmeler bord smavi basar1 belgeli histolog tarafindan Leica DMI
4000 B (Leica, Wetzlar, Germany) imaj analizerli fotoigik mikroskopta
degerlendirildi.

Immiinhistokimyasal Degerlendirme ve Skorlama

Dokularda mikroskopik incelemede ekspresyonunun miktarmin nicelik olarak
belirtilmesi i¢in biiylltmede pozitif olan hiicrelerin ekspresyon yogunlugu ve
incelenen kesitlerde ekspresyon yayginligi géz oniine alindi.

Bunun i¢in Hscore uygulandi. Kisisel farkliliklar1 ortadan kaldirmaka amaciyla tiim
dokular tek bir histopatolog tarafindan c¢ift kor yontemiyle degerlendirildi. Daha
onceden McCarty ve ark. tarafindan uygulanan immiinreaktivitenin yogunlugu ve
0zgiin boyanmanin yayginligi temeline dayanan HScore (histological score)
kantitatif degerlendirme yOontem, kullanildi [194]. HScore degeri pozitif boyanmis
hiicrelerin toplam yiizdesinin boyanma yogunlugunun 1 fazlasiyla ¢arpimindan elde

edilmektedir.

HSCORE=XPi (I+1)
I: boyanma yogunlugu (O=boyanma yok, 1=hafif, 2=orta, and 3=yogun, kuvvetli)
Pi: her yogunluktaki boyanmis hiicre yiizdesi



40

II. 8. BIYOKIiMYASAL DEGERLENDIRME

Kullanilan Aletler

e Homojenizator (Virtis-Virtishear, The virtis Company, INC. USA)
e Hassas terazi (Schimadzu, Libror AEG 220)

e Santrifiij (Damon IEC, B-20A Hermle Z 323 K, sogutmali Germany)
e Spektrofotometre BIOKIT EL X 800 Bioelisa Reader

e Spektrofotometre ( Schimadzu UV 1601)

e Vortex ( Heidolph Reax 2000)

e Benmari (Heto Maxi-Shake)

e Derin dondurucu (Sanyo CFC Free Japan)

epH-metre (Nel Elektronik) (Nel)

e Santriflij (Hermle Z 380 K)

Kullanilan Kimyasal Maddeler

EDTA, asetik asit, TCA, KH,PO4, K;HPO4, Na,CO3, CuCly, (NHy4),SO4,
NaOH, CuSO45H,0, HCIl, NaK tartarat, tris, etanol, kloroform Merck
firmasindan saglandu.

5,5° ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB), sigir serum albumin (BSA),
ksantin, ksantin oksidaz, tiyobarbitiirik asit (TBA), Na,HPO4.2H,O, KI,
nitroblue tetrazolium (NBT), sodyum sitrat, Kloramin T, Folin Ciocalteu

fenol reaktifi Sigma firmasindan saglandu.

Yontemlerin Uygulanmasi

Spinal Kord Dokusu TBARS Diizeyinin Ol¢iilmesi

Spinal kord dokusunda lipid peroksidasyon diizeyi tiyobarbiitirik asit reaktif madde
olusumu yontemi ile calisildi [156]. Doku Ornekleri homojenizator ile soguk
trikloraasetik asit (TCA) (1 g doku + 9 ml % 10’luk TCA) i¢inde buzlu ortamda
homojenize edildi. Daha sonra 15 dakika stireyle 4.000 rpm’de santrifiij edildi ve
siipernatan alnarak 4.000 rpm’de 8 dakika tekrar santrifiij edildi. Ornekten 750 ul
almarak tizerine 750 pl % 0.67’lik tiobarbitriik asit (TBA) eklendi. Daha sonra
ornekler 100°C’de kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi. Daha sonra

sogutularak 4.000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan alinarak her bir 6rnegin
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absorbans1 532 nm’de tayin edildi. Spinal kord lipid peroksidasyon diizeyi 1.56 x 10’
M™ em™ katsayist kullanilarak malondialdehit (MDA) esdegeri olarak ifade edildi.

Spinal Kord Dokusu Glutatyon Diizeyinin Olciilmesi

Spinal kord dokusunda glutatyon (GSH) tayini i¢in modifiye Ellman yontemi
kullanild1 [157]. Lipid peroksidasyonunda anlatildig1 sekilde spinal kord dokular1
homojenize edilip santrifiij edildikten sonra, 2 hacim siipernatan, 8§ hacim 0.3 M
Na,HPO4.2H,0 ve 1 hacim ditiyobisnitrobenzoat (0.4 mg/ml % 1’°lik sodyum sitrat)
¢ozeltisi ile karistirildi. Ornekler oda 1sisinda 5-10 dakika inkiibasyona birakildi.
Daha sonra spektrofotometrede karisimin 412 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii

ve glutatyon diizeyleri 13.600 M cm™ katsayis1 kullanilarak hesaplandi.

Spinal Kord Dokusu Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Olciilmesi

SOD enzim aktivitesi Sun ve arkadaslarinin modifiye ettigi spektrofotometrik
yontemle Sl¢iilmiistiir [158]. Bu metodun prensibi nitroblue tetrazolium (NBT)’ un
siiperoksit {ireticisi olan ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafinda indirgenmesi
esasina dayanmaktadir. Stiperoksit dismutaz aktivitesi linite/mg doku proteini olarak

ifade edildi.

Reaktifler

e 3mmol/L stok ksantin ¢dzeltisi

e 0.6 mol/L EDTA

e 150 mmol/L NBT (nitroblue tetrazolium)
e 400 mmol/L Na,COs

e | g/l BSA (sigir serum albumini)

e 0.8 mmol/L CuCl,

o2 M (NH4)2SO4

e Ksantin oksidaz 16.66 U/ml

Deneyin Yapihsi

Distile su ile %10 (w/v) homojenize edilen doku 5.000 g’de 30 dakika +4°C’ de
santrifiij edilip siipernatan alindi. 500 pl kloroform etanol ¢ozeltisi iizerine

siipernatandan 500 pl eklenip, vortekslendi. Daha sonra 5.000 g’de 2 saat +4°C’de
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santrifiij edilip silipernatan alindi. Reaktif karisimi hazirlandiktan sonra, 100 pl
siipernatan 2.85 ul reaktif karistmi ve 50 pl ksantin oksidaz enzim c¢ozeltisi
eklendikten sonra karisim vortekslendi. Oda sicakliginda (25°C) 20 dakika
inkiibasyondan sonra iizerine 1 ml CuCl, eklenerek 560 nm dalga boyunda

spektrofotometrik ol¢ciim yapildi.

% inhibisyon= Kor Absorbansi- Numune Absorbansi x 100

Kor Absorbansi

% 50 inhibisyonu 1 U aktivitenin sagladig1 diisiiniilerek hesaplandi. Siipernatandan
da Lowry metodu ile protein tayini yapilarak siiperoksit dismutaz aktivitesi U/mg

protein olarak verildi [159].

Lowry Protein Tayini

Doku protein diizeyleri sigir serum albumini (BSA)’ nin standart olarak kullanildig:

Lowry yontemine gore 6lgiildi[159].

Reaktifler

o BSA (s1gir serum albumini): 1 mg/ml

e Alkalen reaktif: 0.1 N NaOH i¢inde % 2’lik Na,CO3:32 kisim
NaK tartarat: % 2: 1 kisim
CuSO45H,0: % 1: 1 kisim

e Folin Ciocalteu fenol reaktifi: 1/1 oraninda distile su ile seyreltilir.

Deneyin Yapihsi

Her bir numune tiipiine 20 pl siipernatan, 80 pl distile su, 2 ml alkalen reaktif
eklenip, karistirildi. Tipler oda 1sisinda, karanlikta 15 dakika inkiibe edildikten
sonra, 0.2 ml Folin Ciocalteu’s fenol reaktifi eklenip, karistirildi. Tiipler oda
1s1sinda, karanlikta 1 saat inkiibe edildi. 750 nm’de kore karsi absorbans 6l¢iildii.

BSA’nin 6l¢iilen absorbansi, standart olarak kullanildi.
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Hesaplama

Protein Miktari= (Numune absorbansi/Standart absorbansi) x Standart Konsantrasyonu

Sonuglar mg/ml cinsinden verilir.

Plazma SOD Aktivitesinin Ol¢iilmesi

500 pl kloroform etanol ¢ozeltisi tizerine 500 pl plazma eklenip, vortekslendi. Daha
sonra 5.000 g’de 2 saat +4°C’de santrifiij edilip siipernatan alindi. Reaktif karigimi
hazirlandiktan sonra, 100 pl slipernatan 2.85 pl reaktif karistmi ve 50 pl ksantin
oksidaz enzim c¢ozeltisi eklendikten sonra karisim vortekslendi. Oda sicakliginda
(25°C) 20 dakika inkiibasyondan sonra iizerine 1 ml CuCl, eklenerek 560 nm dalga
boyunda spektrofotometrik dl¢iim yapildi [158]. Siiperoksit dismutaz aktivitesi U/ml

olarak verildi.

Spinal Kord Dokusu AOPP Diizeyinin Ol¢iilmesi

Doku AOPP (ileri diizey oksidasyon protein iirlinleri) Witko-Sarsat ve arkadaslarmin

tanimladig1 spektrofotometrik yontemle Sl¢iilmiistiir [ 160].

Reaktifler

e 20 mM Tris-HCI1 (pH=7.4)

e 20 mM PBS (fosfat tampon soliisyonu, pH=7.4)

e 1.16 M KI (potasyum 1yodiir)

e Asetik asit % 100

e Kloramin T (0-100 uM arasindaki konsantrasyonlarda standart olarak hazirlandi.

Deneyin Yapihsi

20 mM Tris-HCI1 (pH=7.4) ile % 20 (w/v) homojenize edilen doku 5.000 g’de 10
dakika +4°C’de santrifiij edilip siipernatan alindi. 200 pl siipernatan 1:5 oraninda
PBS ile dilue edildi. Uzerine 10 pl KI ve 20 ul asetik asit eklenerek numuneler
vortekslendi ve 340 nm absorbansda PBS’ye kars1 spektrofotometrik 6lgiim yapildi.

0-100 uM Kloramin T standartlar1 numune gibi calisildi. Sonuclar standart egriden
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hesaplanarak, siipernatandan da Lowry metodu ile protein tayini yapilarak AOPP

diizeyi nmol/mg protein olarak verildi [159].

Plazma AOPP Diizeyinin Ol¢iilmesi

200 pl plazma 1:5 oraninda fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile dilue edildi. Uzerine
10 pul KI ve 20 pl asetik asit eklenerek numuneler vortekslendi ve 340 nm
absorbansda PBS’ye kars1 spektrofotometrik 6l¢iim yapildi. 0-100 uM Kloramin T
standartlar1 numune gibi calisildi. Sonuglar standart egriden hesaplanarak, pmol/L

olarak verildi[160].

Spinal Kord Dokusu ve Plazmada Nitrik Oksit Diizeyinin Olciilmesi

Doku ve plazma NO' un gostergesi olarak nitrit+nitrat (NO) diizeyleri tayininde

modifiye Griess yontemi kullanildi[161,162].

Plazmalarin Hazirlanmasi

Plazma Orneklerini deproteinize edilmek iizere; 0.25 ml plazma iizerine 0.25 ml
0.3M NaOH eklenerek oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi. Uzerine 0.25 ml % 10'luk
ZnS0O4 konularak vorteks ile karistirildi. Karisim +4°C 14.000 rpm'de 5 dakika
santrifiij edildi. Alinan siipernatanlar tekrar +4°C 14.000 rpm'de 5 dakika santrifuj
edildi.

Dokularim Hazirlanmasi

Spinal kord dokusunda NO miktar1 Griess metodu ile ¢alisildi. Bunun i¢in alinan
doku bes kat1 hacimde PBS eklenerek homojenize edildi. PBS Cozeltisi i¢in; 8 g
NaCl, 0,2 g KCl, 0,92 g (Na,HPOy4, 0,2 g KH,POy4; 1 It suda ¢6ziildii, pH=7,4 olacak
sekilde ayarlandi). 2.000 RCF’ de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Sonra {izerine
250 pl 0,3 N NaOH ilave edilerek oda 1sisinda 5 dakika inkiibasyona birakildi. 250
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pul % 10°luk ZnSOy4 ilave edilip, vortekslendi. 3.000 RCF’de +4°C’de 20 dakika
santrifiij edildi. 500 pl siipernatan 14.000 rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

Plazma ve spinal kord dokusunda NO miktarin belirlemek i¢in,1 birim VaCls; (400
mg VaCl3 tartilir,] M HCI ¢6zeltisi ile 50 ml’ye tamamlanarak karigtirilir). 0,5 birim
silfanilamid (2 gr Siilfanilamid tartilir, 100 ml olacak sekilde % 5’lik HCI
cozeltisinde ¢oziiliir) 0,5 birim N-(1-Naphthyl) Ethyl-Enediamine (NEED) karigimi
(100 mg NEED tartildi, 100 ml olacak sekilde deiyonize su igerisinde ¢oziildii)
karstirilip, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra Elisa okuyucuda 540 nm

dalga boyunda okundu. NO miktar1 hazirlanan standart ¢ozeltiye gore hesaplandu.

Plazmada Siilfidril Bilesiklerinin Diizeyinin Ol¢iimii

500 pl plazma alindi. 1000 pl Tris/Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) / NaDS
(Na dedusiilfat) eklenip vorteks ile karistildi. 3 dakika oda isisinda bekletildikten
sonra 3 dakika 10.000 g’de santrifiij edildi. Siipernatan alindi. 40 pl
ditiyonitrobenzoik asit (DTNB) eklendi. 20 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Elisa okuyucuda 405 nm dalga boyunda okundu (363). (abs-0.756)/0.0136x3.08
nmol/RSH/ml seklinde hesaplandi.

Plazmada MDA Diizeyi Olciimii

Plazmada MDA diizeyi tiobarbitiirik asit reaktif madde olusumu yontemi ile

calisildi[164].

Reaktifler

e TCA 200 g/L

e TBA 6.7 g/L

e n.Butanol

e Standart: Tetraetoksipropan
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Deneyin Yapihsi

0.5 ml plazma tizerine sirasiyla 2.5 ml TCA ve 1 ml TBA eklenerek vortekslendi.
Tiipler 30 dakika kaynatilip, oda sicakligina sogutulduktan sonra 2ml n.butanol
eklenerek 3.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 list faz alinarak
spektrofotometrede n.butanole karsi 532 nm’de okundu. 5-20 nmol/ml
tetraetoksipropan standartlart numune gibi ¢alisildi. Sonuglar standart egriden

hesaplanarak, nmol/ml olarak verildi.

IIL. 1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Abdominal cerrahi yapilan kontrol grubuna ait spinal kord segmentlerinden alinan
kesitler Hematoksilen-Eozin ile boyandiktan sonra c¢esitli biiyiiltmelerde incelendi.
Bu grupta alman kesitlerde normal néronal ve aksonal yap1 izlendi. Ayrica astrosit-
mikrogliya (A-M) hiicre infiltrasyonunun normal diizeyde oldugu dikkati ¢ekti. Bu
gruptaki hasar Grade 1 olarak degerlendirildi (Resim 4,5,6). Apoptotik degisiklikleri
degerlendirmek i¢in yapilan immiinohistokimya boyamasinda tutulum saptanmadi

(Resim 7).

Post-iskemik spinal cerrahi grubuna ait kesilerde motor ndronlarda hasar %75
oraninda gozlenirken, Nissl cisimciginde kayip (kromatolizis), aksonlarda yogun
vakuolar dejenerasyon, astrosit- mikrogliyal hiicre infiltrasyonu ve 6dem dikkati
cekti. Bu gruptaki hasar Grade 3 olarak degerlendirildi (Resim 8,9). Caspase-3
immiinhistokimya boyamasinda néron govdelerinde ortadan kuvvetliye, norogliyal
hiicrelerde hafiften orta dereceye degisim gdsteren immiinreaktivite saptandi (Resim

10).

Diisiik doz gabapentin grubundaki motor néronlarn %26,6> sinin hasarli oldugu,
aksonlarda hafif sisme, az boyutta vakuolizasyon ve birka¢ hiicreyle sinirli astrosit-
mikrogliyal infiltrasyon izlendi. Bu grup Grade 1 olarak degerlendirildi (Resim
11,12,13). Caspase-3 immiinhistokimya boyamasinda noron govdelerinde ve

norogliyal hiicrelerde hafif dereceli immiinreaktivite saptandi (Resim 14).
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Yiiksek doz gabapentin grubundaki motor néronlarin ortalama ortalama %21,6” sinin
hasarli oldugu, aksonlarda hafif sisme, az boyutta vakuolizasyon ve birkag hiicreyle
sinirli  astrosit-mikrogliyal infiltrasyon izlendi. Bu grup Grade 1 olarak
degerlendirildi (Resim 15,16). Caspase-3 immiinhistokimya boyamasinda noron
govdelerinde ve norogliyal hiicrelerde hafif dereceli immiinreaktivite saptandi

(Resim 17).

Gruplar arasindaki hasarli ndron, hasarli akson ve astrosit-mikrogliyal hiicre
infiltrasyonu kantitatif degerleri istatistiksel olarak birbirinden anlamli diizeyde farkl

bulundu (p< 0.05).

Tablo 2: Kontrol grubunun histopatolojik degerlendirmesi

Denek Hasarh Hasarh A-M Hiicre | Caspase-3 HScore
No Noron Akson Infiltrasyonu | Immiinreaktivitesi

1 0/10 G-0 + 0 0.7

2 1/10 G-0 + 0 0.7

3 0/10 G-0 + 0 0.7

4 0/10 G-0 + 0 0.8

5 1/10 G-0 + 0 0.7

6 0/10 G-0 + 1 0.7




Tablo 3: I/R grubunun histopatolojik degerlendirmesi

Denek Hasarli | Hasarli | A-M Hiicre | Caspase-3 HScore
No Noron | Akson | Infiltrasyonu | Immiinreaktivitesi

1 7/10 G-2 4+ 3 2.8

2 7/10 G-2 +++ 3 3.2

3 6/10 G-1 +++ 3 2.8

4 8/10 G-2 +++ 2 2.1

5 8/10 G-1 +++ 2 2.1

6 9/10 G-2 +++ 3 3.2
Tablo 4: dT gubunun histopatolojik degerlendirmesi

Denek Hasarli | Hasarli | A-M Hiicre | Caspase-3 HScore
No Noron | Akson | Infiltrasyonu | Immiinreaktivitesi

1 3/10 G-1 ++ 1 1.4

2 2/10 G-1 ++ 1 1.4

3 3/10 G-1 ++ 2 2.1

4 2/10 G-1 ++ 2 2.1

5 3/10 G-0 + 1 1.4

6 3/10 G-0 ++ 1 1.4

48



49

Tablo 5: yT grubunun histopatolojik degerlendirmesi

Denek Hasarh Hasarli | A-M Hiicre | Caspase-3 HScore
No Noron | Akson | Infiltrasyonu | Immiinreaktivitesi

1 2/10 G-1 ++ 1 1.4

2 3/10 G-1 ++ 1 1.4

3 1/10 G-0 + 1 1.4

4 2/10 G-1 ++ 1 1.4

5 2/10 G-0 ++ 2 2.1

6 3/10 G-0 + 1 1.4

Astrosit-mikrogliya hiicre infiltrasyonu, hasarli noronlar, hasarli aksonlar ve
histolojik  skorlama  (HScore) acisindan  gruplar  istatistiksel  olarak
degerlendirildiginde, kontrol ve I/R grubu, kontrol ve dT grubu, kontrol ve yT grubu,
ayrica I/R ve dT grubu, I/R ve yT grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (p<0.05), fakat dT ve yT gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Sonuclar bize, gabapentinin doza bagli olmaksizin astrosit
mikrogliya infiltrasyonunu, néron hasarmi ve aksonal dejenerasyonu azalttigini

gostermektedir.
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Resim 4: Kontrol grubuna ait medulla spinalis izleniyor. Gri cevher (K), beyaz
cevher (M), normal yapida noron gdvdeleri (1), izleniyor. (Bar: 2000 pm,
Hematoksilen-Eozin).

Resim 5: Kontrol grubuna ait medulla spinalis gri cevheri izleniyor. Noron
govdeleri(1), norogliyal hiicreler (*) normal yapida dikkati ¢ekiyor (Bar: 2000um,
Hematoksilen-Eozin).
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Resim 6: Kontrol grubuna ait medulla spinalis beyaz cevheri izleniyor. Aksonlar
(A), norogliyal hiicreler (1) normal yapida dikkati g¢ekiyor (Bar: 2000 um,
Hematoksilen-Eozin).

Resim 7: Kontrol grubuna ait medulla spinalis caspase-3 immiinhistokimya kesitleri
izleniyor. néronlar (1), ndrogliya hiicreleri (*) normal yapida ve negatif
immiinreaktivite izleniyor. (Bar: 500 um, Caspase-3 Immiinperoksidaz).
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Resim 8: I/R grubuna ait medulla spinalis izleniyor. Multipolar &zelligini,
¢ekirdegini ve Nissl cisimciklerini yitirmis, eozinofilik ndronlar (1), genislemis ve
sigsmis aksonal yapilar (*) dikkati ¢ekiyor (Bar: 2000 um, Hematoksilen-Eozin).

Resim 9: I/R grubuna ait medulla spinalis beyaz cevheri izleniyor. Aksonlarda
akuolizasyon ve 6dem izleniyor (Bar: 2000 pm, Hematoksilen-Eozin).
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Resim 10: I/R grubuna ait medulla spinalis caspase-3 immiinhistokimya kesiti
izleniyor. Noron govdelerinde orta kuvvetliye dogru degisen derecelerde, nérogliya
hiicrelerinde yer yer orta dereceli caspase-3 immiinreaktivitesi dikkati ¢ekiyor (Bar:
500 um, Caspase-3 Immiinrepoksidaz).

Resim 11: dT grubuna ait medulla spinalis izleniyor (Bar: 2000 um, Hematoksilen-

Eozin).
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Resim 12: dT grubuna ait medulla spinalis gri cevheri izleniyor. Normal yapida
noronlar ve Nissl cisimcikleri(*), norogliya hiicreleri (1) izleniyor (Bar: 2000 pm,
Hematoksilen-Eozin).

Resim 13: dT grubuna ait medulla spinalis beyaz cevheri izleniyor. Normal yapida
aksonlar(*) ve norogliya dokusu izleniyor (Bar: 2000 um, Hematoksilen-Eozin).
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Resim 14: dT grubuna ait medulla spinalis caspase-3 immiinhistokimya kesiti
izleniyor. Hafif derceli norogliyal caspase3 immiinreaktivitesi izleniyor (Bar: 500
um, Caspase-3 Immiinperoksidaz).

Resim 15: yT grubuna ait medulla spinalis izleniyor. Normal yapida noronlar,
aksonlar ve norogliya hiicreleri izleniyor (Bar: 2000 um, Hematoksilen-Eozin).
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Resim 16: yT grubuna ait medulla spinalis beyaz cevheri izleniyor. Normal yapida
aksonlar ve norogliya hiicreleri(?) izleniyor (Bar: 2000 pm, Hematoksilen-Eozin).

Resim 17: yT grubuna ait medulla spinalis caspase-3 immiinhistokimya kesiti
izleniyor. Hafif dereceli noronal ve ndrogliyal caspase-3 immiinreaktivitesi izleniyor
(Bar: 500 pm, Caspase-3 Immiinperoksidaz).
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II1. 2. BIYOKIMYASAL ANALIiZ SONUCLARI

Gruplar aras1 ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarini kontrol etmek agisindan degiskenlerin dagiliminin normal
dagilima yaklastigr Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir. Sonuglar, degiskenlerin
dagiliminin normale yakin oldugunu gostermektedir. Levene’s testi ile gruplar arasi
varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi agisindan da anlamli
bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki

bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.
IIL. 2. 1. SPINAL KORD DOKUSUNDA MDA DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarmi kontrol etmek acisindan MDA’ nin dagilimmin normal
dagilima yaklastii, asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir.
Sonuglar, MDA dagiliminin normale yakin oldugunu géstermektedir. Levene’s testi
ile gruplar arasi1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi
acisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun iizerine, gruplar

arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.

MDA T Manmal 20 Grafldl MDA min Mormal PP Grafigi

Baklanan Nermal Dagar
Beklenzn Mormal Deger

! | '
2 H H H ] B
Giizlanan Dagar Giizlanan Dagar

Grafik 1: MDA i¢in Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir (p=0.222).
Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz orneklem t testi ile

degerlendirilmistir. Doku MDA diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda I/R grubunda spinal kord MDA diizeyleri anlaml1 olarak artmus
bulundu (p=0.001) (Tablo 6). I/R grubundaki anlamli MDA vyiiksekligi, spinal

kordun I/R hasarmdan etkilendigini gostermektedir.

Tablo 6: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile iskemi grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin

Levene’s testi ortalama esitligi icin t testi
P degeri Std.
serbestlik (2- hata

F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark| farki

MDA Esit varyanslar
1.692 222 -4.539 10 .001] -3.41333| .75195
varsayildi

MDA ortalamalar1 agisindan, diisik doz gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda
alfa=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.003)
(Tablo 7). Diisiik doz gabapentin grubunun MDA diizeyleri I/R grubununkinden

anlamli olarak diisiik bulunurken, kontrol grubu ile benzerlik géstermistir (Tablo &)

Tablo 7: Bagimsiz érneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki

MDA Esit varyanslar
473 .507 3.917 10 .003| 3.34933| .85509
varsayildi




Tablo 8: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
MDA Esit varyanslar
.231 .641 -.104 10 .919| -.06400| .61631

varsayildi

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinin spinal kordu I/R hasarindan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, MDA ortalamalar1 acisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.598) (Tablo 9). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin dokuda bulunan MDA

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gostermektedir.

Tablo 9: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
MDA Esit varyanslar
.080 .783 -.545 10 .598| -.40533| .74374

varsayildi
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Tablo 10: Doku MDA analiz sonuglar1 ve ortalama degerler

MDA (nmol/g doku) KONTROL

4,352 7,808 3,200 3,200
2,944 3,712 2,304 2,944
2,560 8,320 5,760 5,888
2,304 7,296 2,688 3,456
3,968 6,656 3,200 4,352
3,072 5,888 2,432 2,176
ORTALAMA 3,200 6,613 3,264 3,669

i
dT yT

KONTROL i/R

Grafik 2: Ortalama doku MDA degerleri
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IIL. 2. 2. SPINAL KORD DOKUSUNDA SOD DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarmi kontrol etmek acisindan SOD’ 1n dagilimimin normal dagilima
yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir. Sonuglar, SOD
dagiliminin normale yakim oldugunu gostermektedir. Levene’s testi ile gruplar arasi
varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi agisindan da anlamli
bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki

bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.
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Grafik 3: SOD i¢in Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir (p=0.3).

Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirilmistir. Doku SOD diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda spinal kord SOD diizeyleri anlaml1 olarak azalmis
bulundu (p=0.021) (Tablo 11). I/R grubundaki anlamli SOD azlig1, spinal kordun

I/R hasarmdan etkilendigini gdstermektedir.



Tablo 11: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi

icin Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik] (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
SOD Esit varyanslar
1.195 .300 2.730 10 .021] 3.84717| 1.40904

varsayildi

Dokuda bulunan SOD ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplari

arasinda alfa=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur

(p=0.006) (Tablo 12). Diisiik doz gabapentin grubunun SOD diizeyleri I/R

grubununkinden anlamli olarak artmis bulunurken,

gostermistir (Tablo 13).

Tablo 12: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

kontrol grubu ile benzerlik

Varyans esitligi icin

Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
SOD Esit varyanslar
.215 .653| -3.468 10 .006] -4.01550( 1.15803

varsayildi




Tablo 13: Bagimsiz érneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
SOD Esit varyanslar
442 521 -.11232 10 .913| -.16833| 1.49874

varsayildi

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinmn spinal kordu I/R hasarindan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, SOD ortalamalar1 agisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.624) (Tablo 14) . Bu sonuclar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin dokuda bulunan SOD

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gostermektedir.

Tablo 14: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark |  farki
SOD Esit varyanslar
.183 .678 .506 10 .624| .56517( 1.11679

varsayildi
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Tablo 15: Doku SOD analiz sonuglar1 ve ortalama degerler

SOD (U/mg protein) KONTROL

25,801 17,267 22,119 22,627
21,282 18,816 16,733 18,181
19,183 16,568 20,147 20,473
21,302 13,557 21,032 21,464
18,721 16,533 22,788 19,008
17,467 17,932 21,947 19,622
ORTALAMA 20,626 16,779 20,794 20,229

KONTROL i/R

Grafik 4: Ortalama doku SOD degerleri
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IIL. 2. 3. SPINAL KORD DOKUSUNDA AOPP DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarini kontrol etmek agisindan AOPP’ nin dagilimmm normal
dagilima yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir.
Sonuglar, AOPP dagilimmin normale yakin oldugunu gostermektedir. Levene’s testi
ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi
acisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun iizerine, gruplar

arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.

AOPP T Mosmal 00 Grafgl

ignan Hermp Gnger
g
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Grafik 5: AOPP i¢cin Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi gortilmiistiir (p=0.672).

Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirilmistir. Doku AOPP diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda spinal kord AOPP diizeyleri anlamli olarak artmus
bulundu (p=0.000) (Tablo 16). I/R grubundaki anlamli AOPP yiiksekligi spinal

kordun I/R hasarmdan etkilendigini gostermektedir.



Tablo 16: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin

Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

serbestlik P degeri (2- Std. hata
F P degeri t derecesi kuyruklu) Ort. fark farki
AOPP Esit varyanslar
.190 .672| -7.402 10 .000| -6.30350| .85161
varsayildi

AOPP ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda

alfa=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.000)

(Tablo 17). Diisiik doz gabapentin grubunun AOPP diizeyleri I/R grubununkinden

anlaml olarak diisiik bulunurken, kontrol grubu ile benzerlik gdstermistir (Tablo

18).

Tablo 17: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

varsayildi

P degeri
Serbestlik|] (2- Std. hata
P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
AOPP Esit varyanslar
.897 .366 7.392 10 .000] 6.73117] .91058




Tablo 18: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

varsayildi

P degeri
Serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
AOPP Esit varyanslar
.185 677 438 10 .670] .42767| .97559

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinm spinal kordu I/R hasarmndan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, AOPP ortalamalar1 agisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.945) (Tablo 19). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasmin dokuda bulunan AOPP

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gdstermektedir.

Tablo 19: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri Std.
Serbestlik|  (2- Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
AOPP Esit varyanslar
1.205 .298 -.071 10 .945] -.06550| .92743

varsayildi




Tablo 20: Doku AOPP analiz sonuglar1 ve ortalama degerler
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AOPP (nmol/mg protein) KONTROL IIR dT yT
2,833 10,161 6,162 4,012
5,037 9,281 2,926 3,401
3,607 10,200 3,288 4,725
3,875 12,058 3,782 6,933
6,842 12,580 2,845 4,401
6,335 12,070 6,960 2,884

ORTALAMA 4,755 11,058 4,327 4,393

4,755

KONTROL i/

Grafik 6: Ortalama doku AOPP

R dT yT

degerleri
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IIL. 2. 4. SPINAL KORD DOKUSUNDA GSH DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz 6rneklem t
testinin varsayimlarmi kontrol etmek agisindan GSH nin dagilimimin normal
dagilima yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir.
Sonuglar, GSH dagiliminin normale yakin oldugunu gdstermektedir. Levene’s testi
ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi
acisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun iizerine, gruplar

arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.

E5H'nin Marmal 0.0 Grafigi GEH'nin Marmal P-P Grafigi
i

3

n Mormal Deger
E=kl=n=n Mormal Deger
2 =

Eeklzn:

Grafik 7: GSH icin Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi gortilmiistiir (p=0.285).

Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirilmistir. Doku GSH diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda spinal kord GSH diizeyleri anlaml1 olarak azalmis
bulundu (p=0.001) (Tablo 21). I/R grubundaki anlamli GSH azlig1 spinal kordun I/R

hasarindan etkilendigini gdstermektedir



Tablo 21: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin

Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri
Serbestlik]  (2- Std. Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)|Ort. Fark| farki
GSH Esit varyanslar
1.278 .285 4.412 10 .001| .72617| .16461

varsayildi

GSH ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda alfa=0.05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.001) (Tablo 22).

Diisiik doz gabapentin grubunun GSH diizeyleri I/R grubununkinden anlamli olarak

artmis bulunurken, kontrol grubu ile benzerlik gdstermistir (Tablo 23).

Tablo 22: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin

Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri
Serbestlik]  (2- Std. Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)|Ort. Fark| farki
GSH Esit varyanslar
.003 .960( -5.018 10 .001| -.65083( .12970

varsayildi




Tablo 23: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilagtirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin

Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri
Serbestlik (2- Std. Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
GSH Esit varyanslar
1.182 .302 .450 10 .662| .07533| .16736

varsayildi

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinin spinal kordu I/R hasarindan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, GSH ortalamalar1 a¢isindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.817) (Tablo 24). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin dokuda bulunan GSH

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gdstermektedir.

Tablo 24: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin

Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
GSH Esit varyanslar
2.240 .165 .238 10 .817] .04233| .17806

varsayildi




Tablo 25: Doku GSH analiz sonuglar1 ve ortalama degerler
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GSH (umol/g doku)  KONTROL IIR dT yT
1,129 0,621 0,858 1,527
0,917 0,215 1,006 0,913
0,757 0,304 1,510 0,905
1,569 0,410 0,943 1,501
1,116 0,803 1,159 0,604
1,590 0,368 1,150 0,922

ORTALAMA 1,180 0,454 1,104 1,062

KONTROL

i/R

Grafik 8: Ortalama doku GSH degerleri




73

IIL 2. 5. SPINAL KORD DOKUSUNDA NO DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarii kontrol etmek agisindan NO’ in dagilimimnin normal dagilima
yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir. Sonuglar, NO
dagiliminin normale yakim oldugunu gostermektedir. Levene’s testi ile gruplar arasi
varyans homojenitesi test edilmis ve varyans dagilimi agisindan anlamli fark
gosteren gruplar oldugu goézlemlenmistir. Bu gruplarda farkli varyanslar ig¢in
gelistirilmis olan  bagimsiz 6rneklem t testi kullanilarak gruplar arasi farklar
degerlendirilmistir.

KGR Normal G-0 Grangl NQ'un Notrmal F-F Grandl

Giizlanan Dagar Gizlenan Dagar

Grafik 9: NO i¢in Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan anlaml bir fark gosterdigi goriilmiistiir (p=0.012). Bu sebeple,
asagida gosterilen tablonun ikinci satir1 kullanilacaktir.

Gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.
Asagidaki tablonun ikinci satirinda goriildiigii gibi Doku NO diizeyleri
degerlendirilmesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda I/R grubunda spinal kord
NO diizeyleri anlamli olarak artmis bulundu (p=0.006) (Tablo 26). I/R grubundaki
anlamli NO yiiksekligi spinal kordun I/R hasarindan etkilendigini gdstermektedir.



Tablo 26: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri Std.
serbestlik (2- Hata
F P degeri T derecesi | kuyruklu)| Ort. Fark farki
NO Esit varyanslar
9.356 .012 -4.461 10 .001| -2.58152E1|5.78655
varsayildi
Esit varyanslar
-4.461 5.152 .006( -2.58152E1|5.78655
varsayllmadi

NO ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda alfa=0.05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.006) (Tablo 27).

Diisiik doz gabapentin grubunun NO diizeyleri I/R grubununkinden anlamli olarak

diisiik bulunurken, kontrol grubu ile benzerlik géstermistir (Tablo 28).

Tablo 27: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri Std.
Serbestlik|  (2- Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
NO  Esit varyanslar
2.698 1132 3.522 10 .006|2.22783E1| 6.32589

varsayildi




Tablo 28: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilagtirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin

Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri
Serbestlik]  (2- Std. Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
NO  Esit varyanslar
12.224 .006] -1.288 10 .227|-3.53683| 2.74563
varsayildi
Esit varyanslar
-1.288 5.711 .247]-3.53683| 2.74563

varsayllmadi

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinin spinal kordu

korudugunu gostermektedir.

I/R hasarindan

Son olarak, NO ortalamalar1 acisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.506) (Tablo 29). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin dokuda bulunan NO

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gostermektedir.

Tablo 29: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin

Levene’s testi

Ortalama esitligi icin t testi

P degeri
Serbestlik]  (2- Std. Hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
NO  Esit varyanslar
1.173 .304 -.691 10 .506|-3.31950| 4.80686

varsayild




Tablo 30: Doku NO analiz sonuglar1 ve ortalama degerler
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NO (nmol/g doku)  KONTROL IIR dT yT
34,272 71,854 31,945 32,925
29,866 52,381 28,643 30,758
31,392 74,516 40,794 54,681
30,821 48,429 44,864 35,569
31,563 57,101 31,581 29,518
29,314 37,838 30,622 44,915

ORTALAMA 31,205 57,020 34,742 38,061

Grafik 10:

KONTROL

Ortalama doku NO degerleri
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IIL. 2. 6. PLAZMA MDA DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz 6rneklem t
testinin varsayimlarmi kontrol etmek acisindan MDA’ nin dagilimmin normal
dagilima yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir.
Sonuglar, MDA dagiliminin normale yakin oldugunu gostermektedir. Levene’s testi
ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi
acisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun iizerine, gruplar

arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.

D& N Mermel FF Grangl

MD&'rin Marmal -0 Grafigi

Marmal Dagar
W

Baklanan
Baklanan Narmal Oajar

Grafik 11: MDA i¢in Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir (p=0.913).

Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirilmistir. Plazma MDA diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda plazma MDA diizeyleri anlamli olarak artmis
bulundu (p=0.002) (Tablo 31). I/R grubundaki anlamli MDA yiiksekligi spinal

kordun I/R hasarmdan etkilendigini gostermektedir.



Tablo 31: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi

icin Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

varsayildi

P degeri
serbestlik] (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
MDA Esit varyanslar
.013 913| 4.257 10 .002(8.10385E11.90377E1

Diisiik doz gabapentin grubu ile I/R grubu arasinda varyans dagilimi acisindan bir

farklilik bulunmaktadir (p=0.072). Bu yiizden MDA ortalamalar1 agisindan, diisiik

doz gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda alfa=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmaktadir (p=0.08) (Tablo 32). Bu da, diisik dozda ilag

kullaniminin plazmada bulunan MDA seviyesini anlamli diizeyde azalttigini

gostermemektedir. Bu ylizden yiiksek doz gabapentin kullaniminin iskemi grubuyla

arasindaki fark incelenecektir.

Tablo 32: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

serbestli | P degeri
k (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
MDA Esit varyanslar
4.057 .072| -2.069 10 .065|-6.72615E1| 3.25167E1
varsayildi
Esit varyanslar
-2.069 6.609 .080|-6.72615E1

varsayllmadi
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MDA ortalamalar1 agisindan, yiiksek gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda alfa=0.05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.115) (Tablo 33). Bu

da, yiikksek dozda ila¢ kullanimmin plazmada bulunan MDA seviyesini anlamli

diizeyde azalttigini1 gostermektedir.

Tablo 33: Bagimsiz 6rneklem t testinde yT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin

Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

serbestli | P degeri
k (2- Std. hata
F P degeri T derecesi [kuyruklu)| Ort. Fark farki
MDA Esit varyanslar -
1.613 .233| -1.728 10 115 2.46636E1
varsayildi 4.26142E1

Diger taraftan, MDA ortalamalar1 agisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

kontrol grubu karsilastirildiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0.689) (Tablo 34). Bu da diisiik doz gabapentin uygulamasinin

plazmada bulunan MDA seviyesini normal diizeye getirebilecegini gostermektedir.




Tablo 34: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilagtirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi

icin Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik] (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
MDA Esit varyanslar
3.228 .103 412 10 .689(1.37770E1|3.34631E1

varsayildi

Son olarak, MDA ortalamalar1 acisindan diisilk doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.667) (Tablo 35). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin plazmada bulunan MDA

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gdstermektedir.

Diisiik doz gabapentin kullaniminm I/R grubuyla fark yaratmamasi, smir degerin cok

yakin olmasindan kaynaklanabilir ve diisiik doz gabapentin kullanimmin plazmadaki

MDA miktarmi da diisiirdiigii yorumu yapilabilir.

Tablo 35: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi

icin Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik]  (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
MDA Esit varyanslar
.765 402 .667 10 .520]2.46473E1|3.69545E1

varsayildi




Tablo 36: Plazma MDA analiz sonuglar1 ve ortalama degerler
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MDA (nmol/ml) KONTROL IIR dT yT
5,102 6,122 5,051 5,000
4,336 5,255 3,418 4,693
4,438 4,438 5,000 5,102
3,673 5,357 4,693 4,948
3,265 5,510 2,551 4,081
4,030 6,428 5,051 3,928

ORTALAMA 4141 5,518 4,294 4,625

KONTROL

Grafik 12: Ortalama plazma MDA degerleri

i/R
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IIL. 2. 7. PLAZMA SOD DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarmi kontrol etmek acisindan SOD’ 1n dagilimimin normal dagilima
yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir. Sonuglar, SOD
dagiliminin normale yakim oldugunu gostermektedir. Levene’s testi ile gruplar arasi
varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi agisindan da anlamli
bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki

bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.
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Grafik 13: SOD igin Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir (p=0.059).

Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirilmistir. Plazma SOD diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda plazma SOD diizeyleri anlamli olarak azalmis
bulundu (p=0.08) (Tablo 37). I/R grubundaki anlamli SOD azlig1 spinal kordun I/R

hasarindan etkilendigini gostermektedir.



Tablo 37: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

varsayildi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
SOD Esit varyanslar
4.552 .059 1.948 10 .080] .19783| .10157

Plazmada bulunan SOD ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplar1

arasinda alfa=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur

(p=0.198) (Tablo 38). Diisiik doz gabapentin grubunun SOD diizeyleri I/R

grubununkinden anlamli olarak yiiksek bulunurken,

gostermistir (Tablo 39).

Tablo 38: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi

kontrol grubu ile benzerlik

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
SOD Esit varyanslar
.066 .803| -1.379 10 .198| -.16917( .12264

varsayildi




Tablo 39: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilagtirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

varsayildi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
SOD Esit varyanslar
1.918 .196 274 10 .790| .02867( .10467

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinin spinal kordu I/R hasarindan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, SOD ortalamalar1 agisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.624) (Tablo 40). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin plazmada bulunan SOD

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gdstermektedir.

Tablo 40: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
SOD Esit varyanslar
4.382 .063 .304 10 .768| .02917( .09607

varsayildi




Tablo 41: Plazma SOD analiz sonuglar1 ve ortalama degerler
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soD (U/ml) KONTROL IIR dT yT
0,975 1,130 1,161 0,949
0,962 1,041 1,077 1,002
1,337 0,741 1,328 1,178
1,077 1,006 0,759 0,980
1,037 0,693 1,125 0,927
1,050 0,640 0,816 1,055

ORTALAMA 1,073 0,875 1,044 1,015

KONTROL

i/R

Grafik 14: Ortalama plazma SOD degerleri
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IIL. 2. 8. PLAZMA AOPP DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarini kontrol etmek agisindan AOPP’ nin dagilimmm normal
dagilima yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir.
Sonuglar, AOPP dagilimmin normale yakin oldugunu gostermektedir. Levene’s testi
ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi
acisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun iizerine, gruplar

arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.

ROPP R Hormal PP Grafgi

e L]

Bailgnan Her=al {lnger

Britinsa

e

Gbitnrns Da g

Grafik 15: AOPP i¢in Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi goriilmiistiir (p=0.852).

Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirilmistir. Plazma AOPP diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda plazma AOPP diizeyleri anlamli olarak artmus
bulundu (p=0.000) (Tablo 42). I/R grubundaki anlamli AOPP yiiksekligi spinal

kordun I/R hasarindan etkilendigini gostermektedir.



Tablo 42: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi ortalama esitligi icin t testi

serbestli | P degeri
k (2-

Std. hata

F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. Fark farki

AOPP Esit varyanslar
.037 .852| -9.361 10 .000

varsayildi 2.15000E2

2.29684E1

AOPP ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplar

arasmda

alfa=0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.000)

(Tablo 43). Diisiik doz gabapentin grubunun AOPP diizeyleri I/R grubununkinden

anlaml olarak diisiik bulunurken, kontrol grubu ile benzerlik gostermistir (Tablo

44).

Tablo 43: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi

icin Levene’s testi ortalama esitligi icin t testi
P degeri
serbestlik]  (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
AOPP Esit varyanslar
4.637 .057( 11.151 10 .000]1.93678E2|1.73692E1

varsayildi




Tablo 44: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilagtirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

serbestli | P degeri
k (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. Fark farki
AOPP Esit varyanslar -
734 412 -1.075 10 .308 1.98379E1
varsayildi 2.13220E1

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinmn spinal kordu I/R hasarindan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, AOPP ortalamalar1 agisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p=0.771) (Tablo 45). p degeri i¢in

tablonun ikinci satirmm kullanilmasinin nedeni gruplar arasinda varyans dagilimi

acisindan anlamli bir fark bulunmasidir (p=0.044). Bu sonuglar bize, diisiik doz ve

yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin plazmada bulunan AOPP seviyesini normal

diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gostermektedir.

Tablo 45: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik|  (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
AOPP Esit varyanslar
5.316 .044 -.304 10 .768|-8.44817|2.78160E1
varsayildi
Esit varyanslar
-.304 6.198 .771|-8.44817]2.78160E1
varsayllmadi




Tablo 46: Plazma AOPP analiz sonuglar1 ve ortalama degerler

AOPP (umol/L) KONTROL IIR dT yT
124,862 312,448 114,172 126,241
94,172 302,103 172,793 214,517
205,896 322,448 131,413 138,310
138,655 390,379 162,448 76,931
125,206 372,793 156,931 141,068
83,827 362,448 162,793 254,172

ORTALAMA 128,770 343,770 150,092 158,540

400,000
350,000
300,000
250,000
200,000
150,000
100,000  pdd
50,000
0,000

343,77(

KONTROL i/R

Grafik 16: Ortalama plazma AOPP degerleri
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IIL. 2. 9. PLAZMA GSH DUZEYLERI

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz orneklem t
testinin varsayimlarmi kontrol etmek acisindan GSH’ in dagilimimin normal dagilima
yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir. Sonuglar, GSH
dagiliminin normale yakm oldugunu gostermektedir. Levene’s testi ile gruplar arasi
varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans dagilimi agisindan da anlamli
bir fark gostermedigi goriilmiistiir. Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki

bagimsiz orneklem t testi ile degerlendirilmistir.
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Grafik 17: GSH igin Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar aras1 varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilimi agisindan da anlamli bir fark gostermedigi gortilmiistiir (p=0.933).

Bunun {izerine, gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirilmistir. Plazma GSH diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda I/R grubunda plazma GSH diizeyleri anlamli olarak azalmis
bulundu (p=0.005) (Tablo 47). I/R grubundaki anlamli GSH azlig1 spinal kordun I/R

hasarindan etkilendigini géstermektedir.



Tablo 47: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
GSH Esit varyanslar
.007 .933| -3.556 10 .005|-1.37767| .38743

varsayildi

GSH ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda alfa=0.05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.04) (Tablo 48).

Diisiik doz gabapentin grubunun GSH diizeyleri iskemi grubununkinden anlamli

olarak yiiksek bulunurken, kontrol grubu ile benzerlik géstermistir (Tablo 49).

Tablo 48: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
GSH Esit varyanslar
2.075 .180 2.362 10 .040] 1.22433| .51845

varsayildi




Tablo 49: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilagtirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

varsayildi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
GSH Esit varyanslar
2.700 1131 -.303 10 .768| -.15333| .50523

Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinin spinal kordu I/R hasarindan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, GSH ortalamalar1 agisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.504) (Tablo 50). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasimin plazmada bulunan GSH

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gdstermektedir.

Tablo 50: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark |  farki
GSH Esit varyanslar
4.989 .050 -.692 10 .504| -.33133| .47847

varsayildi




Tablo 51: Plazma GSH analiz sonuglar1 ve ortalama degerler

GSH (nmol/ml) KONTROL IIR dT yT
455,432 368,241 406,741 387,264
462,679 387,264 304,602 488,723
479,211 330,194 488,723 342,876
456,564 360,088 486,458 406,741
488,723 420,555 479,211 462,679
387,264 377,300 481,476 411,044

ORTALAMA 454,979 373,940 441,202 416,555

500,000
450,000
400,000
350,000 373,94(
300,000
250,000
200,000
150,000
100,000
50,000
0,000

KONTROL i/R

Grafik 18: Ortalama plazma AOPP degerleri
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IIL. 2. 10. PLAZMA NO DUZEYLERIi

Gruplar arasi ortalamalar1 karsilastirirken kullanilacak olan bagimsiz 6rneklem t
testinin varsayimlarii kontrol etmek agisindan NO’ in dagilimimnin normal dagilima
yaklastig1 asagida gosterilen Q-Q ve P-P grafikleriyle test edilmistir. Sonuglar, NO
dagiliminin normale yakm oldugunu gostermektedir. Levene’s testi ile gruplar arasi
varyans homojenitesi test edilmis ve varyans dagilimi agisindan anlamli fark
gosteren gruplar oldugu goézlemlenmistir. Bu gruplarda farkli varyanslar ig¢in

gelistirilmis olan  bagimsiz 6rneklem t testi kullanilarak gruplar arasi farklar

- o . .« .
degerlendirilmistir.
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Grafik 19: NO i¢in Q-Q ve P-P grafikleri

Levene’s testi ile gruplar arasi varyans homojenitesi test edilmis ve gruplarin varyans
dagilim1 ag¢isindan anlamh bir fark gostermedigi goriilmiistiir (p=0.993).

Gruplar arasindaki ortalama farki bagimsiz 6rneklem t testi ile degerlendirilmistir.
Plazma NO diizeyleri degerlendirilmesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda I/R
grubunda plazma NO diizeyleri anlamli olarak artmig bulundu (p=0.000) (Tablo 52).
I/R grubundaki anlamli NO yiiksekligi spinal kordun I/R hasarindan etkilendigini

gostermektedir.



Tablo 52: Bagimsiz 6rneklem t testinde kontrol grubu ile I/R grubunun karsilastirmast

Bagimsiz 6rneklem testi
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Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri Std.
serbestlik|  (2- hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. Fark | farki
NO  Esit varyanslar -
.000 993 -5.295 10 .000 3.14307
varsayildi 1.66425E1

NO ortalamalar1 agisindan, diisiik doz gabapentin ile I/R gruplar1 arasinda alfa=0.05

diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.003) (Tablo 53).

Diisiik doz gabapentin grubunun AOPP diizeyleri I/R grubununkinden anlamli olarak

diisiik bulunurken, kontrol grubu ile benzerlik géstermistir (Tablo 54).

Tablo 53: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile I/R grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik|  (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark farki
NO  Esit varyanslar
751 406 3.878 10 .003(1.40047E1| 3.61089

varsayildi

Tablo 54: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile kontrol grubunun karsilagtirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin
Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri t derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
NO Esit varyanslar
.978 .346 -.752 10 .470| -2.63783| 3.50965

varsayild
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Bu sonu¢ diisik doz gabapentin uygulamasinin spinal kordu I/R hasarindan

korudugunu gostermektedir.

Son olarak, NO ortalamalar1 acisindan diisiik doz gabapentin uygulanan grup ile

yiiksek doz gabapentin uygulanan grup karsilastirildiginda iki grup arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.306) (Tablo 55). Bu sonuglar

bize, diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin uygulanmasinin plazmada bulunan NO

seviyesini normal diizeye getirmekte benzer etkinligi oldugunu gdstermektedir.

Tablo 55: Bagimsiz 6rneklem t testinde dT grubu ile yT grubunun karsilastirmasi

Bagimsiz 6rneklem testi

Varyans esitligi icin

Levene’s testi

ortalama esitligi icin t testi

P degeri
serbestlik (2- Std. hata
F P degeri T derecesi |kuyruklu)| Ort. fark | farki
NO Esit varyanslar
219 .650| -1.079 10 .306| -4.14183| 3.83900
varsayildi
Tablo 56: Plazma NO analiz sonuglari ve ortalama degerler
NO (uM) KONTROL IIR dT yT
52,892 60,285 54,776 59,364
46,419 58,242 57,841 56,088
44,248 73,966 46,882 52,139
39,793 62,022 44,811 59,746
44,669 61,102 39,780 52,234
53,123 65,382 52,881 42,251
ORTALAMA 46,857 63,500 49,495 53,637
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KONTROL i/R

Grafik 20: Ortalama plazma NO degerleri

Bu sonuglara gore, I/R hasar1 meydana getirildiginde, MDA, AOPP ve NO diizeyleri
kanda ve dokuda kontrol grubuna gore yiikselirken, SOD ve GSH degerleri
diismektedir. Diigiik ve yiiksek doz gabapentin kullanimiyla, degisen degerler
normale yaklasmaktadir. Bu da bize gabapentinin, antioksidan kapasiteyi arttirarak,
lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu azaltarak serbest radikal diizeylerini

diistiriip organi korudugunu diigiindiirmektedir.



98

I11. 3. FIZYOLOJIK DEGERLENDIRME (TARLOV SKALASI)

Tablo 57: 6,24,48 saatlerde tarlov skalasina gore toplam denek sayilarinin gruplara

gore dagilimi

KONTROL I/R TEDAVI TEDAVI
Diisiik doz (d) Yiiksek doz (y)
TARLOV 6 24 (48 |6 24 |48 |6 24 |48 |6 24 |48
0 3 4 4 1 1 1 2 1 1
1 2 1 2 2 1 1 1 1 1
2 1 1 2 2 2 2 3 2
3 1 2 2 1 1 2
4
5 6 6 6
ORTALAMA | § 5 5 0605031518 |18 |13 |1.6 1.8
O Kontrol
miR
OTedavi (d)
O Tedavi (y)

6. saat 24.saat 48. saat

Grafik 21: Ortalama tarlov skoru degerlerinin gruplara gére dagilimi

Cerrahi prosediir

sonrasl,

kontrol grubunda herhangi

bir norolojik defisit

izlenmezken (Tarlov 5), diger gruplardaki deneklerde ciddi kuvvet kusurlari ilk

degerlendirmeden itibaren mevcuttu. ilerleyen saatlerde diisiik doz ve yiiksek doz

tedavi gruplar arasinda belirgin muayene farki yoktu. Her iki grup, I/R grubuyla

karsilastirildiginda norolojik anlamda kismen iyilesme gozlendi.




99

TARTISMA ve SONUC

Dokulara kan saglayan damarlarm, bir piht1 veya mekanik etkenle tikanmasi sonucu
dokunun beslenmesinin bozulmasma iskemi denir. iskemi siiresinin kisa tutulmasi
halinde, dokulardaki fonksiyon bozuklugu tamamen geri donebilmekle birlikte,
uzamis iskemik periyodlarda ise hiicrede metabolik ve yapisal degisikliklere neden
olarak geri doniisii olmayan nekroza kadar giden hasar olusur. SSS, kisitli anaerobik
metabolizma ve glikojen depolar1 nedeniyle viicutta iskemiye en duyarh
dokulardandir. Spinal kord kan akimi, otoregiilasyon mekanizmalar1 ile hassas bir
denge icerisinde kontrol altinda tutulmaktadir. Hasarin siddeti, hipoksinin siiresi ve
derinligine baghdir [113]. Doku kanlanmasinin ilaglarla veya mekanik miidahalelerle
yeniden saglanmasina reperflizyon denir. Dokunun yeniden kanlanmasiyla bir kisim
hiicrenin kurtarilmas1 miimkiin gibi goziikse de, fizyopatolojisi tam olarak agiga
kavusmamus, birbiriyle iligkileri karmasik, hiicresel ve hiimoral olaylarin eslik ettigi

mekanizmalarla doku hasar1 daha da siddetlenebilmektedir [114].

Yetersiz distal perflizyon, torakal veya torakoabdominal aort cerrahisinde kross-
klemp uygulamasmnin kaginilmaz bir sonucudur. Bu tip iskemik bir hasardan
bobrekler, karaciger, barsaklar ve medulla spinalis gibi birgok organ
etkilenebilmektedir [115]. Spinal kord iskemiye en duyarli organ olup, buradaki
iskemik hasar, paraparezi veya parapleji ile sonuglanabilmektedir [22,23]. Bugiin
icin medulla spinaliste hipoksik iskemik hasara yol agan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar biitlinliyle aciklanamasa da, geriye doniisiimsiiz hiicresel hasar
siirecinin baglamasindaki en kritik olaym kalsiyum iyon homeostazisinin bozulmasi
oldugu kabul edilmektedir [115,116]. Iskemi esnasinda intraselliiler kalsiyum hizla
cogalmakta, artan intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu da ndrotoksik eksitator
aminoasitler olan glutamat ve aspartat salimimina yol agmaktadir. Sonrasinda
meydana gelen proteaz aktivasyonu ve reaktif oksijen radikalleri ile noronal hasar
kacmilmaz hale gelmektedir [179,180]. NMDA reseptor antagonisti [MK-801] in

noronal 6liimii geciktirdigi gosterilmistir [133,134].
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Reperflizyon sirasinda, serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu,
intraselliiler kalsiyum dengesini degistirmektedir. Intraselliiler kalsiyum artisi,
proteaz ve endoniikleaz aktivasyonu, mitokondriyal hasar, asidoz ve serbest radikal
iiretimi neticesinde ndronal hasar, apoptozis veya nekroz ile norolojik disfonksiyona

yol agmaktadir [179-181].

Tavsan modelinde, spinal kord iskemisi i¢in gerekli aortik okliizyon siiresi
konusunda kesin bir goriis birligi bulunmasa da, esik degerin 13-45 dk. arasinda
oldugu bildirilmektedir [177,178,182-185]. Spinal kan akim, distale dogru inildik¢e
progresif olarak azalmaktadir, dolayisiyla distal lomber bdlge en fazla etkilenecek
alandir. Aortik okliizyon siiresi ile ndrolojik hasar gelisme riski artmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada, tavsanlarda, iki dakikalik aortik okliizyonla tiim deneklerde paralizi
gelistigi, 16 dakika i¢inde kan akimi yeniden saglandiginda motor fonksiyonlardaki
geriye doniisiin kesin oldugu, 27 dakikalik okliizyon sonrasinda ise paralizinin kalici
oldugu gosterilmistir [34]. Baska bir calismada, 25 dk.” dan sonra ek koruyucu
onlemlerin yoklugunda norolojik hasar riskinin lineer olarak arttigi bildirilmistir

[53].

Aort cerrahisinde spinal kord disfonksiyonunu onleyen tam etkili ve giivenli bir
koruma yonteminin varligindan s6z edilemez. Bu hasar1 dnlemeye yonelik pekcok
calisma yapilmistir ve arayislar hala siirmektedir. Bu amagla, halen pasif santlar ya
da parsiyel bypass yardimiyla distal aorta perflizyonun artirilmasi, serebrospinal
siviy1 drene ederek spinal kord basincinin diistiriilmesi, dnemli interkostal ve lomber
arterlerin korunmasi veya reimplantasyonu, hizli cerrahi, operasyon esnasinda
cerraha spinal kord disfonksiyonu hakkinda bilgi veren somatosensdr ve evoke
potansiyel Olgiimii yaparak spinal kord fonksiyonlarinin operasyon siiresince
izlenmesi, intratekal vazodilatatorler ile kollateral kan dolagiminin artirilmasi, lokal
ya da sistemik hipotermi ile spinal kordun iskemiye olan toleransinin artirilmasi ve
cesitli farmakolojik ajanlarla reperfiizyon hasarmnin azaltilmasi gibi birgok yontem

tek tek veya farkli kombinasyonlarda kullanilmaktadir [146-155].
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Brone ve ark. , 30 dakika siiren torasik aort okliizyonunu takiben resirkiilasyon
asamasinda distal spinal kord akiminda bazal degerlere gore onemli derecede artis
oldugunu deneysel olarak gostermislerdir [31]. Svensson ve ark., ndrolojik
komplikasyon goriilen deneklerde spinal kordun fazla hiperemik oldugunu
saptamislardir [32]. Jacobs ve ark. ise, reperflizyon sirasinda olusan hiperemi ile kan-
beyin bariyerinde alblimine kars1 gegirgenligin artmasi sonucu ortaya ¢ikan medulla
spinalis 6demi ve kompartman sendromunun bu komplikasyondan sorumlu
olabilecegini ileri siirmektedirler [33]. Diger bir ¢alismada da reperflizyon sirasinda

spinal kordun hiperemik cevabinin azaltilmasi gerektigi savunulmaktadir [34].

Iskemi-reperfiizyon hasar1 ile savasmanin ilk basamaklarindan bir tanesi deneysel
hayvan ¢alismalaridir. Bu caligmalardan elde edilen sonug¢lar klinik uygulamaya yol
gosterecektir. Giiniimiizde artan deneysel hayvan modelleri, farkli modellerde
iskemi-reperflizyon hasarim1  gozlememize ve etkili olabilecek yOntemleri
uygulamamiza olanak saglamistir. Tavsan, sigan, rat, fare, domuz, kopek gibi
hayvanlar spinal I/R hasarnda model olarak kullanilabilmektedir [169-178].
Tavsanlarda spinal kord kan akimi segmentaldir ve aortaya renal arter ¢ikisindan
sonra uygulanacak klipaj ile i¢ organlar hasar gormeden omurilikte iskemi meydana
getirilebilmektedir. Segmental arterler, abdominal aortadan orijin alir ve aralarinda
onemli kollateral dolasim bulunmamaktadir. Ayrica, tavsan spinal kordu, infrarenal
aortik okliizyon sonrasi iskemik hasara duyarli olup, okliizyon siiresi ile
histopatolojik ve klinik sonuglar arasindaki diizgiin iliski nedeniyle iy1 bir model
olarak siklikla kullanilmaktadir [177,186,182-185]. Bu nedenlerle ¢alismamizda,

iskemi reperflizyon modeli i¢in tavsan denek olarak seg¢ildi.

Gabapentin esas olarak spastisite tedavisi ve polisinaptik spinal refleksleri azaltmak
icin sentez edilmekle birlikte su anda klinikte noropatik agr1 ve epilepsi hastalarinda
etkin olarak kullanilmaktadir [128]. Ayrica gabapentinin c¢esitli noroprotektif
ozellikleri bulunmaktadir. Voltaj bagimli kalsiyum kanal inhibisyonu, GABAs
reseptorlerine agonist Ozellikleri, AMPA glutamat reseptdr subtip antagonizmasi,

glutamat salinimmin inhibisyonu sayilabilir [129-132].
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Farmakokinetik caligmalar, 300-4800 mg dozlarinda yapilmistir. En yiiksek plazma
konsantrasyonu ve egri alt1 alam1 (EAA) ortalama degerleri, dozla birlikte artig
gostermistir; ancak, bu artis doz artisinin hafif altindadir. Oral yoldan uygulanan 300
mg'lik gabapentinin mutlak biyoyararlanimi yaklasik % 60' tir. Gabapentin dozlarmin
tekrarlanmasiyla, kararli durum plazma diizeylerine tekrarlanan doz baslangicindan
itibaren 1-2 giin i¢inde ulasilir ve bu diizey tedavi siiresince devam eder. Gabapentin
insanlarda metabolize edilmez, atillim yarillanma Omrii 5-7 saattir, baslica

bobreklerden atilir.

Genel olarak 1yi tolere edilir, en sik bildirilen yan etkiler somnolans (uykuya egilim),
uyusukluk, halsizlik, bas donmesi, bas agrisi, uykusuzluk, kilo alma, anoreksi,

bulanti, kusma ve ataksidir.

Gabapentinin hiicresel mekanizmalardaki farmakolojik rolii net olarak anlasilabilmis
degilse de bazi hipotezler 6ne siirlilmektedir. Hayvan modellerinde antikonviilzan,
antinoiseptif, anksiyolitik ve ndroprotektif etkinliginde farkli mekanizmalar rapor
edilmistir.  Gabapentinin  farmakolojik etkilerini aciklamak icin hiicresel
mekanizmalardaki c¢esitli hipotezler: 1) Gabapentin, viicuttaki cesitli membran
bariyerlerden, spesifik aminoasit transport siskemini (sistem L) kullanarak ve bazi
aminoasitlerle yarisarak gecmektedir [89,90]. 2) GABA’ nin konsantrasyon ve sentez
hizin1 artirr [94,136]. 3) Beyinde, muhtemelen voltaj bagimli Ca kanallarinin
subunit’ 1 ile iligkili, farkli bir bolgeye yiiksek affinite ile baglanir [137]. 4) Cesitli
monoamin ndrotransmitterlerin salinimini azaltir [138-140]. 5) Elektrofizyolojik
calismalar voltaj ile aktive olan Na kanallarini inhibe ettigini gosterse de, baska
calismalar zit diismektedir [141-143]. 6) Kanda seratonin konsantrasyonunu
yiikseltmektedir [145]. 7) Bircok modelde noronal hiicre 6liimiinii dnlemektedir

[87,99,100].

Gabapentin, GABA' ya (gama-amino biitirik asit) yapisal olarak benzeyen bir
lipofilik analogdur. Kesin etki mekanizmas1 halen bilinmemekle birlikte, gabapentin

GABA sinapslarinda etki gosteren bazi ilaglardan farkli etki mekanizmasina sahiptir.
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Gabapentin, GABAA ve GABAg' de veya beyindeki GABA alim tasiyicilarinda etkin
degildir. Gabapentinin, beyinde voltaja duyarl kalsiyum kanallarinin alfa,delta alt
{initeleri ile birlikte bulunan baglanma bolgelerine yiiksek afinitesi vardir. in vitro
olarak, gabapentin, GABA sentezleyen glutamik asit dekarboksilaz (GAD) enzimi ile
glutamat sentezleyen enzimi modiile eder. Gabapentinin analjezik etkisi,

enflamatuvar ve noropatik agr1 hayvan modelleri izerinde gosterilmistir [117].

Akut retinal iskemi olusturulan bir hayvan modelli calismada, gabapentin derivesi
olan gabapentin-laktam’ m, noroprotektif etkisi gosterilmis ve optik noropatilerde
kullannminin yararli olabilecegi vurgulanmistir [118]. Bu etki muhtemelen, ATP
duyarli K kanallarinin agilmasi sonrasi glutamat ile indiiklenen iskemiyi inhibe
etmesi nedeniyledir. Ayrica, mitokondiyal ATP duyarli K kanallarinin da roliiniin

olabilecegi diistiniilmiistiir.

Rekling JC, pek ¢ok antikonviilzan ilacin rat hipokampiisiinde néroprotektif oldugu
bildirilirken, gabapentin ve valproik asid ile bu etkiyi gozlememis [119]. Coderre ve
ark. gabapentinin, spinal kord dorsal hornunda, eksitator aminoasitlerin salmimini

inhibe ettigini vurgulamiglardir [135].

Williams AJ ve ark. yaptigi bir ¢aligmada, ratlarda iskemik beyin hasari sonrasi
gabapentin ve etosiiksimid’ in akut non-konviilzan nobetler iizerine etkisini
arastirmislar; sonu¢ olarak, her iki ilacin noroprotektif etkilerini, direkt olarak

nobetleri 6nlemelerine baglamislardir [120].

In vitro ve in vivo ¢alismalarda, gabapentinin glutamik asit dekarboksilazin (GAD)
aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. Bu da beyin dokusunda GABA’ nin glutamattan
sentezini arttirmaktadir [94,95]. Bununla birlikte, GABA noéronal dokudan, Ca

bagimli ya da bagimsiz mekanizmalarla salinabilmektedir [96,97].
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In vitro yapilan bir calismada, gabapentin tedavisi ile néral hiicre &liimiiniin
engellendigi gosterilmistir [87]. Noronal 6liimiin azalmasi, glutamat reseptoriiniin
AMPA tipinin selektif antagonize edilmesine baglanmistir. Gabapentinin protektif
etkisi glutamat metabolizmasiyla iligkilidir. ALS’ nin transgenik fare modeli ile
yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki, yliksek doz, kronik gabapentin tedavisi, nemli

Olciide paralizi ve 6liimii geciktirmektedir [99,100].

Welty ve ark. yaptig1 bir ¢calismada, gabapentinin noroprotektif etkisinde iki hipotez
sunmuslardir [101]. Beyin dokusunda glutamat sentezi i¢in bir yolak, alfa-
ketoglutaratin, branched-chain aminoasitlerden (16sin, isoldsin, valin) branched-chain
aminotransferaz enzimiyle (BCAA-T) transaminasyonudur. Gabapentin BCAA-T’ 1n
kompetatif inhibitoriidiir. Gabapentin, beyin sitozoliinde bulunan BCAA-T’ 1
isoform (ndronal form)’ una selektif etkiliyken, mitokondrial BCAA-T’ a etkisi
minimaldir [102]. Gabapentin in vivo olarak BCAA-T’ 1n etkisini 6nemli oranda
inhibe ederek, glutamatin sitozolik konsantrasyonunu diistirmektedir, bu da
glutamata bagimli hiicre 6liimiinii azaltmaktadir. Rat beyninde, NMR spectroskopi
ile, gabapentin tedavisi ile glutamatin %20 oraninda azaldig1 gosterilmistir [103].

Gabapentin sonrasi, L-16sinden glutamat senzezi in vivo olarak ta gosterilmistir.

Eksitotoksisite ile iliskili oldugu bilinen Na ve K kanallarimin aktivitesi gabapentin
ile azaltilabilmektedir [121,122]. Gabapentinin, nébet kontroliindeki muhtemel en
onemli mekanizma, voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin a23-1 ve a25-2 subiiniteleri
iizerinden noronlara kalsiyum influksunu bloke etmesiyledir. Bu mekanizmayla,
eksitator norotransmitterlerin sinaptik salmimini ve post sinaptik eksitasyonu
azaltabilir. Bunun da, akut iskemik ndbet ve beyin hasarmni azaltmasi beklenir ve
yapilan ¢aligmada yiiksek dozda (150-200 mg/kg) gabapentin kullanimiyla bu etki
gozlenmistir [107].

Deneysel bir ¢aligmada, diyabetik ratlarin beyinlerinde, glial ve noronal markerlar
degerlendirilerek gabapentinin etkisi arastirilmig; hipergliseminin, ekstaselliiler

GABA miktarini azalttig1 ve bunun da, inhibisyonun azalmasima yol acarak néronal
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hasar1 alevlendirdigi gosterilmistir [123,124]. Gabapentin tedavisi ile serebral
kortekste GABAerjik aktivite artmaktadir [95]. Bu da gabapentinin ndroprotektif
etkisindeki potent mekanizmadir. Gabapentinin etkisindeki diger olas1 agiklama,
glutamerjik norotransmisyondaki azalmadir [125]. Diyabet, glutamat salmimini
arttrmakta ve NMDA reseptorlerini aktive etmektedir [126]. Glutamat, iyon
imbalans1 ve serbest radikaller iizerinden, ndron ve glial hiicrelerin proteinlerinde
yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olur. Bu calismada, diyabetes mellituslu
ratlarda, glial ve noronal markerlarm iiretiminin artiginin, gabapentin ile
hafifletildigini gozlemisler; gabapentinin noroprotektif etkisinin, beyin dokusunda
serbest radikal olusumuna yol acan glutamat norotoksisitesini azaltarak meydana

getirdigini 6ne siirmiislerdir [127].

Yapilan bir caligmada, 20 dakikadan uzun siiren iskemide, spinal kordda kalsiyum
birikimi gozlenmis ve irreversibl spinal kord hasari ile iligkilendirilmistir [165].
Kalsiyum kanal antagonizmasiyla, deneysel spinal kord iskemisinde, nérolojik
tyilesme bildirilmistir [166,167]. Yine kalsiyum kanal antagonisti olan diltiazemin,
spinal kord I/R hasarindaki roliiniin arastirildig1 bir calismada, plazmada IL-6 ve IL-
10, spinal doku orneklerinde MDA, NO, GSH dlgiimleri yapilmis; ayn1 zamanda
histopatolojik ve norolojik olarak ta degerlendirilmis ve sonu¢ olarak spinal kord

hasarinda noroprotektif etkisi oldugu bildirilmistir [168].

Calismamizda biyokimyasal olarak degerlendirmede, doku ve plazmada, MDA,
AOPP, SOD, GSH ve NO diizeylerine bakildi. Sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilip mukayese edildi.

MDA oksidatif hasarin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan markerdir
[195,196]. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile reaksiyonu sonucu
ortaya ¢ikan MDA lipit peroksidasyonunun son {iriinii olup, lipitler, proteinler ve
niikleik asitler ile ¢apraz baglanmaya neden olarak membran 6zelliklerini degistirir
[197]. Ayrica lipit peroksidasyonu; reperfiizyon hasari, kanser, ateroskleroz,

romatoid artrit, inflamasyon, diabetus mellitus ve lupus gibi bir grup hastaligin
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olusumuna sebep olur [198]. Biz de spinal I/R modelimizde serbest radikallerin
neden oldugu hiicre hasarinin ve lipid peroksidasyonunun gostergesi olan doku ve
plazma kaynaklit MDA diizeylerini degerlendirerek gabapentinin koruyucu etkisine
baktik; iskemi grubunda yiikselen MDA degerlerinin, dT ve yT gruplarinda normale
yaklastigim1 gordilk. Doz bagimsiz olarak gabapentinin, aortik okliizyondan
etkilenebilecek dokulari, lipid peroksidasyonunun kotii sonuglarindan korudugunu

sOyleyebiliriz.

Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan AOPP (Advanced Oxidation Protein
Products), ditirozin iceren ¢apraz bagl protein {irlinleri olarak tanimlanmaktadir
[199]. AOPP diizeylerinin, protein oksidasyonunun gostergesi olan ditirozin ve ileri
glikasyon son iiriinii olan pentozidin diizeyleri ile kolerasyon gosterdigi fakat lipit
peroksidasyon belirtegleri ile kolerasyon gostermedigi belirtilmistic  [200].
Calismamizda, doku ve plazmda 6l¢timleri yapilmis olup, iskemi grubunda anlamli

yiiksekligi ve tedavi gruplarinda kontrol grubu degerlere yaklastigi izlenmistir.

Oksidanlarin zararhh etkileri antioksidanlar tarafindan azaltilir. Antioksidanlar;
oksidanlar1 engellemeden 6nce canli biyolojik hedefler ile reaksiyona girerler, zincir
reaksiyonlarini Onlerler, oksijenin yiiksek reaktif {iriinler olusturmasini onlerler.
Biyolojik sistemler, enzimatik sistemlerin gelismesi SOD (siliperoksit dismutaz),
katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger antioksidanlarin kombinasyonu ile oksidatif
hasara kars1 korunurlar [201]. Antioksidanlarin azalmasi, SOR yapiminin artmasi ya
da her ikisinin birlikte olmasi halinde SOR yeterince ortadan kaldirilamaz ve
oksidatif stres olusur [202]. Hiicrelerde GSH yliksek konsantrasyonlarda bulunur ve
cesitli stres cevaplarindan sormludur. GSH ayn1 zamanda toksinlere karsi savunmada
vital bir role sahiptir, L-sistein depolanmasini ve transferini saglamaktadir. Gama
glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz araciligi ile sentezlenir [203].
Calismamizda, antioksidan olarak gorev yapan, doku ve plazmada GSH ve SOD
olciimleri degerlendirildi. iskemi grubunda her iki deger diisiik saptanirken, tedavi
gruplarinda anlamli derecede yiikselip normale yaklagmasi, gabapentinin antioksidan

etkisini diisiindiirmektedir.



107

NO, 1987 deki biyolojik tanimlanisindan sonra yogun ilgi konusu olmustur. NO
bircok biyolojik sistemde kritik bir mediator olarak taninmaktadir. Bir “hizmetgi‘
rolii vardir. NO kiictik, difiize olabilen ve NOS olarak adlandirilan enzimler araciligi
ile L-argininden sentezlenen serbest radikaldir. Makrofaj, lenfosit, noétrofil ve
monositlerde uyarilabilir NOS fonksiyonuna baglhh olarak yogun miktarda
yapilmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda, organizmada bir ¢ok fizyolojik ve
fizyopatolojik olaylarmm regiilasyonunda NO’ nun O6nemli rolleri {stlendigi
goriilmiistiir. Molekiiler yapisinin kiiclik olmasi nedeniyle NO ideal bir interselliiler
ve transelliiler aract molekiildiir. Yiiksek konsantrasyonlardaki NO, proteinlerin
yapisindaki gecis metallerine baglanarak, peroksinitrit iireterek, N-nitroso
bilesiklerini olusturarak toksik etkiye katkida bulunur [144,204-206]. Bizim
calismamizda da, doku ve plazmada NO diizeyi degerlendirildi. Iskemi grubunda,

anlamli olarak yiikselirken, tedavi gruplarinda normal degerlere yaklastigi gozlendi.

Sonug olarak; ¢calismamizda diisiik ve yiliksek doz gabapentin uygulamasinin iskemi-
reperflizyon hasarinda spinal kord dokusunda ve plazmada glutatyon diizeyleri ile
siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinde bir artisa yol acarak antioksidan kapasitenin
artisina neden oldugu, lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu azaltarak

serbest radikal diizeylerini diisiiriip organi korudugu gosterilmistir.

Iki ayr1 arastirmada, histolojik degisiklikleri ortaya koymak icin, anterior spinal
kordaki eozinofilik graniilasyon gosteren ve Olii kabul edilen noronlarin hasar
gormemis noronlara oranini kullanilmis, bu sekilde hiicre hasar1 belli bir rakamsal
deger haline getirilmistir [52,75]. Berguer ve arkadaslar1 spinal kordaki iskemik
degisiklikleri daha genis bir sekilde degerlendirmislerdir [70]. Buna gore eozinofilik
perikarya, karyopiknoz, perikaryal sisme, nissl graniillerinin kaybolmasi ve niikleer

disintegrasyon varlig1 spinal korda iskemi bulgular1 olarak kabul edilmistir.

Biz arastirmamizda, histolojik degisiklikleri hem istatiksel olarak daha iyi ortaya
koymak hemde daha objektif bir degerlendirmeye almak i¢in derecelendirme yolunu
tercih ettik. Buna gore histolojik degerlendirme sonuglar1 {i¢ derece halinde ortaya

konulmustur. Bu amagla Simpson ve arkadaglarinin uyguladigi yontem modifiye
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edilerek kullanilmistir [40]. Histolojik inceleme esnasinda 6n boynuz motor
noronlarindan 10 tanesi randomize olarak secilmis ve hemen periferindeki aksonlar
incelenmistir. Normal spinal kord bulgular1 i¢cin Grade 1, orta derecede aksonal
sisme, nadir mononiikleer hiicre-astrosit infiltrasyonu ve az sayida hasar noron
varliginda (5>) Grade 2, ve asm1 aksonal sismeye ek olarak yaygin nekrotik
noronlarm varligi (5<) ve yogun mononiikleer hiicre-astrosit infiltrasyonu tespit
edildiginde ise Grade 3 olarak kabul edildi. Derecelendirme yardimiyla histolojik

degisiklikler niimerik hale getirilerek istatistiksel derecelendirmeye alind1.

Histolojik degisiklikler daha oncede belirtildigi gibi 6zellikle kros klemp uygulanan
gruplarda ve lumbal segmentlerde yogunlasmaktadir. Bu sonug distal aortik klemp
uygulamasi sonrasi iskemiye en ¢ok maruz kalan segmentin distal lumbal segment
olmasi agisindan énemlidir. Iskemik hasarmn olusmas: ile histolojik degisikliklerin
birlikteligi ve bu degisikliklerin derecelendirme yontemi ile ortaya konmasi oldukg¢a
onemli bulgulardir. Histolojik degerlendirme skorlarina bakildiginda, tedavi
grubunda hasarli ndron, hasarli akson ve mononiikleer hiicre-astrosit

infiltrasyonunun, iskemi reperflizyon grubundan daha az oldugu izlenmistir.

Norolojik muayene takibinde siklikla kullanilan Tarlov skoru degerlendirmesinde,
zaten beklendigi tizere, iskemi, dT ve yT gruplarinda ilk saatlerden itibaren ciddi
defisitler ile karsilasildi. 6, 24 ve 48. saat degerlendirmelerinde, iskemi grubuna
kiyasla, tedavi gruplarinda bir miktar ndrolojik diizelme gozlenirken, bu diizelmenin
doz bagimsiz olmasi, biyokimyasal ve histopatolojik bulgularla korelasyon

gostermektedir.

Bulgular gostermektedir ki, spinal kord iskemi-reperfiizyon hasarinda, biyokimyasal,
histopatolojik ve ndrolojik degerlendirmelere dayanarak, gabapentin kullanimi ile
hasarin siddeti azalmakta, fakat yiliksek ve diisik doz uygulanmasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir. Daha 6nce gabapentin, spinal kord
iskemi-reperflizyon hasar1 modelinde denenmemis olup, farkli c¢alismalarda
noroprotektif ozellikleri bildirilmistir ve ilerde yapilacak ¢aligmalarla bu bulgular

desteklenip belki de klinik kullanima girmesi miimkiin olabilecektir.
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