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Ozet: Giintimiizde travma, inme, dejeneratif hastaliklar
nedeniyle olusan néronal kayiplarin azaltilmasi yada
yeniden kazanilmasini amacglayan bir ¢ok g¢alisma
yapilmaktadir. Hiicrede bir gok olaym diizenlenmesinde
yer alan ikincil mesajci1 sistemi iginde yer alan kalsiyumun
etkileride bu aragtirmalara konu olmustur. Bu amacla,
bir kalsiyum kanal engelleyicisi olan Verapamil’in
Santral Sinir Sistemi rejenerasyonu’na olan etkileri
arastinlmistir. Dorsal kolonlar1 hasarlandirilmis ve
siyatik sinirleri kesildikten sonra C2 seviyesinde dorsal
kolonu tizerine eklenmis olan siganlarda periton igine
verilen 0.1 mg/kg dozundaki Verapamil’in etkileri,
plasebo kullanilan ve sham gruplar ile karsilastirilmigtir.
Sonugta, bu dozda verilen Verapamil ile 75+16 hiicrede
rejenerasyon oldugu saptanmis ve plasebo (33.5+9.7) ve
sham (33+4.2) gruplan arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmustur (t-testi, p=0.004 ve p=0.002). Elde edilen bir
diger sonug ise siyatik siniri kesilen taraftaki dorsal kok
hiicre rejenerasyonunun kesilmeyen kars: taraftaki
rejenerasyon oranindan fazla oldugudur. Sham grubunda
19.3£5.4, Plasebo grubunda 15.5%2.1 hiicre rejenere
olmustur. Verapamil grubunda 20+11.1 hiicre
sayilabilmigtir. Bu bulgular 1;iginda bir kalsiyum kanal
bloktiri olan Verapamilin santral néronlarin
rejenerasyonunu artirdii bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Dorsal kok gangliyonu, kalsiyum
kanal antagonisti, sinir rejenerasyonu

Abstract: So far, lot of studies have been done to improve
or regain the neuronal disfunction and loss, caused by
neurodegenerative diseases, stroke and trauma. Calcium
which is a member of seconder messenger system
involved in regulation of cellular events, has been the
subject of some experiments. For this purpose, the effects
of Verapamil-HCI, which is a voltage gated calcium
channel blocker, on Central Nerve System regeneration
was studied. The effects of 0.1 mg/kg dose on rats, whose
dorsal column injured and grafted with a sciatic nerve
graft at C2 level, was compared with placebo and sham
surgery groups. As a result, there was regeneration in
75%16 cells and statistical analyse revealed significant
difference between placebo (33.5£9.7, p=0,004) and sham
surgery (33+4.2, p=0,002) groups. The regeneration at
sciatic nerve lesion side is greater than the other side
which the sciatic nerve was not cut. In Sham surgery
group 19.3+5.4, in plasebo group 15.5%#2.1, and in
Verapamil group 20+11.1 cells were regenerated. It was
suggested that Verapamil improves the regeneration of
nerves.

Key Words: calcium channel blocker, dorsal root ganglion,
nerve regeneration
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GIRIS

Her yil milyonlarca insan travma, dejeneratif
hastaliklar ya da stroke gibi nedenlerden dolay1
yasamin1 ya da noronal fonksiyonlarindan bir
kismini  kaybetmektedir. Bu kayiplarin
azaltilabilmesi icin bir ¢ok g¢alismalar
yapilmaktadir(1,2,4,12-14,17,18). Noronlarin bu gibi
durumlardan sonra olusan birincil ve ikincil
hasarlardan korunmasi ilk plandaki amag olarak
dustniilmiistir. Bu amagla bir cok deneysel ya da
klinik calisma yapilmuigtir. Noronlarin olusacak yeni
hasarlardan korunmasi ile ilgili bazi olumlu
gelismeler olsa da hasar sonrasi kaybolan néronlarin
yerlerine yenilerinin konulmasi ile ilgili cok basarili
sonuclar alinamamistir. Her ne kadar iimit verici
gelismeler olsa da heniiz yetersiz durumdadir.

Noronal rejenerasyon ¢alismalarinda degisik
modeller kullanilmaktadir. Sempatik gangliyon
hiicreleri, dorsal kok ganglion hiicreleri, retinal
gangliyon hiticreleri ulagilabilir 6rnekler olarak
oldukca onem kazanmustir. Santral ozellikli hiicre
govdesinin santral sinir sistemi disinda bulunmas:
deneysel galigmalar icin oldukga yararh olmustur.
Memelilerde sinirli olan rejenerasyon 6zelliklerinin
daha alt canlilarda kaybolmamis olmasi bu canhlarda
yapilan calismalarda rejenerasyon yetenegi ile ilgili
direkt bilgiler de saglanmusgtir.

Kalsiyumun santral sinir sistemi noéronlari
iizerindeki etkileri hem rejenerasyon galismalarinda
hem de hiicre hasar1 ya da 6limii ¢calismalarinda
arastirilmaktadir.

Normal durumlarda kalsiyumun hiicreye girisi
kanal reseptorleri aracilig ile olmaktadir. Bunlar
arasinda voltaj duyarh kalsiyum kanal reseptorleri
(VSCCR), N-metil D-aspartat reseptorleri (NMDAR),
noronal acetylcholine reseptdrii (n AchR), tip 3
serotonin reseptorleri (5 HT,R) kalsiyum gegirgen
AMPA and kainate glutamate reseptorleri sayilabilir.
VSCCR leride kendi iginde L,N,P,Q ve T alt tipleri
icerir(7,10,11).

Hiicre igindeki kalsiyum konsantrasyonu, hiicre
icine alimini kontrol eden kanal reseptorlerine ek
olarak, bazi depolama (Endoplazmik retikulum ER)
ve tamponlama-tasima sistemleri ile de gerekli
diizeylerde tutulur(9).

Kalsiyumun hiicreye giris yolu ve intraselluler
konsantrasyonu hiicreyi degisik sekillerde
etkileyebilir. Kalsiyum hticre yagam oranini
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artirabildigi gibi hiicre 6liimiine de neden olabilir.
Kalsiyumun hiicre igindeki dagilimi da hiicrede
degisik yanitlara neden olabilir. Ayrica VSCCR leride
hiicre 6liimii, norit biiytimesi, sinaps formasyonu,
fenotipik farklilasma gibi etkileri kontrol ederler(8).

MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada agirliklar: 200-250 gram arasinda
degisen 12 adet disi Spraque Dawley sican (Harlan
Spraque Dawley, Indiana) Wisconsin Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Bakim Unitesi ile yapilan
protokole gore kullamilmigtir. Hayvanlar Ketamin-
HCl ve Xylazin Firma adi-iilke karisimi ile
uyutulduktan sonra sol siyatik sinir hem hazirlayic
lezyon yapmak hemde gref olarak kullanmak amaci
ile eksize edilmigtir. Bu insizyon kapatildiktan sonra
list servikal bélgede yapilan orta hat insizyonu ile,
C2 total laminektomi yapilmis, dura agildiktan sonra
orta hattin her iki yaninda Imm uzaklikta ve ITmm
derinlikte bilateral dorsal kolon hasar:
olusturulmustur (Sekil 1). Daha sonra siyatik sinir
grefti bu lezyonlarin {izerine gelecek sekilde piaya
10/0 monofilaman naylon stittirle dikilmistir. Creftin
distal ucu oksipital kemik periostuna tespit edilip
insizyon kapatilmigtir. Sham grubuna herhangi bir
ila¢ ya da ilag tasiyicis1 verilmemistir. Plasebo
grubuna ise Verapamil-HCI nin icinde ¢oziildiigii
Fosfat tamponlu salin (PBS) iginde 1/1000 EtOH 0.5
ml verilmistir. Deney sonunda, 2. giinde, 4. giinde
ve 6. glinde 0.1 mg/kg dozunda Verapamil-HCl
¢ozeltisi 0.5 ml intraperitoneal olarak 4 kez
verilmistir. 12. ginde servikal insizyon agilip graft
ucu bulunmus ve 3 ml Fluorogold (FG)(16)
(Fluorochrome, Denver,CO) (Excitation 350-395 nM
/ Emission 530-600 nM) ile igaretlenmistir. 2 giin
sonra hayvanlar yiiksek doz Ketamin/Xylazin
karigimi ile uyutulup intrakardiyak olarak 60 ml, 0.1
M PBS ve 300 ml. %4 Paraformaldehid ile perflize
edilmistir. Sol taraf ve sag taraftan L5 Dorsal kok
gangliyonlar1 (DKG) ¢ikarilmis, %4 Paraformaldehid
ve %20 Sukroz ile muamele edilmistir. Bu DKG ler,
daha sonra s1v1 nitrojen ile OCT (Histoprep, Fisher
Scientific) iginde dondurulmus ve cryostat ile 14 mm.
kalinliginda kesilmistir. Bu 6rnekler floresans
mikroskop (Axioscope, Zeiss, Almanya) altinda
incelenmis ve fluorogold ile isaretli hiicreler sayilmistir
(Sekil 2). Sonuglar t-testi, normalite, equal variance, ve
Mann-Whitney Rank Sum Testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Veriler + SD olarak verilmistir.

SONUCLAR

Sham grubunda siyatik sinirin kesildigi tarafta
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Sekil 1: Cerrahi uygulamanin gsematik gosterimi. Lezyon
yeri, deneysel DKG tarafinda siyatik sinir kesilmig
ve karst tarafindaki (Kontrol) DKG
gosterilmektedir.
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rejenere olan hiicre say1s1 33+4.2 olarak bulunmustur.
Plasebo grubunda 33.5+9.7 hiicre rejenere olmustur.
Verapamil verilen grupta 75+16.0 isaretlenen hiicre
sayilmistir. Gruplar karsilastirildiginda plasebo
grubu ve sham grubu arasinda istatistiksel bir anlam
yok iken (p=0.928), verapamil ile aralarinda belirgin
fark saptanmstir.(p=0.002 ve p=0.004)

Siyatik sinirin kesilmedigi, kontrol karsi tarafta
sham grubunda 19.3+5.4 hiicre saptanmuigtir. Plasebo
grubunda 15.5+2.1 hiicre rejenere olmustur.
Verapamil grubunda 20+11.1 hiicre sayilabilmistir.
Bu grup degerleri kendi aralarinda
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel anlamli
fark bulunamamustir. (Sekil 3)

Siyatik sinir kesilen taraf ile kesilmeyen taraf
degerleri karsilastirildiginda tiim gruplarda
istatistiksel anlamli fark saptanmistir(sham,p=0.011,
plasebo, p=0.007, verapamil, p=0.001).

TARTISMA

Aslinda htcre hasar: ve hiicrenin hasara
yanitlar ile ilgili mekanizmalar ¢ok karmasik olsa
da rejenerasyon oOncesinde ortaya cikan
degisikliklerde rejenerasyonun seyrini degistirecek
durumdadir. Bu mekanizmalarin biiytik bir kisminda
kalsiyuma bagh aktivasyonlar ve bunun sonunda
ortaya gtkan olaylar rol oynar. Axotomi sonrasinda,

Sekil 2: Fluorogold ile isaretlenmis rejenere olan DKG hiicreleri. (A) Sham grubunda kontrol taraftan alinan drnek, (B) Sham
grubunda siyatik sinirin kesilmis oldugu taraftan alinan 6rnek. (C) Plasebo grubunda kontrol taraf, (D) Plasebo grubunda
sinir kesilen taraf, (E) Verapamil verilen grupta kontrol taraf, (F) Verapamil grubunda sinir kesilen taraf. X200
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Sekil 3: Sonuglarin grafik gosterimi. (Sol: Sinir kesilen
taraf), (Sag: Sinirin kesilmedigi karg: taraf)

hasar yerinden kalsiyum akig: ile hiicre iginde
belirgin konsantrasyon degisikligi olusur.
Hasarlanmig axon ucunda konsantrasyon Imm'den
daha azdir. Axonal hasar yerinin membran ile
kapatilmas: sonucunda serbest kalsiyum
konsantrasyonu normal degerlere iner. Biiyiik
yapisal degisikliklerin oldugu bolge ile
aksoplazmanin degismedigi sinirda intraselluler
kalsiyum  konsantrasyonu 300-500 mM
arasindadir(21). Buras: yapisal degisiklikler ile
normal axoplazmanin siniridir. Hasarlanmamis
noronlarda da benzer sekilde konsantrasyonlarin
olugturulmasi ile ayni yapisal degisiklikler
uyarilabilmistir. Yapisal olarak keskin sinirlarin
bulundugu bu yerde kalsiyum konsantrasyon
farklar1 bu kadar keskin degildir(21). Bu kalsiyum
seviye degisiklikleri ultrastruktural degisikliklere
neden olabildigi gibi hiicre 6liimiine de neden
olabilir.

Axotomi sonrasinda axonal retraksiyon,
membran olusumu ile kesik ucun kapatilmasi(20),
komsu axonal segmentin diizlesmesi, hasarlanmis
axonal segmentden lamellipod uzanimi, axon
ucundaki konsantrasyonun 1.5 mm seviyesini agmasi
sonucunda mikrotubullerin kaybolmasi, elektron
dense deposit birikimi, ve bu bélgeye hemen komsu
bolgede mikrotubullerin kisalmas: ve paralel
dizilimlerin kaybolmasi gibi olaylar olmaktadir (21).
Bu olaylar rejenerasyon igin gerekli ilk asamalardir.
Bundan sonraki asamalarda yeni biiytime konisi
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olugumu, rejenere yapimn yolunu bulmasi ve uygun
sinaps olusumu vardir. Hiicrenin ilk asamalari gegip
gecemeyecegi hiicrenin ilk travmay: atlatma
yetenegine baghdir. Yani hiicrenin oldiiriicii
kalsiyum seviyelerinden kurtulabilmesi gereklidir.
Bu amacla deneyimizde bir L tipi VSCCR olan
Verapamil kullanilarak hiicre igine asir kalsiyum
girmesi engelenmeye ve dolayisi ile sonraki
rejenerasyon asamalaria gegmesi saglanmugtir.

Yapilan ¢alismalarda hiicre 6limiiniin ilk
haftada oldukca hizli oldugu ve tubulin gibi hiicre
iskelet elemanlarinin tagmmasimin yavasladig ve gen
expresyonu farklilasmasinin azaldig devreye
uydugu bildirilmistir. Bu nedenlede ilk haftada 0.,
2., 4., ve 6. glinlerde Verapamil verilmis ve bu
devrede hiicre kalsiyum konsantrasyonu 8ldiirticii
yiiksek degerlerin altinda tutulmaya cahisilmigtir.
Gene bir kalsiyum kanal blokiirii olan Flunarizinin,
DKG lerde sinir biiytime faktériintin (NGF) etkisinin
axotomi sonucunda soma tizerinden kalkmasi
sonucu ortaya cikan sinyalleri diizenleyerek,
kromatin kondansasyonunu engelledigi dolayisi ile
apoptozisi engelledigi gosterilmistir. Apoptozise
giden yolda 6nemli olan PI3-kinaz enziminin
engellenmesinin ~ buna neden  oldugu
sanilmaktadir(19). Verapamilin de benzer sekilde
hiicre sinyal iletim yollarina etki ederek, hiicre
olumunt engelledigi, yasayabilirligi artirdig ve
dolayis1 ile rejenerasyona neden oldugu
distintlmustiir(19).

Bu deneyde kullanilan siyatik sinir graftlerin
icerdikleri destekleyici faktérlerden yararlanmak,
biiyiime icin engelleyici olan santral sinir sistemi glial
ortaminin rejenerasyonu destekleyen periferik sinir
schwann hiicre ortamina degistirilmesi amaci ile
kullanilmis ve yararh oldugu gosterilmistir(3,5). Bu
metod DKG rejenerasyon deneylerinde sikca ve
gegerli bir yontem olarak kullanmilmugtir.(15) Siyatik
sinirin kesilmesinin ayn: taraf DKG santral
axonlarimn rejenerasyonuna etki ettigi gosterilmis ve
bu tip lezyonlar “hazirlayici lezyonlar” olarak
tanimlanmistir(6). Burada amac distal axonun
kesilmesi ile ortaya cikan somatik degisikliklerden
santral axonun yararlandirilmasidir. Periferik
axonun kesilmesi ile ortaya ¢ikan kromatolizis, baz
yapisal proteinlerin yapim ve taginma hiz1 artis1 gibi
hiicresel degisiklikler DKG hiicresinin santral
axonunun kesilmesi ile elde edilememistir. Periferik
sinirlerin axotomi sonrasindaki ortaya cikan
rejenerasyon, santal axonlarda yeterli olmamasinin
nedenleri arasinda bu farkliliklarin olmas1 ile
actklanmaya caligilmistir.
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Deney sonuglarimizda hazirlayic1 lezyon
icermeyen tarafta rejenerasyonun iceren taraf gore
daha az oldugu saptanmistir. Bu sonucta
rejenerasyonu hazirlayici lezyonlarin artirdign
seklindeki bulgularla uyumlu olmustur.

SONUC

Santral sinir sistemi hiicrelerinin rejenere olmasi
tizerine bir cok calisma yapilmaktadir. Burada amag
bu yetenegi kisith olan SSS hiicrelerinin rejenere
olmas: sonucunda, travma, iskemi dejeneratif
hastaliklar sonucunda ortaya gikan fonksiyon
kayiplarimin yeniden kazamilmasidir. Glinlimiizde
bu calismalar her ne kadar tam olarak yiiz giildiirticti
olmasa da, glniin birinde kayip noronal
fonksiyonlarin tam olarak geri dondtiriilmesi
miimkiin olacaktir.
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