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1. OZET

LITYUM’UN UZUN DONEM SPINAL KORD HASARI SONRASI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Omurilik hasari, sinir aglarinda meydana gelen norolojik hasara ve fonksiyonel
kayiplarin olugsmasina neden olmaktadir. Hasara yonelik tedavi yontemleri hasarin
neden oldugu dejeneratif etkileri azaltmada yetersizdir. Omurilik hasar1 sonrasi
rejenerasyon ve noroproteksiyon hedefli etkili ¢aligmalar giiniimiizde yeterli derecede
degildir. Bu nedenle etkili ve yeni terapotik odakli calismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Bipolar bozukluk i¢in terapdtik etki gosteren lityumun nérodejeneratif
rahatsizliklarin tedavisinde protektif etki gosterdigi bilinmesine ragmen lityumun
omurilik hasar1 sonrasi uzun donemdeki iyilesmeye yonelik etkisi tam olarak
bilinmemektedir. Bu bilinmezlikten yola ¢ikilarak bu tezde omurilik yar1 kesi hasar
modeli olusturulan farelerde hasar sonrasi farkli dozlarda uygulanan lityumun doza
bagli fonksiyonel geri kazanim agisindan etkisi incelenmistir. Terapdtik lityum
konsantrasyonunun hasar sonrasit doku atrofisine, néronal sagkalima, glial hiicreler
tizerindeki etkisine ve aksonal plastisiteye yonelik etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore foksiyonel gezi kazanim agisindan 0.2 mmol/kg lityum
uygulanmasinin, hasardan 28 giin sonra sag tarafli hemiplejik farelerin az olan
lokomotor aktivitelerinde iyilesme sagladigr gézlenmistir. Elektromiyografi yontemi
sonuglarinda, hasar sonrasi uygulanan lityumun hemiplejik taraftaki gastrokinemius
kasi lizerinde uyarim sonrasi sinyal iletimine ve kontraksiyona yonelik terapotik etki
gosterdigi gozlenmistir. Ayrica lityum hasar alanindaki lezyon hacmini azaltic1 etki
gostermistir. 0.2 mmol/kg dozundaki lityum omuriligin rostral segmentindeki atrofiyi
azaltmis ve noronlar iizerinde protektif etki gdstermistir. Lityum uygulamas: glial
hiicre sayisini azaltic1 etki gdstermekle birlikte, hasar sonrasi dejenere olan aksonal
yolaklarin rejenerasyonunu destekleyici etki gostermistir. Sonuglara gore, lityum
tedavisinin omurilik hasarinin dejeneratif etkilerine karsilik yeni ve etkili terap6tik bir
katki saglamasi beklenilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fonksiyonel iyilesme, lityum, omurilik hasari, plastisite

rejenerasyon.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LITHIUM AFTER LONG-TERM
SPINAL CORD DAMAGE

Spinal cord injury causes neurological damage and functional loss in neural networks.
Damage-oriented treatment methods are insufficient to reduce the degenerative
effects. Effective studies targeting regeneration and neuroprotection after spinal cord
injury are not sufficient today. Therefore, it is necessary to carry out effective and new
therapeutic-oriented studies. Although it is known that lithium, is used for treatment
of disorder, and has a protective effect in the treatment of neurodegenerative disorders,
the effect of lithium on long-term recovery after spinal cord injury is not fully known.
Based on this uncertainty, in this thesis, the effect of lithium administered at different
doses in mice with a spinal cord half-incision injury model in terms of dose-dependent
functional recovery was investigated. The effects of therapeutic lithium concentration
on tissue atrophy, neuronal survival, effect on glial cells, and axonal plasticity after
injury were investigated. It was observed that 0.2 mmol/kg lithium administration after
injury improved the locomotor activities, which were less in right-sided hemiplegic
mice 28 days after injury, in terms of functional excursion gain. According to the
electromyography, lithium administration after injury, has a therapeutic effect on post-
stimulation signal transmission and contraction on the gastrocnemius muscle on the
hemiplegic side. As a result of the studies, lithium shows the effect of reducing the
lesion volume in the damaged area. Lithium at a dose of 0.2 mmol/kg showed a
reducing effect on atrophy due to damage in the rostral segment of the spinal cord and
showed a protective effect on neurons. Lithium administration showed a decreasing
effect on the number of glial cells, but it also showed a supportive effect on the
regeneration of degenerated axonal pathways after damage. According to the results,
it is expected that lithium treatment in the chronic period will provide a new and
effective therapeutic contribution to the degenerative effects of spinal cord injury.

Keywords: Functional recovery, lithium, spinal cord injury, plasticity regeneration.



3. GIRIS VE AMAC

Omurilik hasar1 sonrasinda, néronal aglarda hasara bagli olarak néronlar arasi
iletisimsel kopukluklar meydana gelmektedir ve bu durum ciddi noérolojik ve
lokomotor hasara sebebiyet vermektedir. Lezyon bdlgesinin altinda, nérolojik hasarin
neden oldugu duyusal ve fonksiyonel kayiplar goriilebilmektedir (1). Bu hasar
insanlarda fonksiyonel olarak bagimsizligin kaybolmasiyla, ekonomik ve sosyal

yonden olumsuz etkilere sebep olmaktadir (2).

Travma sonrasi akut donemde olusan birincil hasarin ardindan meydana gelen
ikincil hasar, hasarin prognozunu negatif yonde etkilemektedir. Ikincil hasar; iskemi,
inflamasyon, hiicresel ve aksonal dejenerasyon, doku hasari ve serbest oksijen
radikallerinin tetiklenmesine neden olmaktadir (3-5). Son zamanlarda yapilan
calismalarda, hasar sonrasi iyilesmeye yonelik cerrahi yaklagimlar, ila¢ uygulamalari
ve fonksiyonel iyilesmeye yonelik fiziksel terapi yontemleri {izerinde yogunlagsmistir.
Tercih edilen bircok terapotik yaklasim olmasina ragmen, ndrolojik tahribatin
rejenerasyonuna yonelik etkili bir tedavi yontemi bulunamamistir (6). Rejenerasyon
kapasitesi yoniinden merkezi sinir sistemi kapsamli bir yenileyici aktiviteye sahip
degildir. Bu smirli kapasite, 6zellikle omurilik rejenerasyonunun yetersiz kalmasina
neden olmaktadir (7). Bu yetersizlik, yeni terap6tik yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in
yapilan caligmalarin artmasmi saglamistir. Bipolar bozuklugun tedavisinde etkili
tedavi yontemi olarak kesfedilen lityumun, norogenezde de olumlu etkiler gosterdigi
son zamanlarda bilinmektedir. Norogenezdeki olumlu etkilerinin  yani sira
inflamasyon ve noronal sagkalima yonelik protektif etkilere sahiptir (8-11). Ayrica
lityumun beyin iskemisi lizerinde fonksiyonel iyilesme yoniinden olumlu etkileri
bulunmaktadir ve hasarla meydana gelen ndrolojik tahribati azaltic etki gosterdigi de

goriilmektedir (12).

Lityum tedavisinin Alzheimer hastalifinin bir modeli iizerindeki etkisi
incelendiginde, hipokampal norodejenerasyona karsi protektif etki gosterdigi ve

fonksiyonelligi artirdig1 goriilmektedir (13).

Yapilan son caligmalara gore, lityum tedavisi norotrofik faktorlerin

ekspresyonuna yonelik olumlu etkiler gostermektedir. Ek olarak omurilik hasari



sonrast akut donemde hasarin prognozunun sekillenmesinde apoptoza karsi koruyucu
etki gosterdigi goriilmektedir (14, 15). Lityum caligmalari, genel olarak lityum
tedavisinin omurilik hasar1 sonras1 akut donemdeki etkileri iizerine yogunlagsmistir
(16). Bu ¢alismalarin ¢ogunda lityum otofajik mekanizmalar tizerinde aktive edici etki
gostererek norolojik islevselligi artirmis ve noronal hasara karsi koruyucu etki
gostermistir (5). Lityumun akut donemde basarili tedavi edici etkisine karsin, omurilik
hasar1 gibi uzun yillar boyunca ciddi norolojik dejenerasyona sebebiyet veren kronik
bir durumda rejenerasyon ve lokomotor fonksiyonellik iizerine terapdtik etkisinin nasil
fayda sagladigi bilinmezligini korumaktadir. Bu doktora tez ¢alismasinda farelerde
gerceklestirilen omurilik hasari sonrasinda uygulanan lityumun akut ve kronik
dénemde yapilan davranis testleri ile koordinasyon, eklem hareketi, yiiriime paterni,
hareket hizi, hareket mesafesi, hareket siiresi ve rotasyona yonelik etkileri
degerlendirilmistir. Noronal sagkalim, atrofi, glial hiicre ve aksonal plastisite

degerlendirilerek lityumun dejenerasyona yonelik protektif etkileri incelenecektir.

Elde ettigimiz bulgular, lityumun omurilik hasar1 sonrasi uzun donemdeki
rejenerasyona yonelik etkilerinin degerlendirilmesine katki saglayacaktir. Bu galisma,
lityumun yeni ve alternatif bir terapotik secenek olarak literatiirdeki yerini almasi

amagclanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Omuriligin Yapis1

Omurilik beyin sapinin alt kismindan bulunan, C1 servikal vertebra ile L1-L2
lumbal vertebra arasinda omurilik kanali boyunca devam eden merkezi sinir
sisteminin pargasidir. Omurilik longitudinal sekilde siralanan; servikal, torakal, lumbal
ve sakral diye isimlendirilen bolgelerden olusmaktadir (17, 18). Duyusal ve motor
sinir ¢iftlerinin kokleri omurganin farkli seviyelerinde bulunmaktadir (17). Spinal

sinirler ise duyu ve motorsinirlerin bir araya gelmesiyle olusmaktadir (19).

[ beyaz cevher
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" dorsal root ganglion
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Sekil 4.1.1. Omuriligin anatomik yapist (Omurga anatomisi sekli

biorender.com internet sitesi kullanilarak uyarlanmistir (20).

Omurilikteki gri cevher, dorsal ve ventral boynuzlara sahiptir. Omuriligin 6n
boynuzunda ara noronlar ve motor ndronlar (alfa-gama) yer almaktadir (21). Dorsal
boynuzlar duyusal bilginin islenmesinde rol oynamaktadirlar (22). Beyaz cevherde ise
ventral, lateral ve dorsal olmak iizere sinir yolaklarinin bulundugu 3 flinikiiliis
bulunmaktadir (22-26).
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Sekil 4.1.2. Omuriligin transvers kesiti (Omurga transvers kesiti sekli

biorender.com internet sitesi kullanilarak uyarlanmistir (27).

Omurilik, merkezi ve periferik sinir sistemi i¢in bilgi iletimi yoniinden 6nemli

bir islevsellige sahiptir. Bilgi iletiminde duyusal (afferent) yolaklar, motor (efferent)

yolaklar ve ara noronlar gorev almaktadirlar (28, 29). Omurilikte bilginin (motor,

duyusal ve otonomik) iletimi oldukga diizenlidir ve iletilecegi yere spesifik olarak

diizenlenmektedir (17, 18).

Ventrolateral

Dorsolateral

Sekil 4.1.3. Torakal Omuriligin aksiyal gortintiisii (26). Dorsal boynuz (koyu

mavi), lateral boynuz (sar1), ventral boynuz (16). DC: dorsal kolon yolu, CST:

kortikospinal yolak, STT: spinotalamik yolak. Bu yolaklar beyaz cevherin periferinde

yer almaktadirlar. Yolaklar kendi i¢inde somatotopik (medial yonden laterale dogru)



yerlesim sekline sahiptirler. (S: sakral, L: lumbal, T: torakal). Dorsal ve ventral sinir

koklerinin omurilik tizerindeki giris yerleri oklarla gosterilmistir (26).
4.2. inen-Cikan Yolaklar

Inen yolaklardan kortikospinal yolak, lokomotor aktivitelerde rol oynayan ince
motor hareketlerin islevselliginde onemlidir (30). Siganlarda kortikospinal yolak
motor ve duyu kontroliinde rol oynamaktadir (31). Si¢anlarda bu yolak tutma, yemek
yeme aktivitesi ve kavrama gibi fonksiyonlarda gérevlidir (32). Kortikospinal yolagin,
adim uzunlugu-adimlama gibi ince motor hareketlerin kontroliinde de gorevli oldugu

diistiniilmektedir (33, 34).

Decussatio Pyramidum

Sekil 4.2.1. Kortikosipinal yol (yesil ok ile gosterilmistir). Kortikospinal sinir
liflerinin %90 oraninda ¢aprazlasip omuriligin kars1 tarafina gectikten sonra lateral
kortikospinal yolak olarak omuriligin lateralinde devam ederler (26). Sinir liflerinin
yerlesim yerleri somatotopik diizene sahiptir (medial yonden lateral yone dogru).
Mavi renk: servikal, pembe renk; torasik, kirmizi renk; lumbal, mor renk; sakral bolge

liflerini gostermektedir.

Dorsal kolon yolu, duyusal bilgilerinin islevselliginde, propriyosepsiyon,
hassas dokunma ve vibrasyon algisinda gorevli bir yolaktir. Dorsal kolon yolagi
lateral fasciculus kuneatus ve medial fasciculus gracilis yolaklarindan meydana

gelmektedir.



Fasciculus gracilis, duysal bilgileri alt ekstremitelerden almaktadir (lumbal-
medial sakral lifler). Fasiculus kuneatus, duysal bilgileri {list govde ve st
ekstremitelerden almaktadir (servikal-lateral torakal lifler). Bu yolak, DRG aksonlar1
ile dorsal boynuzdan omurilige girer, medulla bolgesindeki grasilis ve kiineatus
niikleuslar1 ile sinaps yaptiktan sonra capraz yapar, buradan talamusa (ventral
posterolateral niikleus sinaps yapilan yer) giderler. Talamusta sinaps yaptiktan sonra

birincil somato-duyu kortekse bilginin ulasmasini saglarlar (30).

Sekil 4.2.2. Dorsal kolon yolu (turuncu ok ile gdsterilmistir). Nzikleus gracilis;
diiz sekilli siyah renkli ok ile ifade edilmistir. Niikleus kzineatus; siyah renkli ok ucu
sekli ile ifade edilmistir. Nikleus gracilis’e tasinan lifler lumbal ve medial sakral
liflerden olusmaktadir. Niikleus kiineatus’a tasinan lifler ise servikal ve lateral torakal
liflerden olusmaktadir. Nzikleus grasilis ve kiineatus’taki noronlarla sinaps yapan
aksonlar medullada ¢apraz yaparak talamusa ulasirlar ve daha sonra birincil duyu
korteksine duyusal bilginin taginimimi saglarlar (26). Dorsal kolon yolaginda sinir
liflerinin yerlesim yerleri de somatotopik diizene sahiptir (medial yonden lateral yone
dogru). Mavi renk; servikal, pembe renk; kirmizi renk; lumbal, mor renk; sakral bolge

liflerini géstermektedir.

Cikan yolaklardan spinotalamik yolak; kaba dokunma duyusu, agr1 ve sicaklik
algis1 bilgisinin iletilmesinde rol oynamaktadir. Myelinsiz ve kiigiik ¢apa sahip duyu
bilgisinin taginiminda rol oynayan aksonlar, dorsal kok gangliondan (DRG) ¢iktiktan

sonra omuriligin dorsal boynuz bélgesinden omurilige girip sinaps yaparlar. Daha



sonra aksonlar anterior kommissiir bolgesinde ¢apraz yapip omuriligin anterolateral
bolgesinde yukari dogru duyu bilgisinin tasinmasinda rol oynamaktadir (30). Bu yolak
somatotopik yerlesim diizenine sahiptir (kortikospinal yolak gibi) (35).

Sekil 4.2.3. Spinotalamik yolak (mavi ok ile gosterilmistir). Aksonlar DRG
noronlart ile sinaps olusturduktan sonra dorsal boynuzdan gegip, ¢apraz yaparak
anterior commissure’a gecerler. Omuriligin anteraolateral segmentinde talamusa
dogru yukari ¢ikarlar, daha sonra birincil duyu korteksine duyusal bilginin iletilmesini

saglarlar.

Rubrospinal yolak lokomotor aktivite kontroliinde gorevlidir (36, 37). Bu
yolak; bir nesneyi tumak, kavramak, yemek yemek gibi fonksiyonel aktivitelerin ve

ekstremite fonksiyonelliginden sorumludur (38).

Retikiilospinal yolak lokomotor aktivitelerde rol oynayan bir yolaktir;
adimlama fonksiyonunun baslatilmasinda gorev almaktadir (39). Bu yolak postiirel

durus, otonomik ve somatik duyusal islevsellik ile ilgili dnemli bir yolaktir (40).

Vestibiilospinal yol, lokomotor aktivitelerde gorevli bir yolaktir. Siganlarda

yiriime ve hizli kosma gibi aktivitelerde rol oynamaktadir (41).



4.3. Omurilik Hasanr

Insanlarda omurilik hasarmin gériilme oram giderek artmaktadir. Her yil
yaklasik 250.000-500.000 kisi omurilik hasarina maruz kalmaktadir (42). Duyusal,
motor, refleks ve otonomik fonksiyonlar tamamen veya kismi olarak omurilik
hasarindan etkilenmektedirler. Omurilik hasart modern toplum agisindan morbidite ve
mortalite gibi ciddi sonuglarin olugsmasina neden olabilmektedir (43). Omurilik hasari,
bireylerin fiziksel 6zgiirliiklerini kisitlamanin yani sira, ekonomik, psikolojik ve sosyal

yonden olumsuz etkilenmelerine sebep olmaktadir (43).

Travmaya bagh fiziksel olarak meydana gelen birincil omurilik hasarinda;
aksonal iletisim bozukluklari, ndronal ve glial hiicre 6liimleri ve mikrovaskiiler
dolasim dejenerasyonu tetiklenmektedir. Travma sonrasit hasarin progresyonunu
sekillendiren patolojik durumlar, aksonal iletisimsel bozukluklar olugsmasina neden
olmaktadir. Bozulan aksonal yolak biitiinliigii sonucunda, yolaklarin gorevli oldugu
viicut fonksiyonelligi olumsuz yonde etkilenmektedir. Hasarin fonksiyonellik
tizerindeki etkisi kalic1 fonksiyonel yetersizliklere neden olabilmektedir. Hasar sonrasi
fonksiyonel rejenerasyondaki yetersizlik, merkezi sinir sistemine etki ederek aksonal

iyilesmeyi baskilamaktadir (44).
4.3.1. Birincil - ikincil hasar

Akut donemdeki omurilik hasari, travmaya baglh olarak vertebranin
kirilmasimna ve koruyucu yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu durum
omuriligin zedelenmesiyle sonuglanmaktadir. Bu omurilik tahribatina bagli olarak
birincil hasar gelismektedir (45-47). Birincil hasar siirecinde aksonal iletisimsel
kopukluklar, néronal hasar, vaskiiler dejenerasyon, hemoraj ve glial hiicre tahribati
gerceklesmektedir. Hasarin seyrini etkileyen iki dnemli parametre vardir: omurilik
tahribatinin siiresi ve hasarin kapsamidir. Hasar progresyonunda 6nemli role sahip

ikincil yaralanmanin tetiklenmesinde néronal dejenerasyon 6nemlidir (48).
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Sekil 4.3.1.1 Birincil-ikincil hasar (49).

Travma sonrasi gelisen birincil hasarin ardindan dejenerasyonun etkisini
artiran ikincil yaralanma tetiklenir. Bu yaralanma noral ve norolojik dejenerasyonun
kapsamini genisletici etki gdstermektedir (50, 51). Ikincil yaralanma progresif bir
yaklagima sahiptir. Bu progresif tutumun tetiklenme nedeni hasara bagli olarak kan-
omurilik bariyerinin protektif yapisinin tahribati sonucunda immun sistem

hiicrelerinin ~ lezyon  bolgesine  girmeleri  ve  aktivasyonlaridir  (52).

Demiyelinizasyon
Reaktif oksidatif hasar

& astrositik glial skar

inflamasyon
Noron/akson kaybi

Sekil 4.3.1.2. Birincil-ikincil hasarin mekanizmasi (53).
4.3.2. Omurilik hasar1 patofizyolojisi

Hasar patofizyolojisinin sekillenmesinde hasara bagli gelisen enerji
metabolizmasindaki bozulmalar, iskemi ve hiicresel perflizyon bozukluklar

onemlidir.

Myelin hasari, 6dem, hemoraj, aksonal ve noral dejenerasyon ve nekroz
sonucunda meydana gelen kavite olusumu, hasarin progresyonun siddetlenmesinde ve
enfarktiis olusumunun tetiklenmesinde etkili olabilmektedir. Ayrica hasar sonrasi sinir

dokularinda olusan tahribatta hasarin seyri agisindan 6nemlidir (54).
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Sekil 4.3.2.1. Omurilik hasar1 patofizyolojisi (55).

Bozulan homeostazi sonrast asir1 glutamat artigi; glutamat eksitotoksisitesi,
serbest oksijen radikallerinin artis1 (oksidatif hasar) ve doku hasarininin olugmasina
neden olabilmektedir. Tkincil hasarin olusmasinda énemli olan diger bir etken de

bozulan kalsiyum homeostazisine bagli olarak gelisen nitrik oksit sentezidir (56, 57).

Hasarin etkisiyle kan omurilik bariyeri ve vaskiiler yapinin biitiinliigii bozulur
ve bu durum sistemik hipotansiyonu ve vazojenik 6demin olusmasini tetikler. Bozulan
vaskiiler otoregiilasyon sonrasinda hasarin omurilik {izerindeki yikici etkisinde artis

gozlenmektedir (53).

Sistemik hipoperfiizyon olusumu, ¢ok kisa bir siire i¢inde enerji yetmezligine
bagli olarak mitokondri islevselliginde problemlere neden olmaktadir. Bu durum

hiicresel 6liimii tetiklemektedir (53).
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Inflamasyon cevabi, hasarin ardindan birkag giin iginde periferal immun
hiicreler (Notrofiller, T hiicreleri ve makrofajlar) tarafindan olusturulur (58). Ayrica
inflamatuar sitokinlerin ve doku hasarina neden olabilen makrofajlarin (59) salinimi
inflamatuar yanit1 tetiklemektedir. Olusan bu yanit mikroglialarda patolojik siireclerin

gelismesine neden olmaktadir (49, 60).

Omurilik hasart merkezi sinir sisteminde uyarici etkiye sahip glutamat
saliniminin artmasini tetiklemektedir. Hasarla birlikte anormal olarak artan glutamat,
toksik etki olusturarak hiicre Oliimlerine sebep olmaktadir. Glutamat artisinin
nedenleri arasinda hasarin progresyonunda &nemli olan lipit peroksidasyonu ve
apoptotik-nekrotik hiicrelerin aktivasyonu yer almaktadir (61). Ayrica hasara bagl
olarak aksonal membrandaki degisen Na*/K* ATPaz aktivasyonu da glutamat
eksitotoksisitesini tetikleyici bir nedendir (49, 62).

Hasar sonrasi gelisen hiicre metabolizmasindaki bozulmalar, hiicresel tahribata
neden olan serbest oksijen radikallerinin artigini tetiklemektedir (63). Serbest oksijen
radikalleri, mitokondri aktivasyonu iizerinde negatif etki gostermektedir (64).
Mitokondri islevselligindeki bu negatif etki toksisiteye neden olur (65). Glial skar
olusumu reaktif gliozis aktivasyonundan kaynaklanmaktadir. Astositler lezyon
bolgesinin yakinlarinda skar bir yapmin olusmasimi saglarlar. Bu yapi aksonal

rejenerasyonu engelleyici etkiye sahiptir (66).

Hasarin akut déneminde, olusan nekroz (hiicrenin membraninin biitiinligiini
kaybetmesi, zarar gdrmesi) ve hiicredeki inflamasyon sonucunda hiicreler yasamsal
faaliyetlerini stirdiirememektedirler. Nekrotik hiicre o6liimlerinin aksine apoptotik
hiicre 6liimii hiicre inflamasyonu icermez. Apoptoz hiicrenin programli 6liim sekli

olarak nitelendirilmektedir (67).

Omurilik hasar1 sonrasi apoptoz siireci hiicrelerde aktive edilir (néronlarda,
mikroglialarda, astrositlerde ve oligodendrositlerde) (68, 69). Hiicre 6liimlerinin diger

bir nedeni de kalsiyumun kalpain-kaspazlarin aktivasyonunda gorevli olmasidir (70).

Demiyelinizasyon, hasarin akut-subakut donemlerinde aktif olan aksonal

hasardir (67, 71). Aksonal hasarin meydana gelmesi, myelinin aksonu koruyucu
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yapisinin ortadan kalkmasina ve aksonun tehlikelere (serbest oksijen radikalleri,
inflamatuar sitokinler) acik hale gelmesine neden olur. Aksonal hasar sonrasinda

noronal kayiplar olusur ve aksonal iletisim kopukluklari meydana gelmektedir (72-
74).

4.4. Lityum

Lityum, psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde etkili bir terapotik ajandir.
Lityum, motor ve davranigsal aktivitelerin kontroliinde gérevli olan ndronal devrelere
yonelik koruyucu etki gostermektedir (75-78). Anormal glutamat artigina baglh olarak
ortaya ¢ikan glutamat eksitotoksisitesinin noronlar iizerindeki zararli etkilerine karsin
lityum pozitif etki gostererek iyonotropik glutamat reseptdrii aktivasyonunu koruyucu
etki gostermektedir (79-82). Lityum noronlar tizerinde apoptoza yonelik koruyucu etki
gostermektedir (82-84).

Voltaj bagimli sodyum kanallar1 lityumun hiicre igine gegisinde gorev
almaktadir. Hiicre i¢ine gecis basit difiizyon yontemiyle gergeklesmektedir (85, 86).
Sodyum-Lityum kars1 tagima sistemi (SLC) kullanilarak tagman lityumun hiicre igi
miktari-hiicre disindaki miktarindan daha azdir. Lityumun hiicre i¢inde birikiminin
onlenmesinde SLC sistemi 6nemli rol oynamaktadir. SLC’nin lityum tiizerindeki bu
etkisi terapotik fayda saglamaktadir. Psikiyatrik, duygusal rahatsizliklarda bozulan
lityum konsantrasyonlarinin bir nedenide SLC mekanizmasinin diizenleyici etkisinin

azalmasindan kaynaklanmaktadir (86-88).

Yapilan bir ¢alismada, sicanlarda beyin iskemisi sonrast kronik dénemdeki
lityum tedavisi ndrolojik dejenerasyon ve enfarktiis {izerinde olumlu etkilere sahiptir.
Bu sonuclardan yola c¢ikarak lityumun iskeminin dejeneratif etkilerini Onledigi
diistiniilmektedir. Hasarin néronal tahribatinin nedenlerinden biri N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerinin kalsiyuamun homeostazisinin bozulmasina (hiicre igine
kalsiyum girisi artar) neden olmasidir. Hasara bagli gelisen bu noronal tahribata karsi

lityum tedavisi protektif etki gostermektedir (89).

Lityum beyindeki gri maddenin yogunlugunu artirict etki gostermektedir.

Ayrica lityumun hiicresel tahribata neden olan oksidatif stres ve zararl etkilerine kars1
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protektif etki gosterdigi bilinmektedir. Lityum ndral kok hiicre aktivasyonunu
artirmaktadir (90, 91).

Lityum noronegez aktivasyonunu artirici etkiye sahiptir. Bu etki in vivo ve in
vitro olarak yapilan ¢alismalarda goriilmektedir (92). Lityumun akut ve kronik
donemde norogezi artirmaya yonelik olumlu etkileri bulunmaktadir. Hipokampiiste
bulunan dentat girus bolgesinde kronik dénemde lityum tedavisi sonrasi nérogenez

artirmigtir (8).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Deney Gruplari ve Dizaym

Deneysel hayvan calismalar1 ic¢in Istanbul Medipol Universitesi, Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulundan 23.05.2018 tarihli ve 38823770-95203.06.03-
E.39648 sayil1 etik kurul onayr alinmistir. Bu ¢alismada 8-12 haftalik Balb/c erkek
fareler kullanilmistir. Fareler rastgele olacak sekilde deney gruplarina ayrilmistir.
Calismada davranis ve immunohistokimyasal degerlendirme yapmak i¢in her grupta
hayvan sayisi n=16 olacak sekilde 1. deney seti i¢in 3 deney grubu olusturulmustur.
Lityumun doza ve zamana bagli serum konsantrasyonlarini arastirmasi i¢in her grupta

hayvan sayis1 n=3 olacak sekilde 2. deney seti i¢cin 3 deney grubu olusturulmustur.
Deney Gruplart:
1. Deney Seti

Grup I: Omurilik hasar1 sonrasinda kontrol enjeksiyonu (%0.9 sodyum kloriir)

giinliik periton i¢i olarak uygulanmistir.

Grup II: Omurilik hasari sonrasinda 0.2 mmol/kg lityum (%0.9 sodyum klortir

igerisinde ¢oziinmiis) gilinliik periton i¢i olarak uygulanmustir.

Grup III: Omurilik hasar1 sonrasinda 2 mmol/kg lityum (%0.9 sodyum klortir

igerisinde ¢oziinmiis) glinliik periton i¢i olarak uygulanmistir.
2. Deney Seti

Grup I: Kontrol enjeksiyonu (%0.9 sodyum kloriir) periton ig¢i olarak

uygulanmstir.

Grup II: 0.2 mmol/kg lityum (%0.9 sodyum kloriir igerisinde ¢oziinmiis)

periton i¢i olarak uygulanmustir.

Grup III: 2 mmol/kg lityum (%0.9 sodyum kloriir i¢erisinde ¢oziinmiis) periton

ici olarak uygulanmistir.
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5.1.1. Deney dizaym

Omurilik hasar1 sonrasi Olusturulan deney gruplari ile omurilik sonrasi lityum
tedavisinin disiik (0.2 mmol/kg) ve yiiksek (2 mmol/kg) dozlarinin lokomotor
tyilesmeye, atrofiye, ndronal sagkalima, glial hiicrelere ve aksonal plastisiteye olan

etkisini arastirilmistir.

1. Deney seti gruplarinin (I-11-111) fonksiyonel geri kazanimi omurilik hasar1
sonrasi 1., 3., 14., 28., ve 42., giinlerde yapilan davranis testleri ile degerlendirilmistir
(Sekil 5.1.2.1.). Hasar sonrasi rejenerasyon degerlendirilmesi atrofi, noronal sagkalim,
glial hiicreler ve plastisiteye yonelik immunohistokimyasal boyamalar yapilarak
degerlendirilmistir. 2. Deney seti gruplarinin (I-11-111) 30 dakika, 1., 3., 6., 12., ve 24.,
saatteki zamana bagli serum lityum konsantrasyonlarinin 6l¢iimii  ICP-MS
(Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer) analiz yontemi kullanilarak

yapilmustir.

B cCerrahi
B Sadece Basso
O  Davranis Testleri

- Basso
- Ladder
S -Open Field
Sa . EMG kaydi
O«‘S‘ " Y
&S &
\55;& Q,(}?_ éﬁ Deneyin
o Sonlandirnlmas:
. 1 — B -
PO1 PO3 PO14 POZE PO42 POSE

Sekil 5.1.1.1 Omurilik Hasari, Davranis testleri (Basso, Ladder, Open Field), BDA
enjeksiyonu, EMG kaydi deney dizayni.
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5.2. Omurilik Hasar Modeli

Deney grubundaki Balb/c fareler i¢in anestezi olarak %]1°lik izofloran
(NOO15A09, Adeka, Tiirkiye, %30 oksijen, kalan1 N2O) gaz anestezisi kullanildi.
Omurilik yar1 kesi hasar1 sirasinda fareler 1sitict pet (507221F, Harvard Apparatus,
ABD) iizerine yliziistii olacak sekilde yerlestirildi. Hayvanlarin viicut 1s1s1 kontroliinde
deney siiresince geri—bildirim prensibiyle ¢alisan rektal 1s1 6lger kullanilarak
hayvanlarmin viicut sicakhigimin 36.5, 37 santigrat derecede stabil kalmasi
saglanmistir. Deney siiresince stereotaksik sabitleyici (World Precision Instruments,
FL, USA) kullanilarak hayvanlarin viicutlarinin sabit kalmasi saglanmigtir. Sirt
bolgesine yaklasik 3 cm boyutlarinda bir kesi atilmistir. Spinotrapezius kasinin tendon
seviyesinden diseksiyon yapilarak vertebranin dorsal kismina ulasilmistir. Torakal 10
(T10) vertebra seviyesinden ligamentler disekte edilerek sivri uglu bisturi araciligiyla
T10 vertebra izole dilmistir. Izole edilen vertebra kemikleri forseps ile kirilarak 26G
insiilin enjektor ignesi (Hayat Tibbi Aletler A.S.) kullanilarak omurilik sag kismina,
yar1 kesi modeli olusturulmustur. Dorsal spinal venin altindan baslayarak omuriligin
sag tarafina dogru hasar olusturulmustur (Sekil 5.2.1.). Olusturulan hasarin ardindan
vertebranin lizerindeki kaslarin dikiminde vikril iplik (W9561, Ethicon) kullanilmastir.
Deri ise 5.0 ipek iplik (S2160, Dogsan) kullanilarak dikilmistir. Dikis sonrasinda
hayvanlar kafeslerine alinmistir. Operasyon sonrasinda hayvanlarin sag arka

ayaklarinda pleji meydana gelmistir.
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Sekil 5.2.1. Omurilik yar1 kesi goriintiisii. (A) hasarsiz omurilik goriintiisii (B) sag

taraf hasarli omurilik goriintiisii.
5.3. Lityumun Uygulanmasi

Lityum klortir (LiCl) konsantrasyonlar1 yiiksek doz 2 mmol/kg ve diisiik doz
0.2 mmol/kg dozlarinda secilmistir. Omurilik hasar1 operasyonunun ardindan 24 saat
araliklarla 56 giin boyunca 0.2 mmol/kg veya 2 mmol/kg konsantrasyonlarindaki LiCI
(L4408; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) lityum dozlar1 periton igi olarak
uygulanmustir. Kontrol grubuna %0.9 sodyum kloriir verilmistir. Onceki ¢aligmalardan

referans alinarak hayvanlar omurilik hasarindan 56 giin sonra sakrifiye edilmistir (93).
5.4. Lokomotor Aktivite Testleri

Fonksiyonel iyilesmenin takip edilmesi adina omurilik hasari sonrasi 1, 3, 14,
28 ve 42. glinlerde Basso mouse scale (BMS) testi yapilmistir. Ayrica hasar sonrasi 3,
14, 28 ve 42. gilinlerde Horizontal ladder rung yiiriime testi ve Open field testi
yapilmistir.

19



5.4.1. Basso fare skalasi

BMS testi omurilik hasar1 sonrast motor aktivitelerin degerlendirilmesi igin

kullanmilmistir (94, 95). Puanlama sisteminde eklem hareketleri, koordinasyon ve

stabilizasyonun degerlendirilmesinden olusan 0-9 puanlik derecelendirme skalas1 yer

almaktadir (95) (Tablo 5.4.1.1.). Deney hayvanlarinin agik bir alanda yaklasik 4 dakika

boyunca lokomotor aktiviteleri 2 farkli gozlemci tarafindan degerlendirilmistir.

Tablo 5.4.1.1. Basso Fare Skalasi

Skor

Motor Hareketler

Ayakta bilek hareketi bulunmamaktadir.

Hafif ayak bilegi hareketi

Ayak bilek hareketinde artis goriillmektedir.

Agirhik desteksiz plantar adim veya diizensiz dorsal adim

goriilmektedir.

Ara sira plantar adim

Sik ve diizenli plantar adimlama, koordinasyon yok

Artmis plantar adimlama, koordinasyon artig1, adimlamada bilekte

rotasyon

Artmis plantar adimlama, siklikla koordinasyon, adimlamada bilek

rotasyonunda azalma, gévde stabilitesi saglanamamaktadir.

Ritmik diizenli plantar adimlama, diizenli koordinasyon,
adimlamada  bilekte rotasyon  goriilmemektedir, gdvde
stabilitesinde artig, kuyruk pozisyonu asagi yada arasira yukari

dogrudur.

Ritmik diizenli plantar adimlama, diizenli koordinasyon,
adimlamada bilekte rotasyon goriilmemektedir, normal postiir,

kuyruk poziyonu siirekli olarak yukar1 dogrudur.
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Resim 5.4.1.1. BMS testi degerlendirmesi (A) Hicbir hareket yok (B) Hafif bilek
hareketi (C) Bilek hareketi %50’den fazla (D) Arasira plantar adim desteksiz (E) Sik

desteksiz plantar adim (F) Agirlik destekli plantar adim.

5.4.2. Horizontal merdivende yiiriime testi

Bu ¢alismada kullandigimiz merdiven basamak aparati (96) yapilan 6nceki bir
calismadan uyarlanarak olusturulmustur. Bu testte lokomotor iyilesmenin ve
koordinasyonun degerlendirilmesi amaglanmigtir. Yiiriime testinde uzunlugu 69.5 cm
capt 0.2 cm olan iki pleksicam levha aralarinda 0.5 cm araliklarla metal ¢ubuklar
yerlestirilmistir (Sekil 5.4.2.1.A.). Levhalarin ¢ap boyutunun farelerin yiirlime
esnasinda tekrar farenin koordineli bir sekilde adim atip atmadiginin gézlenebilmesi
adina merdivenin yerden yiiksekligi 30 cm’dir. Farelerin merdivende yiirlimesinin
hizli bir sekilde tamamlanmasi i¢in merdivenin bittigi yere farelerin kendilerini
giivende hissettikleri iglo (yuva materyali) yerlestirilmistir. Yiiriime testinin baslangig
noktasina parlak 151k yerlestirilerek farelerde 151k uyarict etki olusturmustur. Yiiriime
testinden 1 hafta Once farelerin merdivene ve ylirlimeye aligmasi saglanmistir.
Farelerin hasar oncesi yiiriime aktivitesinin incelenmesi adina operasyonun iki giin

oncesinde farelerin merdivende ylriimeleri yiiksek hizli kamera kullanilarak
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kaydedilmistir. Yiiriime kayitlar1 incelenerek yiiriime esnasinda farelerin metal
cubuklara ayak temasi, dogru ve yanlis adim degerlendirilmistir (Sekil 5.4.2.1.). Dogru
adim farelerin basamaga ayak yerlesiminin agirlik tagiyacak sekilde, avug i¢i veya
parmaklarin basamakla tam temasi olarak kabul edildi. Yanlis adim ise metal
cubuklara ayak yerlesiminin agirlik destekli olmayip, avug i¢i ve ayak parmaklarin
metal ¢ubukla tam olarak temasinin olmadigr adimlama sekli olarak kabul edildi.

Yiirlime testinin analizi asagidaki formiil ile kullanilarak yapilmistir.

% Dogru adim sayis1 = (Dogru atilan adim sayis1 x 100) /Atilan toplam adim (S$ekil
54.2.1.).

A

Sekil 5.4.2.1. (A) Horizontal merdivende yiirtime testi (B) Yanlis adim atma (C) Ara

sira yanlis adim atma (D) Dogru adim atma.

5.4.3. Acik alan testi

Hayvanlarin hasar sonrasi lokomotor aktivitesini degerlendirmek i¢in 150 cm

capmnda 35 cm yiiksekliginde dairesel bir platform kullanilmistir (97, 98) (Resim
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5.4.3.1). Hayvanlarin ~ dairesel ~ platformdaki = spontan  hareketlerinin
goriintiilenmesinde ANY-maze®; Stoelting Co., Wood Dale, IL, ABD kamera sistemi
kullanilmistir. 10 dakika siiresince kayit alinmistir. Bu testte degerlendirilen

parametreler hareketlilik siiresi, hareketsizlik siiresi, ortalama hiz, rotasyon (saat yonii-

saat yonii tersi), hareket mesafesidir.

Resim 5.4.3.1. Acik alan testi.

5.5. Hasar Sonras1 Aksonal Projeksiyonlarin Degerlendirilmesi

Lityum tedavisi sonrasi aksonal plastisitenin degerlendirilmesi adina hayvanlar
gaz anestezi altinda iken operasyon sonrasi 42.giinde hayvanlarin omuriligine L2
seviyesine laminektomi yapilarak, bilateral olarak 1 pl biyotinlenmis dekstran amin
(BDA10,000 MW) (D1956; Invitrogen, Waltham, MA, USA) enjekte edilmistir.
Aksonal projeksiyonlar daha onceki yapilan ¢alismalara uygun olarak izlenmistir.
BDA 0.01 M Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile seyreltilmistir. Enjeksiyon bolgesi
omurilikte dorsal venin 1.5 mm lateralidir. Enjeksiyon i¢in ince uglu cam pipet
kullanilmistir (Sekil 5.5.1.). Verilen maddenin geri ¢ikisin1 engellemek amaciyla cam
pipet yaklasik 1 dk boyunca enjeksiyon bdolgesi icerisinde bekletilmis sonrasinda cam

pipet ucu yavasca ¢ikartilmistir.

Enjeksiyondan 14 giin sonra hayvanlar yiiksek doz anestezi kullanilarak

transkardiyal perfiizyon yontemi ile sakrifiye edilmistir.
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dorsal spinal venin
1.5mm laterali

Sekil 5.5.1. BDA enjeksiyonu.

5.6. Elektrofizyolojik Olciim Elektromiyografi

Hasar  sonrast  aksonal rejenerasyonun elektrofizyolojik  olarak
degerlendirilmesi igin elektromiyografi (EMG) kaydi alinmistir (Resim 5.6.1.). Hasar
bolgesinin st kismindan omuriligin T6-T7 seviyelerinden intervertebral foramen
bolgesini uyarmak igin igne uglu elekrotlar kullanilmistir. Hasar tarafi olan sag taraf
alt ekstremite gastrokinemius kasina distal ve proksimal konumlandirilacak sekilde
pozitif (proksimal) ve negatif (distal) igne ucglu elektrotlar yerlestirilmistir.
Elektrotlarin yerlestirilebilmesi i¢in gastrokinemius kasinin istiindeki tiiylii deri
tiraglanmistir. Stimiilator panelinin uyarit siddeti 2V ve 0.2 Hz. dir. Uyarilar 10
tekrardan olugmaktadir. Veriler, LabChart 8 yazilimi1 (ADInstruments, Dunedin, New
Zeland) ile PowerLab veri toplama sistemi kullanilarak elde edildi. EMG kaydinda
degerlendirilen olgiimler kasilmanin gecikme siiresi, kasilma siiresi ve amplitiid

Olgiilmiistiir.
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Resim 5.6.1. EMG kayit diizenegi.
5.7. Zamana Bagh Serum Lityum Konsantrasyonunun Degerlendirilmesi

Lityumun doza ve zamana bagli serum konsantrasyonlarint arastirilmistir. 30
dakika, 1, 3, 6, 12, ve 24 saatteki serum lityum konsantrasyonlarmnin ICP-MS
(Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer) analiz yontemi kullanilarak

Olctimii yapilmastir.
5.8. Transkardiyal Perfiizyon ve Doku izolasyonu

Serum fizyolojik (SF) kullanilarak transkardiyal perflizyon yapilmistir.
Fiksasyon isleminin gerceklesmesi icin %4’ liikk paraformaldehit (158127 -500G,
Sigma-Aldrich) (PFA) kullanilmistir. Omurilik hasar bolgesi ¢ikarilacak omuriligin
merkez noktasi1 kabul edilecek ¢ikarilan omuriligin uzunlugu yaklasik 2 cm olacak
sekilde rostral ve kaudal 2 parg¢a olmak tizere izole edilmistir. Omurilik izolasyonunda
omuriligin ¢ikarilirken doku biitiinliigliniin bozulmamasi i¢in dikkatli bir sekilde
vertebradan ¢ikarilmistir. izole edilen rostral ve kaudal omurilik dokular1 2 saat
boyunca 4 °C’de %4’lik PFA ile inkiibasyonda kalmistir. Fiksasyon isleminin
tamamlanmasi i¢in dokular PFA’dan ¢ikarildiktan sonra %30’luk hazirlanan siikroz
(800-081-LG, Multicell) ¢ozeltisine atilarak dokularin siikroz ¢ozeltisinin yiizeyinden
asagl dogru c¢okmesi beklenmistir. Coken rostral ve kaudal omurilik dokularin
seklinin korunmasi i¢in 1.5 ml’lik enjektor omurilik kesitlerinin boyutunda kesilerek
omurilik dokular1 enjektor igine yerlestirilerek dokular koruyucu soliisyon (tissue
freezing medium; Leica 14020108926-125 ml) ile kaplanmistir ve kurubuz iizerinde

dondurulmustur. Kesit alinana kadar dokular saklanmasi i¢in -80 °C’de kaldirilmastir.
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5.9. Kryostat Cihaz1 ile Omurilik Kesitlerinin Eldesi

Fikse edilip, -80 °C’de muhafaza edilen rostral ve kaudal omurilik
dokularindan Kryostat (CM1950, Leica Biosystems, Wetzlar, Almanya) cihazi
kullanilarak 50 mikron kalinliginda kesitler alimmistir (Sekil 5.11.2.). Kryostat
cithazinin i¢ kismi -20, -23°C olacak sekilde doku kesitleri alinmistir. Kesitler pozitif
yiiklii cam slaytlar (Isoterm, Almanya) ilizerine alinarak 40°C 1sitic1 tabla iizerinde 30
dakika boyunca bekletilmistir. Is1 yoluyla fikse edilen slaytlar dnceden -20°C’de
sogutulmus slayt kutularina dizilerek, elde edilen kesitler saklanmasi i¢in -80 °C’ye

kaldirilmastir.
5.10. Atrofi Degerlendirilmesi

Hasar sonrasi lityum tedavisinin atrofi iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
adma rostral ve kaudal omurilik kesitlerine Cresyl violet boyamasi yapilmistir.
Omurilik kesitleri b oyama o6ncesi 40 °C’de sicaklikta yaklasik 40 dakika etiivde
bekletilmistir. Daha sonra kesitler 1X PBS soliisyonunda yaklasik 5 dakika boyunca
calkalayici (Heidolph unimax 1010) yardimiyla yikanmistir ardindan slaytlar steril su
ile yikanmistir. Yikama islemleri sonrasinda slaytlar Cresyl violet (C5042-106, Sigma
Aldrich) boyasinda 2 dakika masa {izerinde bekletilip, 13 dakika boyunca calkalayici
ile boyanmustir. Slaytlar, etanol (24102, Sigma-Aldrich) serisinde sirasiyla (%70,
%90, %95 ve %100’liik etanol) yaklasik 15 saniye bekletilmistir. Orneklerin
berraklastirilmasi igin etanol asamasindan sonra yaklasik 2-3 dakika boyunca ksilende
(534056, Sigma Aldrich, ABD) ornekler bekletilmistir. Boyamasi tamamlanan
kesitlerin lizerine entellan damlatilarak (M 1289, Sigma-Aldrich) 6rneklerin iizeri ince
cam lamel (Isoterm, Almanya) ile baloncuk olmamasina dikkat edilerek kapatilmistir.
(Beker et al., 2015; Kelestemur et al., 2020). Boyamalar AxioZoom (V16, Carl Zeiss,
Jena, Almanya) 1s1k mikroskobu ile goriintiilenmistir. Rostral ve kaudal omurilik
kesitlerinin ipsilateral alan ve kontralateral alanlarinin atrofi degerlendirilmesi

yapilmistir (Sekil 5.10.1.).
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Sekil 5.10.1. Omurilik kesitleri atrofi degerlendirme bdlgeleri, siyah renkli- ¢izgili
alan ipsilateral bolge, gri renkli- isaretli alan kontralateral bolge. (A) Gri cevher atrofi
bolgesi (B) Beyaz cevher atrofi bolgesi (C) Dorsal fiinikiiliis atrofi bolgesi (D) Lateral
funikulus atrofi bolgesi (E) Ventral fiinikiiliis atrofi bolgesi.

5.11. Noronal Sagkalhm ve Glial Hiicrelerin Degerlendirilmesi

Hasar sonrasi noronal sagkalimin degerlendirilmesi icin rostral ve kaudal
omurilik kesitlerine NeuN boyamasi yapilmistir. Omurilik kesitleri 40 °C’de sicaklikta
yaklasik 40 dakika etlivde bekletilmistir. Daha sonra kesitler 1X PBS soliisyonunda
yaklagik 5 dakika boyunca galkalayici yardimiyla yikanmistir. Yikama sonrasi kesitler
0.1 M PBS igeren 0.3% Triton X-100 (PBS-T)/10% normal kegi serum (G9023;
Sigma-Aldrich) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda bloklama yapilmistir. Bloklama
asamasinin ardindan omurilik kesitleri 4°C’de 16-18 saat araliginda NeuN Alexa Fluor
647 konjuge antikoru (rabbit monoclonal anti- neuronal nuclei, 1:100; 62994; Cell
Signaling, Beverly, MA, USA) ve GFAP Alexa Fluor 555 konjuge antikoru (mouse
monoclonal anti- glial fibrillary acidic protein 1:100; 3656; Cell Signaling) ile 4°C’de
16-18 saat aralifinda inkiibe edilmistir. Sonrasinda kesitler 1X PBS sollisyonunda
yaklagik 5 dakika boyunca calkalayici yardimiyla yikanmistir. Yikama sonrasi
koruyucu kapatma soliisyonu (Mounting Fluromount Medium, F4680, Sigma, ABD)
orneklerin tizerine damlatilarak slaytlar lamel kullanilarak kapatilmistir. Boyama
sonrast kesitlerin goriintiilemesi i¢in konfokal mikroskobu (LSM780, Carl Zeiss)

kullanilmistir. Rostral ve kaudal omurilik kesitlerinin hasar sonrasi aksonal
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projeksiyonlar1 degerlendirilmistir. Noron ve glial hiicre analizi ipsilateral ve
kontralateral rostral ve kaudal omurilik kesitlerinde pozitif hiicreler sayilarak analiz

edilmistir.

Sekil 5.11.1. Noronal sagkalim ve glial hiicrelerin degerlendirilmesi. (A) Neun (+)
hiicreler (B) GFAP (+) hiicreler.

S
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[ETTT=rel ) P 12
/g. Di¢ KAUDAL

T10
HASAR

T8 |
ROSTRAL

ﬂ omurilik kesitleri
. i / cam slayt 50 mikron
Sekil 5.11.2. Kryostat cihazi ve omurilik kesitleri.

5.12. BDA Boyamasi

-80 °C’de muhafaza edilen omurilik kesitleri boyama oOncesi 40 °C’de
sicaklikta yaklasik 40 dakika etiivde bekletilmistir. Omurilik kesitleri 1X PBS
soliisyonunda yaklasik 5 dakika boyunca yikama iglemi yapilmistir. 1 saat boyunca
bloklama islemi %10 NGS (Normal Goat Serum, Sigma, G9023) ve PBS-T ile
calkalayict (Heidolph unimax 1010) yardimiyla inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
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sonrasinda %2 NGS, PBS-T, Alexa Fluor 555 Conjugated streptavidin (S21391;
Invitrogen) antibody kullanilarak 90 dakika boyunca calkalayict yardimiyla oda
sicakliginda kesitler inkiibe edilmistir. Slaytlara 1X PBS soliisyonunda yaklasik 5
dakika boyunca yikama islemi yapilmistir. Boyama isleminin ardindan 6rneklerin
kurumamasi ve saklanabilir olmasi adina koruyucu mounting Fluoromount medium
(F4680, Sigma, ABD) orneklerin iizerine damlatilarak slaytlar lamel kullanilarak
yavasca kapatilmistir. Bir gece siiresince 6rnekler oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Boyama sonrasi slaytlarin goriintiilemesi i¢in konfokal mikroskobu (LSM780, Carl
Zeiss) kullanilmistir. Rostral ve kaudal omurilik kesitlerinin hasar sonrasi aksonal

projeksiyonlar1 degerlendirilmistir.

Sekil 5.12.1. Aksonal projeksiyon.
5.13. Degerlendirme ve Istatistik

Istatistiksel analizler icin SPSS programi (version 15, SPSS Inc., Chicago,
USA) kullanilmistir. Elde edilen dgerler ortalama + standart sapma olacak sekilde, tek
yonlii (one-way) varyans analizi (ANOVA) kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar
arasi farkliliklar en diisiik anlamli farklilik testi (least significant difference-LSD) ile
analiz edilmistir. *p<0,05, **p<0,01, *p<0,05, #p<0,01). **p<.0.05 kontrol grubu ile
0.2 mmol/kg lityum grubu , #p<0.05 0.2 mmol/kg lityum grubu 2 mmol/kg lityum

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
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6. BULGULAR

6.1. Zamana Bagh Serum Lityum Konsantrasyonunun Degerlendirilmesi

Lityum terapotik olarak 0.6-1.2 mmol/L doz araliginda insanlarda etkilidir.
Bulgularimiza dayanarak, lityumun doza ve zamana bagli serum konsantrasyonunu

arastirilmistir.

Yapilan ¢alismalara gore beyin iskemisi tedavisinde kullanilan 2 mmol/kg
dozundaki lityum noroprotektif etki gostermistir (99). Bulgularimiza gére omurilik

hasarindan sonra uygulanan 0.2 mmol/kg lityum dozu ise rejeneratif etki gdstermistir.

Serum lityum konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimi incelendiginde 2
mmol/kg lityum dozu uygulanan grupta 12 saat sonra, 0.2 mmol lityum dozu
uygulanan grupta ise 6 saat sonra serum lityum konsantrasyonlarinin <0.05'in altina

diistiigii Tablo 6.1.1.’de goriilmektedir.

Tablo 6.1.1. ICP-MS ile olgiilen ve mmol/L olarak gosterilen serum lityum

konsantrasyonlari.

30 min 1h 3h 6h 12h 24h
Vehicle N/A N/A N/A N/A N/A N/A
0.2
mmol/kg | 0.18+0 | 0.12+0.04 | 0.09+0.03 | <0.05 <0.05 <0.05
2
mmol/kg | 0.88+0.12 | 0.45+0.05 | 0.39+0.09 | 0.15+0.04 | <0.05 <0.05

N/A: Bulunmamaktadir. Veriler, ortalama SD (n= 3 fare/ her saat i¢in) olarak ifade

edilmektedir.
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6.2. Davramis Testleri ile Omurilik Hasar1 Sonras1 Lokomotor Aktivitenin

Degerlendirilmesi
6.2.1. BMS testi ile fonksiyonel geri kazanimin degerlendirilmesi

Kronik donemde wuygulanan lityum tedavisinin motor aktivite ve
koordinasyona yonelik etkisini degerlendirmek adina eklem hareketi, plantar-dorsal
adimlama, agirlik destekli-desteksiz plantar adimlama, koordinasyon ve godvde

stabilizasyonu BMS testi kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 6.2.1.1.).

Basso fare skorlamasi

Skor
an
1

T T T
Baseline 1 3 14 28 42 (glin)
& Vehicle @ 0.2mmol/kg LiCl 4 2 mmollkg LiCl

Sekil 6.2.1.1. Omurilik hasar1 sonras1 motor aktivitenin, plantar-dorsal adimlamanin,
govde stabilizasyonu ve koordinasyonun BMS testi ile degerlendirilmesi. Veriler
ortalama 4+ standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir. #p<.0.05, 2 mmol/kg lityum tedavi

grubune gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Hasar sonras1 28. ve 42. giinde 0.2 mmol/kg lityum grubunda azalan plantar
adimlamanin tedavi sonrasi arttig1 goriilmektedir. Hasar sonrast 1. giinde ayak
bileginde eklem hareketinin olmamasi hasarin tim gruplar arasinda optimize

edildiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.

Omurilik hasar1 sonrasi 28. ve 42. giinde degerlendirilen motor aktivite, koordinasyon,

fonksiyonel geri kazanim kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda ve
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42. ginde 2 mmol/kg lityum grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda

istatistiksel olarak anlamli dl¢iide artirmistir.

6.2.2 Horizontal merdivende yiiriime testi ile motor aktivite ve

koordinasyonun degerlendirilmesi

Omurilik hasar1 uygulanmadan Onceki ve hasar uygulandiktan sonraki
donemdeki motor aktivitenin degerlendirilmesi horizontal merdivende yiiriime testi ile
yapilmistir. Bu test ile arka bacak fonksiyonel geri kazanimi, adimlama ve
koordinasyon, ayagin basamaklara tam yerlestirilmesi degerlendirilmistir (Sekil

6.2.2.1).

Horizontal merdivende yiliriime testi

100+

80

60

40

# dogru adim

204

Baseline 3 14 28 42 lgiin)

& Vehicle @ 0.2mmol/kg LiCl 4 2mmollkg LiCl

Sekil 6.2.2.1. Omurilik hasar1 sonrasi dogru, yanlis adimlamanin, koordinasyonun,
motor yetenegin merdivende yiiriime test ile degerlendirilmesi. Veriler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamliligr gostermektedir. #p<.0.05 2 mmol/kg lityum grubuna gore istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Kontrol ve 2 mmol/kg lityum uygulanan farelere kiyasla, 0.2 mmol/kg lityum
ile tedavi edilen farelerde hasar sonrasi 28. giinde ve 42. giinde istatistiksel olarak

anlamli 6l¢iide dogru adim atmasi artmistir.

32



6.2.3. Acik alan testi ile motor kabiliyetin degerlendirilmesi

Omurilik hasar1 sonrasi lokomotor aktiviteyi ve hareketlilik siiresini 6lgmek
icin acik alan testi kullanilmigtir. Bu testte farelerin acik alan testi siiresi boyunca

hareket siireleri hesaplanmustir.

Hareketlilik siiresi

(Acik alan testi)
600 #2

&

4804

360+

Saniye

2410 +

120+

T
Baseline 3 14 28 42  (giin)

& Vehicle @ 0.2mmol/kg LiCl 4 2 mmollkg LiCl

Sekil 6.2.3.1. Omurilik hasar1 sonrasi agik alan testi ile hareketlilik siiresinin
degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05, **
p<.0.01, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilifi gdstermektedir.
##p<.0.01, 2 mmol/kg lityum grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir.

28. ve 42. giinde kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda ve 42.
giinde 2 mmol/kg lityum grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda hareketlilik
stiresi istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide artmustir (Sekil 6.2.3.1.). Kontrol ve 2
mmol/kg gruplarina kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda omurilik hasar1 sonrasi 28.
giinde lokomotor aktivite (hareketlilik siiresi, alinan mesafe, ortalama hiz ve rotasyon)
istatistiksel olarak anlamli Olclide artmistir. Hasar sonraasi 14. giinde 2 mmol/kg
lityum gruplarina kiyasla 0.2 mmol/kg lityum uygulan gruptaki hemiplejik farelerde

rotasyon artmistir.

Kronik donemde omurilik hasar1 sonrast uygulanan 0.2 mmol/kg lityum
tedavisi motor fonksiyonlari iyilestirici etki gostermis ve hareketliligi, fonksiyonel

geri kazanimi artirmistir.
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Omurilik hasar1 sonrast lokomotor aktiviteyi ve hareketsizlik siiresini 6l¢mek
icin acik alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin acik alan testi siiresi boyunca

hareketsizlik siireleri hesaplanmistir.

Hareketsizlik siiresi
(Agik alan testi)

600

480+

360+

Saniye

2410 +

120+

Sekil 6.2.3.2. Omurilik hasar1 sonrasit agik alan testi ile hareketsizlik siiresinin
degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05, **
p<.0.01, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligt gostermektedir.
##p<.0.01, 2 mmol/kg Ilityum grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir.

28. ve 42. giinde kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda ve 42.
glinde 2 mmol/kg lityum grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda hareketsizlik

stiresi istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalmistir (Sekil 6.2.3.2.).
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Omurilik hasar1 sonrast lokomotor aktiviteyi ve alinan mesafeyi 6lgmek icin
acik alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin agik alan testi siiresi boyunca

katettikleri mesafe hesaplanmistir.

Alinan mesafe
{Acik alan testi)

48

Metre

324

16

: S
Baseline 3 14 28 42  (giin)

Sekil 6.2.3.3. Omurilik hasar1 sonrasi agik alan testi ile alinan mesafenin
degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir. #p<.0.05, 2

mmol/kg lityum grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.

28. ve 42. giinde kontrol ve 2 mmol/kg gruplarina kiyasla 0.2 mmol/kg lityum
grubunda katettikleri mesafe istatistiksel olarak anlamli Ol¢lide artmistir (Sekil
6.2.3.3.).

35



Omurilik hasar1 sonrasi lokomotor aktiviteyi ve ortalama hizi 6lgmek i¢in agik
alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin agik alan testi siiresi boyunca ortalama

hizlar1 hesaplanmustir.

Ortalama hiz
(Acik alan testi)
0.10+
0.08
u
B
= 0,06
m
L
I
i -
£ 0.04
=
0.02
0.00

Sekil 6.2.3.4. Omurilik hasar1 sonrast agik alan testi ile ortalama hizin
degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi goéstermektedir. #p<.0.05, 2

mmol/kg lityum grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.

28. ve 42. giinde kontrol ve 2 mmol/kg gruplarina kiyasla 0.2 mmol/kg lityum
grubunda ortalama hiz istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artmistir (Sekil 6.2.3.4.).
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Omurilik hasar1 sonrasi lokomotor aktiviteyi ve mutlak doniis hizin1 6l¢mek
icin acik alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin acik alan testi siiresi boyunca

mutlak doniis hiz1 hesaplanmustir.

Mutlak déniis agisi
(Agik alan testi)

60000+
48000+

360004

Derece

24000+

12000+

Baseline 3 14 28 42 (gin)

& Vehicle @ 0.2mmol/kg LiCl 4 2 mmollkg LiCl

Sekil 6.2.3.5. Omurilik hasar1 sonrasi agik alan testi ile mutlak doniis agisinin
degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamliligi gostermektedir. #p<.0.05, 2

mmol/kg lityum grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

14. giinde 2 mmol/kg grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda mutlak
doniis hiz1 ortalama hiz istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artmistir. 28. ve 42. giinde
kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda mutlak doniis hiz1 istatistiksel
olarak anlamli 6l¢tide artmustir (Sekil 6.2.3.5.).
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Omurilik hasar1 sonrast lokomotor aktiviteyi ve rotasyonu dlgmek i¢in agik

alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin agik alan testi siiresi boyunca rotasyonu

hesaplanmustir.
Rotasyon
(Acik alan testi)
180+
144+
_ 7
E 103 n ﬂ * &
€ ”
£
b T2+
 —
36+ ;
0 T T T

Sekil 6.2.3.6. Omurilik hasar1 sonrasi agik alan testi ile rotasyonun degerlendirilmesi.

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05, kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir. #p<.0.05, 2 mmol/kg lityum grubuna

gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

14.,28. ve 42. giinde 2 mmol/kg grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda

rotasyonu istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide artmistir. 28. ve 42. giinde kontrol

grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda rotasyon istatistiksel olarak anlamli

olgtide artmistir (Sekil 6.2.3.6.).
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Omurilik hasar1 sonrasi lokomotor aktiviteyi ve saat yoniindeki rotasyonun
O0lgmek i¢in agik alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin agik alan testi siiresi

boyunca saat yoniindeki rotasyonu hesaplanmistir.

Saat yonii rotasyon
(Acik alan testi)

180+

144

108+

% kontrol

T2+

36

T T
Baseline 3 14 28 42 (gtlin)

& Vehicle @ 0.2mmol/kg LiCl 4 2 mmollkg LiCl

Sekil 6.2.3.7. Omurilik hasar1 sonrasi acik alan testi ile saat yonii rotasyonun
degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. *p<.0.05, **
p<.0.01, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir. #p<.0.05,
##p<.0.01, 2 mmol/kg Ilityum grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir.

14., ve 42. glinde 2 mmol/kg grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda
saat yoniindeki rotasyonu istatistiksel olarak anlamli 6lglide artmistir. 42. giinde
kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda saat yoniindeki rotasyon

istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide artmustir (Sekil 6.2.3.7.).
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Omurilik hasar1 sonrast lokomotor aktiviteyi ve saat yonii tersindeki

rotasyonun 6lgmek icin agik alan testi kullanilmistir. Bu testte farelerin agik alan testi

siiresi boyunca saat yoniindeki rotasyonu hesaplanmistir.

Saat yonii tersi rotasyon
(Acik alan testi)

200+

160+

120+

% kontrol
[++]
2

i3
(=]
1

(=]
L
_'

4:2 (giin)

Sekil 6.2.3.8. Omurilik hasar1 sonrasi agik alan testi ile saat yonii tersi

rotasyonun degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

14.,28., ve 42. giinde kontrol ve 2 mmol/kg grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg
lityum grubunda saat yoniindeki rotasyonu istatistiksel olarak anlamli olmamasina

ragmen artmustir. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (Sekil 6.2.3.8.).
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6.3. Elektrofizyolojik Olarak Fonksiyonel Iyilesmenin Degerlendirilmesi

Hasar sonrasi kesintiye ugrayan aksonal iletimin rejenerasyonunda lityumun
etkisinin incelenmesi adina diistik doz (0.2 mmol/kg LiCI) ve yiiksek doz (2 mmol/kg
LiCI) lityum tedavisi uygulan hemiplejik farelerden hasarli bacaktaki gastrokinemius
kasindan elektromiyografi (EMG) kaydi alinmistir.

A Kontrol B 0.2 mmolikg LiCl C 2 mmolikg LiCl

L=
=

Iy

3

Z
 J

=

=

=

Sekil 6.3.1. Omurilik hasar1 sonrasi fonksiyonel iyilesmenin elektrofizyolojik olarak
degerlendirilmesi. a: uyar1 yanitinin gecikme siiresi, b: kontraksiyon siiresi, c:
amplitiid. (A) kontrol grubu EMG grafigi, (B) 0.2 mmol/kg lityum grubu EMG grafigi,
(C) 2 mmol/kg lityum grubu EMG grafigi.

Diisiik doz lityum tedavisi uyar1 sonrasi kas yanitindaki gecikme siiresini
azaltic1 ve amplitiidii artiric1 etki gostermistir, ayrica diisiik ve yliksek lityum tedavisi

sonrasi kasin kontraksiyon stiresi kisalmistir (Sekil 6.3.1.).
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(@ Potzitif elektrot
iy () Negatif elektrot
) %  (r)Referans elektrot
() Uyarici elektrot

e
! /)/“ e

j

Sekil 6.3.2. Uyarici, algilayici ve referans elektrotlarin yerlesim yerleri

Uyarict igne elektrot hasar bolgesinin (T10) bolgesinin rostraline, referans
igne elektrot ise hasar bélgesinin kaudaline yerlestirilmistir. Gastrokinemius kasina
uyariy1 algilayict negatif ve pozitif elektrotlar yerlestirilerek, uyariya kasin yaniti
kaydedildi (Sekil 6.3.2.). Bu ¢alismamizda omurilik hasarindan 56 giin sonra uyari

sonrast verilen yanitin (kas kasilmasi yanitinin) gecikmesi analiz edilmistir.
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Kas Kasil
Kas kasilmasindaki gecikme as Rasimast
*

0.15 =
0,020 —

0,012 0.094

0.008 0.06

0.004 0.03 4

0.000 T T 0.00 T T
> & > & £ 9
& g\> %v"s" & @V @QV
+ N S &
& & & o«
& ¥ oF i
C Amplitud

0.25

0.20 e

: T

0.10 —|—

0.05 -

0.00

Sekil 6.3.3. Hasar sonrasi lityum tedavisinin EMG kaydi ile (A) kas
kasilmasindaki gecikme, (B) kas kasilma siireleri ve (C) amplitiid olglimiindeki
etkisinin degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 géstermektedir.

EMG yontemi kullanilarak kaydedilen sinyal iletimi ve kasin sinyal iletimine
olan cevabindaki gecikme siiresi kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum
grubunda istatistiksel olarak anlamli 6lgiide azalmistir. Kontrol grubuna kiyasla 2
mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen kas
kasilmasindaki gecikme siiresi azalmigtir. Uyar1 sonrasi kontraksiyon siiresi kontrol

grubuna kiyasla, 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasina
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ragmen azalmistir. Amplitiid degeri kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum

grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde artmistir.
6.4. Omurilik Hasar1 Sonrasi1 Atrofinin Degerlendirilmesi

Omurilik hasar1 sonrasi kronik donemdeki lityum tedavisinin doku hasari
tizerindeki etkisini aragtirilmistir. Omurilik hasar1 sonras1 omuriligin rostral ve kaudal
bolgesinde atrofi goriilmektedir. Atrofinin degerlendirilmesi igin rostral ve kaudal
omurilik kesitlerine Cresyl violet boyamasi yapilmistir. Omuriligin gri ve beyaz
cevherlerinde kontralaterale gore ipsilateral omurilik bolgesindeki atrofi Slgiimii
degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore, 0.2 mmol/kg lityum tedavisi rostral
beyaz cevherde koruyucu etki gostermesine ragmen, kaudal beyaz cevherde anlamli
bir koruyucu etki gostermemistir. Funikiilislardaki atrofi degerlendirilmesi
sonucunda, dorsal fiinikiiliis (rostral, kaudal) ve ventral fiinikiiliis (kaudal) atrofisine
kars1 diisik doz lityum tedavisi kontrol ve yiiksek doz lityum tedavisine kiyasla
koruyucu etki gostermistir. Diisiik doz lityum tedavisi omurilik hasar1 sonras1 kronik

donemde doku hasarini1 6nlemistir.

Rostral seviye
Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.4.1. Rostral omurilik kesitlerinin Cresyl violet boyamasi ile atrofi goriintiisii
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Rostral gri cevher atrofi

354
*

28 |

T

14- _ —|_

% Kontralateral

Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmolikg LiCI

Sekil 6.4.2. Rostral omurilik gri cevherdeki atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1

gostermektedir.

Rostral omuriligin gri cevher atrofi dl¢timiine gore Kontrol grubuna kiyasla 0.2
mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha az atrofi
goriilmektedir (Sekil 6.4.2.).

Rostral beyaz cevher atrofi

50+
*

40- I

30+ T

20+

% Kontralateral

10+

Kontrol 0.2 mmaolikg LiCI 2 mmol/kg LIiCl

Sekil 6.4.3. Rostral omurilik beyaz cevherdeki atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gbre atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1

gostermektedir.
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Rostral omuriligin beyaz cevher atrofi 6l¢iimiine gére Kontrol grubuna kiyasla
0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha az atrofi
goriilmektedir (Sekil 6.4.3.).

Rostral beyaz cevher atrofi: Dorsal funikulus

80+ "k 4

64 !
48+

324

% Kontralateral

16+

Kontrol 0.2 mmolikg LIiCI 2 mmollkg LiCl

Sekil 6.4.4. Rostral omurilik dorsal fiinikiiliis atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. ** p<.0.01, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamlilig1 gostermektedir. ##p<.0.01, 2 mmol/kg lityum grubuna gore istatistiksel

olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Rostral omuriligin dorsal fiinikiiliis atrofi lglimiine gére kontrol grubuna
kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak daha az atrofi goriilmektedir.
2 mmol/kg lityum grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde daha az atrofi goriilmektedir (Sekil 6.4.4.).

Rostral beyaz cevher atrofi: Lateral funikulus
504

40: T T

204

% Kontralateral

10+

Kontrol 0.2 mrn_olfhg LiCl Z mmol/kg LiCl

46



Sekil 6.4.5. Rostral omurilik lateral fiinikiiliis atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart

sapma olarak verilmistir.

Rostral omuriligin lateral fiinikiiliis atrofi 6l¢iimiine gore kontrol grubuna
kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde

olmamasina ragmen daha az atrofi gériilmektedir (Sekil 6.4.5.).

Rostral beyaz cevher atrofi: Ventral funikulus

50+

Jol T

20+

% Kontralateral

10+

Kontrol 0.2 mmolikg LiCI 2 mmollkg LICI

Sekil 6.4.6. Rostral omurilik ventral fiinikiiliis atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart

sapma olarak verilmistir.

Rostral omuriligin ventral fiinikiiliis atrofi 6l¢timiine gére kontrol grubuna
kiyasla 0.2 mmol/kg ve 2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak

sekilde olmamasina ragmen daha az atrofi goriilmektedir (Sekil 6.4.6).
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Kaudal seviye

Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.4.7. Kaudal omurilik kesitlerinin Cresyl violet boyamasi ile atrofi goriintiisii

Kaudal gri cevher atrofi
20+

16
|

ol

% Kontralateral

-

Kontrol 0.2 mmolikg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.4.8. Kaudal omurilik gri cevher atrofi miktarmin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir.

Kaudal omuriligin gri cevher atrofi 6l¢iimiine gére Kontrol grubuna kiyasla 0.2

mmol/kg istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha az atrofi goriilmektedir (Sekil
6.4.8.).
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Kaudal beyaz cevher atrofi
20+

16+

|

% Kontralateral

Kontrol 0.2 mmol/kg LiCI 2 mmolikg LIiCl

Sekil 6.4.9. Kaudal omurilik beyaz cevher atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmistir. Veriler ortalama =+

standart sapma olarak verilmistir.

Kaudal omuriligin beyaz cevher atrofi 6l¢iimiine gére Kontrol grubuna kiyasla
0.2 mmol/kg 2 mmol/kg lityum gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmamasina

ragmen daha az atrofi goriilmektedir (Sekil 6.4.9.).

Kaudal beyaz cevher atrofi: Dorsal funikulus

30

*

_ 244 I
T 18-
g
s -
S 12+
ES

ﬁ,_

0

Kontrol 0.2 mmaolfkg LiCI 2 mmolikg LiCI

Sekil 6.4.10. Kaudal omurilik dorsal fiinikiiliis atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart
sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir.
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Kaudal omuriligin dorsal fiinikiiliis atrofi 6lgiimiine gére kontrol grubuna
kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha
az atrofi goriilmektedir (Sekil 6.4.10.).

Kaudal beyaz cevher atrofi: Lateral funikulus
504

40+
30+ ‘
20+

104

% Kontralateral

Kontrol 0.2 mmolikg LiCl 2 mmolikg LICI

Sekil 6.4.11. Kaudal omurilik lateral fiinikiiliis atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart

sapma olarak verilmistir.

Kaudal omuriligin lateral fiinikiiliis atrofi 6lgtimiine gore kontrol grubuna
kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen

daha az atrofi gériilmektedir (Sekil 6.4.11.).

Kaudal beyaz cevher atrofi: Ventral funikulus

30+ *
1

_ 24+
m
g ‘
= 18+
g
= -
S 127
=

il

0

Kontrol 0.2 mmolfkg LiCl 2 mmolikg LIiCI

Sekil 6.4.12. Kaudal omurilik ventral fiinikiiliis atrofi miktarinin hesaplanmasi.
Ipsilateralin kontralaterale gore atrofisi degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart

sapma olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir
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Kaudal omuriligin ventral fiinikiiliis atrofi 6l¢iimiine gore kontrol grubuna
kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha
az atrofi goriilmektedir (Sekil 6.4.12.).

6.5. Lityum Tedavisinin Omurilik Hasar1 Sonras1 Noéronal Sagkalim, Motor

Noron ve Glial Hiicreye Yonelik Etkisinin Degerlendirilmesi

Omurilik hasarindan sonra hiicre analizi yapmak amaciyla Neun immun
boyamasi yapilarak, omuriligin rostral ve kaudal segmentlerinde NeuN (+) hiicreler

say1lip noronal sagkalim degerlendirildi.

Lityum tedavisi, omurilik hasar1 sonras1 rostral segmentin dorsal, dorsomedial
ve ventral bolgelerinde noronal sagkalim degerlendirmesinde gruplar arasinda anlaml
bir farklilik goriilmemistir. Kaudal omurilik segmentinde ise dorsal ve ventral
bolgelerde ise kontrole 0.2 mmol/kg lityum tedavisi sonrasi ndronal sagkalim iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir. Kaudal omurilik segmentinin

dorsomedial bolgesinde ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.

Bulgularimiza gore rostral omurilik segmentindeki motor ndron
degerlendirilmesi sonucunda gruplar arasinda anlamli bir farklihik gorilmemis
olmasina ragmen kaudal omurilik segmentindeki motor néron sayisi kontrole kiyasla
0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha ytliksek

oldugu goriilmiistiir.

NeuN (+) hicreler

Rostral seviye

Kontrol 0.2 mmol/ka LiCl 2 mmol/ka LiCl

Sekil 6.5.1. NeuN boyamasi rostral seviye noronal sagkalim degerlendirilmesi.
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NeuN (+) hiicreler rostral

(dorsal)

120+

96
5

" 724
E
5

< 48+
&=

24+

0
Kontrol 0.2 mmolkg LiCI 2 mmolikg LiCl

Sekil 6.5.2. Rostral omurilik (gri cevher) dorsal NeuN (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. Ipsilateralin kontralaterale goére degerlendirilmesi. Veriler

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Rostral omuriligin dorsal bodlgesindeki NeuN (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda NeuN (+) hiicre sayisinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gérilmemektedir (Sekil 6.5.2.).

NeuwMN |+ hiicreler rostral

{dorsomedial )
120+
95 | I
4
T2
[
I oa
=
24
0
Kontrol 0.2 mmedikg LICI 2 mimolikg LICI

Sekil 6.5.3. Rostral omurilik (gri cevher) dorsomedial NeuN (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. Ipsilateralin kontralaterale goére degerlendirilmesi. Veriler

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Rostral omuriligin dorsalmedial bolgesindeki NeuN (+) hiicre sayisi sayisi
degerlendirilmesine gére gruplar arasinda NeuN (+) hiicre sayisinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik goriilmemektedir (Sekil 6.5.3.).
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NeuN (+) hiicreler rostral
(ventral)

+ T

125+

100

75

50+

% Kontralateral

25

Kontrol 0.2 mmol’kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.5.4. Rostral omurilik (gri cevher) ventral NeuN (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. Ipsilateralin kontralaterale goére degerlendirilmesi. Veriler

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Rostral omuriligin ventral bolgesindeki NeuN (+) hiicre sayist
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda NeuN (+) hiicre sayisinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik goriilmemektedir (Sekil 6.5.4.).

NeuN (+) hticreler

Kaudal seviye

Kontrol 0.2 mmol/ka LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.5.5. NeuN boyamasi kaudal seviye noronal sagkalim degerlendirilmesi.
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NeuN (+) hiicreler kaudal

s {dorsal)
120+ ‘

96
5
' T2
J
5
2 48+
E

24

0
Kontrol 0.2 mmolikg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.5.6. Kaudal omurilik (gri cevher) dorsal NeuN (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. Ipsilateralin kontralaterale gore degerlendirilmesi. Veriler
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. ** p<.0.01, kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Kaudal omuriligin dorsal bolgesindeki NeuN (+) hiicre sayist
degerlendirilmesine gore kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha fazla NeuN (+) hiicre bulunmaktadir

(Sekil 6.5.6.).

MeuN (+) hiicreler kaudal
(dorsomedial)

-

120+
96+ _|_
724

48+

% Kontralateral

24-

Kontrol 0.2 mmel/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.5.7. Kaudal omurilik (gri cevher) dorsomedial NeuN (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. Ipsilateralin  kontralaterale gore degerlendirilmesi. Veriler

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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Kaudal omuriligin dorsalmedial bolgesindeki NeuN (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda NeuN (+) hiicre sayisinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriillmemektedir (Sekil 6.5.7.).

MeuN (+) hiicreler kaudal

ek {ventral)
120+ |

96 |
w
]
& 72
e
5
2 48
==

24+

0
Kontrol 0.2 mmol'kg LiCI 2 mmolikg LiCl

Sekil 6.5.8. Kaudal omurilik (gri cevher) ventral NeuN (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. Ipsilateralin kontralaterale goére degerlendirilmesi. Veriler
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. ** p<.0.01, kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.

Kaudal omuriligin ventral bolgesindeki NeuN (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha fazla NeuN (+) hiicre bulunmaktadir

(Sekil 6.5.8.).

Rostral seviye

Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.5.9. NeuN boyamasi rostral seviye motor néron degerlendirilmesi.
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Motor ndron rostral
130+
104+
78+

524

% Kontralateral

261

Kontrol 0.2 mmolikg LiCl 2 mmolikg LiCl

Sekil 6.5.10. Rostral omurilik (gri cevher) motor néronlarin degerlendirilmesi.
Ipsilateralin kontralaterale gére degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir.

Rostral omuriligin motor noéron sayist degerlendirilmesine gore gruplar
arasinda motor noron sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemektedir (Sekil 6.5.10.).

Kaudal seviye

Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.5.11. NeuN boyamasi kaudal seviye motor ndron degerlendirilmesi.
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Motor ndron kaudal
*

120 ‘ |

96 —|—

724

48-

% Kontralateral

24+

Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.5.12. Kaudal omurilik (gri cevher) motor néronlarin degerlendirilmesi.
Ipsilateralin kontralaterale gore degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir.

Kaudal omuriligin motor néron sayisi sayisi degerlendirilmesine gore kontrol
grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak

sekilde daha fazla motor ndron bulunmaktadir (Sekil 6.5.12.).

GFAP (+) hucreler
Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl
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Sekil 6.5.13. GFAP immun boyamasi ile GFAP (+) hiicre degerlendirilmesi.

GFAP immun boyama ile omurilik hasasr1 sonrasi uygulanan lityum
tedavisinin GFAP (+) hiicreler lizereindeki etkisi degerlendirilmistir. Gruplar arasinda
omuriligin rostral segmentinde gri cevherdeki GFAP (+) hiicre sayisinda anlamli bir
farklilik goriilmemistir. Rostral segmentin aksine kaudal segmentte gri cevherde
GFAP (+) hiicre sayisinda lityum tedavisi sonrasi yiiksek ve diisiik doz istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gorilmistiir. Ventral bolgede ise anlamli olmamasina

ragmen lityum gruplarinda kontrole kiyasla GFAP (+) hiicre sayisinda azalma

gOriilmiistiir.
A GFAP (+) hiereler rostral GFAP (#) hisereler restral
(total) beyaz eevher C ({lateral) beyaz cevher
40+ Al
324 324
H H
]
244 244
3 i
b =
4 ] 164
s :
& e
£ B
0 ° ; ;
Kantrol 0.2 mmalikg LICI 2 mmolikg LiCI HKontrol 0.2 mmolfkg LICI 2 mmolkg LiC)
GFAP (#} hiicreler rostral GFAP {+) hiicreler rostral
{dorsal) beyaz cevher D (ventral) beyaz cevher
B i 40

o | R 2T T

304 24 4

201

% Kortralateral
% Kontralateral

Vehicle 0.2 mmalikg LiCI 2 mmolkg LiCI Kontrol 0.2 mmolikg Licl 2 mmolfkg LiCI

Sekil 6.5.14. Rostral omurilik fiinikiiliislar GFAP (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. (A) Rostral omurilik (beyaz cevher) total (dorsal+lateral+ventral
fiinikiiliis) GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (B) Rostral omurilik (beyaz cevher)
dorsal fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (C) Rostral omurilik (beyaz
cevher) lateral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi (D) Rostral omurilik

(beyaz cevher) ventral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. Ipsilateral
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kontralaterale gore degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir

Rostral omuriligin total (dorsal+lateral+ventral fiinikiiliislar) bolgesindeki
GFAP (+) hiicre sayis1 degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriillmemistir (Sekil 6.5.14.A.).

Rostral omuriligin dorsal fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir (Sekil 6.5.14.B.).

Rostral omuriligin lateral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir (Sekil 6.5.14.C.).

Rostral omuriligin ventral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemesine ragmen kontrole kiyasla lityum gruplarinda GFAP (+) hiicre sayisinda

azalma gortlmiustiir (Sekil 6.5.14.D.).

A GFAP (+) hicreler kaudal GFAP (#) hiuereler kaudal
(total) beyaz cevher C (lateral) beyaz cevher
404 40+
324 32
T T : T
L] 24+ § 24
¥ —|— u
£ 5
£ 16 2 16
= &
B £
Kontrol 0.2 mmelikg LICI 2 mmolikg LiCI Kentrol 0.2 mmolkg LiCl 2 mmolikg LiC|
GFAP (+) hucreler kaudal GFAP (+) hucreler kaudal
(dorsal) beyaz cevher D (ventral} beyaz cevher
B 0 10+
324 324
" -
]
?!l 244 L 244
3 3
E =
2 164 2 164
2 2
] ]
] o
Kontrol 0.2 mmalikg LiCl 2mmollkg LiCl Kontral 0.2 mmellkg LiCl 2 mmaol'kg LiCl
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Sekil 6.5.15. Kaudal omurilik fiinikiilislar GFAP (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. (A) Kaudal omurilik (beyaz cevher) total (dorsal+lateral+ventral
fiinikiiliis) GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (B) Kaudal omurilik (beyaz cevher)
dorsal fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (C) Kaudal omurilik (beyaz
cevher) lateral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi (D) Kaudal omurilik
(beyaz cevher) ventral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. Ipsilateral
kontralaterale gore degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir

Kaudal omuriligin total (dorsal+lateral+ventral fiinikiiliislar) bolgesindeki
GFAP (+) hiicre sayis1 degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik goriillmemesine ragmen kontrole kiyasla diisiik ve yiliksek doz

lityum gruplarinda GFAP (+) hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir (Sekil 6.5.15.A.).

Kaudal omuriligin dorsal fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemesine ragmen kontrol ve diisiik doz lityum gruplaria kiyasla yiiksek doz

lityum gruplarinda GFAP (+) hiicre sayisinda azalma goriilmiistir Sekil (6.5.15.B.).

Kaudal omuriligin lateral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemesine ragmen kontrole kiyasla diisiik ve yliksek doz lityum gruplarinda

GFAP (+) hiicre sayisinda azalma goriilmustiir (Sekil 6.5.15.C.).

Kaudal omuriligin ventral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemesine ragmen kontrole kiyasla lityum gruplarinda GFAP (+) hiicre sayisinda

azalma gorilmistir (Sekil 6.5.15.D.).
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GFAP (#) hilcreler rostral GFAP [+] hilereler rostral

A ({totaly gri cevher C {dorsal) gri cevher
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Kontral 0.2 mmollkg LICI 2 mmolikg LiCI Kontrol 0.2 mmelikg LICI 2 mmolikg LICI

Sekil 6.5.16. Rostral omurilik gri cevher GFAP (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. (A) Rostral omurilik (gri cevher) total (dorsal+lateral+ventral
fiinikiiliis) GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (B) Rostral omurilik (gri cevher)
dorsal fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (C) Rostral omurilik (gri
cevher) lateral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi (D) Rostral omurilik
(gri cevher) ventral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. Ipsilateral
kontralaterale gore degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.

Rostral omuriligin total (dorsal+lateral+ventral fiinikiiliislar) bolgesindeki
GFAP (+) hiicre sayis1 degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmemesine ragmen kontrole kiyasla yiiksek doz lityum

grubunda GFAP (+) hiicre sayisinda azalma goriilmistiir. (Sekil 6.5.16.A.).

Rostral omuriligin dorsal fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemesine ragmen kontrole kiyasla yiiksek doz lityum grubunda GFAP (+) hiicre

sayisinda azalma goriillmiistiir (Sekil 6.5.16.B.).

Rostral omuriligin lateral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayist

degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
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goriilmemesine ragmen kontrole kiyasla yiiksek doz lityum grubunda GFAP (+) hiicre

sayisinda azalma goriilmiistiir (Sekil 6.5.16.C.).

Rostral omuriligin ventral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemesine ragmen kontrole kiyasla yiiksek doz lityum grubunda GFAP (+) hiicre
sayisinda azalma goriilmiistiir (Sekil 6.5.16.D.).

>

GFAP () hilereler kaudal C

(total) gri cevher GFAP (#) hiicreler kaudal
50— {lateral) gri cevher
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Kontrol 0.2 mmolkg LiCl 2 mmolkg LiCl

% Kertral ot aral
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Kontrol 0.2 mmellkg LiCI 2 mmolikg LiCl

Sekil 6.5.17. Kaudal omurilik gri cevher GFAP (+) hiicrelerin
degerlendirilmesi. (A) Kaudal omurilik (gri cevher) total (dorsal+lateral+ventral
fiinikiiliis) GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (B) Kaudal omurilik (gri cevher)
dorsal fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. (C) Kaudal omurilik (gri
cevher) lateral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi (D) Kaudal omurilik
(gri cevher) ventral fiinikiiliis GFAP (+) hiicrelerin degerlendirilmesi. Ipsilateral
kontralaterale gore degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.
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Kaudal omuriligin total (dorsal+lateral+ventral fiinikiiliislar) bolgesindeki
GFAP (+) hiicre sayis1 degerlendirilmesine gore Kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg
ve 2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak GFAP (+) hiicre sayisinda azalma
gorilmistiir. 0.2 mmol/kg grubuna kiyasla 2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde GFAP (+) hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir.
*p<.0.05, **p<.0.01 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig
gostermektedir. ##p<.0.01 2 mmol/kg lityum grubuna gore istatistiksel olarak
anlamlilig1 gostermektedir (Sekil 6.5.15.A.).

Kaudal omuriligin dorsal fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore kontrol grubuna kiyasla 2 mmol/kg lityum grubunda
istatistiksel olarak GFAP (+) hiicre sayisinda azalma goriilmistiir. 0.2 mmol/kg
grubuna kiyasla 2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
GFAP (+) hiicre sayisinda azalma goriilmiistiir. #p<.0.05 2 mmol/kg lityum grubuna
gore istatistiksel olarak anlamliligi géstermektedir (Sekil 6.5.15.B.).

Kaudal omuriligin lateral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg ve 2 mmol/kg lityum
grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde GFAP (+) hiicre sayisinda azalma
goriilmiistiir. *p<.0.05, **p<.0.01 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1

gostermektedir (Sekil 6.5.15.C.).

Kaudal omuriligin ventral fiinikiiliis bolgesindeki GFAP (+) hiicre sayisi
degerlendirilmesine gore kontrol grubuna kiyasla 2 mmol/kg lityum grubunda
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde GFAP (+) hiicre sayisinda azalma
gorilmistiir. *p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig

gostermektedir (Sekil 6.5.15.D.).
6.6. Omurilik Hasar1 Sonras1 Aksonal Rejenerasyonun Degerlendirilmesi

Omurilik hasar1 sonrast BDA traser enjeksiyonu L2 omurilik bdlgesine aksonal
plastisitenin degerlendirilmesi adina yapilmistir. BDA (+) hiicreler sayilarak lityumun
hasar sonrasi aksonal rejenerasyona etkisi degerlendirilmistir. Hasar sonrasi lokomotor

aktiviteden sorumlu yolaklarin izlenmesi adina BDA traser kullanilmistir.
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Lityum tedavisinin rostral ve kaudal omurilikte kontralateral bolgenin gruplar
arasinda anlamli bir farklilik olusturmadigi goriilmistiir. Lityum tedavisi sonrasi
kontralateral bolgeye kiyasla ipsilateral bolgede istatistiksel olarak anlamli olacak

sekilde akson sayis1 artmistir.

Elde ettigimiz bulgular neticesinde, Bu sonuglar, lityum tedavisinin, iletisimsel
kopukluga sahip aksonal baglantilari ipsilateral bolgede rejeenere edici etki gosterdigi

gorilmiistir.

Rostral

Sekil 6.6.1. BDA (+) hiicrelerin, aksonlarin koronal rostral omurilik Kkesiti
kontralateral ve ipsilateral goriintiisii. BDA boyamasi ile aksonal rejenerasyonun

degerlendirilmesi.
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BDA rostral kontralateral
204

o T |

12+

Axon sayisi kontralateral

Kontrol 0.2 mmol/kg LiCl 2 mmol/kg LiCl

Sekil 6.6.2. Rostral omurilik kontralateral bolgede BDA (+) hiicrelerin, aksonal

plastisitenin degerlendirilmesi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemektedir (Sekil 6.6.2.).

BDA rostral ipsilateral

X

ek
! |
B_

T

Axon sayisi kontralateral

Kaontrol 0.2 mmolikg LiCl Z mmol’kg LiCl

Sekil 6.6.3. Rostral omurilik ipsilateral bolgede BDA (+) hiicrelerin, aksonal

plastisitenin degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1r géstermektedir.
Kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg ve 2 mmol/kg lityum gruplarinda istatistiksel

olarak anlamli olacak sekilde akson sayisinda artma goriilmustiir (Sekil 6.6.3.).
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Kaudal

Sekil 6.6.4. BDA (+) hiicrelerin, aksonlarin koronal kaudal omurilik kesiti
kontralateral ve ipsilateral goriintiisi. BDA boyamasi ile aksonal rejenerasyonun

degerlendirilmesi.

BDA kaudal kontralateral
25+

1l T

15

10+

Axon sayis1 kontralateral

Kontrol 0.2 mmaolikg LiCl # mmolikg LiCl
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Sekil 6.6.5. Kaudal omurilik kontralateral bolgede BDA (+) hiicrelerin, aksonal

plastisitenin degerlendirilmesi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Gruplar arasinda anlamli bir farklilik gériillmemektedir (Sekil 6.6.5.).

BDA kaudal ipsilateral
154 * 1

2 T T

Axon sayisi kontralateral

Kontrol 0.2 mmaolikg LiCl 2 mmolikg LiCl

Sekil 6.6.6. Kaudal omurilik ipsilateral bolgede BDA (+) hiicrelerin, aksonal

plastisitenin degerlendirilmesi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

*p<.0.05 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilig1 gostermektedir.
Kontrol grubuna kiyasla 0.2 mmol/kg lityum grubunda istatistiksel olarak anlamli

olacak sekilde akson sayisinda artma goriilmiistiir (Sekil 6.6.6.).
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7. TARTISMA

Duygu durum bozukluklarinin tedavisinde kullanimina ek olarak (100),
lityumun ¢esitli patofizyolojik durumlarda ve nérodejeneratif hastaliklarda terapotik
etkileri oldugu (87, 101-105) ve uzun siireli iyilesme doneminde norojenez,
anjiyogenez ve aksonal plastisiteyi indiikledigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (93,
106). Simdiye kadar yapilan ¢alismalar, lityumun orta serebral arter tikanikligindan
sonra noroprotektif etkileri oldugunu (107), noronlari soguktan kaynaklanan travmatik
beyin hasarindan korudugunu (108), yaralanma hacmini ve néronal dejenerasyonu
azalttigini (109), hipoksi-iskemi sonrasi apoptozu ve otofajiyi diizenledigini (110) ve
daha da 6nemlisi uzun siireli tedavilerde daha yiiksek terapdtik aktiviteye sahip

oldugunu gostermistir (111).

Omurilik hasart motor ve duyu yollarinda kalici hasara neden olmaktadir (112,
113) ve ayrica omurilik hasar1'nin akut ve kronik fazlari ikincil yaralanmalar igin kritik
oneme sahiptir (74). Lityum, ndrojenezi arttirmakta, apoptozu inhibe etmekte ve akut
faz omurilik hasarindan sonra inflamasyonu azaltmaktadir; tiim bunlar
noroproteksiyona neden olmaktadir (8, 105, 114). Ayrica, dnceki ¢alismalar lokomotor
tyilesmesinin omurilik hasarindan 3 giin sonra basladigin1 ve 14. giine kadar devam
ettigini gostermistir (111, 115). Bununla birlikte, kronik omurilik hasar1 sonras1 lityum
tedavisinin etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarla,
omurilik hasar1 sonrasi optimum lityum dozunun uzun vadeli etkisini arastirmay ve
fonksiyonel ve lokomotor iyilesme, ndronal sagkalim ve aksonal rejenerasyondaki

roliinii belirlemeyi amaclamistir.

Lityum, serum konsantrasyonlarinda hafif bir artigla bile ciddi yan etkilere
neden olan dar bir terapotik indekse sahiptir (116). Daha onceki bir ¢alismada, 5.0
mEq/kg dozundaki lityum, travmatik beyin hasarindan sonra lezyon bolgesinde
terapotik aktiviteye sahip olmadigr goriilmiis ve daha yiiksek dozda lityumun toksik
etkilere neden oldugu saptanmustir (101). Bu nedenle, lityumun terapotik dozlar iyi
tanimlanmalidir. Daha 6nce bildirilen bulgulara ve serum lityum konsantrasyonu
Olclimlerimize dayanarak bu ¢alismada, olumsuz etkilerden kaginmak i¢in 2 mmol/kg

lityumun terapétik etkileri ve daha diisiik doz olan 0.2 mmol/kg arastirilmistir.
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Torasik omurilik hasarindan sonra retikiilospinal ve vestibiiler yollar ile
kontrol edilen postural kontrol, koordinasyonun yani sira agirlik destekli plantar
adimlama ve arka ekstremite koordinasyonunu (95) igeren fonksiyonel iyilesmeyi
degerlendirmek i¢in BMS testi yapildi (117-119). Yaralanmadan 1 giin sonra
BMS'deki hizli diisiis, cerrahi prosediiriin optimize edildigini gostermektedir. Daha
sonra lityum tedavisine gore BMS skorlarinin diizeldigi gozlenmistir. 0.2 mmol/kg
dozunda uygulanan lityumun, omurilik hasarindan sonra plantar adimlamay1 ve motor
koordinasyonu iyilestirdigi saptanmistir. Bulgularimiz, lityumun omurilik hasari
sonrast lokomotor iyilesmesi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in Basso, Beattie ve
Bresnahan (BBB) testinin kullanildigi, bugiine kadar mevcut olan bilgilere katkida
bulunmaktadir (5, 120). BBB testinin sinirlamalari nedeniyle, daha kapsamli bir
gozlem elde etmek i¢in BMS testi yapildi ve omurilik hasar1 sonrasi uzun siireli lityum
uygulamasinin terap6tik bir etkisinin oldugu tespit edildi. Bulgularimiz, lityumun
yaralanmadan 42 giin sonra, adim atmay1 iyilestirdigini (121) ve genel motor

fonksiyonunu artirdigini gosteren onceki ¢alismalarla tutarlidir (16).

Dogru yiirtime, koordineli ekstremite kullanimi ve ekstremitelerle kavramayi
degerlendirmek igin, lityum tedavisinden sonra yaralanma sonrasi arka ekstremite
adimlarinin nicel ve nitel degerlendirmesine izin veren yatay bir merdiven basamak
yiiriime testi gergeklestirildi (96). Calismamizda, gruplarin higbiri yaralanmadan 3 giin
sonrasina kadar adim atmay1 diizeltemedi, bu da omurilik hasarinin uygun sekilde
yapildigini gostermektedir. Lityum tedavisinin, 3. giinden itibaren kademeli olarak
dogru adim atmayi iyilestirdigi gozlenmistir. Ilging bir sekilde, 0.2 mmol/kg
konsantrasyonda lityum uygulandiginda, arka bacak motor fonksiyonu, dolayisiyla
ayak yerlesimi, yaralanmadan 42 giin sonra 6nemli olgiide iyilesmistir. Onceki
bulgular, lityumun motor koordinasyon fiizerindeki etkinligini gostermistir (121),
ancak bu calismalar, ayak yerlesimi ile degerlendirilen 6zgiinlik ve kesinlikten
yoksundur. Ayrica bu ¢alismada, genis Olclide hareket ile baglantili olan ve klinik
sonuglar saglayan bir agik alan testi gerceklestirilmistir (122, 123) ve alinan toplam
mesafe, hareket siiresi, hareket hiz1 ve hareketin yonii gibi parametreler araciligiyla
lityumun omurilik hasart sonrasi lokomotor fonksiyon {izerindeki rolii
degerlendirilmistir. Hemiplejik farelerin artan fonksiyonelligi uzun siireli 0.2 mmol/kg

lityum tedavisinin omurilik yaralanmasini takiben motor koordinasyon ve lokomotor
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iyilesme icin alternatif olarak kullanilabilecek etkili bir doz oldugunu gosterirken,

supraterapotik lityum dozlar etkisiz kalmistir.

Lityum, 0.2 mmol/kg dozda uygulandiginda, kas kasilma gecikmesini 6nemli
Olctlide azaltmis ve amplitiidii arttirdig1 elektromiyografi ile tespit edilmistir. Kapsamli
kinematik analiz saglayan EMG kayitlar1, yaralanma sonrasi iyilesme siirecini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir (124). Sinir iletiminin hizin1 ydoneten miyelinlesme,
hizli sinyal yayilimma neden olmaktir. Demiyelinizasyon durumunda iletim hizi
diismektedir (125). Elde edilen sonuglar, 2 mmol/kg lityum tedavisinden sonra kas
kasilmasinin az oranda diizeldigini, ancak lityum dozu 0.2 mmol/kg'a diisiiriildiiglinde
ise daha onemli bir etki goézlemlenmistir. Lityumun, yaralanma sonrasi uyarimin
ardindan hasarli bacaktaki kas kasilmasinin gecikme siiresini azalttigi, bdylece
sinyallesmeyi iyilestirdigi gozlemlenmistir. Bu bulgular, lityumun omurilik
hasarindan sonra lokomotor fonksiyonunu iyilestirdigini gosterdigimiz davranis

analiziyle uyumludur.

Sican modellerinde omurilik hasarmma odaklanan onceki ¢alismalar, lezyon
hacmindeki azalmanin ve beyaz cevher hasara karsi koruyucu etkisi artmustir.
Lokomotor testleriyle, davranigsal fonksiyonlari iyilestirdigini gorilmistir (126,
127). Lityum, yaralanma sonrasi hareket ve motor koordinasyonu iyilestirdiginden, bu
calismada omurilik hasar1 sonrasi doku hasar1 ve néronal hayatta kalmadaki roliine
odaklanilmistir. Diisiik doz lityum tedavisinin atrofiyi azalttigi ve ¢ogunlukla kaudal
seviyede rezidiiel néron sayisini arttirdigi gézlemlenmistir. Benzer sekilde, motor
noron sayist kaudal seviyede artt1 ve gri cevherin kaudal segmentinde glial hiicreler
yiiksek oranda gozlenmistir. Bulgularimiz Fan ve ark. tarafindan bildirilen; lityum
tedavisinin lezyon alanini azalttigi (107), baska bir fare serebral iskemi-reperfiizyon
modelinde ise, ndronal sagkalimi destekledigi ve terapdtik dozda uygulandiginda
serebral iskemi sonrasinda néro-korumaya neden oldugunu gosteren c¢alismalarin
sonuglariyla tutarlidir (99). Ek olarak, dnceki bir ¢alismada, lityumun 7 giin boyunca
uygulanma sonucunda omurilik hasar1 ilizerinde noroprotektif etkileri oldugunu

gostermistir (111).
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Lateral hemiseksiyon yapilan omurilik hasar1 modelimiz, beyin ve omurilik
arasindaki yollar1 bozmay1 amaglamaktadir. Bu yollar, yani kortikospinal yol (CST),
rubrospinal yol (RST), retikiilospinal yollar (90) ve vestibulospinal yollar (VST)
motor kontroliinii diizenlemektedir (119). Lateral hemiseksiyonu degerlendirmek ve
omurilik hasarindan sonra motor aktiviteyi koordine eden yollarin lityum aracili
rejenerasyonunun olup olmadigimi belirlemek amaciyla aksonal plastisite
degerlendirilmistir. Bulgularimiz, lityum tedavisinin ipsilateral omurilik rostral ve
kaudal segmentlerinde aksonal rejenerasyonu destekledigini gostermistir. Lityum
tedavisinden sonra, aksonal plastisite ventral, dorsal ve lateral fiinikiiliislerde 6nemli
Olgiide artmistir. RST'nin hareket ve yer degistirebilme 6zelliginde Kritik bir rol
oynadigi bilinmektedir, Retikiilospinal yolak (ReST) postiiral kontrolii ve hareketle
ilgili eylemleri modiile etmektedir (118, 119). Bu bilgiler neticesinde lityum tedavisi
sonrast RST ve ReST'de gozlenen yiiksek aksonal rejenerasyon, davranis testleriyle
tespit edilen lokomotor iyilesme, postiiral kontrol ve motor koordinasyonun
lyilesmesine neden olmustur. Ayrica VST, aksonal rejenerasyondaki 6nemli bir artisin
oldugu, gelismis denge ve viicut farkindaligini gosteren ventral fiinikiiliistan gegen bir
yolaktir (118). Benzer sekilde, rostral segmentin dorsal fiinikiiliisu CST'yi
igermektedir. Lityumun intraspinal néron liflerinin rejenerasyonu tizerindeki etkisi
lokomotor aktivite ve EMG kaydi sonuglarina gore birbirini destekleyici sonuglar
gostermektedir. Toplu olarak, omurilik hasarindan sonra uzun siireli lityum tedavisi,
omurilik segmentlerinde aksonal rejenerasyonu arttirmistir, bu da hareket kabiliyetini,

fonksiyonel iyilesmeyi, kasin sinirsel yanitin1 ve kontraksiyonu artirmistir.
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8. SONUC

Sonug olarak, bu c¢alisma, intraperitoneal lityum uygulamasinin uzun siireli
omurilik hasarindan sonra terapotik etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Elde
edilen veriler diisiikk doz lityum tedavisinin hizli kas kasilmasiyla birlikte; plantar adim
ve koordinasyonu, koordineli ekstremite kullanimini, dogru adimlamayi ve lokomotor
aktiviteyi iyilestirdigini gostermektedir. Ek olarak, lityum omurilik hasar1 sonras1 doku
hasarmi azaltarak, rezidiiel ve motor noronlar1 korumus ve glial hiicre sayisini
artirmigtir. Omurilik hasar1 sonrasi kronik donemde rejenerasyon artirilmasi adina

lityum tedavisinin etkili terapdtik bir ajan olabilecegi diisiiniilmektedir.
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