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Gabapentinin Spinal Kord Iskemi-Reperfiizyon
Yaralanmasi Sonrasi Intraokiiler Oksidatif
Strese Etkisi

Effect of Gabapentin on Intraocular Oxidative Stress After Spinal Cord
Ischemia-Reperfusion Injury
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Amag: Bu calismada gabapentinin, spinal kord iskemi-reperfiizyon yaralanmasi sonrasi goz i¢i oksidatif strese etkisinin aragtiril-
mas1 amaclanmigtir.

Gerec ve Yontem: Yirmi dort adet Yeni Zelanda erkek tavsan 4 gruba ayrildi; iskemi (n=6), kontrol (n=6), diisiik doz gabapentin
(30 mg/kg) (n=6) ve yiiksek doz gabapentin (200 mg/kg) (n=6) tedavi gruplari. iskemi ve tedavi gruplarinda abdominal aorta 30 da-
kika anevrizma klempi ile renal arterin 1 cm altindan ve iliac bifukasyonun 1 em tuistiinden klempe edildi. Kontrol grubuna yalniz
laparotomi yapildi. Hayvanlar 48 saat sonra sakrifiye edildi. Vitreus ornekleri analiz i¢in alindi. Tumoér nekroz faktor-a, oksidatif
stres belirleyicileri olan malondialdehit ve total antioksidan statii diizeyleri 6lciildii.

Bulgular: Vitreusta oksidatif stres spinal kord iskemi-reperfiizyon yaralanmasi sonrasinda artmaktadir. Iskemi grubu ile kontrol
grubu karsilastirildiginda, iskemi grubunun vitreus malondialdehit ve tiimér nekroz faktor-o diizeyleri anlaml olarak artarken
(p<0.05), total antioksidan statii diizeyleri anlamli olarak azalmig bulundu (p<0.05). Diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin gruplar:
iskemi grubu ile karsilastirildiginda, vitreus malondialdehit ve tiimér nekroz faktor-o diizeyleri anlamh olarak azalirken (p<0.05),
total antioksidan stati diizeyleri anlamh olarak artmig bulundu (p<0.05). Diisiik doz ve yiiksek doz gabapentin gruplar: kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, vitreus malondialdehit, tiimor nekroz faktor-a ve total antioksidan statii diizeyleri arasinda anlamh
bir fark bulunmadi (p>0.05).

Sonug: Gabapentinin spinal kord iskemi-reperfiizyon yaralanmasi sonrasi olusan okiiler oksidatif stresi azaltmada belirgin etkisi
vardir.

Anahtar Kelimeler: Gabapentin, oksidatif stres, spinal kord yaralanmasi, tiimoér nekroz faktor-o, vitreus.

ABSTRACT

Purpose: In this study, we aim to research the effect of gabapentin on intraocular oxidative stress after spinal cord ischemia-
reperfusion injury.

Materials and Methods: Twenty-four adult, male, New Zealand rabbits were divided into 4 groups; control (n=6), ischemia (n=6),
low dose gabapentin (30 mg/kg), (n=6) and high dose gabapentin (200 mg/kg), (n=6) treatment groups. In ischemia and treatment
groups, the abdominal aorta was clamped for 30 minutes by an aneurysm clip, approximately 1 cm below the renal artery and 1 cm
above the iliac bifurcation. In the control group, only laparotomy was performed in the control group. The animals were killed 48 h
later. Vitreous samples were collected for analysis. Levels of tumor necrosis factor-a, malondialdehyde, and total antioxidant status
were analyzed as markers of oxidative stress.

Results: Oxidative stress is observed to increase in vitreous following spinal cord ischemia-reperfusion injury. In ischemia group
the vitreous malondialdehyde and tumor necrosis factor-o levels were significantly higher (p<0.05) and total antioxidant status
level was significantly lower compared to the conrol group (p<0.05). The vitreous malondialdehyde and tumor necrosis factor-a
levels were significantly lower (p<0.05) and total antioxidant status significantly higher in low and high dose gabapentin groups
compared to the ischemia group (p<0.05). When low and high dose gabapentin groups compared with control group, no significant
difference were found between vitreous malondialdehyde, tumor necrosis factor-a, and total antioxidant status levels (p>0.05).

Conclusions: The experiments conducted in the present study show that gabapentin has a significant effects on lowering the oxi-
dative stress in the eyes following a spinal cord ischemia-reperfusion injury.

Key Words: Gabapentin, oksidatif stress, spinal cord injury, tumor necrosis factor-a, vitreous.
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GIRIS

Spinal kord iskemi-reperfiizyon yaralanmasi olustur-
dugu primer nérolojik hasarin yaninda inflamasyon
ve serbest radikal olusumuyla sekonder hasara yol
acar. Spinal kord iskemisi sonrasi plazma ve doku-
da nitrik oksit (NO), glutatyon (GSH), malondialde-
hit (MDA) ve Ileri diizey oksidasyon protein iiriinleri
(AOPP) diizeylerinde belirgin artig bildirilmektedir.!?

Gabapentin, kan-retina bariyerini gecerek Gama
amino bitirik asit (GABA) agonisti gibi hareket eden
siklik GABA anologu olan bir amino asittir. GABA
sentezini arttirabilir. GABA santral sinir sistemi ve
retinal sensoryal noronlarda inhibitér transmitter-
dir.3>® Gabapentin siklikla antiepileptik olarak kulla-
nilan bir ilactir.5” Noroprotektif olarak kullanilmasi-
n1 6neren deneysel calismalar vardir.?

Calismamizda spinal kord iskemi-reperfiizyon yara-
lanmasinin tedavisinde kullanilan gabapentinin vit-
reus i¢i oksidatif stres tizerine etkilerini degerlendir-
meyi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda, 24.02.2009 tarih ve
G.U ET-09.014 nolu karar ile etik kurul onay:1 alin-
diktan sonra gerceklestirilmigtir. Tim hayvanlara
Ulusal Medikal Aragtirma Dernegi'nin belirledigi
Ulusal Saglik Enstitisti’'nce yayinlanan (NIH, No:85-
23, 1986) laboratuvar hayvanlarina bakim prensiple-
rine gore bakilmigtir.

Calismada agirliklar 2.5-3 kg arasinda degisen, 24
adet Yeni Zelanda erkek tavsan kullanildi. Tavsan-
lar ozel kafeslerde ti¢ veya dortli gruplar halinde bir
arada olacak sekilde optimal 18-21°C oda sicakligin-
da tutularak, standart tavsan yemi ve normal mus-
luk suyu ile serbest olarak beslendiler.

Tavsanlar dort gruba ayrildi; iskemi (n=6), kontrol
(n=6), distk doz gabapentin (30 mg/kg), (n=6) ve yik-
sek doz gabapentin (200 mg/kg), (n=6) tedavi gruplari.

Deneklere intramiiskiiler 50 mg/kg ketamine (Keta-
lar, Parke-Davis, Eczacibasi, Istanbul, Turkey) ve 5
mg/kg xylazine (Rompun, Bayer, Istanbul, Turkey)
uygulanarak anestezi ve spontan solunum saglanda.
Erten ve ark.,’ tarif ettigi spinal kord iskemi-reper-
fiizyon modeli uygulandi. Tim deneklere abdominal
aorta 30 dakika anevrizma klempi ile renal arterin
lem altindan ve iliac bifukasyonun 1 cm tstiinden
klempe edildi. Kontrol grubuna ayni cerrahi teknik
uyguland1 ancak aortik okliizyon yapilmada.

Kontrol grubundaki hayvanlara 25 ml normal salin,
disiik doz gabapentin tedavi grubuna 30 mg/kg ga-
bapentin (Pfizer), ve yiiksek doz gabapentin tedavi

grubundaki deneklere 200 mg/kg gabapentin insiz-
yon kapatildiktan sonra periton icine verildi. Tum
denekler operasyondan 48 saat sonra pentobarbital
(200 mg/kg) enjeksiyonu ile sakrifiye edildi. Tavsan
gozlerine spekulum takildi. Limbusun 4 mm gerisin-
den 20G enjektor ile girilerek vitreus 6rnekleri alinda.
Vitreus ornekleri biyokimyasal analizlerin yapilaca-
g1 zamana kadar -80°C’de saklandi. Vitreus tiimor
nekroz faktor-a (TNF-0), oksidatif stres belirleyicileri
olan MDA ve total antioksidan stati (TAS) diizeyleri
olgildii.

Biyokimyasal Analiz: Lipit peroksidasyonu Yos-
hioka ve ark.,!° tiyobarbitirik asit reaktif madde
(TBARS) olusumu yontemi ile spektrofotometrik
(Schimadzu UV 1601 spectrophotometer, Schimadzu,
Tokyo, Japan) olarak 6l¢uldi. 1,1,3,3-tetraetoksipro-
pan standart olarak kullanildi. Sonuglar standart eg-
riden hesaplanarak, nmol/mL olarak verildi.

Vitreus TNF-o diizeyleri enzim bagimli immunosor-
bant assay (ELISA) yontemi ile Commercial 96-well
ELISA kiti (Thermo Scientific Rat TNF-a ELISA Kit
USA, Cat No: ER3TNFA, Lot No: KE134857) kullani-
larak olguldii.

Vitreus TAS diizeyleri Randox commercial kiti kul-
lanilarak (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK)
(Randox TAS Manual Kit, Cat No: NX2332 Lot No:
115813) spektrofotometrik (Schimadzu UV 1601 spect-
rophotometer, Schimadzu, Tokyo, Japan) yontem ile
olgildi. Bu kit 2,2’-azino-di-3-ethylbenzothiazoline
6-sulfonate (ABTS)nin peroksidaz (metmiyoglobin)
ve H,0O, ile inkiibe edilip, 600 nm’de absorbans veren
stabil mavi-yesil renkli ABTS radikali olusumu pren-
sibiyle ¢aligmaktadir.!t

Istatistik Analiz: Veriler, Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS, version 11.5, Chicago, IL,
USA) programi kullanilarak degerlendirildi. Gruplar
arasindaki fark Kruskal Wallis Varyans analizi ile
incelendi, ikigerli karsilastirmalar Bonferroni dizelt-
meli Mann-Whitney U-testi ile yapildi. p<0.05 istatis-
tiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Tablo’da 4 grubun vitreus MDA, TNF-o ve TAS dii-
zeyleri verilmistir. Iskemi grubu ile kontrol grubu
kargilagtirildiginda, iskemi grubunun vitreus MDA
ve TNF-a diizeyleri anlamli olarak artarken (p<0.05),
TAS diizeyleri anlamli olarak azalmis bulundu
(p<0.05).

Disiik doz ve yiiksek doz gabapentin gruplari iskemi
grubu ile karsilastirildiginda, vitreus MDA ve TNF-a
diizeyleri anlamh olarak azalirken (p<0.05), TAS dii-
zeyleri anlamli olarak artmig bulundu (p<0.05).
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Tablo: Tiim gruplara ait vitreus malondialdehit, tiimor nekroz factor-a ve total antioksidan statii diizeyleri [Ortanca

(min-max)].

; . Diisiik doz Yiiksek doz
Iskemi Kontrol . .
Gruplar (n=6) (n=6) gabapentin gabapentin
- B (n=6) (n=6)
3.846 1.298* 1.234* 1.259*
IS (rtel ) (3.06-4.28) (1.02-3.67) (1.08-1.79) (1.02-1.67)
1.461 0.962* 1.038% 1.049%
TNF-a (pg/mL) (1.45-1.55) (0.90-1.09) (1.03-1.09) (0.82-1.25)
0.572 1.044% 1.206% 1.230%
LAt (el b (0.27-0.80) (1.00-1.88) (0.8-1.48) (0.97-1.41)

*#(p<0.05), iskemi grubuyla karsilastirildiginda.

Distiik doz ile yliksek doz gabapentin gruplar: karsi-
lagtirildiginda, vitreus MDA, TNF-o ve TAS diizey-
leri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
Diigiik doz ve yiiksek doz gabapentin gruplari kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, vitreus MDA, TNF-a
ve TAS diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunma-
d1 (p>0.05), (Tablo).

TARTISMA

Bulgularimiz spinal kord iskemi-reperfiizyon yara-
lanmas1 sonrasinda goz ici oksidatif stresin arttigini
gostermigtir. Spinal kord iskemisi nedeniyle salinan
TNF-o'nin vitreus diizeylerinde de artis bulunmus-
tur. Gabapentinin ise goz ici oksidatif stresi ve TNF-a
diizeylerini diiguricu etkisi saptanmistir.

Gabapentinin nistagmus tedavisinde kullanildiginda
gorme keskinliginde belirgin artis sagladigi ve nis-
tagmus siddetini azalttig bilinmektedir.2!2

Gabapentinin hiicresel mekanizmalardaki farmako-
lojik rolii tam anlasilabilmis degilse de bazi hipotez-
ler 6ne strilmektedir. Hayvan modellerinde antikon-
viilzan, antinoiseptif, anksiyolitik ve néroprotektif
etkinliginde farkli mekanizmalar rapor edilmigtir.131

Oral gabapentinin bulanik gérme ve diplopi gibi yan
etkileri mevcuttur. Visual evoke potansiyel ve elekt-
roretinografide bozukluklara yol acgtign da bildiril-
mistir. Bu antiepileptik ilacin gorme yollarina, optik
sinir fonksiyonlarina etkisi vardir. Bu etki geri donii-
siumlidir.?

Vigabatrin y-aminobitirik asit GABA sistemine et-
kili bagka antiepilektik ilactir. GABA konsantrasyo-
nunu tim dokularda arttirir. Bu retinay: da etkiler.
Retinadaki Vigabatrin birikimi gérme alaninda da-
ralmaya sebep olur. Diger gabaerjik ilaclarda gérme
alaninda etkilenme olmaz.1s

GABA analoglarinin ekstraselliiler alanda birikerek
elektroretinogramda (ERG) b-dalgasinda bozulmala-
ra sebep olmaktadar.'6

GABA gecici olarak bazi retina hiicrelerinde bulunur.
GABA inhibitor noérotransmitter olmasina karsilik
retina gelisiminde rol oynar.!” Bu sebeple gabapenti-
nin retina ve vitreusta oksidatif stresi azaltabilece-
gini dustiinmekteyiz. Yine okiiler yan etkileri olmasi
ve diisiik dozun yiiksek doz kadar etkili olmas1 goz
ontinde bulundurularak diisiik dozu 6nermekteyiz.

Spinal kord iskemisi sonras: plazma ve hasarli doku-
da oksidatif stresin arttigi bildirilmistir. Bu iskemi-
nin o-lipoik asit ve gabapentin gibi ajanlarla geriledi-
gini gosteren deneysel calismalar mevcuttur.'8

Giintimizde artan deneysel hayvan modelleri farkli
modellerde iskemi-reperfiizyon hasarini gézlememize
ve etkili olabilecek yontemleri uygulamamiza olanak
saglamigtir. Tavsan spinal kordu, infrarenal aortik
okliizyon sonrasi iskemik hasara duyarli olup, okliiz-
yon siiresi ile histopatolojik ve klinik sonuclar ara-
sindaki diizgiin iligki nedeniyle iyi bir model olarak
siklikla kullanilmaktadir.!®® Bizde calismamizda bu
nedenden dolay1 iskemi-reperfiizyon modeli i¢in de-
nek olarak tavsani sectik.

Giunimizde medulla spinaliste hipoksik iskemik ha-
sara yol acan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar
aciklanamasa da, geriye doniisiimsiiz hiicresel hasar
stirecinin baslamasindaki en kritik olayin kalsiyum
iyon homeostazisinin bozulmasi oldugu kabul edil-
mektedir.2?! Iskemi esnasinda intraselliiler kalsi-
yum hizla ¢ogalmakta, artan intraselliler kalsiyum
konsantrasyonu da norotoksik eksitatér aminoasitler
olan glutamat ve aspartat salinimina neden olmakta-
dir. Sonrasinda meydana gelen proteaz aktivasyonu
ve reaktif oksijen radikalleri ile néronal hasar kagi-
nilmaz olmaktadir.?? 23

Reperfiizyon sirasinda, serbest radikallerin neden
oldugu lipit peroksidasyonu, intraselliiler kalsiyum
dengesini degistirmektedir.

Intraselliiler kalsiyum artisi, proteaz ve endoniikleaz
aktivasyonu, mitokondriyal hasar, asidoz ve serbest
radikal uretimi sonucunda néronal hasar, apoptozis
veya nekroz ile nérolojik disfonksiyona olusmakta-
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Calismamizda disik doz ve yiiksek doz gabapentin
tedavi gruplarinda vitreus MDA, TNF-a ve TAS di-
zeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir.
Diigiik doz ve yiliksek doz gabapentin gruplar: kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, vitreus MDA, TNF-a
ve TAS diizeyleri arasinda anlamh bir fark saptan-
madig1 ve kontrol degerlerine yaklastig1 gorildi.

Calismamizda plazmada artan oksidatif stresin kan-
retina bariyerini gecerek vitreusta da arttigimi goz-
lemledik. Bu bize viicutta herhangi bir bolgede olu-
san iskemik patolojilerin okiiler dokular etkiledigini
bir kez daha gostermektedir. Gabapentinin vitreus
ici oksidatif stresi ve TNF-a diizeylerini disiirmesi
diger okiiler patolojilerde kullanilabilecegini diisiin-
dirmektedir. Calismamiz spinal kord iskemi-reper-
fiizyon yaralanmasinda oksidatif stresi ve buna gaba-
pentinin etkisini arastiran ilk makaledir. Bu konuda
baska arastirmalara ihtiyac¢ vardir.
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