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OZET

Spinal kord yaralanmasinda patolojik lezyonun geligmesi i¢in 1-2 saatlik bir siirenin
gecmesi  gerekmektedir. Spinal lezyonun ortaya ¢ikmast ig¢in gegen bu siire sekonder
mekanizmalarin geligebilmesi i¢in gereklidir. Kord travmasinin erken doneminde meydana gelen
progresif lezyon siirecinde yer alan olaylar heniiz tamamen bilinmemektedir. Progresif lezyonun
nedenleri arasinda yer alan faktorlerden birisi patolojik durumlarda ortaya cikan agir
indiklenebilir nitrik oksit sentataz aktivasyonu olabilir. Agir1 indiiklenebilir nitrik oksit sentataz
aktivasyonu ile ortaya g¢ikan nitrik oksit, spinal kord travma olgularindaki kotii morbiditeye
katkida bulunabilir. Deneysel spinal kord yaralanmasi tedavisinde, opiat reseptér antagonisti olan
naloksan gok defa kullanilmig ve nérolojik fonksiyonu iyilestirdigi rapor edilmistir. Naloksanin
bu faydali etkisi Gizerinde birgok spekiilasyonlar yapilmustir.

Caligmamizda, ratlarda spinal travma modelinde agin indiiklenebilir nitrik oksit sentataz
aktivasyonu ile naloksanin etkisi aragtirildi. Spinal kord travmasindan sonra intraperitoneal
naloksan uygulanmasimn indiiklenebilir nitrik oksit sentataz’in aktivasyonunu, Na‘'-K'/Mg*?
ATPaz'in inaktivasyonunu azaltarak ve serbest radikallerin agifa ¢ikmasim engelleyerek faydal
etkisinin bulundugu sonucu elde edildi ve literatiirle birlikte tartigild:.

ANAHTAR SOZCUKLER: INOS, Naloksan, NO, Spinal Kord Zedelenmesi



ABSTRACT

THE RELATION BETWEEN NALOXAN AND INOS ACTIVATION AFTER
EXPERIMENTAL SPINAL CORD INJURY

The pathological lesion in the experimental spinal cord injury requires 1 to 2 hours to
develop. This lag time for the appearance of the lesion is necessary to allow a delayed injury
process or a secondary effect to occur. This causes of progressive damage mechanisms is
unknown completely. Inducible nitric oxide synthase expression in the deveiopment of
pathological conditions may be cause progressive damage. The excessive production of nitric
oxide by nitric oxide synthase induction may thus contribute to the poor morbidity of spinal cord
injury patients. Several investigators have reported that the opiate antagonist naloxone may be
beneficial in the treatment of experimental spinal cord injury. However, other investigators have
failed to observe any beneficial effects of naloxone.

In this study, we therefore tried to examine the invivo expression of inducible nitric oxide
synthase and effect of naloxone in the experimental spinal cord injury. The possible effect
mechanisms of naloxone, which attenuates the activation of inducible nitric oxide, inactivation of
Na"-K"/ Mg"? ATPase and activation of free radicals, is discussed.

KEY WORDS: INOS, Naloxan, NO, Spinal Cord Injury
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1.GIRIS ve AMAC

Spinal kord travmalar gesitli iilkelerde % 2-4 siklikla goriilmekte, teknolojinin
ilerlemesi ve motorlu araglarin gogalmasiyla gittikge artan siklikta karsimiza ¢ikmaktadir’.
Spinal kordun rejenerasyon kabiliyeti olmadifindan omurilik zedelenmesi gegiren
hastalarda kalici sakatliklar olugur. Total omurilik lezyonu gok biiyiik is giicii kayb1 ve
bakim masraflarina neden olmaktadir.

Spinal kord yaralanmasinda patolojik lezyonun geligmesi igin 1-2 saatlik bir siirenin
gegmesi gerekmektedir. Birincil zedelenme travma aminda olan zedelenmedir. Ikincil
zedelenme ise, olusan birincil zedelenmenin baglattifi ve bunun sonucu saattler i¢inde,
metabolik ve biokimyasal nedenlerle olusan hasardir®. Kord travmasinin erken déneminde
meydana gelen progresif lezyon siirecinde yer alan olaylar heniiz tamamen
bilinmemektedir. Son yillarda yapilan tiim aragtirmalara ragmen total omurilik lezyonunda
metil prednizolonun (MPD) olas: etkisi diginda iglevi yerine getirecek bir tedavi yontemi
yoktur®.

Progresif lezyonun nedenleri arasinda yer alan faktérlerden birisi patolojik
durumlarda ortaya ¢ikan agin indiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS) aktivasyonu
olabilir**’. Deneysel spinal kord yaralanmas: tedavisinde opiat reseptér antagonisti olan
naloksan ¢ok defa kullanilmig ve nérolojik fonksiyonu iyilestirdigi rapor edilmisgtir®”*!°,
Naloksanin bu faydali etkisi iizerinde birgok spekiilasyonlar yapilmigtir.

Bu galiymamizda deneysel spinal omurilik yaralanmasinin fizyopatolojisi gozden
gegirilmis, yaralanmadan sonra gelisme gosteren lezyon siirecinde iNOS aktivasyonunun
rolii, naloksan ile iligkisinin belirlenmesi ve elde edilen bu bilgilerin 15151 altinda daha iyi
bir farmakolojik tedavinin geligtirilmesi igin faydali olabilecek bulgulara ulagiimasi

amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Kord Travmasmin Tarihcesi

Spinal kord travmasinin tarihgesi gok eskilere dayanmaktadir. Spinal travma ile ilgili
ilk yazilara M.O 3000-2500 yillan arasinda Misirh cerrahlarca yazilan Edwin Smith
Papiriis’de rastlanmaktadi®. Hipokrat da yaklagik M.O 400 yillarinda paraplejiyi tarif etmis
ve sonraki yillarda Aulus Cornelius Celcius tarafindan bildirilen bir traksiyon cihazi
geligtirilmigtir®. Fransiz cerrah Pare 16.yiizyilda rediiksiyon yapilmasi gerektigini ancak
bunun fonksiyonu geri getirmeyecegini soylemistir. 7.yiizyilda ilk kez Paulus dekompresif
laminektomi yapmugtir®.

Omurilik travmast ile ilgili ilk fizyopatolojik ¢aliyma 1890’da Schamus tarafindan
tavsan omuriliginde travma sonucu gelisen patolojik degisiklikleri inceleyerek yapilmugtir®,
1911°de Allen; kopeklerin omurilifine agirlik diiirillerek yapilan c¢aligmalarda intakt
goriilmesine kargin birkag saat i¢inde gri cevherde baglayip beyaz cevhere yayilan hemorajik
nekrozu gozlemis ve santral hemorajik nekroz olarak isimlendirmigtir''. 1970’lerde agrlik
diigirme metodu ile yapilan deneysel galigmalar tekrar baglamig ve bu caligmalarda
hipoterminin doku harabiyetini azalttifi ve glukokortikoidlerin néroprotektif etkileri oldugu
gozlenmistir®. Sonraki yillarda travmada omurilik kan akiminin azaldig1 ve doku harabiyetini
azaltan tedavilerin omurilik kan akimim arttirdig: tespit edilmistir®. Ancak bazi yazarlara gore
omurilik travmalarindaki kan akimi azalmasi bir sebep degil sonugtur. Bu yazarlar travma
sonucu olusan toksik maddelerin (serbest radikaller, Ca', ..) doku harabiyetine neden
oldugunu diiginmektedirler.

2.2, Spinal Kord Travmasimn Fizyopatolojisi

Omurilik travmasinda doku harabiyeti iki mekanizma ile meydana gelmektedir.

1. Birincil Mekanik Omurilik Zedelenmesi

2. Tkincil Omurilik Zedelenmesi

2.2.1. Birincil Mekanik Omurilik Zedelenmesi

Birincil zedelenme travma aninda olan zedelenmedir. Travma aninda omurilikte
olusan akut kompresyon, laserasyon, kemik, disk ve yabanci cismin omurilife ¢arpmasi
sonucu olugur. Gerilme ve yirtilmalar da diger birincil zedelenme mekanizmalandr.



2.2.2. Ikincil Zedelenme

Omurilikte olusan birincil zedelenmenin baglattigi ve bunun sonucu saatler iginde,
metabolik ve biokimyasal nedenlerle olugan hasardir. Vaskiiler konjesyon, hipoperfiizyon,
membran hasari, 6dem, nekroz ve progresif noral disfonksiyon seklinde bu tammlanabilir.
Ikincil zedelenme teorisi ilk kez 1911°de Allen tarafindan ileri siiriilmiigtiir. Allen dokuda
biriken bir biokimyasal faktoriin olaylar zincirini baslattif1 ve bunun sonucu omurilikte
nekroz gelistigini one sirmiistiir’’. Bu siireg Nemecek tarafindan otodestriiksiyon olarak
isimlendirilmigtir'>. Omurilik travmas: sonrasi birincil hasarin ikincil hasan ortaya

cikarmast agagidaki sekilde 6zetlenebilir.

TRAVMA

!

Birincil Hasar

O N

Endorfinler, ve Kan damarlarinin Membran

diger bilinmeyenler zedelenmesi Hasar1
aktive olur / salinir

[ |

'

, ) Hiicre igi Ca™ Aksonal
Iskemi — artist t—  p| iletimin
durmasi

l

Hiicre Hasari

Sekil 1: Omurilik yaralanmas: sonrasi birincil hasarin ikincil hasar yaratmasi, (Iplikcioglu C,
Omurilik ve Omurga Cerrahisi, 1997, s: 461).



Ikincil zedelenme mekanizmalarmdan bugiin {izerinde en fazla durulan vaskiiler
degisiklikler, hiicre igi Ca'? artmasi, serbest radikal teorisi, endojen opioid ve enflamatuar
degisiklik teorileridir. Bu teoriler kismen i¢ igedir. Dokuda serbest radikallerin agiZa
gtkmast ve Ca*? artmasi aym zamanda vazospazm ile omurilik kan akimimi bozmaktadir®.

ikincil Zedelenme Mekanizmalar:

a) Vaskiiler Mekanizma Teorisi: Akut omurilik travmas: sistemik ve lokal vaskiiler
degisikliklere neden olur. Birgok deneysel travmada mikrosirkiilasyonda mekanik bir hasar
meydana geldigi, perflizyonun bozuldugu ve bunun da progresif omurilik iskemisine yol
agarak ikincil hasara neden oldugu saptanmustir **'>16.

Bir bagka goriige gore ise omurilik yaralanmasindaki iskeminin, kalsiyum iyonlarinin
lezyon yerine ulagmasini engelleyerek koruyucu bir etkisi de olabilir'”.

Omuriligin ¢ok farkl: arteriyal kan basinglarinda omurilik kan akimim (OKA) sabit
tutma ozelligine otoregiilasyon denir. Siddetli travma ile bu tamamen bozulur. Sistemik
hipotansiyonda OKA’da belirgin azalma yapar ve bu otoregiilasyon ile diizelmez.
Ortalama sistemik arter basincinin 160 mmHg’den yiiksege ¢ikmasi travma bélgesindeki
OKA’m arttirmaz, sadece komsu bolgelerde hiperemi yaratir.

Akut omurilik yaralanmasi nérojenik soka yol agar. Once tansiyon arteriel’de (TA)
kisa bir yiikselme olur, bunu stirekli bir TA ve kardiak debi diigmesi izler. Nedeni hem
sempatik toniiste diigme, hemde myokardiak etkilenmedir'®,

OKA’nin yaklagik %50 civarinda azalmasi sonucu tehlikeli iskemik diizey ortaya
¢ikar. Bu diigme gri cevherde daha fazla olur. En agir iskemi hemorajik bolgeye yakin gri ve
beyaz cevherde gézlenir. Sonugda doku oksijenasyonu azalir ve omurilikte metabolik artiklar
birikir. Hipoperfiizyonun ikincil sonucu olarak ¢dem olugur. Ortaya gikan bu iskemi sadece
birincil travmanin mekanik etkisi ile agiklanamaz. Ciinkii anterior spinal arter ve posteior
sulkal arterlerde akim devam etmektedir. Osterhol ve Matheus 1970 yillarinda zedelenme
bolgesinde toplanan noradrenalinin buna neden oludugunu diginmiislerdir’®. Tator’un
caligmalarinda ¢esitli teknikler ile yapilan kan akimi olgtimlerinde sigan ve maymunda ilk 3
saatte kan akiminin en fazla azaldifi ve 24 saat boyunca bu perfiizyon azligimn devam ettigi
gozlenmistir™.

Yapilan biitiin bu ¢aligmalara ragmen iskeminin gergek nedeni iyi bilinmemektedir.
Vazospazmin nedeni mekanik harabiyet, vazoaktifaminler, diger vazokonstriktorler ve gri
cevherdeki hemoraji olabilir. Yine Trombaksan A, gibi ajanlara bagh trombosit agregasyonu
ve tromboz da sorumlu tutulmustur. Eksitotoksik aminoasitlerde (EAA) iskemi yapabilir.
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Glutamat bir norotransmitterdir ve EAA’dir. Noronlarin iskemiye dayamksizhgmin sebebi
bilinmemekle beraber glutamat sorumlu tutulmaktadir. Glutamat reseptér aktivasyonu bu
iskemik hasarda anahtar rol oynayabilir. Iskemik beyin hasari modellerinde glutamatin
eksitotoksik etkisi saptanmstir. Glutamat reseptérlerinin uyarilmasi, 6nce Na’nin hiicre i¢ine
toplanarak sitotoksik dem olusmasma neden olur. Daha sonra hiicre igi Ca'? toplanmas: ile
néronal harabiyet olur. Hiicre i¢i Ca™, kalsiyum bagimh proteazlar aktive ederek daha fazla
hasara yol acar. Serebral iskemide glutamatin hiicre dig1 konsantrasyonunda yogun bir artig
olur™. Postsinaptik reseptorlerden biri olan N-metil-D-aspartat (NMDA) glutamatin
norotoksik etkilerini iletir MK-801 gibi NMDA reseptér antogonistlerinin sistemik
uygulanmas: beyin hasarini azaltmaktadir®.

Serebral iskemideki bu etkilerin benzerleri akut omurilik yaralanmasinda da
olabilir. Yapilan deneysel ¢aligmalarda post travmatik iskeminin, aksonal iletimde iglev
bozukluguna neden oldugu anlagilmigtir®.

b) Serbest Radikal Teorisi: Ik noral hiicre 6ldiigiinde yasayan diger néronlara
saldiran toksinler salar. Bu toksinlerin bazisi serbest radikaller (SR) adi verilen kagak oksijen
molekiilleridir®. Bu SR’ler dig yoringelerinde bir fazla elektron bulunan reaktif
molekiillerdir. Normal hiicresel yollarda oksijeni indirgemek ig¢in retilmiglerdir.
Mitokondride elektron transportu siiperoksit ile yapilir. Siperoksit dismutaz (SOD)
siiperoksiti hidrojen peroksit’e (H20,) gevirir. Fe ve diger katalistler ise HO,’yi hidroksil
radikaline (HO) cevirirler. Dig yoriingelerindeki bir fazla elektron bulunmasi serbest
radikallere garip bir reaktivite saglar ve zincirleme reaksiyon yetenekleri artar. Bu radikaller
lipidlerle, proteinlerle ve niikleik asitlerle reaksiyona girerler ve daha gok serbest radikal agiga
cikaran lipit peroksitleri yaparlar®. Normal hiicrelerde dogal olarak olusan antioksidan
bilegikler bu zararh etkileri kontrol eder, fakat patolojik durumlarda ornegin omurilik
yaralanmasinda agir1 serbest radikal tretimi bu antioksidan kapasiteyi asar. SR’ler lipid
peroksidasyonuna ve bunun sonucunda hiicre membranlarinin ¢éziilmesine yol agar. Santral
sinir sisteminde antioksidan olarak askorbat, glutatyon ve alfatokoferol vardir. Bu
antioksidanlar serbest radikalleri notralize ederler. Travma ise bu maddeleri azaltir®*.
Demopoulos ikincil zedelenmenin bu serbest radikaller ile olugtugunu ve m-metil prednisolon
sodyum suksinatin (MPSS) metabolik, antienflamatuar veya immiinosupressif etkisinden
ziyade antioksidan etkisi ile faydali oldugunu éne siirmiigtir.

Buna kargin bagka bir caligmada ise diisiik ve yiiksek doz MPSS'in ilk 48 saatte etkisi
arastinlmug ve efektif bulunmamustir®. Bu serbest radikal teorisinde siiphe uyandirmugtir.
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Hiicrelerin serbest radikallere karg1 olusturdugu koruma mekanizmalan genellikle dort
baglik altinda toplanir.

Bunlar sirasiyla:

1.Suiperoksit dismutaz reaksiyonlari,

2. Katalaz reaksiyonlari,

3. Glutatyon peroksidaz,

4. Antioksidanlarin etkisi.

SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz serbest radikallerin birikmesini ve lipid
peroksidasyonunun baglamasim1 Onleyen enzimlerdir. SOD siiperoksit radikalini, katalaz ve
glutatyon peroksidaz ise hidrojen peroksiti metabolize ederler. Bu enzimlerin aktif olugu daha
zararh olan hidroksil radikali olusumunun engellendigini gosterir®2®. SOD, iki degerli bakir
icermekte olup, stuperoksit radikalini (O;) bu ozelliinden dolay1 HO've
doniistiirebilmektedir.

Serbest radikallerin zararsizlagtirmas: igin peroksitlerin elimine edilmesi gereklidir.
Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri, detoksifikasyonda islevi olan belli bagh iki
enzimdir®. Hiicrede hem sitozol hem de mitokondride bulunan bir enzim olan SOD,
stiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiini katalizlemektedir.
Bazi ¢aligmalara gore serbest oksijen radikallerinin prostaglandin (PG) olusumunu da stimiile
ettigi ortaya konmustur>®.

¢) Kalsiyum Teorisi: Spinal travmadan sonra 30 dakika iginde néronal hasar baglar.
Ortaya ¢ikan biokimyasal fenomenler lezyon seviyesinde iletimin durmasina neden olur.
Elektrolit konsantrasyonundaki anormallikler ile gradient degisikliklerinin bu iletim
durmasimndan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Na™ un hiicre igine girmesi ve hiicre diginda
K" konsantrasyonun artmasinin aksonal iletimi durdurdugu gosterilmistir.

Kalsiyum hiicre igin ¢ok destriiktif bir iyondur. Kalsiyum’un hem Na’, K* akiminda
6nemli rola oldugu, hem de bazi norotransmitterlerin depolanmasi ve salinmasinda rolii
oldugu saptanmistir™. Hiicre digi Ca™ aktivitesi, hiicre igi aktivitenin 1000 kati kadardir. Bu
iliskinin omurilik travmasinda belirgin sekilde bozulmasi, Ca' pompasinin bozulmasindan
olabilecegi gibi, hasarli kalsiyum kanallarindan sizma sonucu da olabilir. Hatta kalsiyumun
hasarli hiicre ici organellerinden salinmas: ile de olabilir™. Hiicre igine giren Ca™ fosfolipaz,
proteaz ve fosfatazlar1 aktivite eder. Fosfolipazlar membranin yapisim bozar, yag asidlerini

ve aragidonik asidi serbestlestirir. Siklooksijenaz ve lipooksijenazlar bu aragidonik asidi

6



prostaglandin ve lokotrienlere gevirir. Bunlar da Na* gegirgenliginde artmaya neden olur®.
Ca'? ile aktive olan fosfotazlarda nitrik oksit sentetaz (NOS) gibi enzimleri aktive eder ve
bunun sonucu agiga gikan nitrik oksit de (NO) Na* gegirgenliginde artmaya neden olur>>>",
Fosfatazlar Ca*? ve diger iyonik kanallan da diizenlerler. Hiicreye giren Ca'? yine
mitokondrideki elektron transportunu etkileyerek serbest radikalleri agiga ¢ikarir. Serbest
radikaller ile diSer potent vazojenik ve enflamatuar maddeler kan akimumi azaltir ve
membranin Ca*? gibi diger iyonlara olan gegirgenligini de artinir. Sonug olarak hiicre igine
Ca'? girisi ve SR olusumu birlikte hareket eder ve birbirlerinin etkilerini arttirirlar®>?>'2,
NMDA reseptor antagonistleri bu Ca™® girigimini bir miktar engeller. Glutamat
reseptor blokaji siganlarda nérolojik iyilegmeyi artirir. Ancak aksonlarda glutamat reseptorleri
mevcut degildir. Omurilikte néron ve glia hiicrelerinde vardir. Serotonin reseptdr antagonisti
miaserm omurilik travmasinda noroprotektif 6zellige sahiptir’®. Baz: tedavi yontemleri ise
hiicre igine Ca' girisinin etkilerini azaltabilir. Glukokortikoidler, lipokortin isimli Ca' ile
aktive olan fosfolipaz etkisini azaltan bir proteinin yapimini ve salinimini artirir. Indometasin,

siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibitorleri ise eikosanoidlerin yapimini durdurur.

d) Opiat Reseptor Teorisi: Omurilik yaralanmasimna miidahale igin bir diger 6nemli bulug ise
travma sonrast plazma beta-endorfin diizeylerindeki artigtir. Faden ve arkadaglari insan
omurilik yaralanmasinda en ¢ok etkilenen opiodin dinorfin oldugunu ve dinorfin diizeyinin
travmanin giddeti ile direkt iligkili oldugunu bildirmistir**. Ayni calismada p-alttipi opiat
reseptorii blokeri olan naloksami yiiksek dozda kullanarak, sipinal zedelenme modelinde
posttravmatik hipotansiyonu, OKA’m ve Kklinik iyilesmeyi dizeltigini ilk olarak
bildirmistir®®>*. Bu, opiat reseptorleri iizerine olan etkisine baglanmgtir.

Naloksanin spinal kord travmasmdaki faydali etkisinin mekanizmasi kesin olarak
bilinmemektedir. Yapilan cegsitli aragtirmalarda naloksanin etkisi opiod benzeri maddelerin
etkisini antagonize etmesine, lizozomal membram stabilize etmesine, cCAMP'yi etkilemesine,
proteolizizi inhibe etmesine, Ca™ akimm degistirmesine, antioksidan aktivitesine, lipit
peroksidasyonunu inhibe etmesine, Na" ve K'/Mg" ATPaz’1n inaktivasyonunu azaltmasina,
posttravmatik OKA’m diizeltmesine baglanmugtir”5>%173435,

Spinal travmanin neden oldugu hiicresel degigikligi ortaya koymak igin lipid bagimli
enzimlerin aktivitesi ve lipid peroksidasyonun miktar1 faydali parametrelerdir. Malon di
aldehit (MDA); spinal myelin, glial, néral membranlarin ve diger selliiler elemanlarmn lipid

peroksidasyonlarmin ikincil bir triiniidiir ve bu degerlendirme igin faydali parametrelerden
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biridir*”.

Opiat reseptorlerinin indirekt veya nonopiod etkileri de olabilir. Ornek olarak opiat
reseptorleri testosteron yapimum artirirlar. Testosteron ise reaktif glioziz ve astrosit
proliferasyonunu azaltarak periferik sinir rejenerasyonunu artirir>.

Sonug olarak opiat reseptér blokajimin ikincil zedelenme tizerindeki etkisi

komplike ve tartigmalidr.

. Mitokondri oksijen serberst C
Ca : radikalleri :
: Fosfolipazlar .
Glutamat . Proteazlar .
Norepinefrin - Fosfatazlar \, Membran bozulmasi | 1
Seratonin . .
Asetilkolin ve : :
voltaja bagli : :
diger Ca K Kanal = ¢ -
Kanallari . Aragidonat .
“ f
Na/Ca C Na E
Degistiricisi H Siklooksijenaz .
. Nitrik oksit lipooksijenaz —— &
. sentataz -
Na Na .
Gegirgenliginde 4 Nirik oksit Prostaglandinler
Artma Lokotrienler

*

Sekil 2: Travmatik spinal kord yaralanmasinda ikincil mekanizmalardan kalsiyum ve serbest
radikallerin etkisinin gosterilmesi, (Iplikcioglu C., Omurilik ve Omurga Cerrahisi, 1997, s:
461)

e) Enflamatuar Teori: Enflamatuar ajanlarin santral sinir sisteminde destriiktif etkisi
vardir. Prostaglandin ve Iokotrienler enflamatuar hiicrelerin toplanmasma ve doku
harabiyetinin baglamasma sebep olur. Omurilikte travmadan sonra bradikinin, prostaglandin,
lokotrien, platelet activating faktor, seratonin toplanir™?. Sitokinlerin fonksiyonu ise hiicre igi



haberlesmeyi saglayarak, injiiriye karsi verilen imminolojik, enflamatuar ve onarim
yamtlarim diizenlemektir'®. Bir ¢ok hormon benzeri polipeptitler, immiinolojik ve
enflamatuar yamtlarda sekrete edilir. Sitokinler lenfositlerde iretilir ve lenfokinler olarak
adlandirilirlar. Monositlerde veya makrofajlarda iiretilen peptidlere ise monokinler ad: verilir.
Sitokinler 6zel bezlerden ziyade ¢ok sayida hiicrelerde (iiretildiklerinden endokrin
hormonlardan farklidirlar. Sitokinler yabanci antijenlere, lokosit ve diger hiicrelerin
farklilagmas1 sonucu ortaya ¢ikan zararh ajanlara kargi konagin cevabim diizenlerler.
Sitokinler genellikle glikoprotein yapisinda disilk molekil agirhgina sahip kiigik
proteinlerdir. Degisik hiicrelerce salgilanabilen, immiin cevapda rol oynayan ve hiicrelerin
aktivasyonunda rol alan maddelerdir. Sitokinler hiicre biiylimesi, hiicre aktivasyonu,
inflamasyon, immunite, doku onanmi, fibrozis ve morfogenezis gibi onemli biyolojik
olugumlar diizenlerler®®.

Interlokinler ise ozellikle lokositler arasinda iletisim saflayan sitokinlerdir™®.
Sitokinler antijen nonsipesifik glikoproteinler olup, bir stimulusa cevap olarak sentezlenip
hizla sekrete edilirler, kendilerini sentezleyen hiicrelerde depo edilmezler. Hemen etki
gosterirler ve yan omiirleri ¢ok kisadir. IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuvar sitokinler, invivo
immiin sistem aktivasyonunda hipotalamik-pituiter-adrenal aks cevabinin 6nemli mediatorieri
olarak bilinmektedirler. Bu aksin caligmasiyla, sistemik enflamatuar yanit monosit
fonksiyonlarim azaltarak kendi kendisini siirlamaktadir®.

Glukokortikoidler potent antienflamatuarlardir ve enflamatuar cevaba neden olan
birgok protein (sitokin, interlokin-2) ve prostaglandinin sentezini inhibe ederler®. Fosfolipaz
aktivitesini de inhibe ederler ve lipokortin salimmim artiirlar. Lipokortin’de bir
antienflamatuardr.

Birincil hasan ikincil hasardan ayiran ¢izgi spekiilatif bir ¢izgidir. Cunkii omurilik
yaralanmasi sonrast progresif norolojik kotilesme pek gorilmez. Daha fazla doku
destriikksiyonuna yol agan bu ikincil yaralanma olaylarinin, akut fazda basarih tedavilerin
uygulanmasiyla, norolojik diizelmeyi saglayabilecegi goérilmiis ve bu nedenle destek
gérmﬁstﬁl”.

2.3. Spinal Kord Travmasida Metabolik Degisiklikler

Yaralanan omurilikte hem gri hem de beyaz cevherde glukoz kullanimi gegici olarak
artar. Bunun omurilik kan akiminin azalmasina bagh oldugu disiiniilmektedir. Iskemi
anaerobik glikolizise neden olur. Dokuda hipoksi olmasi yiksek enerji fosfatlarinin hemen
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azalmasma ve laktik asidozise yol acar. Kritik bir membran enzimi olan Na'-K" ATPaz
enzimi travmadan 5 dakika sonra azalir®®,

Hiicre membran duvan enzimleri aktivitelerini devam ettirebilmeleri igin
fosfolipidlere ihtiyag duyarlar. Fosfolipidlere bagiml hiicre membran duvan enzimi olan Na'-
K'/Mg™ ATPaz'in membran stabilizasyonunun korunmasinda énemli rolii vardir. Bu enzim
serbest radikallere ve lipid peroksidasyonuna hassas bir emzimdir’. Na™-K'/Mg” ATPaz
sodyum ve potasyum tarafindan uyarlir, aktivasyon i¢in magnesyuma gerek duyar. Skou ve
arkadaglar1 1960 yilinda kas zarlarinda yaptiklan ¢aligmalarla, hiicre dig1 ve i¢i konsantrasyon
farkinn bir pompa tarafindan diizenlendigi seklindeki goriiglerini deneysel olarak
géstermislerdir“.

Na® ve K' iyonlanmn fosforilasyon ve defosforilasyon seklindeki dongiisel bir
degigim ile hiicre i¢i ve dig1 arasinda tagindig bugiin igin kabul edilen goriigtiir”?. Magnezyum
ise enzim substrat kompleksinin bir par¢asidir.

Spinal kord travmasindan sonra intraperitoneal naloksan uygulanmasmin Na'-
K'/Mg'? ATPaz'n inaktivasyonunu azaltarak, faydal etkisinin bulundugu bildirilmistir’.

2.4. Spinal Kord Travmasinda Histopatolojik Degisiklikler

Spinal travmadan sonra ilk saatler iginde reversibl bir kommosyo daha sonra ise
hemorajik nekroza ilerleyen bir kontiizyon ortaya gikar. Sinir liflerinde kopmalar ve 6dem
gorilir. Hasta travmadan hemen sonra paraplejik bile olsa bu evrede omurilik histolojik
olarak normal goriilebilir™. Spinal travmadan sonra 15 dakika iginde gri cevherde petesiyel
kanamalar, beyaz cevherde ise 6dem olur. ikinci saat igerisinde gri cevher kanamalan artar, 4.
saat igerisinde gok sayida sismis akson silindirleri olusur®. Klinik bulgulara bagh kalmaksizin
6.giine kadar kétillesme devam eder ve ciddi bir nekroz olugur.

Elektron mikroskopi ¢aligmalarinda ise 5.dakikada aksonlar normal iken gri
cevherdeki veniiller eritrositlerle siserler. 15-30 dakida da eritrositler kapiller ile veniillerin
etrafina ekstravaze olurlar. 4.saatte myelin kiliflar yirtilir, aksonlar dejenere olur ve iskemik
endotel zedelenmesi geligir**. Odem gevreye yayilir ve 24-48 saatte ozellikle hemorajilerin
oldugu bolgelerde nekroz olugur. Hiicresel olarak polimorf niiveli Iokositlerin akut
infiltrasyonu olur. Bunlarin yerini daha sonraki giinlerde makrofajlar alir®.

Subakut degigiklikler ise travmadan giinler sonra agia g¢ikar. Nekrotik dokularm
rezorbsiyonu ile Luckenfelder denilen kistik alanlar olugur. Wallerian dejenerasyon olur.

Kromatolizis ve nekrofaji olur. Eksudatif degisiklikler ortaya gikar '>'¢.
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Geg degisiklikler ise travmadan haftalar sonra agia ¢ikar. Astrositik ve fibrotik bir
skar olugur. Posterior kéklerde amputasyon néromalan olur. Kist formasyonu ve postravmatik
siringomiyeli olabilir. Kist 1 ay sonunda iyi sinirlidir ve beyaz cevherin demyelinizasyonu ile

¢evrelenmigtir. Daha sonra demiyeline beyaz cevheri astrositik gliozis gevreler.

2.5, Spinal Travmah Hastalarda Medikal Tedavi Prensipleri

Omurilik travmasinda farmakolojik ajanlarla iyilegmeyi artima olduk¢a yeni bir
goriigtiir. Patofizyolojiye yonelik olarak kortikosteroidler, naloksan, tiroid saliverici hormon
(TRH), dimetil sulfoksit, vitamin E, nimodipin , gangliosidler, lazorid, siklosporin spinal
travmada kullanlmugtir. Bu boliimde sik kullanilan tedavilerden bahsedilecektir.

a) Sistemik Hipotansiyonun Tedavisi: Spinal travma sonucu sempatik tonus kaybi
ile olan periferik vazodilatasyonu 6nlemek gereklidir. Hipovolemi sonucu plazma aldosteronu
artar ve hipotansiyon olur®®. Buna eslik eden bradikardi ile omurilik perfiizyonu bozulur. Bu
nedenle sistemik arteryel basinci regiile edici 6nlemlerin hizla alinmasi, santral vendz basing
Olgerek sivi replasmani, alfa stimiilator ajanlarin (dopamin, dobutamin gibi) kullanimasi,
bradikardiye kars1 gerekirse atropin hatta pacemaker kullanilmasinda yarar vardir™. Eger alfa
stimiilatérler kullanilmaz ve hastaya siv1 yiiklenirse kalp yetmezligi ve akciger 6demi olabilir.
Sistemik tansiyonun sistolik basing >90 mmHg olacak sekilde ayarlanmasi gerekir. Bu
amagla kan transfizyonu veya dopamin uygulanmasi ile hayvanlarda omurilik kan akiminin
arttif1, ancak norolojik fonksiyonda diizelme olmadig bulunmustur®. Ayrica adrenalin ve
nimodipin birlikte verilerek OKA artirilmaya galigiimigtir.

Sistemik tansiyonu yiikseltmekteki amag¢ akut omurilik yaralanmasi ile olugan
hipotansiyonu diizeltmek ve buna bagl gelisebilecek omurilik iskemisini 6nlemektir. Amag
ortalama arter basincim normotansif degerlere yiikseltmek olmalidir. Hipertansiyon yaratilir
ise intramediiller hemorajiler artabilir. Ancak bu gayretler pek sonu¢ vermemektedir. Ciinkii
kardiak debi azaldigindan kan voliimiinii arttirmak yeterli olmaz, spazma bagl olusacak olan
omurilik mikrodolagimindaki bozulmay: onleyecek yontemler gerekmektedir™?.

b) Opiat Antagonistleri: Omurilik yaralanmasi sonras: opiat reseptor aktivasyonu endojen
maddelerin salinmasina neden olur. Bu maddeler belirgin periferik vaskiiler etkilere ve
sonugda omurilik hipoperfiizyonuna yol agar. Faden ve arkadaglari bir nonselektif opiat

antagonisti olan naloksanin kedi ve siganlarda agirlik diigiirme travmas: sonrasi ortaya ¢ikan
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postravmatik hipotansiyonu 6nledigini, omurilik kan akimini ve klinik iyilesmeyi diizelttigini
saptamgtir®>*, fldan ve arkadaglan ise naloksanm Na'-K'/Mg'? ATPaz inaktivasyonunu ve
lipid peroksidasyonunu azaltarak faydal etkilerinin oldugunu yaymlamgtir’. Naloksann
posttravmatik kan akimini diizelttii ve klinik olarak spinal kord travmasinda iyilesmeye
neden oldugu belirtilmistir®'*"**. Ancak bu bulgu naloksanin post travmatik hipotansiyon

ir*>7 Bir bagka caligmada ise naloksanin etkisi antioksidan,

yapict etkisi ile ters diigmekted
membran stabilize edici etkisine ile bolgesel spinal kord kan akimimi etkilemesine
baglanmugtir.

Naloksan ve TRH gibi opiat reseptor blokerlerinin teorik olarak postravmatik endorfin
salinmasini notralize ederek omurilik kan akimim artirmalan gerekmektedir. Bu etki hayvan
caligmalaninda goriilmistir’. Bu deneysel yararlarin opiat kokenli bir iskemiyi bloke ederek
mi oldugu, yoksa kardiak outputun artmasi ile mi olugtugu bilinmemektedir. Cok yonlu
etkileri olan naloksan ayrica proteolizisi inhibe eder ve lizozomal enzimleri stabilize eder™.

Bu olumlu ¢aligmalara ragmen naloksanin bir faydast olmadigin bildiren yayinlarda

vardi™?.

¢) Troid Saliverici Hormon (TRH): TRH'un omurilik kan akiminin artmasinda ve
norolojik fonksiyonu diizeltmede naloksan kadar etkili oldugunu gosteren c¢aligmalar
yapilmigtr™®. TRHun ¢ok kisa yart omrii olmast nedeniyle daha stabil analoglari
geligtirilmigtir,. TRH'un omurilik yaralanmasindaki spesifik etkisi iyi bilinmemekte ise de
spinal refleksleri potansiyelize ettifi ve kolinerjik néronlar iizerinde trofik etkileri oldugu
saptanmigtir. Bu nedenle TRH, yaralanmanin geligmesini 6nlemekten ¢ok iyilesme fazinda
daha etkili olabilecegi belirtilmistir®.

d) Kalsiyum Kanal Blokerleri: Kalsiyum iyonlarinin spinal travma ve iskemi
etyopatogenezinde 6nemli rol oynadig anlagilmigtir. Sinir sistemin de toksik hiicre ¢liimiiniin
son agsamasinin kalsiyumun hiicre i¢ine gegmesi oldugu saptanmlst1r49. Bunun nedeni travma
veya iskemi ile hiicre membraninin hasara ugramasi ve sonugta kalsiyum kanallarinin
depolarizasyonudur. Kalsiyumun hiicre igine gegmesi ile vaskiiler diiz kaslarda kontraksiyon,
vazospazm ve iskemi geligir. Mitokondrial fonksiyon bozulur, notral proteazlar aktive olur,
bunlarda mikrotiibuler ve nérofilaman proteinlerini parcalar. Sonugta aksonal dejenerasyon
olur ve toksik eikosanoidler sentez edilir. Young ve arkadaglari, travmamn 2-5. dakikasinda

hiicre dis1 Ca*? konsantrasyonunda belirgin diigme oldugunu saptamigtir®.
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Kalsiyum kanal blokerlerinin serebral damarlarda dilatasyon ve serabral kan akiminda
artiy yaptigr bilinmektedir. Omurilikteki ve beyindeki vaskiiler fizyoloji birbirine benzer
oldugundan kalsiyum kanal blokerleri post travmatik omurilik iskemisinin Gnlenmesinde
yararh olabilir. Siganlarda optimum doz olan 0.05 mg/kg kan akiminda % 40 artma, ortalama
arteryel basingta ise % 25 azalmaya sebep oldugu gosterilmigtir®. Omurilik travmasina baglt
hipotansiyonda kan transflizyonu, adrenalin veya anjiotensin verilebilir. Nimodipin ile
adrenalin kombinasyonu ise kan akiminda % 60 artma saglamaktadir’. Ancak deneysel
¢aligmalarda, omurilik yaralanmasinda nimodipinin kullaniimasi hem ilacin hem de omurilik
yaralanmasinin yarattifi hipotansiyon nedeni ile mimkiin olmamig ve faydali bir etki
saptanamamugtir,

Diger bir ¢aligmada ise nimodipinin sistemik hipotansiyon yapici etkisini 6nlemek igin
dekstran kullamlmis ve aksonal iletimin diizeldigi bildirilmistir®>. Ancak bu etkisinin
sitoprotektif etkiye mi yoksa kalsiyum kanallarimin blokajina mu bagh oldugu
anlagilamamagtir.

e) Metil Prednisolon (MPD): Omurilik yaralanmasindan sonra ortaya ¢ikan selliiler
olaylardan oksijen kokenli serbest radikallerin sorumlu oldugu bilmektedir®*. Bu nedenle
lipid peroksidasyon inhibitorleri, serbest radikal tutuculan ile antioksidanlarn omurilik
yaralanmastin tedavisinde yararh olmalar1 gerekir.

MPD spinal kan akimim artirdig1, lezyon yerinde Na'™ ve su tutulumunu azalttig ve
potasyum kaybim1 oOnledigi bilinmektedir. Steroitler, lipit peroksidasyonunun potent
inhibitorleridir'®>2. 1969 yilindan beri steroidlerin faydal etkileri iizerine deneysel calismalar
bildirilmistir®. Yiiksek doz MPD tedavisinin Na*-K'/Mg'? ATPaz inaktivasyonunu azaltict
etkisi izerine de cahsmalar yapilmustir>. MPD hiicre digt Ca™un diizenlenmesini
kolaylagtiir ve Na'-K'-ATPaz enzim pompasmn aktivitesini artrir®™. Steroidler ayrica
vitamin E gibi molekiillere tutunarak serbest radikal tutucu rolii oynarlar®.

Bu iyi sonuglar kuskusuz insanlarda da steroidlerin yaygin olarak kullamilmasina
neden olmugtur. Ancak diger bazi ¢aligmalar ise steroidlerin klinik etkinligini kanitlamamus,
bunun yerine lipid peroksidasyonunu ve ikincil yaralanma siirecini azaltmada steroid dozunun
ve tedavi zamanlamasimn onemini vurgulamigti™. Yapilan aligmalarda optimal MPD
dozunun 30 mg/kg oldugunu ve tedaviye baglama zamaninn ilk 8 saat olmas: gerektigi ileri
siiriilmiigtir'®. Yiiksek doz kortizonun omurilik kan akimini ve perfiizyonunu artirdidi ve

16,54,55,56

norolojik defisitleri azalttig1 bildirilmigtir . Aynica randomize kontrollii bir klinik

¢aligmada da ilk 8 saat iginde verilen yiiksek doz kortizonun nérolojik diizelme yaptig:
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bulunmugtur®®. Cok yitksek doz MPD dozlari glikokortikoid reseptorleri igin degil, Ca™
reseptorleri igin verilmektedir®. AB.D.'de National Acute Spinal Cord Injury Study
(NASCIS) olarak adlandinlan bir ¢ift kér ¢aligmamn sonuglan yayinlandigindan beri ilk 8
saat iginde gelen olgulara MPD vermek rutin haline gelmigti™®*®. Bu olgular plesebo ve
naloksan alanlara gore hem motor hem de duyusal fonksiyon da belirgin diizelme
gostermigtir. Fonksiyonda diizelmenin l.yilda da belirgin oldugu ve bu 8 saatlik zaman
sinirmdan sonra tedavi olan olgularda hig diizelme olmadig1 belirtilmigtir®.

Giiniimiize kadar omurilik yaralanmalarinda normal veya yiiksek doz kortizon ile
yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalar hep birbiri ile geligkili sonuglar vermistir.

f) Larazoidler: Larazoidler (21-aminosteroid) nonglukokortikoid steroidler olup
antioksidan etkisi MPD daha yiiksektir®®. Bu gruptan trilazad mesilat (U74006F) iig tip etkiye
sahip oldugu belirtilmigtir. Birinci olarak lipid peroksid radikaller ile siiperoksid radikalleri
nétralize eder. Membran stabilizasyonunu lipid hidrolizini engelleyerek saglar. Zedelenen
dokuda vitamin E seviyesini korur ve antioksidan etki gosterir. MPD gibi hiperglisemi ve
imminosupressif etkileri de yoktur’ >

g) Gangliosidler: Yarali néral dokunun rejenerasyonunu ve reorganizasyonunu
provoke edecek yontemlerin gelistirilmesi yeni gabalardir. Gangliosidler asidik glikolipidler
olup hiicre membran dig lipid tabakasindaki ana meddedir. Sfingosin denilen uzun ansatiire
hidrokarbon zinciri tastyan aminoalkollerdir”. Klinik ¢aligmalarda en gok GM1 gangliosid
kullamilmugtir. Verilen ekzojen gangliosidler lipid tabakasina yerlesip endojen gangliosid gibi
davranirlar ve dokudaki hiicre rejenerasyonunu artirirlar™®. Eksitatér aminositlerin
nérotoksisitesini azaltirlar, ancak glutamat ve aspartat gibi bunlarin fizyolojik Ca™ kanallart
lizerine etkisi yoktur. Dendrit ve akson membranlarinin devamlih@inin siirdiiriilmesi i¢in bir
yapt blogu gibi davramirlar ve travmadan 1-2 giin sonrada verilebilirler. Bu tedavi beyaz
cevherde daha fazla hasar olmasim onlemekte ve belki de sinir tamirini uyarmaktadir®.
Ancak bu olumlu etkilerinin bildirilmesine ragmen daha genig klinik c¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calima Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma
Merkezinde (TIBDAM) yapilmugtir. Bu amag igin 280-310 gram agirhiginda eriskin erkek
Wistar siganlar kullamlmigtir.

Aragtirma yeterli hava sirkiilasyonu ve g¢evre isisimin saglandifi odalarda yapildi.
Lezyon yapildiktan sonra tiim deneklere ayr1 ve kolay beslenmelerini saglayan kafeslerde
bakim yapildi.

Deneklerin uyutulmas: igleminde, 10 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer Ila¢ San.
Istanbul) (IM) ile sedasyon yapilip, 50 mg/kg'a ketamin hidrokloriir (Ketalar, Parke-Davis
lisansi ile Eczacibagi Ilag San. Istanbul) verilip genel anestezi saglandi. Rahat bir cerrahi
girigim saglamak amaci ile deney Ozel tespit tahtalarinda uygun pozisyon verilerek ve
mikroskop altinda yapildi.

Bu deneysel ¢alisma 1. grupta 10 adet, 2.grupta 20 adet, 3.grupta 20 adet ve 4.grupta
20 adet olmak tizere toplam 70 adet sigan tizerinde yapildi. Cerrahi kesi sigamin sirt kisminda,
tirag yapildiktan sonra, aseptik sartlar saglanarak yapildi.

Caliymada Rivlin ve Tatorun klip kompresyon modeli kullanild®. Siamin sirt
kisminda en gikintih olarak goze carpan Torokal 2’nin (T;) spinoz ¢ikintist cerrahi igaret
noktas: olarak kullamldi ve T»-T; segmentleri arasinda alt1 seviyede laminektomi yapildi.
Spinal kord agi8a ¢ikarildi ve extradural olarak kapanma basinca 50 g olan anevrizma klipsi
(Yasargil, FE 619 K, Aesculap AG Almanya) yerlestirilerek spinal kod travmasi olugturuldu.
Travma yapilan grupta klips 1 dakika tutuldu sonra klips tutucusu ile hemen kaldinldi. Tim
siganlarin spinal travmadan sonra paraplejik oldugu gortildi.

Bu caligmada tiim siganlarda aymi klips kullanildi. Olusturulan lezyonun derecesini
standardize edebilmek i¢in, asil ¢aligmadan 6nce aymt yontemi uygulayarak 20 siganda 6ncii
caligma yapildi. Klips ile kompresyon uyguladiktan 2 giin sonra spinal kord émegi alip
formalin emdirilmig parafin iginde fikse edip, 8um kalnlikta 6rnekler alindi. Ornekler
Kluver-Barrera metodu ile boyandi. 5 sigan travmadan sonraki 2 giinliik peryot iginde oldii.
Tim ornekler 151k mikroskop altinda, kortikospinal traktustaki ve kord yiizeyindeki kavite
boyutuna goére degerlendirildi ve % 75 oraninda lezyon dereceleri arasinda anlaml: bir fark
olmadigini tespit edildi.

Travmadan hemen sonra siganlar raslantisal olarak 4 grupa aynldi.

1.Grupta (Kontrol) 10 sigan alindi. 6 seviye laminektomi yapildi. Travma ile medikal
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tedavi uygulanmadi ve normal Na'-K'/Mg? ATPaz, SOD degerlerinin, iNOS
immunreaktivitesinin ve ultrastriiktiirel bulgularin saptanmasi (elektron mikroskopi) igin
hemen 6rnek alindi.

2.Grupta (Sham opere) ise 20 sigana 6 seviye laminektomi yapildi. Spinal travma
uygulanmad: ve naloksan ile esit miktarda (2 cc/glin ) intraperitoneal serum fizyolojik verildi.
Laminektomi’nin Na'-K'/Mg'?> ATPaz, SOD degerlerine, iNOS immunreaktivitesine ve
ultrastriiktiirel bulgulara etkisinin saptanmasi i¢in 10 sicandan 2 saat sonra (erken evre), diger
10 sigandan ise 2 giin (geg evre) sonra biopsi alind1. .

3. Grupta ise 20 sigana 6 seviye laminektomi yapihp Yasargil klipsi ile 1 dakika siire
kompresyon uyguland: ve naloksan ile esit miktarda (2 cc/giin ) intraperitoneal serum
fizyolojik verildi. Laminektomi ve spinal travmanin Na'-K'/Mg™ ATPaz, SOD degerlerine,
iNOS immunreaktivitesine ve ultrastriiktiirel bulgulara etkisinin saptanmasi igin10 sigandan 2
saat sonra (erken evre), diger 10 sigandan ise 2 giin (geg evre) sonra biopsi alindi.

4. Grupta ise 20 sigana 6 seviye laminektomi yapilip Yasgargil klipsi ile 1 dakika stireli
kompresyon uygulandi . Tedavide 2 mg/kg/giin intraperitoneal naloksan (2.5 ampul = 1 mg)
verildi ve naloksan tedavisinin Na'-K'/Mg™ ATPaz, SOD degerlerine, iNOS
immunreaktivitesine ve ultrastriiktiirel bulgulara etkisinin saptanmasi i¢in 10 sigandan 2 saat
sonra (erken evre), diger 10 sigandan ise 2 giin (ge¢ evre) sonra biopsi alind1.

Deneklerin her biri beslenme durumu, biling seviyesi ve motor aktivite igin giinliik

olarak muayene edildi.

3.1. Orneklerin Hazirlanmas:

Agiga ¢ikartilan kord segmentleri, tiim gruplarda travmadan sonra esit zamanda biopsi
alindi. Birinci grup hari¢ her bir gruptaki 10 sigan travmadan sonra 2 saat ve 2 giin sonra
oldiiriildii. Travmatik kord bolgesi transvers olarak 4 bloga ayrildi. Birinci ve 4. blok Na'-
K*/Mg'? ATPaz ile SOD aktivitesini degerlendirmek igin saf su igeren soliisyona kondu - 80
°C buzdolabinda saklandi. iNOS’u immiinohistokimyasal, ultrastriktiirel bulgular1 ise
elektron mikroskobunda (EM) degerlendirmek i¢in 2. ve 3. bloklar alindi
Immiinohistokimyasal degerlendirme igin alman ornekler de % 10’luk formalin igeren
soliisyona yerlestirildi. EM inceleme i¢in gri ve beyaz cevheri igerecek sekilde 0.5 x 0.2 cm

ebatlarinda doku alind1 ve pH's1 7.4 olan % 5 lik gluteraldehit soliisyonuna yerlestirildi.
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3.2. Na'-K'/Mg™ ATPaz Aktivitesinin Tespiti

ATPaz aktivitesinin tespiti i¢in, 1 mM magnezyum i¢eren 0.3 M sukroz ile hazirlanan
%10 konsantrasyondaki doku, agiklifi 0.25 — 0.38 olan teflon pistonlar yardimi ile 1000
devirde 90 saniye santifiiriij edildi. ATPaz aktivitesi inkiibasyon ortamina eklenen disodyum
ATP’den ag13a gikan inorganik fosfat’in (Pi) 6lgiilmesi ile degerlendirildi®.

Inkiibasyon ortam Na'-K'/Mg'? ATPaz, 6 mM MgCl, 5 mM KCI, 100 mM NaCl,
0.1 mM etilendiamin tetraasetik asid, 135 mM Tris-HC] kangtinlarak elde edildi ve tampon
soliisyonu ilave edilerek pH’s1 7.4’ getirildi®. 37°C’de 5 dakika bekletildi ve her tiipe
konsantrasyonu 3 mM oluncaya kadar Na, ATP (Boehringer Mannheim, Almanya) ilave
edildi. Enzim igermeyen 6rnek ise 37°C’de 30 dakika bekletildi ve standart olarak kullamldi.

Inorganik fosfatin tayini daha énce hazirlanan karnigmmn 1 ml’sine ilave edilen
lubrolmolibdat soliisyonunun (Sigma Chemical Co, St. Louis) ortam sicakliginda 10 dakika
tutulup kompleks olugturmas: esasina dayanir. 340 nm’de spektrofotometride tutulum
olgiildii. Tim olgiimler ti¢ kez tekrarlandi. Ornekler KH,PO, standart olarak kullanilarak
fosfat igeriklerine goére kargilagtinildi. Degerlendirme orneklerin igerdigi protein miktarlan,
standart ¢Ozeltinin gosterdigi absorbans degerleri ile kargilagtinlarak yapildi. Spesifik aktivite
her mg protein igin bir saatte a¢iga gikan inorganik fosfatin nanomol degeri (nmol PI / mg

protein / saat) olarak hesaplandi®>®,

3.3. SOD Aktivitesinin Olgiilmesi

SOD aktivitesinin 6lgiilmesi i¢in alinan 6rnekler Yarboraugh tarafindan tarif edilen
sekilde hazirlandi, Roth ve Gilbert tarafindan tammlanan modelin modifikasyonu olan
pirogallol metodu ile 6l¢iildi®™. Doku drneginden bir miktar alinp tizerine serum fizyolojik
dokildikten sonra homojenize edildi. Doku homojenasindan 0.5 ml almip bir tiipe kondu.
Uzerine 3.5 ml distile su eklenip iyice galkalandiktan sonra 1mi etil alkol ilave edildi. Daha
sonra tekrar tizerine 0.6 ml kloroform eklenildi. Siddetli bir gekilde ¢alkalanip tist faz1 alind1.
Ksantin ve ksandin oksidaz kullanilarak olugturulan stiperoksit radikalleri 2-[4-iyodofenil] - 3
-[4-nitrofenil] -5-feniltetrazoliyum klorid ile kirmizi renkli bir kompleks olugturur. Eger
ortamda SOD enzimi varsa siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklagtirdif: i¢in formazon
olusumu inhibe olur. Bu iglemler sonrasi SOD enzim aktivitesi, spektrofotometride 505 nm’
de formazon olugumunun %50 inhibisyonu dikkate alinarak Lowry yontemi ile protein tayini
yapildi®. Spesifik aktivite U/g protein olarak hesapland:.
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3.4. immiinohistokimyasal Yontemler

Immiinohistokimyasal caligmada indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz akivitesi
(iNOS) olgiildii. Bu amagla alinan dokular hemen %10’luk tamponlu nétral formalin
icerisinde tespit edildi, rutin 151k mikroskobik doku takibi yapilarak parafin igine gomuldii.
Elde edilen parafin bloklardan 5-6 mikron kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler
60°C’lik etiivde 35 dakika bekletildi. Ardindan yine etiivde 35 dakika ksilolde deparafinize
edilen kesitler oda 1sisina alind1 ve tekrar iki kez 5’er dakika taze hazirlanan ksilolde
bekletildi. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinden gegirilerek hidrate edilen
kesitler, distile su i¢ine alindilar ve 5 dakika siire ile tutuldular. Kesitler, oda sicakliginda
endojen peroksitlerin yok edilerek zemin boyanmasim azaltmak amaci ile saf metanol
icinde hazirlanmmg %3’liik hidrojen peroksit (H,O;) soliisyonuna alindilar. Arkasindan
kesitler 3 defa 5’er dakika siire ile pH’s1 7.5 olan fosfat tamponlu soliissyonda (PBS)
calkalandi. Her kesitin gevresi dikkatlice kurutulduktan sonra iizerine Reagent 1A (serum
blocking solution, %10 nonimmun serum) damlatilarak oda sicakliginda nemli ortamda 10
dakika bekletildi. Anti-INOS birincil antikor (Biomol, SA 200), %10’luk PBS i¢inde 1/500
oraminda sulandirildi. Kesitlerin iizerine anti-INOS damlatilarak 4 °C’de bir gece nemli
ortamda inkiibe edildi. Ardindan ii¢ defa 5’er dakika siireyle fosfat tamponlu suda
calkalanan kesitlere ikincil antikor inkiibasyonu yapild1 (Zymed Histostain-SP Kit, katolog
n0:956143). '

Herbir grup i¢in hazirlanan negatif kontrol kesitlere birincil antikor yerine negatif
kontrol reagent damlatildi. Kesitler PBS soliisyonunda 3 defa 5’er dakika yikandi. PBS
fazlalig: alind1 ve kesitlere Reagent 1B (biotinlenmis ikincil antikor) damlatildi, 10 dakika
bekletildi ve ardindan PBS ile 3 defa 5’er dakika calkalandi. Doku kesitlerine Reagent 2
(Enzyme conjugate streptavidin-peroxidase conjugate) damlatild: ve oda 1s1sinda 10 dakika
tutuldu. PBS ile ¢alkaland1 ve kesitler iizerine substrat kromojen karigimi (substrate-
chromogen mixture), (Reagent 3A, 3B, 3C) damlatildi. 10 dakika bu kanigimda tutulan
kesitler distile su ile ¢alkalandi ve zit boyama igin kesitlere Reagent 4 (Hematoksilen)
damiatildi, 1-3 dakika boyanan kesitler ¢esme suyunda calkalandi. 30 saniye PBS iginde
mavi renk alincaya kadar bekletilen kesitler distile su i¢inde g¢alkalandi. Ardindan kesitlere
monte soliisyonu damlatildi (Reagent 5) ve lamel ile kapatildi. Kurumaya birakilan kesitler

Nikon optiphot trinokiiler 151k mikroskobu ile incelendi ve resimleri gekildi.
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3.5. Elektron Mikroskopi Yontemleri

Elektronmikroskobik (EM) degerlendirme igin kontrol ve deney gruplanina ait gri ve
beyaz cevheri igerecek sekilde spinal biopsi elde edilmesinden hemen sonra, alinan doku
omekleri Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmig %5'lik gluteraldehit soliisyonuna
yerlestirildi®. Gluteraldehit soliisyonunda 1 saat kadar bekletilen doku pargalan daha sonra
igerisinde bir miktar %5'lik gluteraldehit soliisyonu bulunan, dibi dig¢i mumu ile kaplanmig,
petri kutularina alind: ve jilet yardimiyla yaklagtk 1 mm® biiyiikliikte pargalara ayirildi. Doku
parcalan sonradan tekrar 3 saat kadar siire ile %5’lik gluteraldehit soliisyonuna alindi, boylece
bu soliisyonda toplam 4 saat tespit edilmis oldu. Tespit igleminden sonra dokular Millonig
fosfat tamponu ile galkaland: ve bir gece siire ile bu soliisyonda yikandi. Ertesi giin, dokular
millonig fosfat tamponu ile hazirlanmig %1°lik Osmiyum tetroksit (0s0O4) soliisyonu ile 2-3
saat ikincikez tespit edildi.

Ikinci tespitten sonra dokular tekrar millonig fosfat tamponu ile iki defa onar dakika
yikand: ve agagidaki tabloda gosterildigi sekilde dehidrate edildi.

Tablo 1: EM i¢in alinan 6reklerin dehidrate edilme siireleri ve ortam sicakliklari

Siire (dakika) | Stcaklik (°C)
%50 Etil Alkol 15 +4
%70 Etil Alkol 15 +4
%386 Etil Alkol 15 +4
%96 Etil Alkol 15 +4
%100 Etil Atkol 10 +4
%100 Etil Alkol 10 +4
%100 Etil Alkol 10 Oda 1s1sinda
Propilen Oksit 15 Oda 1s1sinda
Propilen Oksit 15 Oda 1s1sinda

Son %100’lik etil alkol safhasina kadar olan islemler +4 °C buzdolabinda yapildi.
Sonraki iglemler ise, oda 1s1sinda yapildi. Sudan kurtulan doku pargalart daha sonra agagidaki

soliisyonlar igerisinde immerse edildi.
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Bir kisim propilen oksit + bir kisim gémme materyali: 30 dakika
Bir kisim propilen oksit + bir kistm gémme materyali: 30 dakika
Bu iglemlerden sonra doku pargalan, igerisinde yeni hazirlanmmg gomme materyali

bulunan tiiplere alind1 ve bir gece siire ile dondiirictide kangtirildi.

Gomme Materyali:

Araldite CY 212 e 20 ml.
Sertlestirici. HY 964...........coovvivreeene 20 ml.
Hizlandirict DY 064.........ccoooiiiiiicinccccceenens 0.6 ml.
Plastiklestirici-Dibiitil Fitalat ............cococovomrrrennenn. 1 ml

Ertesi sabah doku pargalan taze hazirlanmig gomme materyali kullamlarak 00
polietilen kapsiillere gomiildii ve 60 °C etiivde 48 saat siire ile polimerize edildi. Daha sonra
bloklar etiivden ¢ikarilarak yavas yavas sogumaya birakildi. Bloklardan Reichert Ultracut S
ultramikrotomu ile 500 A° kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 200-300 gozenekli bakir
gridlere toplandi ve %70’lik etil alkolde doymus uranil asetat ve Reynolds’un kursun sitrat
(Lead sitrat) soliisyonlan ile boyandi®. Boyanan kesitler Zeiss EM. 10 B elektron
mikroskobu ile incelendi. Mikrografiler Dupont filmleri ile ¢ekildi. Resimler fohar ve fortezo
kagitlarina basildi.

Istatistik degerlendirme igin Mann-Whitney U test kullaniid:.

4. BULGULAR

4.1 IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Erken Dionem (2 saat)

Grup 1 (Kontrol): Medulla spinalis doku kesitlerinin immiinohistokimyasal
yontemle uygulanan iNOS ile o6zellikle beyaz cevherde mikroglialarin ve kapiller damar
duvan perisitlerinde pozitif boyanma izlendi. Gri cevherde zayif pozitif boyanan az sayida
glia hiicresi diginda belirgin bir boyanmanin olmadig: saptand: (Sekil 4).

Grup 2 (Sham opere): Immiinohistokimyasal olarak iNOS aktivitesi normal
kontrol grubuna benzerdi. Ayrica piaaraknoid zarlarda makrofajlarin kuvvetli pozitif
reaksiyonlar: dikkati gekti (Sekil 5).

20



Grup 3: Travma grubundan elde edilen medulla spinalis doku o¢rneklerinin
immiinohistokimyasal yéntemle boyanmasinda, beyaz cevherde belirgin iNOS aktivitesi
saptandi. Kapiller damar duvarlarinda, mikroglialarda ve meningeal makrofajlarda kuvvetli
pozitif iNOS boyanma goriildii (Sekil 6).

Grup 4: Medulla spinalis doku  omeklerinin  erken  donemdeki
immiinohistokimyasal yontemle boyanma aktivasyonlari daha zayif olmakla beraber
3.Gruba benzemekteydi. iINOS aktivasyonu ozellikle beyaz cevherde oldukga belirgindi.
Gri cevherde nadiren bazi glia hiicrelerinde pozitif boyanma tespit edildi (Sekil 7).

Geg Dinem (2 giin)

Grup 1: Medulla spinalis doku omeklerinden immiinohistokimyasal yontemle
iNOS aktivasyonu erken donemde elde edilen kontrol grubuna benzerdi. Beyaz cevherde
mikroglialar, baz1 perisitler ve meningeal makrofajlar diginda belirgin bir boyanma
izlenmedi.

Grup 2: iNOS aktivitesi yoniinden normal kontrol ve erken dénem sham opere
gruplar ile benzerlik gostermekteydi.

Grup 3: Medulla spinalisin hem gri hem de beyaz cevherinde belirgin iNOS
aktivasyonu izlenmigdi. Gri cevherde noéronlarda boyanma saptanmadi. Ancak glia
hiicreleri, kan damar duvarlar1 ve meningeal makrofajlarda kuvvetli pozitif boyanma elde
edildi (Sekil 8).

Grup 4: Bu grupta imminohistokimyasal iNOS boyanmast olduk¢a zayift1.
Parankimal hiicrelerin diginda baz1 glia hiicreleri ve meningeal makrofajlarda boyanmalar
bu grupta da izlendi (Sekil 9).

Tablo 2: Medulla spinalis iNOS boyanma degerleri
*( + : Hafif, ++: Orta, +++: Siddetli)

Erken Dénem | Ge¢ Donem
Grup 1 + +
Grup 2 + +
Grup 3 ++ ++
Grup 4 +H+ ++
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yapilan boyamada iNOS aktivasyonu izlenmemektedir (x100).
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Sekil 4: 1.Grup Erken Dénem. immiinohistokimyasal boyanmada zayif iNOS aktivasyonu

izlenmektedir (x100).
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Sekil 5: 2. Grup Erken Dénem. immiinohistokimyasal iNOS aktivasyonu gri ve beyaz

cevherde zayif olarak izlenmektedir (x100).

Sekil 6: 3. Grup Erken Dénem. Immiinohistokimyasal boyamada gri ve 6zellikle beyaz

cevherde kuvvetli pozitif iNOS boyanma izlenmektedir (x100).
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Sekil 8: 3. Grup Geg Donem. Immiinohistokimyasal boyamada gri ve beyaz cevher ile

piaaraknoid zarlarda iNOS aktivasyonu izlenmektedir (x100).
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Sekil 9: 4. Grup Geg Donem. Immiinohistokimyasal boyamada iNOS aktivasyonu daha
zay1f sekilde izlenmektedir (x100).



4.2 ELEKTRON MiKROSKOPiK BULGULAR

Erken Dénem (2 saat)

Grup 1 (Kontrol): Normal kontrol medulla spinalis doku o6meklerinin EM
incelenmesinde gri cevherde ndron perikaryonlari, glia hiicreleri, myelinli ve myelinsiz
sinir lifleri ile kapiller damarlar normal yapida izlendi. Beyaz cevherde glia hiicreleri,
miyelinli sinir lifleri, akson ve myelin kilif yapilar1 normaldi. Gri cevherde yer alan néron
perikaryonlarinda ortada vaskiiler bir ¢ekirdek ve sitoplazmada normal yapida hiicre
organelleri izlendi. Glia hiicreleri yap1 ve dagilimlar1 yoniinden normaldi. Néronlar ve
kapiller damarlarin yakin g¢evresinde glia hiicre uzantilari bulunmaktaydi. Perikapiller
astrosit uzantilari normal ultrastritktiire sahipti. Myelinli sinir liflerinde akson digtan
elektrodens gorinimli myelin bir kilifa sahipti. Myelin lamellerin yap:1 ve konsantrik
dizenlenmesi intak haldeydi ($ekil 10). Kapiller damarlar endotel hiicreleri ile déseli olup,
hiicreler birbirine okludens tipi baglantilar ile baglanmislardi. Endotel hiicreleri digtan ince
bir bazal lamina ile sariliydi. Bazal laminanin diginda yer yer perisit uzantilari ve astrosit
ayaklar1 yer almaktaydi.

Grup 2 (sham opere): Bu grubta her ne kadar bazi myelinli sinir liflerinde hafif
myelin kilif degisiklikleri izlenmis olmakla birlikte, genel goriniim biiyiik oranda kontrol
grubuna benzemekteydi. Bu grupta da gri cevherde néronlar, glia hiicreleri, myelinli sinir
lifleri, kapiller damarlar, sinaps yapilar1 normaldi. Beyaz cevherde glia hiicreleri, gekirdek
ve stoplazmik organelleri normal yapida izlendi. Baz1 myelinli sinir liflerinde fokal myelin
bozulmalarn diginda akson ve myelin kilif normal yapisin1 korumustu. Kapiller damarlar ve
perikapiller alanlarin ultrastriiktiirii normaldi (Sekil 11).

Grup 3: Medulla spinalis doku 6rneklerinin ince yapisinda beyaz ve gri cevherde
kanama ve 6dem alanlanim da igeren ciddi yapisal degisiklikler izlendi (Sekil 12). Gri
cevherdeki néronlarda, gekirdekte krbmatin yogunlagmasi, sitoplazmada mitokondriyonlar,
endoplazmik retikulum sisternalari ve Golgi apparatus elemanlarinda genigleme ve
vakuolizasyon, serbest lizozom artisi gozlenen ortak bulgulardi. Glia hiicreleri genelde
normale yakin goriinimde izlendi ancak perindéronal ve perikapiller alanlarda glia hiicre
stoplazmik uzantilarinda geniglemeler ilgi ¢ekiciydi. Beyaz cevherde yapisal degisiklikler
daha belirgindi. Myelinli sinir liflerinde, aksonlarda biziiyme ve kismi organel
harabiyetiyle, myelin kilif lamellerinde ayrigma, myelin kilifin aksonal zona dogru veya
sinir lifi digina dogru yapmus oldugu protriizyonlar dikkati gekmekteydi. Interfasikiiler
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zonlarda 6dem alanlarmi simgeleyen genis bogluklara siklikla rastlandi. Kapiller endotel
hiicreleri normale yakin izlenmekle birlikte, perikapiller astrosit ayaklarinda belirgin
genigleme saptand1 (Sekil 13).

Grup 4: Spinal kord ultrastriktiirii, genelde tigiincii gruba benzemekteydi. Bu
grupta da hem gri hem de beyaz cevherde yapisal degisiklikler izlendi. Gri cevherdeki
noronlarin gekirdeklerinde heterokromatin artigt ile intrasitoplazmik vakuolizasyonun
varligi izlendi. Glia hiicreleri bu grupta nisbeten normale yakin izlendi ancak sinir
liflerinde myelin ve aksonu igeren ciddi yapisal bozulmalar belirgindi (Sekill4). Beyaz
cevherde myelinli sinir liflerinin énemli bir bolimiinde akson ve myelin kilif bozukluklar
dikkati gekti (Sekil 15). Kapiller damar endotel ve bazal lamina yapilari normale yakin
olarak izlendi. Perikapiller astrosit ayaklarinda geniglemeler izlendi .

Ge¢ Donem (2 giin)

Grup 1 (Kontrol): Medulla spinalis ince yapisinda gri ve beyaz cevher goriiniimii
erken donem birinci gruba benzerdi. Noronlar, glia hiicreleri, sinir lifleri ve kapiller damar
yapilar1 normaldi.

Grup 2 (Sham Opere): Gri ve beyaz cevherde, hiicresel ve sinir lifi ultrastriiktiirii
normal kontrol grubuna benzer olarak izlendi ($ekil 16).

Grup 3: Gri cevherdeki noronlarda ¢ekirdekte hafif kromatin yogunlagmasi,
sitoplazmada mitokondriyonlarda genisleme ve lipofuksin graniillerinde artig gozlenmesi
ortak bulgulardi. Sinir liflerinde, aksonlarda hafif organel geniglemesi, akson ile miyelin
kilif arasinda genis bosluklar, miyelin kilifta hafiften orta dereceye varan myelin kilif
hasarlar: saptandi1 (Sekil 17). Beyaz cevherde myelinli sinir liflerinde, myelin kilif ve
aksonal degigiklikler daha belirgindi. Myelinli sinirlerde aksonal biliziigme, periaksonal
boslukta genigleme, aksonal zona dogru myelin kilif invajinasyonlar1 gozlendi (Sekil 18).
Glia hicrelerinde ¢ekirdekler normal goriiniimde izlenmekle birlikte, sitoplazmada
membrandz organellerde geniglemeler ve vakuoliizasyona siklikla rastlandi. Kapiller
damar endotel hiicrelerinde lizozomlarda ve intrasitoplazmik vakuollerde artig izlendi.
Astrosit ayaklarinda belirgin 6dem bu grupta da gorilmekteydi.

Grup 4: Noron sitoplazmalarinda lipofuksin  graniillerinde artiy ve
mitokondriyonlarda hafif sigyme, kristalarda pargalanma izlenmesine ragmen, hiicrelerin
¢ekirdek ve sitoplazmik yapisi nispeten 3. gruba gore daha iyi durumdaydi. Sinir liflerinde,
aksonlarda ince yapi normale yakin izlenmekle beraber hafiften orta dereceye kadar varan

myelin kilif bozukluklart bu grupta da izlendi (Sekil 19). Beyaz cevherde myelinli sinir

27



liflerinde hafif aksonal organel degisikleri izlenmekle birlikte akson yapist genelde sham

opere gruplarina benzerdi. Myelin kilifta fokal myelin bozukluklari belirgindi. Kapiller

damarlarda endotel hiicreleri ve bazal lamina normal olarak degerlendirildi.

Sekil 10: Kontrol Grubu. Gri cevherde normal yapida néron (N) ve glia hicresi (G)
goriilmektedir. Noron gekirdegi (C), mitokondrion (m), endoplazmik retikulum (er),

myelinli sinir lifler (oklar), sinapslar (ok baslart) (x 8100).
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Sekil 11: 2. Grup Erken Donem. Beyaz cevherde myelinli sinir liflerinin (oklar)
bazilarinda hafif myelin kilif bozukluklar izlenmekle birlikte, sinir lifleri, kapiller damar

(kap) yapilar1 normal gériinimdedir. Akson (a), eritrosit (€) (x 6300).
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Sekil 12: 3. Grup Erken Donem. Myelinli sinir liflerinde akson ve myelin kihif (oklar)
hasarlar1 gorillmektedir. Sinir liflerinin aralarinda 6dem alanlarimi simgeleyen genis

bosluklar (x) izlenmektedir. Kapiller damarlar (kap), liimen (L) (x 6300).
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Sekil 13: 3. Grup Erken Dénem. Beyaz cevherde glia hiicrelerinin (G) ¢ekirdeklerinde (C)
kromatin yogunlagmasi, sitoplazmada mitokondrionlarda (m) genisleme ve kristalarda
harabiyet izlenmektedir. Myelinli sinir liflerinde myelin kilif hasarlari gorilmektedir
(oklar) (x 6300).
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Sekil 14: 4. Grup Erken Doénem. Noron (N) sitoplazmasinda mitokondrionlarda (m) sisme
ve harabiyet, golgi sisternalarinda (g) genisleme izlenmektedir. Myelinli sinir liflerinde

akson ve myelin kilif hasarlari dikkat gekmektedir (oklar). Gekirdek (C) (x 6300).
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Sekil 15: 4. Grup Erken Dénem. Beyaz cevherde myelinli sinir liflerinde akson (a) ve

myelin kilif hasarlar izlenmektedir (oklar). Sinir liflerinin aralarmnda 6dem alanlarim

simgeleyen genis bosluklar (x) gorilmektedir (x 5000).
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Sekil 16: 2. Grup Geg Donem. Beyaz cevherde myelinli sinir liflerinin bazilarinda hafif
myelin kilif bozulmalan izlenmektedir (oklar). Glia hiicreleri (G) normal goriiniimdedir (x

4000).
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Sekil 17: 3. Grup Ge¢ Donem. Gri cevherde néron (N) ¢ekirdeginde (C) kromatin artigy,
mitokondrion (m), endoplazmik retukulum (er) ve golgi (g) sisternalarinda geniglemeler
goriilmektedir. Myelinli sinir liflerinde gesitli derecelerde myelin kilif hasar izlenmektedir
(oklar) (x 3150).
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Sekil 18: 3. Grup Geg Donem. Beyaz cevherde myelinli sinir liflerinde akson (a) ve

myelin kilif hasarlar (oklar) izlenmektedir (x 4000).
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Sekil 19: 4. Grup Geg Dénem. Noron (N) sitoplazmasinda hafif mitokondrion (m)
genislemeleri izlenmekle beraber, gekirdek (C) ve diger organeller nispeten normal yapida
izlenmektedir. Myelinli sinir liflerinde akson yapisi normale yakin olmak ile birlikte

myelin kiliflarda hafif yapisal degisiklikler (oklar) gorilmektedir (x 3150)
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4.3 SOD ve Na'K'/Mg™? ATPaz SONUCLARI

4 grubun SOD ve Na'K'/Mg*? ATPaz sonuglarinin ortalamalar1 Tablo 3 ve Tablo

4’de gosterilmektedir.

Tablo 3: SOD ortalama degerleri (U/g protein)

ERKENEVRE | GEC EVRE
ORTALAMASI | ORTALAMASI
1. GRUP 1750 £20.60 | 1750 +20.60
2. GRUP 1900 £25.23 | 1850 +20.50
3.GRUP | 13885+60.65 | 20860 + 70.43
4. GRUP 9503 £40.57 | 13636 +62.45

Tablo 4: Na'K'/Mg™ ATPaz ortalama degerleri (nmol Pi / mg protein / saat)

ERKENEVRE | GEC EVRE
ORTALAMASI | ORTALAMASI
1. GRUP 385+ 524 385+ 524
2. GRUP 370 +3.27 380 £ 3.70
3. GRUP 170 £2.57 110 + 1.56
4. GRUP 260 +3.26 310 +4.47
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SOD aktivitesinde tablo 5°de goriildiigii gibi 1. ve 2. gruplar arasinda anlaml bir
fark yoktur (P>0.05), 3. gruplarda 6nemli bir aktivite artig1 dikkati ¢ekmektedir (P<0.05),
ve 4. gruplarda 3. gruplara kiyasla aktivitede anlamh bir azalma gorilmektedir (P<0.05).

Tablo 5: SOD Aktivitesi

NN\ 1. Grup
H2. Grup
3. Grup
4. Grup

U/g Protein

W= "%//////4‘\\\\

Saat

Tablo 6°da gorildigi gibi 1. ve 2. gruplarm Na*-K'/Mg'? ATPaz aktiviteleri
arasinda anlamli bir fark yoktur (P>0.05), 3. gruplarda 6nemli bir azalma (P<0.05), ve 4.
gruplarda ise 3. gruplara kiyasla 6nemli bir aktivite artig1 goériilmektedir (P<0.05).

Tablo 6: Na'-K'/Mg*? ATPaz Aktiviteleri

1. Grup
82. Grup
3. Grup
B4, Grup

nmol Pi/hrimg Protein

39



5. TARTISMA

Spinal kord travmalan cesitli tilkelerde % 2-4 siklikla goriilmekte, teknolojinin
ilerlemesi ve motorlu araglarin gogalmastyla gittikce artan siklikta kargimiza ¢ikmaktadir’.
Spinal kordun rejenerasyon kabiliyeti olmadigindan omurilik zedelenmesi geciren hastalarda
kalici sakatliklar olugur. Total omurilik lezyonu ¢ok biyik is giicii kaybi ve bakim
masraflarina neden olmaktadir. Son yillarda yapilan tiim aragtirmalara ragmen total omurilik
lezyonunda MPD’nun bilinen etkileri diginda fonksiyonu yerine getirmede yararl olabilecek
bir tedavi yontemi yoktur®.

Ikincil omurilik zedelenmesi, birincil zedelenmenin baslatti1 ve bunun sonucu saatler

1112 {kincil zedelenme

icinde, metabolik ve biokimyasal nedenlerle olugsan hasardir
mekanizmalarmdan bugiin lizerinde en fazla durulan vaskiiler degisiklikler, hiicre i¢i Ca'
artmasi, serbest radikal teorisi, endojen opioidler ve enflamatuar degisiklik
teorileridir™>!*1>1623243440 By teoriler kismen ig igedir. Dokuda serbest radikallerin agiga
¢ikmasi ve Ca' artmasi aym zamanda vazospazm ile omurilik kan akimim da bozmaktadi®.
Birgok deneysel travmada mikrosirkiilasyonda mekanik bir hasar meydana geldigi,
perflizyonun bozuldugu ve bununda progresif omurilik iskemisine yol agarak ikincil hasara
neden oldugu saptanmustir'>'**!¢ OKA’min yaklasik % 50 civarinda azalmasi sonucu
tehlikeli iskemik diizey ortaya ¢ikar. Bu diigme gri cevherde daha fazla olur. Sonugta doku
oksijenasyonu azalir ve omurilikte metabolik artiklar birikir. Hipoperfiizyonun ikincil sonucu
olarak 6dem olusur®>.

Ik néral hiicre oldigiinde yasayan diger noronlara saldiran toksinler salar. Bu
toksinlerin bazis1t SR adi1 verilen kagak oksijen molekiilleridir. SOD Siiperokiti hidrojen
perokside (H2O,) gevirir. Fe ve dier katalistler ise H,O,’yi hidroksil radikaline (Ho)
cevirirler. Bu radikaller lipidlerle, proteinlerle ve niikleik asitlerle reaksiyona girerler ve daha
ok serbest radikal agia cikaran lipid peroksitleri yaparlar®®. Normal hiicrelerde dogal
olarak olugan antioksidan bilegikler bu zararh etkileri kontrol eder, fakat patolojik durumlarda
ormegin omurilik yaralanmasinda agiri serbest radikal iiretimi bu antioksidan kapasiteyi agar.
Serbest radikaller lipid peroksidasyonuna ve bunu izleyen hiicre membranlarinin ¢oziilmesine
yol agar™®. Antioksidanlar serbest radikalleri notralize ederler. Travma bu maddeleri
azalti®*. Caliymamizda SOD degerleri 3. grupta artma ve tedavi gruplarinda ise anlamli
azalma gosterdi. Naloksan tedavisinin SR agifa ¢itkmasini engelledigi ve bunun spinal

zedelenmedeki muhtemel etki mekanzmalarindan biri oldugu sonucunu elde ettik.
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Travmanin hemen sonrasinda olan biokimyasal fenomenler lezyon seviyesinde
iletimin durmasina neden olur. Elektrolit konsantrasyonundaki anormallikler ile gradient
degigikliklerinin bu iletim durmasindan sorumlu oldugu distniilmektedir. Na™ nin hiicre
icine girmesi ve hiicre diginda K™ konsantrasyonun artmasimin aksonal iletimi durdurdugu
gosterilmigtir®. Kalsiyum hiicre igin ¢ok destriiktif bir iyondur. Kalsiyumun hem Na*, K*
akiminda 6énemli rolii oldugu, hem de baz1 norotransmitterlerin depolanmasi ve salimmasinda
rolii oldugu saptanmgtir. Hiicre dis1 Ca' aktivitesi, hiicre i¢i aktivitenin 1000 kat: kadardir.
Bu iligki omurilik travmasinda belirgin sekilde bozulur. Hiicre i¢ine giren Ca”‘ fosfolipaz,
proteaz ve fosfatazlan aktivite eder”™. Fosfolipazlar membramin yapisim bozar, yag
asidlerini ve aragidonik asidi serbestlestirir. Siklooksijenaz ve lipooksijenazlar bu aragidonik
asidi prostaglandin ve lokotrienlere gevirir. Bunlarda Na’ gegirgenliginde artmaya neden
olur*®. Ca™ ile aktive olan fosfotazlarda nitrik oksit sentetaz (NOS) gibi enzimleri aktive
eder. NOS makrofaj, mikroglia hiicrelerine ilave olarak noron, astrosit ve endotel hiicrelerini

de igeren bir ¢ok dokudan salgilanir™®’

. Mikroglia hiicrelerinin SSS’nin immunkomponent
hiicreleri oldugu ve uygun stimulasyon ile iNOS salgilama yetenegine sahip oldugu
gosterilmigtir®®. iINOS veya NOS aktive edildigi zaman ortaya ¢ikan asin NO  selliiler
homeostaza bozar, Na" gegirgenliginde artmaya neden olur’. Endotelyal NOS tarafindan
agiBa gikartilan NO ise bolgesel serebral kan akimimin devamim saglayarak beyni koruyucu
etki gosterir’. Samdani beyni iskemik zedelenmeden korumak igin, bolgesel kan akimim
etkilemeyen selektif iNOS inhibitorlerinin gelistirilmesi gerektigi tizerinde durmugtur®.
NO selliiler hemostazin korunmasinda énemli rol oynayan kiigiik bir molekiildiir®.
NO, nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin adenin dinukleotid (FAD) ve
NOS varhiginda L-Arginin ve oksijenden sentez edilir’. Vaskiiler endotelyal ve noral hiicreler
NOS varliginda NO salgilama yetenegine sahiptirler. NOS izoformlarinin diizenlenmesinden
tamamyla hiicre igi Ca'? sorumludur”. Xie ve ark. tammlanan diger NOS izoformlarimin
kalsiyum-kalmodilin sistemine duyarhi olmadigim bildirilmistir’>”. NOS’un bu formu
indiiklenebilir (inducible) NOS (iNOS) olarak isimlendirilmigtir. Ciinkii sadece inflamasyon
gibi patolojik durumlarda agiga ¢ikar. Bu agim miktarda NO sentezlenmesine neden olur.
Stimulasyon oldugu zaman vaskiler diiz kas, endotelyal ve glial hiicreler iINOS sentezleme
yetenegine sahiptirler. iNOS agiga ¢ikmasi serabral iskemide, eksperimental allerjik
ensefalitde, sepsisteki hastalarda gelisen kardiovaskiiler yetmezlikde ve multipl sklerozda
gosterilmigtir %", Hepsinde patolojik siirecin geligmesinde iNOS’un 6nemli rol oynadig:

dustniilmektedir. iNOS un aktive olmasi SR’lerin agiga ¢ikmasina ve lipid peroksidasyonuna
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8.

neden olur®™. Lipid peroksidasyonu aragidonik asid dongisiinin ve proteinkinaz C

sisteminin aktivasyonuna neden olur™

81 Ayrica NO, tek bagina peroksinitrit ve hidroksil
radikalleri gibi ikincil oksidanlar tizerinden sitotoksik rol oynar. Peroksinitrit tirozinin
patolojik nitrasyonuna neden olur. Boylece nitrotirosin oksidatif zedelenmenin
gosterilmesinde indikator olarak kullanilabilir™ %,

SSS’de enflamasyon artig1 oldugu durumlarda BOS endorfin seviyelerinin artifi ve
iNOS’un aktivitesinde de paralel olarak artma oldugu agiklanmigti™. Spinal travma sonrasi
plazma beta-endorfin diizeylerinde de artis olur. Faden ve arkadaglari insan omurilik
yaralanmasinda en ¢ok etkilenen opiodin dinorfin oldugunu ve dinorfin diizeyinin travmanin
siddeti ile direkt iligkili oldugunu bildirmigtir’*. Aym caliymada p-alttipi opiat reseptori
blokeri olan naloksam yiiksek dozda kullanarak, zedelenme modelinde omurilikte énemli
diizelme kaydedildigini ilk olarak bildirmistir’. iNOS immun reaktivitesinin ve enzimatik
aktivitesinin noérotoksik dozda (20 nmol) intratekal dinorfin A verilmesinden sonra 4. saatte
artif1 ve bunun 24-48 saat siirdiigii gosterlmistir’’. Bir diger caligmada ise selektif iNOS
inhibitéri olan aminoguanidinin intratekal dynorfin A uygulanmasindan 10 dakika 6nce
verildigi olgularda, norolojik bulgularda anlamli bir diizelme tespit edilmigtir®™.
Aminoguanidin, ventral spinal kord’ta yapilan incelemede  intratekal dinorfin A
verilmesinden 4 saat sonra iNOS aktivitesini anlamli gekilde antagonize etmistir®. Bizim
calisgmamizda da iNOS aktivitesi tedavi gruplarinda nisbeten azalma gosterdi ve naloksanin
muhtemel etki mekanizmalardan biri oldugu ve bunun sonucu faydali etkisinin olabilecegi
sonucunu elde ettik. NO’in vaskiiler seviyede tliml1 uiretilmesi noroprotektif etkiye sahip iken,
sellitler diizeyde agir1 iiretilmesi ise norotoksiteye sebeb olur™.

Spinal travmada ortaya ¢ikan iskemi anaerobik glikolizise neden olur. Dokuda hipoksi
olmas: yiiksek enerji fosfatlanmin hemen azalmasina ve laktik asidozise yol agar. Kritik bir
membran enzimi olan Na"-K" ATPaz enzimi travmadan 5 dakika sonra azahr®. Fosfolipidlere
bagimli hiicre membran duvart enzimi olan Na-K'/Mg” ATPazm membran
stabilizasyonunun korunmasinda, hiicrenin iyonik, osmotik dengesinde ve aktif transportunda
6nemli bir rol oynar. Bundan dolayr ATPaz aktivitesi hasarlanan dokuda azalir. Bu enzim
serbest radikallere ve lipid peroksidasyonuna hassas bir emzimdir’. Spinal kord travmasmndan
sonra intraperitoneal naloksan uygulanmasinin Na'-K'/Mg'? ATPazin inaktivasyonunu
azaltarak, faydali etkisinin bulundugu bildirilmigtir’. Bizim ¢alismamizda da ATPaz aktivitesi
3. gruplarda onemli azalma gosterdi, tedavi gruplannda ise dikkate deger bir artma oldu ve
literatiir ile uyumlu bulgular elde edildi.
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Spinal travmadan sonra geri doniigiimlii bir kommosyo ve ilk saatler i¢inde hemorajik
nekroza ilerleyen bir kontiizyon olur. Sinir liflerinde kopmalar ve 6dem goriiliir. Hasta
travmadan hemen sonra paraplejik bile olsa bu evrede omurilik histolojik olarak normal
goriilebilir™. Spinal travmadan sonra 15 dakika iginde gri cevherde petesiyel kanamalar,
beyaz cevherde 6dem olur. Ikinci saat igerisinde gri cevher kanamalan artar, 4. saat igerisinde
gok sayida sismis akson silindirleri olusur®. Klinik bulgulara bagh kalmaksizin 6.giine kadar
kotillesme devam eder ve ciddi bir nekroz olusur. EM ¢alismalarinda ise 5.dakikada aksonlar
normal iken gri cevherdeki veniiller eritrositlerle siserler. 15-30. dakida da eritrositler kapiller
ile veniillerin etrafina ekstravaze olurlar. 4.saatte myelin kiliflar yirtilir, aksonlar dejenere olur
ve iskemik endotel zedelenmesi gelisir™. Odem gevreye yayilir ve 24-48 saatte ozellikle
hemorajilerin oldugu bolgelerde nekroz olusur. Hiicresel olarak polimorf niiveli lokositlerin
akut infiltrasyonu olur. Bunlarin yerini daha sonraki giinlerde makrofajlar alir'®.
Caligmamizda 6rneklerin EM incelemesinde, travma grubunda literatiir ile uyumlu bulgular
elde ettik. Tedavi grubunda ise hiicre ultrastriiktiirel yapisi1 3. gruplara gore daha korumus
durumdaydi. Boylece spinal travmada ﬁaloksamn yararli etkisinin bulundugu, ultrastriiktiirel
olarakda desteklemis oldu.

Naloksanin spinal kord travmasindaki faydali etkisinin mekanizmas:1 kesin olarak
bilinmemektedir. Yapilan gesitli aragtirmalarda naloksanin etkisi opiad reseptorleri iizerine
etkisine, opiad benzeri peptitlerin etkisini antagonize etmesine, lizozomal membram stabilize
etmesine, CAMP'yi etkilemesine, proteolizizi inhibe etmesine, Ca*? akimim degistirmesine,
antioksidan aktivitesine ve lipid peroksidasyonunu inhibe etmesine baglanmugtir=>*34
Ildan ve arkadaglari tarafindan yapilan bir galigmada ise Naloksanin Na" ve K'/Mg™ ATPaz
inaktivasyonunu ve lipid peroksidasyonunu azaltarak hiicre membran stabilizasyonunu
etkiledigi ve bu etkisiyle faydah etkisinin oldugu bildirilmigtir"~®. Naloksanin posttravmatik
kan akimini diizelttigi ve klinik olarak spinal kord travmasinda iyilesmeye neden oldugu da
rapor edilmistir®'*'"** Bu bulgu naloksanm post travmatik hipotansiyon yapici etkisi ile ters
diismektedir™"". Opiat reseptor antogonisti naloksanin spinal kord travmasim tedavisindeki
faydali etkilerine yonelik bu sonuglara ragmen, bazi yayinlarda etkisiz oldugu sonucuna da
vanlmigtir’. Sonug olarak opiat reseptor blokajimin ikincil zedelenme iizerindeki etkisi
komplike ve tartigmahidir. Caliyjmamizda spinal kord travmasmdan sonra intraperitoneal
naloksan uygulanmasinin Na'-K'/Mg™ ATPaznm inaktivasyonunu azaltarak, iNOS
aktivasyonunu azaltarak ve SR’lerin agia ¢ikmasim engelleyerek faydali etkisinin bulundugu
sonucunu elde ettik ve bunu da ultrastriiktiirel olarak gosterdik. Endorfinlerin travmatik kord
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lezyonlarinda enflamasyondan ve ikincil hasardan sorumlu alan faktérlerden biri oldugu, aym

zamanda naloksanin spinal kordu kismen ikincil hasardan korudugu sonucu elde edildi.
6. SONUC VE ONERILER

Deneysel spinal kord yaralanmasinda naloksan uygulanmasi sonrast elde ettiZimiz
sonuglar su sekilde siralanabilir.

I- Naloksan tedavisinin SR’lerin agia g¢ikmasim engelledigi ve bunun spinal
zedelenmedeki yararimin muhtemel etki mekanzmalarindan biri olabilecegi sonucu elde
edildi.

2- Caliymamzda iNOS aktivitesi tedavi gruplarinda nisbeten azalma gosterdi ve
bunun naloksanin, omuriligi ikincil hasardan korumada muhtemel etki mekanizmalardan biri
oldugu sonucu elde edildi.

3- Spinal kord travmasindan sonra intraperitoneal naloksan uygulanmasinin Na'-
K'/Mg™ ATPaz'n inaktivasyonunu azaltarak, omurili3i ikincil hasardan korumada faydals
etkisinin olabilecegi sonucu elde edildi.

4- Cahgmamizda 6reklerin EM incelemesinde, tedavi grubunda hiicre ultrastriiktiirel
yapist 3. gruplara gére daha korumus durumdaydi. Boylece spinal travma kontiizyon
modelinde naloksamin yararl etkisinin bulundugu, ultrastriiktiirel olarakda desteklemis oldu.

5- Endorfinlerin travmatik kord lezyonlarinda enflamasyondan ve ikincil hasardan
sorumlu alan faktorlerden biri oldugu, aynt zamanda naloksanin spinal kordu kismen ikincil
hasardan korudugu sonucu elde edildi.

Spinal kordun yenilenme kabiliyeti olmadigindan, omurilik zedelenmesi gegiren
hastalarda kalic1 sakatliklar olusur. Total omurilik lezyonu gok biiyiik is giicii kayb1 ve
bakim masraflarina neden olmaktadir. Kord travmasinmin erken déneminde meydana gelen
ilerleyici lezyon siirecinde yer alan olaylar heniiz tamamen bilinmemektedir. Son yillarda
yapilan tim aragtirmalara ragmen total omurilik lezyonunda MPD’un olas: etkisi diginda
islevi yerine getirecek bir tedavi yontemi bulunamamigtir. Omurilik zedelenmesinde,
birincil hasardan sonra gelisen ikincil hasardan omuriligi korunmak, kalici sakathiklarm
ortaya ¢ikmasini Onlemek igin tedavi yontemlerinin gelistirilmesine ve bu konuda

yapilacak yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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