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1. GIRIS

“Boyun omurlarinda kayma olan bir adami muayene ettiginde kollari ve bacaklarini hareket
ettiremedigini  goriirsiin. Ereksiyon halindeki penisinden idrar damlamaktadir ve adam bunun
farkinda degildir. Béyle bir adami muayene ettikten sonra sunu demek zorundasin: Tedavisi

olmayan bir hastalik.”
Edwin Smith Surgical Papyrus(M.0.500) ¥

(1930°da Breasted tatafindan terciime edilmistir)

Edwin Smith Surgical Papyrus’un yazildigi donemin iizerinden yaklasik 2500 yil
gegmesine ragmen, spinal kord yaralanmasina bagli olusan tam hasar1 onaracak bir tedavi
secenedi halen gelistirilememistir'?#1% Bu hastalarin yasam boyu siiren tedavi ve bakim
masraflari, isgiicli ve gelir kayiplar ile yasadiklar1 sosyal ve psikolojik problemler gz 6niine
getirildiginde hastay1, ailesini ve lilke ekonomisini etkileyen ciddi bir saglik problemi ile

125 Hastalarin %61’inin 16-30 yaslar1 arasinda olmasi, problemin ciddiyetini daha

karsilasiriz
da arttirmaktadir?,

Eriskin merkezi sinir sisteminin (MSS) yaralanmadan sonra iyilesememesi, hastay1 ve
icinde bulundugu toplumu fiziksel, sosyal, ekonomik ve psikolojik olarak etkileyen 6nemli bir
klinik sorundur. Spinal kord yaralanmasi Kuzey Amerika’da yilda yaklasik 13.000 kisiyi
etkilemekte ve ylksek oranlarda mortalite ve morbidite ile sonu¢lanabilmektedir. Spinal kord
yaralanmal1 hastalarin yaklasik %50°sinde komplet Spinal kord hasari, %40°1nda ise morbidite
gorulebilmektedir. Komplet hasarin %54’(i kuadripleji, %46’s1 parapleji seklindedir!?,
Hayatta kalanlarin hastanede kalis siireleri ve rehabilitasyonlar1 uzun siireli ve tekrarlayicidir;
tedavi sonrasi hayat kalitesi, sosyal ve ekonomik hayata doniis diisiik sinirlardadir. Insurance
Institute for Highway Safety’nin yaptig1 arastirmalara gére, otomobil kazasi ile iliskili spinal

kord yaralanmasi olan bir hastanin 1984 yil1 itibariyle lilke ekonomisine olan yillik maliyeti

400.000 A.B.D. dolaridir'’®. Son yiizyilda ulasim araglarmin gelisimiyle kazalarin artmast,



silah teknolojisinin gelisimiyle savaglarin daha siddetli olmasi Spinal kord yaralanmasi
insidensinin artmasina sebep olmustur. Ayrica spor yaralanmalari, diismeler, is kazalar ve
yaralanma bolgesinden hastaneye transport mortalite ve morbiditede 6nemli rol oynamaktadir.
Travmatik spinal kord yaralanmalarinin en yaygin nedenleri siklik sirasina gore; motorlu arag
kazalar (yaklasik %50), diismeler, atesli silahlar veya kesici-delici aletlerle olugsmus penetran
yaralanmalar ve spor kazalaridir. En sik servikal bolge ve dorsolomber birlesim bdlgesindeki
spinal kord etkilenirl® 124,

[lkyardim yéntemlerinin geligmesi, goriintiileme yontemlerinin ilerlemesi, omurga
cerrahisindeki iyilesmeler spinal kord yaralanmasi olan hastalarin daha iyi prognoza sahip
olmasin1 saglamistir. Ancak norolojik iyilesmeyle ilgili ciddi gelismeler saglanamamistir.
Noronal dejenerasyon ve ndronlarin yasamlarini siirdiirme mekanizmalarini, periferik sinir
sisteminde (PSS) spontan aksonal rejenerasyon varken bunun MSS’de olmamasinin
mekanizmalarin1 anlamak amaciyla pekcok arastirma yapilmustir.

Son yillarda yapilan deneysel caligmalar, posttravmatik doku hasarinin ¢ogunun ve
olusan norolojik bozukluklarin sekonder reaktif olaylara bagli oldugunu ortaya koymustur 5%
64,65 Sekonder mekanizma fikri ilk kez 1911°de Allen tarafindan ortaya atilmistir. Allen,
travma sonrasi olusan hemorajik nekrotik materyalin sekonder zedelenmeye neden olan zararl
elemanlar ihtiva ettigi ve bu materyalin ortamdan uzaklastirilmasiyla norolojik dizelme
olabilecegi sonucuna varmistir 52,

[k hasar, dakikalar icinde olusan ve giinler ya da haftalar siiren bir molekiiler ve
hiicresel degisimler kaskadini tetikler. Hasarli noronlarin yasamlarina devam etmeleri,
aksonlarin uygun hedeflere uzanmasi ve sonucta fonksiyonel sinapslarin olusmasi
rejenerasyonda asil basamaklardir. Halen agir Spinal kord yaralanmasindan sonra klinik olarak
diizelme olmamasina ragmen, yapilan ¢esitli hayvan deneylerinden olumlu sonuclar alinmaya

baslanmis olmasi ¢alismalarin artarak devam etmesi yoniinde cesaretlendirici olmaktadir.

2. TARIHCE



Spinal kord yaralanmasi yiizyillardir bilinen patolojik bir siiregtir. Spinal kord
yaralanmalariyla ilgili bilinen ilk yazili eser 4630 yillik Edwin Smith Papiriisii’diir (M.O.
500)%" 124, Imhotep (MO 2686-2613), bu papiriisde sdzii edilen ilk cerrahdir. Imhotep, bazilari
omurga ile ilgili 48 kemiksel lezyonu anlatarak, ligaman hasarini, vertebral subluksasyon ve
dislokasyonu tanimlamus, iist ve alt servikal vertebra yaralanmalarinda kuadripleji ve parapleji
olacagini belirtmistir °. Mevcut kayitlar MO. 400 yillarinda Hipokrat’in, bal, esek siitii ve
beyaz saraptan olusan yiiksek hacimli siv1 tedavisi dnerdigini gostermektedir. Hipokrat kirik
ve dislokasyonlar1 rediikte etmek icin kendine 6zgii bir traksiyon cihazi imal etmistir ve
paraplejiyi tarif etmistir. MO 150 yillarinda Galen, gladyatérlerin resmi hekimi oldugu igin
birgcok anatomik ve norofizyolojik c¢alisma yapma firsati bulmus ve spinal kordda
uzunlamasina yapilan kesilerin fonksiyon degisikligi yapmazken, enine kesilerin fonksiyon
kaybina neden oldugunu gostermistir 4. 7. yiizyilda Aegina’li Paulus omurilige bas1 yapan
kiriklarin tedavisinde ilk defa laminektomi yapan hekimdir®.

Vertebral kolon ve spinal kord yaralanmalar1 tarih boyunca ilgi ¢ekici bir konu olmakla
birlikte, ilk fizyopatolojik ¢alisma ancak 1890 yilinda Schamus tarafindan yapilabilmistir!’,
Schamus, tahtalardan hazirladigi bir diizenegi kullanarak tavsanlarin sirtina travma uygulamais;
travmadan sonra spinal kord icinde dejenerasyon ve kavitasyonlarin olustugunu gézlemistir 7,
1897°de Lundberg 7, kobay kordunda kontiizyonu takiben anterolateral beyaz cevher
dejenerasyonunun  gelistigini  bildirmistir.19. yiizyilda spinal kord yaralanmasinin
mekanizmalar1 hakkinda modern temeller atilmaya baslanmis ve takiben tedavi metodlar
gelistirilmeye calisilmistir. Bu donemde, insan spinal kord zedelenmelerini taklit eden deneysel
akut spinal kord travma modelleri gelistirilmistir. 1911 yilinda, Alfred Reginald ALLEN
tarafindan hala da en cok kullanilan modellerden birisi olan agirlik diisiirme metodu
gelistirilmistir ®*. Bu model duramateri agilmamis spinal kord iizerine degisik agirliklarin
disiirilmesi ve takiben, agirliklarin hemen uzaklastirilmasini temel alan ¢arpma modeline
dayanir. Allen kopeklerde torasik laminektomi yaptiktan sonra, hayvanlarin durasinin yiizeyine

dik agiyla bir tiip yerlestirmis, bu tiip araciligi ile spinal kordun iizerine farkli miktarlarda



agirliklar diisiirmiis, boylelikle farkli siddette travmalar olusturmustur. Agirlik diisiirme modeli
olarak bilinen bu modelde travmanin siddeti; agirlik ile yiiksekligin ¢arpimidir; siddetin degeri
ise gr-cm’dir. Allen, kopekte 345 gr-cm siddetindeki travmanin orta siddette yaralanmaya, 420
gr-cm’nin spastik parapareziye, 450 gr-cm’nin de kalici paraplejiye yol actigini tespit
etmistir'®. Bugiine kadar birgok arastirmaci tarafindan kullanilan halen de yaygin olarak
kullanilmakta olan bu modelin en biiyiikk dezavantaji, posterior kord kompresyonu
olusturmasidir; oysa insanlarda anterior kord kompresyonu yaygindir. Buna karsin bu model,
insanlardaki spinal kord yaralanmasinin biyomekanigini ¢ok iyi taklit eder. Bu durum 6zellikle
lezyonun gross histolojik goriniminde gok belirgindir 1114117122124 Alen’in agirhk diisiirme
modelinden bagka birgok deneysel spinal kord travma modeli tanimlanmigtir (Tablo 1)%,
Bunlardan en siklikla, travmatik yaralanma modelleri (6zellikle akut kinetik kompresyon, akut
statik kompresyon ve carpma) kullanilmaktadir. Kinetik kompresyon 1 saniyeden daha kisa bir
stirede, statik kompresyon ise 1 saniyeden daha uzun bir siirede gergeklestirilen spinal kord
kompresyonudur. Tamamen farkli bir model olan fotokimyasal modelde ise, spinal kord
vaskiiler endotelinde fotokimyasal hasar olusturulur; buna bagli olarak sirasiyla tromboz,
iskemi ve vazojenik 6dem meydana gelir. Bu modelin en 6nemli avantaji laminektomi

gerektirmemesidir?4125,

Tablo 1: Deneysel spinal kord yaralanma modelleri ?°



A. Travmatik yaralanma
1.Akut kinetik kompresyon: Kaf, klip, balon kompresyon, vertebral
dislokasyon, impaktor
2.Akut statik kompresyon: Agirlik uygulama
3.Carpma veya agirlik diisiirme
4.Akselerasyon-deselerasyon
5.Distraksiyon
6.Transseksiyon: Parsiyel veya komplet
B. Non travmatik yaralanma
1.Iskemi: Aort okliizyunu, selektif arteriyel veya vendz okliizyon
2.Tumor kompresyonu: Ekstradural

3.Kimyasal veya fotokimyasal

Deneysel spinal kord yaralanmasi olusturulan hayvanlarda, iyilesmenin takibi
amaciyla bir¢cok parametre gelistirilmistir (Tablo 2). Bu parametrelerden biri olan Tarlov
sistemi, klinik norolojik muayenenin derecelendirilmesi esasina dayanan, subjektif bir
yontemdir. 1977 yilinda Rivlin ve arkadaglar1!?® tarafindan gelistirilen ve objektif bir test olan
Inclined Plane(egik diizlem) ise, hayvanin egik bir diizlem iizerine yatay pozisyonda
yerlestirilmesinden sonra, diizlemin zeminle olan acgis1 giderek arttirilir; hayvanin 5 saniye
stiresince devrilmeden durabildigi en yiiksek aci, o hayvanin Inclined Plane derecesi olarak
belirlenir 123 125,

Travmanin siddeti ve olus sekline bagli olarak ortaya ¢ikan spinal kord yaralanmasina
primer yaralanma denir. Primer yaralanmadan sonraki saatler ve giinler igerisinde gelisen bir
dizi fizyopatolojik siirece bagli olarak ortaya ¢ikan spinal kord yaralanmasina da sekonder
yaralanma denir*'®. Allen ile baslayan, sekonder mekanizma kavrami bugiin de hala

incelenmekte ve etkili medikal tedavi yontemleri arastirilmaktadir.

Tablo2: Deneysel spinal kord yaralanmasinda takip parametreleri %



[ERN

. Klinik muayene
a. Subjektif: Tarlov motor skalas1 gibi
b. Objektif: Inclined Plane gibi
. Histolojik muayene
a. Subjektif
b. Objektif: Akson sayimi gibi
3. Goruntileme: CT, MRI gibi

N

4. Anjiografik degerlendirme

5. Spinal kord kan akimi 6l¢timii

6. Aksonal tarayicilar ile degerlendirme

7. Biyokimyasal dl¢limlerle degerlendirme

8. Norofizyolojik degerlendirme: Uyarilmis potansiyeller gibi.




3. GENEL BIiLGILER

3.1. OMURILIK YARALANMALARINDA PRIMER MEKANiZMALAR

Birgok travma spinal kord yaralanmasina neden olabilir. Travma, omuriligin kendisini
veya etrafindaki vertebral kolonu etkileyebilir. Hasarin boyutu, cesitli biyomekanik faktorlere
dayanir. Fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon veya rotasyonla ilgili distraksiyonel kuvvetlerin
hepsi, noral elemanlarin kendisinde veya spinal kord damarlarinda gerilme veya yirtilmaya
sebep olur. Diger olast mekanik etkiler, kemik kisimlardan, ligamanlardan veya spinal kanal
icindeki hematomlardan kaynaklanan kompresyonu icermektedir. Bu kuvvetler, sadece
yaralanma esnasinda akut olarak degil; aym1 zamanda kalic1 deformiteye sekonder, kronik
olarak da omuriligi tahrip edebilirler. Mekanik instabilite, kompressif veya distraktif ek
kuvvetler yiikleyen posttravmatik kifoz gibi daha ileri yapisal deformasyonlara gotiirebilir ve
norolojik defisitte daha fazla kotiilesmeye neden olabilir. Yaralanmanin yaygmligi ayrica
kuvvet uygulanan diizeyde spinal kanalin goreceli boyutlarina da dayanmaktadir. Oyle ki,
genis kanallar herhangi bir mekanik strese bir tampon saglayabilse de, dar kanallarda bdyle bir
rezerv yoktur. Konus medullarisle iligkisine gore yaralanmanin anatomik yerlesimi de kismen
prognostik 6neme sahip gibi goriinmektedir. Kauda ekuina yaralanmalari, omuriligin kendisine

gore daha iyi bir iyilesme prognozuna sahiptir, zira alt motor ndronlar travmaya daha

direnclidirler 626465,

3.2. OMURILIK YARALANMALARINDA SEKONDER MEKANIZMALAR

Allen 1911°de, kisa siireli spinal kord travmasina maruz kalan hayvanlarda ilerleyici
klinikle birlikte ilerleyici doku hasar1 oldugunu bildirmistir 5. Bu durumun agiklanmasi igin,
cesitli patofizyolojik mekanizmalar 6ne siiriilerek ikincil hasar kavrami gelismistir. Spinal kord
yaralanmasi sonrasinda, spinal kordda hemoraji, 6dem, demiyelinizasyon, aksonal ve néronal
nekroz ile kavite olusumu ve infarkt ile sonlanan bir seri patolojik degisiklikler olusur. Bu

patolojik durum “santral hemorajik nekroz” olarak tanimlanir .



1978’de Nemecek, 151k mikroskobunda yaralanmis dokudaki intravaskiiler trombuslari
gostermis ve bu ciddi nekrozu “otodestruksiyon” olarak tanimlamistir 2,

Spinal kord yaralanmalarinda sekonder hasar mekanizmalar1 birbiriyle iligkili ve
tetikleyen dort ana teoride toplanmuistir:

1. Serbest Oksijen Radikalleri Teorisi: iskemik dokuda fazla miktarda biriken radikaller ve
onlarin iiriinleri doku hasarinin ilerlemesine neden olurlar.

2. Kalsiyum Teorisi: Serbest kalsiyum iyonlarinin nérotransmitter kanallardan fazla miktarda
gecisi sonucu doku yikim enzimleri olan fosfolipaz, proteaz ve fosfatazin aktive olmalari
doku harabiyetine neden olur.

3. Opiat Reseptor Teorisi: Naloxone gibi opiat reseptor blokorleri nérolojik iyilesmeyi
hizlandirir.

4. Enflamasyon Teorisi: Lipid enflamasyon mediatorleri ve diger sitokinler lezyon
sahasinda birikirler ve takiben makrofaj ve polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonuna neden
olurlar.

Bu teoriler baz alinarak spinal kord yaralanmalarinin medikal tedavisinde
noroprotektor etkisi oldugu diigiiniilen pekgok madde denenmistir. Opiat reseptor
antagonistleri, steroidler (Metilprednizolon), antioksidan maddeler ve serbest radikal tutucular,
gangliozidler, tirotropin salici hormon ve analoglari, arasidonik asit modiilatorleri, glutamat
reseptdr blokerleri, monoamin modulatorleri, kalsiyum kanal antagonistleri, nonsteroidal
antiinflamatuarlar, immdin supresifler, biytume faktorleri, serotonin reseptor blokerleri ve
sodyum kanal blokerleri bu amagla kullanilmiglardir. Bunlar arasindan sadece

metilprednizolon klinik uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir 2°:36:37:39.45,

3.2.1 Sekonder Hasar Mekanizmasinin Patofizyolojisi
3.2.1.1 Sistemik Etkiler

Spinal kord yaralanmasinin siddeti ve seviyesi, spinal kord kanlanmasini etkileyen



lokal travmanin yaninda, olusan norojenik sokun agirligiyla da yakin iliskilidir. Norojenik sok,
sempatik tonus azalmasi, vagusun anormal kardiyak etkisi ve bradikardi gelismesi sebebi ile
ortaya ¢ikar. Servikal diizeydeki bir spinal kord yaralanmasi ciddi hipotansiyon ve bradikardi

yapabilir. Periferik rezistans ve kardiak output azalirken tiim hemodinamik dengeler bozulur

30

3.2.1.2. Lokal Mikrovaskuler Yaralanma

Insan spinal kord yaralanmalarinda ve deneysel modellerde, spinal kord hasarinin en
onemli sebeplerinden birisi posttravmatik iskemidir. Posttravmatik spinal kord iskemisi travma
siddeti ile lineer korelasyon gdstermektedir. Olusan patolojilerin hepsi, azalmig doku
perflizyonu ve enerji azalmasindan kaynaklanmaktadir. Spinal kord yaralanmalarinda en sik
goriilen bulgu o6zellikle gri cevher ve omuriligin santralindeki hemorajidir  °. Mekanik
darbenin ilk etkisi ile kapiller, veniiller ve bazi arteriollerde yirtilmalar olur. Deneysel
calismalarda anterior spinal arter ve anterior sulkal arterin akiminin mekanik travma sonrasinda
da devam ettigi goriilmiistiir *. Ancak omuriligin santral kisminin kanlanmasinin biiyiik
kismini saglayan anterior sulkal arterlerde vazospazm olustugunu bildiren ¢aligmalar da
mevcuttur 4%, Yine angiografik galigmalarda, biiyiik arteriol ve arterlerin de etkilenmedigi
gosterilmistir 4%, Mikrosirkiilasyon bozuklugu sadece yaralanma bdlgesinde kalmamakta
rostral ve kaudal olarak da ilerlemektedir. Mikrosirkiilasyonun bozulmasina, direkt mekanik
etkiye bagli vazospazmin yaninda, glutamat, prostaglandinler, katekolaminler gibi travmaya
sekonder salgilanan biyokimyasal ajanlarla olusan vazospazm da sebep olmaktadir 8. Yine kan
ve kan iiriinlerinin de direkt etki ile vazospazmi artirdigr bilinmektedir. Bu olay, kan yikim
driinleri ile karsilasan damar duvarindaki degisiklikler ile hemoglobinin yikilarak
methemoglobin olusma siirecinde ortaya ¢ikan siiperoksit radikallerine baglanmigtir 2.,
Intravaskiiler tromboz ile vazospazm ve sonucunda olusan iskemiden Tromboksan A, sorumlu

bulunmustur. Arastirmacilar, spinal kord yaralanmasi sonrast spinal kord kan akimi



otoregiilasyon mekanizmalarinin bozuldugunu bildirmislerdir. Normalde spinal kord kan
akimi, sistemik kan basinci degisikliklerinden etkilenmez. Otoregiilasyonun bozulmasi spinal
kord iskemisini artirir. Spinal kord yaralanmasi sonrasi, otoregiilasyon bozuklugu sebebi ile
hiperemiler ve sekonder hemorajiler olusabilir 8. Olusan bu reperfiizyon, serbest radikal ve

diger toksik maddelerin olusumunu artirarak, doku hasarini fazlalastirabilmektedir 6.

3.2.1.3. Elektrolit Bozukluklar:

Spinal kord yaralanmasinin ardindan hiicre i¢i ve dis1 kompartmanlar arasinda ciddi
elektrolit degisiklikleri olmaktadir. Kalsiyumun hiicre i¢i artis1 6zellikle iskemi ve travmada
daha fazla olmak fizere, tiim noral yaralanmalarda basrol oynamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum
girisi merkezi sinir sisteminde “toksik hiicre oliimiiniin son ortak yolu” olarak
isimlendirilmektedir 8. Kalsiyum iyon konsantrasyonu ekstraselliiler aralikta hiicre igine gore
1000 kat daha fazladir. Spinal kord yaralanmasinda, bu biiyiik gradient farki ile hiicre icine
Ca*? iyon girisi olur. Kalsiyumun travma sonras1 hiicre igine girisi 3 yolla olmaktadir:

1) Hasar gormiis olan hiicre membranindan,

2) Voltaja duyarli kalsiyum kanallarindan,

3) Glutamat ile aktive olan kalsiyum kanallarindan.

Kalsiyumun hicre icine girmesi norotoksisiteyi tetikler. Ca*? iyonlar hiicre iginde
fosfolipazlari, proteazlar1 ve fosfatazlar aktiflestirerek hiicre hasarinin ilerlemesine neden olur
8.

Hicre icine giren kalsiyum, proteinkinaz C enzimini aktive ederek néroflaman ve
mikrotiibiil par¢alanmasina yol agar. Fosfolipaz C enzimini aktive ederek hiicre membranin
olusturan yag asitlerini yikar. Ayrica yarali mikrosirkiilasyonda diiz kas kasilmasina sebep
olarak vazospazma ve dolayisiyla iskemiye neden olmaktadir °. Benzer bigimde, arasidonik
asit metabolizmasini baglatmakta ve siklooksijenaz yolunun diger iiriinleri olan serbest radikal

Uretimine de katkida bulunmaktadir. Serbest radikallerin etkisiyle de arasidonik asit



metabolizmasi, hiicre yikimimni ve iskemiyi arttiran prostanoid {iretiminin artisiyla
sonuglanmaktadir 46,

Spinal kord yaralanmasindan sonra meydana gelen miyelin hasari ile miyelin kilifi
tarafindan sarilmis olan hizli K* kanallarinin aktivitesi artar ve membran potansiyeli K* denge
potansiyeline yaklasir. Sonugta aksonal ileti blogu olusur °1,

Beyaz cevher yaralanmasi sonucu olusan anoksi, ATP ve membran
depolarizasyonunun kaybina sebep olarak Na* kanallarindan hiicre igine Na* akigin1 saglar.
Intraselliiler Na* konsantrasyonundaki bu artis, membran depolarizasyonu ile birlikte olunca,
Na* - Ca*? degistiricinin ters ¢calismasina sebep olur. Bu da hiicre igine zararli miktarda Ca*?

girisini saglar %

3.2.1.4. Biyokimyasal Degisiklikler
3.2.1.4.1 Eksitotoksisite

Spinal kord yaralanmasiyla olusan iskemi, eksitator aminoasitlerden (EAA) olan
glutamat ve aspartatin artarak “eksitotoksisite” mekanizmasinin aktive olmasina neden olur.
Her iki aminoasit de spinal kord ve beyinde diizensiz dagilim gosterirler. Glutamat spinal
kordda ozellikle arka koklerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Glutamatin duyusal
iletimin saglanmasinda, ayrica motor aktivite ve spinal reflekslerin diizenlenmesinde rol aldigi
diistiniilmektedir. Aspartatin da spinal kordda eksitator ara néronlarda iletici olmasi, motor ve
spinal reflekslerin diizenlenmesinde rol almasi olasidir ¥,

Iskemi, adenozin 5- fosfat azalmasina neden olarak, hiicre homeostazini saglayan Na-
K pompasi benzeri enerji bagimli mekanizmalarin ¢aligmalarini engeller. Ekstraseliiler ve
intraseliiler alanlardaki iyonik kompozisyon degisiklikleri, membran polarizasyonunu
degistirerek, sinaptik keselerden EAA’larin salinmasina neden olur. EAA salinimi, ndron ve
glial hiicrelerin enerji bagimli olan geri-alim mekanizmasinin da g¢aligmamasi nedeniyle

dengelenemez *'.



Yapilan ¢alismalar EAA’in neden oldugu ge¢ doku hasarinda glutamat reseptorlerinin
onemini vurgulamuslardir’®, Son yillarda glutamat reseptdrleri “iyonotropik” ve
“metabotropik™ olarak iki ana grupta toplanmaktadir.

Iyonotropik reseptdrler farmakolojik &zelliklerine gore, N-metil-d-aspartat (NMDA),
a-amino—3-hidroksi—5-metil-4-izoksazola-propionik asit (AMPA) ve kainat reseptorleri
olarak gruplara ayrilirlar. Metabotropik reseptorler ise guanozin—5-trifosfat-baglayici
proteinlerini ya da siklik nukleotid benzeri intraseliiler sekonder mesajcilar baglantisiyla
transmembran proteinlerini etkileyen reseptorler olarak ayrilmaktadirlar. Kafa travmasinda en
gliclii eksitotoksik etki NMDA reseptorleri vasitasiyla olurken, travmatik spinal kord
yaralanmasinda AMPA ve kainat gibi non-NMDA reseptorleri iizerinden olmaktadir 4. AMPA
reseptorlerinin aktive olmasi agirlikli olarak sodyumun ve eslik eden kalsiyumun hiicre igine
girisine neden olur. AMPA reseptorlerinin aktivasyonu elektrofizyolojik olarak, NMDA
reseptorlerinin de aktivasyonunu saglar. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu hiicre ici kalsiyum
birikimi ile sonuglanir. Glutamat es zamanl olarak metabotropik reseptdrleri de etkileyerek,
inozitol fosfolipidlerin metabolize olmasina sebep olur. Ayrica hiicre i¢i kalsiyum depolarinin
serbest kalmasina ve hiicre duvari, mitokondri ya da endoplazmik retikulum da bulunan
kalsiyum pompalarinin inaktivasyonuna da sebep olarak daha sonra glutamat diizeyleri
normale donse bile, hiicre i¢i kalsiyum miktar: irreversibl olarak yiikselir. Boylece hiicre ici
kalsiyum artisi, kalsiyum bagimli-proteaz ve lipazlarin aktive olmasi ve hiicre iskeletinin
yikimina ve hiicre membraninin bozulmasina neden olur 21846,
3.2.1.4.2. Arasidonik Asit ve Metabolizmasi

Travmanin direkt etkisi ile ya da kalsiyumun anormal hareketi, membran
fosfolipidlerinden, fosfolipaz aktivitesi ile arasidonik asit salinimini artirmakta; o da
siklooksijenaz tarafindan hizla metabolize edilerek, prostanoidler ve prostasiklin haline
doniistiiriilmektedir.

Prostaglandin  A> gugcli bir vazokonstriktor maddedir. Tromboksan benzeri



prostanoidler, trombositlerin endotele yapismasini arttirirken, intravaskiiler trombosit
agregasyonuna, mikrovaskiler tromboembolilere ve vazokonstriksiyona neden olur.
Prostasiklin ise tam tersi etki gdstermektedir. Ancak yapimi siklooksigenaz yolunun
urtinlerinden olan serbest radikaller tarafindan selektif olarak engellenmektedir. Bu yiizden
ortamda vazospazm ve iskemi daha da ilerleyebilmektedir.

3.2.1.4.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu

Serbest radikal, dis yoriingesinde tek sayida, yani serbest elektron bulunan atom ya da
molekiil anlamina gelmektedir *2. Bu tek elektron, ¢iftlenme egiliminde oldugu igin ileri
derecede reaktiftir ve canli hiicrede bulunan tiim molekiillerle reaksiyona girebilir. Insan
viicudunda pekgok serbest radikalin varligir gosterilmekle birlikte, en yaygin olani oksijen
kaynakli serbest radikallerdir. Giiniimiizde, serbest oksijen radikalleri (SOR) yerine daha
kapsamli olarak, reaktif oksijen tiirevleri (ROT) tanim1 kullanilmaktadir.

Serbest radikaller protein yapilarla, niikleik asitler ve DNA’yla, hiicrenin enerji
kaynag1 olan karbonhidratlarla reaksiyona girerek, orijinal yapiy1 bozarlar. Poliansatiire
membran lipidlerinin serbest radikallerle peroksidayonu iskemik néronal hasarin gelismesinde
onemli bir mekanizmadir. Sonug¢ fonksiyonu kaybolmus ve antijenitesi degismis hiicre
membrani ve hiicre yapisindaki yikimdir.

Iskeminin ve reperfiizyonun serbest radikal olusumundaki rolleri tam olarak agiga
kavusturulmamakla birlikte, iskemi sirasinda artan hiicre i¢i Ca*?’un fosfolipaz- A, enzimini
aktive ettigi ve karboksigenaz ve lipogenazlarin etkisiyle prostaglandinler ve lokotrienler
olusurken ortaya ¢ikan SOR’nin olusumunda major rol oynadiklar diisiiniilmektedir.

Iskeminin neden oldugu hasarin 6nemli bir kisminin reperfiizyon sirasinda, post-
iskemik donemde oldugu diisiiniilmektedir. Esas hasarin, hipoksi doneminde degil dokunun
tekrar molekiiler oksijenle karsilastig1 dsnemde oldugu kabul edilmektedir 3% 46, Reperfiizyona,
doku pH’sinin azalmasina neden olan laktat benzeri asit metabolitlerin neden oldugu one

stiriilmiistiir 3.



Reperflizyonda yiliksek miktarda ROT iiretilir. Diisiik oksijen basincinda meydana

gelen ROT’lara bagl reaksiyonlar, hipokside daha da tehlikeli olur.

Iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda gergeklesen reoksijenasyon bir yandan
noronal canliligin devamini saglarken diger yandan da reaktif oksidanlarin olusumuna yol agan
sayisiz enzimatik oksidasyon reaksiyonu i¢in substrat olarak gerekli olan oksijeni ortama
getirmektedir. Oksijenin indirgenmesini izleyen donemde siperoksid (O2’), hidroperoksil
(HOy), hidrojen peroksid (H202) ve hidroksil radikali (OH) nin dahil oldugu bircok reaktif

oksijen tiiri olugsmaya baglar [Reaksiyon 1,2,3,4,5].

O+ e —» 0O, [Reaksiyon 1]

Oy + H*—»HO, [Reaksiyon 2]

Oy + Oy +2H —¥»H,0, [Reaksiyon 3]

2H,0, —»2H,0 + O, [Reaksiyon 4]

02+ H,O, —®» OH+OH+ O, [Reaksiyon 5]

Ug numarali reaksiyon superoksid dismutaz (SOD) enzimi tarafindan fizyolojik pH’da
2X10° L mol! hiz sabitesi ile katalizlenir. Reaksiyon sonunda olusan H,O, memeli
hiicrelerinde katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSHPx) tarafindan glutatyon rediiksiyonu ile su
ve molekdler oksijene detoksifiye edilir [Reaksiyon 4]. Okside glutatyon da nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda glutatyon rediiktaz (GR) ile rediikte glutatyona

doniistlriliir.

Hidroksil radikalleri son derece aktif oksidanlardir. Bu radikaller hiicrede lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasarini baglatirlar (Tablo 3). Superoksid

radikalleri daha az reaktif olmakla birlikte yari omiirleri daha uzundur ve Haber-Weiss



reaksiyonu araciligi ile hidroksil radikallerini olustururlar [Reaksiyon 5]. Bu reaksiyon Fe?*,

Cu?* gibi iz metal iyonlar1 varliginda daha hizli ilerlemektedir (Fenton reaksiyonu).

Hidroksil radikali olusumu igin bir diger yol ise O in beyindeki ndronal endotelial ve
glial nitrik oksid sentaz (NOS) aracilig1 ile siirekli olusan ve bir gaz radikal olan nitrik oksid

(NO) ile girdigi reaksiyondur. Bu reaksiyon iiriinii peroksinitrittir (ONOQ") [Reaksiyon 6] ©°
O+ NO—®»ONOO" [Reaksiyon 6]
ONOO" +H* —®»ONOOH [Reaksiyon 7]

ONOOH —®OH +NO; [Reaksiyon 8]

Tablo 3



LH A=oAA=ANA—/ Doymamis yag asidi
J, -H* (hidrojen koparilmasi)
I N\ "=A— Lipid alkil radikal (izole gift bag formu)

l (Molekiiler duzenleme)

L' NYT\=A=/ Lipid alkol radikali (konjuge dien formu)

,/ O, girigi
LOOIY=\='/\=/
Lipid peroksil radikali
0 ~ 7_)_,./

—~ (P Lipidhidro peroksid

H
Dogmamis yag asidi t/'t_/ L

LH Lipid alkil radikali

Son derece hizli gergeklesen bu reaksiyonda ONOO" olusum hiz1 6.7X10 ° L. mol 5!
olup diffuzyon smirhdir™®. Fizyolojik pH da ONOO-" derhal. OH ve nitrojen diokside (NO.)
pargalanir [Reaksiyon 7,8]. Cok gii¢lii bir prooksidan olan ONOO", SOD ile reaksiyona girerek
gliclii bir nitratlayict ajan olusturur. Sonugta hiicresel proteinlerin tirozin kalintilarinin
nitratlanmasi hiicresel disfonksiyon ve dliime yol agabilir (3,24). ONOO" in iskemik beyin
hasarindaki rolii son bes yil iginde arastirilmaya baslanmistir. Diger yandan NO- in hem
serebral kan akimim artirict vazodilatator rolli, hem de ndronal hasar yapici serbest radikal
0zelligi nedeniyle, iskemik noron hasarindaki yeri konusunda ¢eligkili goriisler bulunmaktadir.
8 NOin néronal koruyucu seklinde mi yoksa N-metil-D-aspartat reseptor aktivasyonu ardindan
hasar verici mediator olarak mi rol oynayacaginin radikalin redoks durumu tarafindan
belirlenecegi one siiriilmektedir. Ayrica PC 12 hiicre dizeleri ile yapilan ¢alismalarda Cu Zn-
SOD aktivitelerindeki azalmanin NO--ONOO" yolu aracilig1 ile apopitotik hiicre 6liimiine

neden oldugu ortaya konmustur. 82



Morfolojik ¢alismalar korteksin 3. ve 5. tabakalarinda bulunan piramidal néronlarin ve
hipokampusta Ammon boynuzunun CA1 bolgesinde bulunan ndronlarin iskemi- reperfiizyon
hasarindan en fazla etkilenen bolgeler oldugunu ortaya koymaktadir. Reperflizyonun ilk 15
dakikasinda noronlarda morfolojik olarak gézlenen hasar mikrovakuolizasyondur. Sonraki alti

saat iginde hasar ilerler ve 48—72 saat sonra néron par¢alanmasi goriiliir.

3.2.1.4.4. LIPID PEROKSIDASYON

Plazma membranindaki doymamis yag asitleri, fosfolipidler, glikolipidler, gliserid ve
steroller, okside olabilen aminoasit igeren transmembran proteinleri, glukoz, mannitol ve
deoksi-sekerler serbest radikal hasarina ¢ok duyarhidir. Reaksiyonlar iginde en Onemlisi
hidroksil radikalinin ( OHe) membran lipidleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu
baslatmasidir. Lipid peroksidasyon, poliansatiire lipidlerin oksidatif yikimidir 3. Bu yikim,
genisleyen bir zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Plazma membrani ve hiicre i¢i organellerde
lipid peroksidasyon hemen tiim serbest radikal kaynaklar1 tarafindan stimiile edilebilir ve
ortamdaki Fe ve Cu gibi transizyonel metallerin varliginda potansiyalize edilebilir. Bu
reaksiyon tiim yeni olugsmus kimyasal serbest radikaller tiikeninceye kadar devam eder. Hiicre
membranindaki doymamis yag asitlerinin kaybi, lipid peroksit olusumu, lipid preparasyonlar
tarafindan  oksijen tiikketimi peroksidasyonu gosterir. Membran yag asitlerinin
peroksidasyonundan sonra olusan kisa zincirli yag asitleri, membran permeabilitesini ve

viskozitesini énemli 6lgiide etkiler 3.

Reperfiizyon hasarinin en 6nemli nedeni, artan serbest radikallerin nérénal hiicre,
plazma ve organel membranlari, vaskiiler endotel hiicre membrani ve myelinde baslattiklar
lipid peroksidasyonudur. Radikal aracili bir zincir reaksiyon mekanizmasi seklinde gelisen
lipid peroksidasyonu sirasinda, doymamis yag asidlerinin yan zincirlerinde yeniden

duizenlenme s6z konusudur ®. Lipid peroksidasyonu ii¢ asamada gerceklesmektedir (Tablo4)

Baglangi¢ basamag (initiation)



lerleme basamag (propagation)

Sonlanma basamag: (termination)

Tablo 4
0,
l \_ 0. ®< R +Fe?
(673 Lipid Peroxidation

o ONOO” —» *OH —» | Protein Oxidation
Nt > NOS| 5 NO- DNA Damage ¥

PO ’ i
Protein
—» —» | Cell Death

Nitrosylation

Ischemia Reperfusion

Baslangi¢ basamagi: Hiz kisitlayici olup yeterli reaktivitedeki oksijen kaynakli bir radikalin
bir metilen (-CHy-) grubundaki divinil (allilik) hidrojen atomunu koparmasi ile
gerceklesmektedir. Yag asidinde ¢ift bag varligt C-H bagin1 zayiflatarak H* atomunun
kopartilmasini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle membran lipidlerinin doymamis yag asidleri
yan zincirleri, peroksidasyona o&zellikle duyarlidirlar. ilk hidrojen atomunu kopartacak
reaktivitedeki radikaller, hidroksil (‘OH), alkoksil (RO-), peroksil (ROO-) ve hidroperoksil
(HO2) radikalleri olup, slperoksid anyonu ve hidrojen peroksid bu reaksiyonu
baslatamamaktadir’*. Hidrojen atomu tek bir elektron igerdigi igin, baslangi¢ reaksiyonu
sonunda geride karbon {iizerinde eslenmemis bir elektron kalmaktadir (-CH-). Daha 6nce
baslangi¢ reaksiyonu kavrami daha ileri basamaklar1 kapsamaktaysa da, son goriisler bu

asamanin sadece hidrojen atomunun koparilmasi reaksiyonu oldugunu kabul etmektedir /.

llerleme basamagr: Karbon merkezli radikal, molekiiler bir diizenleme ile izole ¢ift bag
formundan, konjuge dien formuna geger. Olusan lipid alkil radikali oksijen ile reaksiyona

girerek lipid peroksil radikalini olusturur. Lipid peroksil radikali ise, bir baska yag asidinden



hidrojen atomunu kopararak lipid hidroperoksidi ve yeni bir lipid alkil radikalini olusturarak
yeni bir zincir reaksiyonu baslatabilmektedir. Lipid hidroperoksidleri, fizyolojik kosullarda
nispeten kararli molekiiller olmakla birlikte, ge¢is metalleri veya metal komplekslerinin
katalizorliigiinde pargalanabilmektedirler. Beyin, ferrik demir (Fe 3*) agisindan zengin bir
organdir. Bu demirin biiyiik bir kism1 hemoglobin, myoglobin, aktif bolgesinde demir igeren
enzimlerde veya ferritin gibi depo proteinleri ile transferrin gibi transport proteinlerine bagl
olarak bulunmaktadir. Bu sekli ile demir katalizor gorevini yapamaz. Serbest demirin en
onemli kaynag ferritindir. NADH ve O, ferritindeki ferrik demirin indirgenmesini ve ferrdz

demir (Fe?*) olarak salmmasimi kolaylastirmaktadir [Reaksiyon 9] .
NADH + Fe3* + Ferritin ———»NAD"* + Fe?* + Ferritin [Reaksiyon 9]

Indirgenmis metal iyonlar1 (Fe 2* ve Cu*) lipid hidroperoksidi ile reaksiyona girerek
alkoksil radikalini (LO"), okside metal iyonlar1 ise (Fe** ve Cu 2*) daha yavas bir reaksiyonla

alkoksil ve peroksil (LOO") radikallerini olusturmaktadir [Reaksiyon 10].
LOOH + M™ LO— + M(™D*+ OH [Reaksiyon 10]

Her iki radikal de baska yag asidlerinden hidrojen atomu kopartarak lipid

peroksidasyonu zincir reaksiyonunu stirdGrtrler 74,

Sonlanma basamagy: Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlari, iki lipid peroksid radikali
etkilesinceye (annihilasyon) kadar siirmekte ve siklik peroksid (LOOL) olusumu ile

sonlanmaktadir [Reaksiyon 11].
LO 2+ LO—®, LOOL + O; [Reaksiyon 11]

Lipid peroksidasyonu sirasinda, karbon baglarinin kopmasi ile aldehid yapisinda
yikilim {iriinleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu sitotoksik metabolitler, malondialdehid (MDA) gibi

alkaneller, 4 hidroksinonenal gibi hidroksialkenallerdir. Malondialdehid sinifindan olan



tiyobarbitirik asid ile reaksiyon veren maddeler (TBARS), iskemi reperfiizyon olayinda lipid

peroksiasyonunun en duyarl gostergelerindendir ™.

Iskemide baslayan lipolizin, reperfiizyon siiresince de devam ettigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Bu nedenle reperfiizyonda, enzimatik lipoliz ve lipid peroksidasyonu,
membran hasarinda sinerjizm iginde siirmektedir. Perokside olmus yag asidleri, lipolizi
gerceklestiren fosfolipazlar i¢in dogal yag asidlerine oranla daha 1yi substratlardir. Ayrica lipid
peroksidasyon Urtinleri de fosfolipaz aktivitesini stimile etmektedirler . Lipid
peroksidasyonu, ortamda doymamus yag asidleri, oksijen ve metal katalizorler (Fe?*, Cu*)
bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest radikallerin olusumuna neden
olmaktadir. Bu nedenle reperfiizyon donemi, lipid peroksidasyonu icin gerekli kosullari
saglamas1 bakimindan ¢ok uygundur 8. Lipid radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon
iriinleri araciligi ile lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman

hiicresel yap1 ve fonksiyon hasarlar ortaya ¢ikmaktadir.

Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ve fonksiyonel hasara neden olan temel
yapisal degisiklik; membran yag asidlerinin interior alkil zincirlerine hidrofilik bir grubun
girmesi ve yag asidlerinin akoz faza dogru dénmeleridir. Bunun sonucunda olusan fonksiyonel

hasarlar sunlardir:

*Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membraninda akigkanligin azalmasi,
membran gecirgenliginin degismesi, membran potansiyeli azalmasi, membrana bagh

enzimlerde (Orn: Na*-K*ATPaz) aktivite azalmas1 72

*Lizozomal ve mitokondrial membranlari ilgilendiren ileri derecede lipid
peroksidasyonu ile organel igeriginin (mitokondrial matriks enzimleri, lizozomal enzimler

gibi) hiicre i¢ine salinmasi. Normal kosullarda lizozomlar i¢inde giivenli bir sekilde tutulan



lizozomal proteolitik enzimlerin sitoplazmaya salinmalari ile hiicre igi proteolizin hizlanmasi

ve doku hasarmin siddetlenmesi 6.

*Membran gegirgenliginin bozulmasi ile protein sentezi igin ¢ok 6nemli olan K* ve

Mg?* konsantrasyonlarinin degigmesi ve buna bagli olarak protein sentezinin inhibisyonu.

*Lipid peroksidasyonunun yikilim {iriinii olan malondialdehidin, proteinlerin amino
gruplari ile sift baz1 olusturmasi ve tiyol gruplari ile etkilesim. Bu sekilde olusturdugu protein

fragmantasyonu ve polimerizasyonunun yanisira MDA nin mutajenik etkisi de gosterilmistir

7

3.2.1.4.5. Lipid Karboksilasyonu

Reperflizyonda ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkisi ile olusan lipid radikali, dokuda
artmis bulunan karbondioksid ile reaksiyona girerek lipid karboksil radikalini olugturmaktadir.
Karboksil radikali, lipid peroksidasyonu kadar yaygin olmasa da membran hasarina katkida

bulunmaktadir [Reaksiyon 12, 13, 14] ™.

HO + LH —®»HOH + L' [Reaksiyon 12]

L + CO,—®»LCOO [Reaksiyon 13]

LCOO: + HOH —®»LCOOH + HO- [Reaksiyon 14]
3.2.1.4.6. Protein Oksidasyonu

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin, 6zellikle duyarli amino asidler ile direkt
etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Protein fonksiyonu i¢in kritik pozisyonda olan
amino asidler (Orn: enzimin aktif bdlgesindeki amino asidler), zellikle radikal hasarmna
duyarhidirlar. Metionin, sistein gibi terminal siilfidril (-SH) grubu bulunduran amino asidler ile
triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik amino asidler, oksidasyona en fazla maruz

kalmaktadirlar. Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan



degisiklikler fonksiyonlarmi etkilemektedir /. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip
membran proteinleri, 6zellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarli olduklar i¢in
protein oksidasyonu ile énemli hiicresel ve membran fonksiyonlar1 bozulmaktadir 8. Protein
yapilarindaki hasarin gosterilmesi igin, protein karbonillerinin belirlenmesi yaygin olarak
kullanilan bir gostergedir. Son yillarda protein bagl okside amino asitlerin; 6zelikle aromatik
ve siilfidril igeren kalintilarm analizi yapilmaktadir 8. Bunun yamisira iskemi-reperfiizyon
stirecinde hiicre i¢i enzimlerden olan antioksidan enzimlerin oksidasyonlar1 da bu enzimlerin

aktivitelerindeki azalmanin nedenlerinden birini olusturabilmektedir ™ 7% 8,

3.2.1.4.7. DNA Hasan

Reaktif oksijen radikallerinin, hiicrede saldirdigi bir diger Onemli makromolekdl
niikleik asidlerdir. Kalitsal bilgiyi tasiyan deoksiriboniikleik asidin (DNA) temel tas1 olan
niikleotidin yapisi i¢inde yer alan purin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini
gosterdigi bolgelerdir. Ozellikle guanin bazinin bu radikaller araciligr ile hidroksilasyonu
sonucunda DNA molekiiliiniin yapisi degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir 588081,
DNA vyapisinda 100 den fazla modifikasyon tanimlanmistir, ancak sadece guanozinin 8-
hidroksilasyonu yaygin olarak g¢alisilmaktadir "©73, Beyinde temel makromolekiiler genetik

yapilara olan hasar nedeniyle kreatin kinaz-BB (CK-BB), tubulin, néron spesifik enolaz (NSE)

gibi beyin proteinlerinin sentezinin azaldig1 ortaya konmustur .
3.2.1.4.8. Notrofil Kaynakh Hiicre Hasar:

Iskemik dokuda, serbest radikaller de dahil olmak iizere diger bazi kemoatraktanlarin
etkisi ile go¢ eden notrofiller, asagidaki mekanizmalar ile reperfiizyonda doku hasariin

ilerlemesine yol agmaktadirlar:

*Salgiladiklar1 proteazlar (elastaz, jeletinaz vb.) ile endotel hiicre pargalanmasina

neden olurlar.



*Reperflizyon doneminin en énemli mikrovaskiiler patolojisi olan kan akisinin geri
donmemesi fenomenine (no reflow phenomen), aktive olmus notrofillerin yol agtigi ve.
notrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlari ile kan akiminin geri donmesine engel olan kapiller

tikaglar1 olusturdugu bildirilmistir 84,

*Salgiladiklar1 vazokonstriiktor ajanlar ve trombosit aktive edici faktor (PAF) ile daha

blylk damarlarda da(arteriyol, prekapiller damarlar) daralmaya neden olmaktadirlar.

*Bir aragidonik asid metaboliti olan LTB4 salgilayarak, siiperoksid anyon radikali
iretimine ve noétrofillerin kemotaksisine neden olmaktadirlar. Boylece bir geri beslenme
mekanizmasi ile toplanmis olan nétrofillerden salgilanan kemotaktik faktorler yeniden serbest
radikal iiretimine ve nétrofil infiltrasyonuna neden olmaktadir.!’ Hartmann ve arkadaglari
notrofillerce dretilen superoksid anyon radikalininin, eritrositlerin agregasyonunu da
hizlandirdigin1 ve bu etkinin nétrofil agregasyonu ile birlikte kapiller ttkanmay1 daha arttirict

olabilecegini savunmuslardir.

3.2.1.5. inflamasyon

Inflamasyon, spinal kord yaralanmasi sonrasinda ¢ok hizli bir sekilde baglamaktadir.
Yaralanmayla baslayan ve devam eden kanama, 6dem, ndroeksitotoksinlerin akiimiilasyonu ve
biyokimyasal degisiklikler, inflamasyonun MSS {izerindeki esas etkilerini belirlemede
zorluklar yaratmaktadir. Inflamasyon, canli dokunun her tiirlii zedelenmeye kars1 gosterdigi
ortak bir reaksiyondur. Inflamasyon yaralanma alanindaki vaskiiler, norolojik, htiimoral ve
hiicresel yanitlari igerir. inflamasyon, organizmanin zedeleyici etkeni gevreleyerek yok etme
ve zararl siiregleri sinirlandirmasini saglayan ve takiben doku onarimina yol agan bir siirectir
57,61

Akut inflamasyonun ortaya ¢ikmasindaki en biyik etken yaralanma boélgesindeki

vaskiiler yanittir. Yaralanmadan hemen sonra kisa siiren bir vazokonstriiksiyon ve ardindan



arterioler vazodilatasyon olugur. Bu da kapiller yataga daha fazla kan gelerek konjesyona ve
takiben vaskiler permeabilitede artisa sebep olur. Lezyon bolgesine inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, polimorfonukleer granulositlerin (PMNL) lezyon bélgesini birkag saat iginde
infiltre etmesiyle baglar ve travmanin ilk glintinde en yiiksek seviyeye ulasir. Yapilan 11k ve
elektron mikroskopi ¢alismalarinda 4. saatten 6nce kan damarlar1 disinda ¢ok az sayida PMNL
bulunurken, 4. saatte bunlarin damar iginde sayica c¢ok arttiklar1 ve damar duvarindan ¢ikarak
dokuya girmeye basladiklar1 goriilmektedir®’. 8 saatlik preparatlarda, gri cevherde PMNL
kilimelesmeleri goriilmekte ve beyaz cevherde PMNL’ler noronlarin i¢indeki inkliizyonlar
olarak belirmektedir. 24 saatlik preparatlarda, dejenere néronlarin PMNL tarafindan sarildigi
ve PMNL ler arasinda selliiler kalintilarin bulundugu gésterilmistir®”. PMNL’ler ti¢lincii glinde
kaybolurlar. Bu sire iginde graniler iceriklerini ortama salarak litik enzimlerinin etkisiyle
vaskiiler, noronal ve glial hasar1 daha da artirabilmektedirler °’. PMNL infiltrasyonu miktar1
ile olusan hemoraji miktar1 korelasyon gostermektedir. Histamin, plazma proteazlari,
bradikinin, prostaglandinler, trombosit aktive edici faktor, 16kotrienler, platelet-aktive edici
faktor, serbest oksijen radikalleri, seratonin gibi inflamasyon mediatorleri yaralanmis spinal
kordda lezyon bolgesinde birikirler. Inflamatuar hiicreler i¢in kemoatraktan olan bu maddeler
doku hasarmnin hizla ilerlemesine neden olurlar®’. Ortamdan kaybolan PMNL’lerin yerini
mikroglial hiicrelerden ve dolasimdan kaynaklanan makrofajlar almaktadir. Makrofajlar
myelin, hemorajik ve nekrotik doku kalintilarin1 fagosite etmektedir. Ayni zamanda
makrofajlar, anjiogenezi baglatan interlokin—1 benzeri sitokinleri de salgilamaktadirlar.

Tim bu siirecler sirasinda, giderek ilerleyen aksonal zedelenme ve demyelinizasyon
olusmaktadir. Hasarli bolgede kavitasyonlar meydana gelmekte ve bunlar da birleserek

posttravmatik syringomyeliyi olusturabilmektedirler .



3.2.1.6. Apopitoz

Apopitoz terimi, biyomedikal terminolojiye ilk defa 1972°de Kerr tarafindan
sokulmustur. Hiicrelerin asla sebepsiz ve bilinmeyen bir yolla 6lmedigi, bir program dahilinde
bu siirecin gergeklestigi 1951°de Gliicksmann, 1974’te de Saunders tarafindan 6ne siiriilmiis
ve arastirilmistir. Lockshin 1974’te tiim bu siireci “programlanmis hiicre 6liimii” olarak
tanimlamigtir .

Apopitoz, embriyolojik gelisim, immiin sistem, kimyasal nedenli hiicre 6liimii, hormon
bagimli atrofi, metamorfoz ve normal hiicre yasami gibi ¢ok c¢esitli farkli biyolojik sistemlerde
onemli ve normal bir strectir . Uygunsuz apopitoz ise, insanda; Alzheimer ve Huntington
hastaliklar1 gibi norodejeneratif hastaliklarla, iskemik hasarlarla, otoimmiin hastaliklarla ve
kanserin bir¢ok formu ile iliskilidir.

Apopitoz, hiicrelerin pargalanmasi i¢in endojen hiicresel enzimlerin aktif katiliminm
gerektiren otonom hiicre 6liim siireci olarak tanimlanmaktadir %, Bu stireg morfolojik olarak,
hiicre 6liimiiniin major formu ve dramatik bir yok olma fazidir. Bu faz, hiicre voliim kaybini,
plazma membran sismesini, siklikla subplazmalemmal olmak iizere endoplazmik retikulumun
dilatasyonunu, niikleer kromatinin ve sitoplazmik organellerin yogunlagsmasini igermektedir.
Tiim bu stereotipik morfolojik degisiklikleri takiben, hiicresel komponentler apopitotik cisim
olarak adlandirilan membran ile kaplanmig vezikiiller haline getirilerek, komsu hicreler
tarafindan hizla fagosite edilirler. Bu otonomik hiicre 6liim siireci, kaspaz olarak adlandirilan
bir enzim grubunun proteolitik olarak birbirlerini ve birgok intraselliiler anahtar hedef proteini
bolerek aktiflemesi ile hiicre 6liimiiniin gerceklestirilmesi esasina dayanir.

Apopitozise bagli olarak hiicrede biiziisme, ¢ekirdegin kiigiilmesi ve piknotik bir hak
almasi, kronatin kondansasyonu ve apopitotik cisimcik olusumlart ortaya ¢ikar ve hiicre
sonunda parankimal hiicreler veya fagositlerce ortadan kaldirilir. Bu bigimde olusan hiicre
kayb1 esnasinda, nekrozun aksine ¢evre hiicreler bu 6liimden etkilenmez ve ortaya inflamatuar

bir yanit ¢tkmaz .



Apopitozisde amag, ekstraseliiler ortama salindiklarinda, immiinogenetik, otoreaktif ve
inflatuar istenmeyen etkiler olusturabilecek sitoplazmik komponentlerin zararsizca
uzaklastirilmalarim saglamaktir. Boylece hiicre, ¢evredeki hicbir hiicreye zarar vermeden
ortadan kaldirilmis olur #°.

Apopitozis aktif bir siire¢ olup en azindan bu siirecin baginda internal ve eksternal
uyaranlara karsi spesifik genlerin aktivasyonuna gereksinim gosterir. Apopitotik ve anti-
apopitotik genler aracilig1 ile dengelenen bu aktif siiregte rol oynayan genler Tablo 5’de

siralanmistir. S6z konusu genlerde izlenen mutasyonlar kanser gelisiminde 6nemli rol oynar.

Tablo 5: Pro-Apopitotik ve Anti-Apopitotik Genler

Pro-Apopitotik Genler Anti- Apopitotik Genler
Cmyc Bak Bcl-2
Fas(CD95) Bax
TNF BCL-Xs Bcel-Xu
P53 Ced-3
BAD Ced—4
Hid

Tablo 6: Apopitozis Uzerine Etkili Faktorler

Programli hiicre 6limii
Genetik kontrol
Reseptor aracilikli apopitozis
Fas + Fas ligand
TNF-R1 + TNF
Sitotoksik T hiicre aracilikli
Yasamsal faktorlerin eksikligi
Sitokin ve biliylime hormonlari(testosteron,IL2,HGF, IGF)
Ekstraselltiler matriksten adhezyon molekdlleri ile sinyal iletimi
DNA hasan
Radyasyon(p53 gen aracilikli apopitozis)
Kemoterapi(p53 gen aracilikli apopitozis)
Sitotoksik uyar1
Iskemi
Sitotoksik ajanlar
Viral infeksiyon
Bakteriyel toksinler
Oksidanlar




Noronal dokuda, iskemik dokunun resirkilasyonu ile ortama gelen ve fizyolojik
metabolizasyon sinir1 iizerindeki molekiiler oksijenin indirgenmesi ile superoksid radikali
basta olmak tizere, hidroksil, hidroperoksil, peroksinitrit radikalleri ve hidrojen peroksid gibi
reaktif oksijen tiirleri olugsmaktadir. Oksijen kaynakli radikallerin, 6zellikle membranlardaki
lipid yapilarinda bulunan doymamis yag asitlerinin reaktif metilen gruplarindan allilik bir
hidrojen atomunu koparmalar1 ile baslayan lipid peroksidasyonu reperfiizyon hasarinin en
onemli nedenidir. Ayrica lipid karboksilasyonu, protein oksidasyonu, DNA hasar1 ve notrofil
kaynakli hiicre hasar1 da hiicresel fonksiyonlari etkileyen diger hasarlardir. Sonug olarak
noronal dokuda iskeminin derinligi siiresi ve reperfiizyonda olusan reaktif oksidan miktart ile
iliskili olarak hiicrenin temel makromolekiiler yapilarinda meydana gelen degisiklikler

nedeniyle farkli derecelerde fonksiyonel ve morfolojik doku hasar1 ortaya ¢ikmaktadir.

3.3. SPINAL KORD YARALANMASINDA FARMAKOLOJIK TEDAVI

Spinal kord yaralanmasinin fizyopatolojisinde ve farmakoterapisindeki son gelismelere
bagli olarak deneysel spinal kord yaralanmalarinda, noroprotektif etkili ¢cok sayida madde
denenmektedir. Bu ilaglardan sadece metilprednizolonun, kontrolll, cok merkezli ve genis
klinik ¢alismalarda, insanlarda fonksiyonel iyilesmeyi artirdigi gosterilmistir ©. Son
zamanlarda, birgok karsit goriislii calismalar yapiliyor ve bazi kliniklerde terkediliyor olmasina
ragmen, halen en genis kullanima sahip tek ilagtir. Yapilan deneysel ¢alismalara paralel
olarak, heniiz preklinik ¢alisma asamasindaki pek ¢ok yeni ilag spinal kord yaralanmasi i¢in

Umit vericidir.

3.3.1. Spinal kord Yaralanmasinda Deneysel Tedaviler
3.3.1.1. Kalsiyum Kanal Blokorleri
Kalsiyum, ikincil hasarda voltaj bagimli kanallardan girerek hiicre i¢inde asir1 miktarda

artmakta ve noral yaralanmalarda 6nemli rol oynamaktadir. Kalsiyum kanal blokerlerinin



noroprotektif etkilerini mikrosirkilasyon tzerindeki anti-vazospazmik etkileriyle gosterdikleri
diistintlmektedir %. Bu nedenle secilecek kalsiyum kanal blokorleri sistemik hipotansiyon ve
iskemi artisina neden olmayacak sekilde, santral sisnir sistemi damarlarina selektif etkili
olmalidir. En ¢ok calisilan maddelerden birisi, merkezi sinir sistemi i¢in selektif etkinligi
oldugu diisiiniilen nimodipindir. Nimodipinle yapilan pek ¢ok ¢calismada, noéroprotektif etkiden
¢ok posttravmatik kan akimini artirdigi saptanmistir. Takiben, nimodipin verilmesiyle birlikte,
kardiyak debinin ve intravaskiiler voliimiin artirildig1 ¢alismalarda bir miktar noroproteksiyon

saglanmistir.

3.3.1.2. Antioksidanlar ve Serbest Radikal Tutucular

Glutatyon, alfa-tokoferol (vitamin E), askorbik asit gibi antioksidanlar merkez sinir
sisteminde ¢ok miktarda bulunmaktadir. Bu antioksidanlarin serbest radikalleri tutucu 6zelligi
ile noroprotektif etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. 21-aminosteroid, tirilazad mesilat, siklosporin
A gibi antioksidanlardan da yeterli etki saglanamamaistir. Yakin zamanda yapilan ¢aligsmalarda,
bir serbest radikal tutucu olan melatoninin ultrastriiktiirel korumayi sagladig1 ve néroprotektif
etkisi oldugu gosterilmistir %. Yine, lipid peroksidasyon iizerinden ndroprotektif etkisi oldugu
ve gerek klinik gerekse ultrastriiktiirel iyilesme sagladigi gosterilen magnezyum da calisilan
ve {imit baglanan bir ilagtir 3. Bir antiaritmik olan meksiletin, lipid peroksidasyon diizeyini
diisiirmekte ve ndroprotektif etki saglayabilmektedir *’.
3.3.1.3. Opioid Reseptdor Antagonistleri

Deneysel spinal kord yaralanmalarindan sonra endojen opioid peptidlerde lokal artig
olmakta ve bunlar da opioid reseptorleri araciligi ile sekonder hasarda Onemli rol
oynamaktadirlar 8. Opiat reseptor antagonistlerinden olan naloxone ile bir¢ok ¢alisma yapilmis
ve spinal kord kan akimini ve norolojik iyilesmeyi arttirdigini gésteren sonuglar elde edilmistir
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3.3.1.4. inflamatuar/ Immiin Cevaplarin Baskilanmasi



Viicutta herhangibir doku yaralanmasi polimorfoniikleer 16kositleri ve makrofajlar
iceren inflamatuar reaksiyonu baglatmaktadir. Bu reaksiyon, doku iyilesmesini saglamaktadir.
Eriskin merkezi sinir sistemi, kendine ait immiinsupressif mekanizmalar araciligi ile kendisini
immiin hiicrelerin potansiyel zararli etkilerinden korumaktadir 7.

Metilprednizolon ve PAF antagonistleri de inflamatuar cevabi kismen azaltarak ya da
tamamen inhibe ederek etki gostermektedirler. Klorakin ve kolsisin kullaniminin, spinal
kordda iskemi sonrasi inflamatuar degisiklikleri ve doku hasarin1 azalttigi deneysel

calismalarda bildirilmistir 2’.

3.3.1.5. Tirotropin salict hormon ve TRH analoglari
Tirotropin salict hormon ve TRH analoglar pek ¢ok ¢alismada kullanilmis ve spinal
kord kan akimini iyilestirme, lipid yikimimi azaltma, endojen opioidlerin etkisini antagonize

etme gibi etkileriyle iyi sonuglar bildirilmistir.

3.3.1.6. GM-1 Gangliozid

GM-1 gangliozid, memeli MSS hicrelerinde bulunan bir glikolipiddir. Deneysel
calismalarda noroprotektif ve noronal fonksiyon restorasyonunda potansiyel etkileri
bulunmustur. In vitro calismalarda GM-1 gangliozidin, eksitatér aminoasitlere baglh
norotoksisiteye karsi néronu koruyucu etkisi oldugu bulunmustur. Yapilan ¢alismalar, GM—-1
gangliozidin olusturdugu uzun dénemdeki nodronal ve klinik diizelmenin, akut hasardaki
sonuglarina gore daha iyi oldugu saptanmustir 8. GM-1 ile metilprednizolonun kombine

kullanimlarinda, GM-1’in metiprednizolonun néroprotektif etkisini bloke ettigi bildirilmistir?.

3.3.1.7. Monoamin modulatorleri
Yaralanma boélgesindeki norepinefrin akimilasyonunun, nekrozUN patolojik temelini

olusturdugu disiiniilmistiir. Deneysel spinal kord calismalarinda, 5-HT kullaniminin,



iyilesmeyi arttirdig1 gosterilmekle birlikte, bu konuda heniiz klinik ¢aligma yoktur.

3.3.1.8. Buyume faktorleri

Spinal kord yaralanmasi sonrasinda omuriligin belirli bolgelerinde asidik ve bazik
fibroblast biiyiime faktorleri salgilanmaktadir. Bu faktorler ndronlarin  yasamalarini
kolaylastirir, norit gelisimini arttirir, nérotransmitter sentezini degistirir ve eksitatér amino
asitlere bagli néron dliimlerinde koruyucu etki gosteririr °7.

Yeni dogmus sicanlarda, aksonotomi sonrasi rubrospinal ve kortikospinal néronlarda
yaygin hiicre 6liimii oldugu ve bunun beyin kaynakli norotrofik faktor ya da norotropin—3
tarafindan biiyiik 6lgiide engellendigi gosterilmistir °’. Benzer bigimde, eriskin siganlarda da
spinal kord transeksiyonu sonrasi bdlgesel uygulanan ndron biiylime faktoriiniin aksonal

yenilenme ve uzamayi arttirdig1 gosterilmistir.

3.3.1.9. Eksitator Amino Asit Reseptdr Antagonistleri

Deneysel spinal kord yaralanmalarinda, MK—801 ve dekstrometorfan gibi NMDA
reseptor antagonistlerinin etkili olduklar1 ve nérolojik iyilesmeyi artirdigi gosterilmistir®,
AMPA ve kainat reseptor antagonistleri de ¢alisilmistir. AMPA reseptor antagonisti olan, 2,3-
dihidro—6-nitro—7-sulfamoilbenzoquinoksalin’in travma oncesi ya da ilk 15 dakika iginde
uygulanmasinin, siganlarda histopatolojik, elektrofizyolojik ve fonksiyonel diizelme yaptig1
gosterilmistir 2.

Bununla birlikte, eksitatdr aminoasit antagonistlerinin sistemik yan etkileri klinik
kullanim1 smirlanmaktadir. Bu ajanlar kan-beyin bariyerini gecebilir ve sistemik kullanim
glutamat Gzerinden ilerleyen sinaptik iletimi bozabilir. Travmaya sekonder ekstraseltler
glutamat artiginin 1-2 saat i¢ginde normale dondiigii gosterilmistir. Bu mekanizma ilaglarin ilk
1-2 saat i¢inde uygulanmasi zorunlulugunu getirmektedir ®. Daha ge¢ uygulanan NMDA

agonistlerinin glutamat norotoksisitesini arttirdiklar1 gésterilmistir 2.



3.3.2. METIiL PREDNiSOLON (METIiL PREDNIiSOLON SODYUM SUKSINAT-
MPSS)

Deneysel spinal kord yaralanmalarinda, noroprotektif etkili ¢ok sayida madde
denenmistir. Bracken ve ark.’nin 1991°de yayinladiklar ¢ok merkezli, randomize kontrollii bir
calismaya kadar, travmatik spinal kord hasarli hastalarda norolojik iyilesmeyi artiracak higbir
tedavi yok denilmekteydi. Ancak bu ¢aligmanin, yaralanmadan sonra 8 saat iginde baslayip 24
saat sliren tedavide verilen yiiksek doz MPSS uygulamasinin (total doz 154,2 mg/kg/24 st),
norolojik fonksiyonu iyilestirdigini gostermesi, akut spinal kord hasarinin farmakolojik
tedavisi i¢in 6nemli vaat vermistir 2,

Glinlimiizde, insanlarda akut travmatik spinal kord hasarinin tedavisinde, akut fazda,
MPSS tek terapotik ajan olarak kabul edilmektedir. Ancak, MPSS’nin spinal kord hasarindaki
etkisinin kesin mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerimiz yetersizdir.

MPSS, diger glukokortikoidler gibi antiinflamatuar etkiye sahiptir. Akut inflamasyon,
notrofil infiltrasyonu, trombosit par¢alanmasi, endotel hiicre fonksiyon degisiklikleri, vaskiiler
permeabilite artisinin pik yapmasi ve 6dem formasyonunu iceren kompleks hormonal ve
seliiler cevaptir. Eikosonoidler, serbest radikaller, kininler, proteolitik enzimler ve diger
inflamatuar mediatorler inflamatuar prosesin aktivasyonuna katkida bulunurlar. Yiiksek doz
MPSS’nin antioksidan etkisi, spinal kord hasarindaki etkisini tanimlamak tizere kullanilmistir.

MPSS’yi  de igeren glukokortikoidler giicli  antiinflamatuar  ajanlardir.
Glukokortikoidlerin  antiinflamatuar etkisi genis olarak calisilmistir.  Arastirmalar,
glukokortikoidlerin inflamasyonu baskilamalarinin kemotaksisi, fagositozu, inflamatuar
mediatdr sentezi ve lizozomal enzim salinimini da igeren 16kosit fonksiyon inhibisyonu yoluyla
oldugunu gostermistir %1, Antiinflamatuar etkiler, en azindan kismen lipokortin, vazokortin ve
anjiotensin konverting enzimler gibi antiinflamatuar polipeptitlerin sentezi iizerine uyarict

etkiye, nihayetinde membran fosfolipidlerinden arasidonik asit salinimin1 ve sonrasinda



eikosonoidler ve serbest radikallerin olusumunu katalizleyen fosfolipaz A2 inhibisyonuna
baglanabilir 6.

Spinal kord yaralanma modellerinde MPSS ve deksametazonun, cogunlugu fayda rapor
eden ¢ok sayida dozlama programlari incelenmistir. MPSS, glukokortikoid potensi kortizondan
daha biiyiik ama deksametazondan daha diisiik olan sentetik steroidlerin bir grubudur %,

Demir bagimli lipid peroksidasyonu inhibe eden ancak glukokortikoid aktivitesi
olmayan 21-aminosteroidlerin spinal hasar modellerinde faydali oldugu bildirilmistir 3.

Spinal kord hasarli hastada iyilesme 30 mg/kg bolus dozdan sonra olusur ve vicuttaki
glukokortikosteroid reseptorlerini aktive etmeye gereken miktarin 1000 katidir. Bu nedenle,
MPSS’nin hormonal etkisiyle ilgisi bulunmayan direkt bir kimyasal etkisi olabilir %,
Demopoulos ve arkadaslari, steroidlerin membranlart stabilize etmede travma ile indtklenen
serbest radikal reaksiyonlarini inhibe ederek 6nemli bir rol oynayabilecegini 6ne siirmiislerdir
61, Braughler ve Hall yiiksek doz MPSS’nin (30 mg/kg, iv) lipid peroksidasyonu azalttigi,
ATPaz gibi membrana bagli enzimleri ve noroflamanlar gibi intraseliiler molekiiler yapilar
korudugunu ve spinal kord hasarindan sonra laktik asidin tehlikeli biyolojik artisini geriye
cevirdigini bulmustur °. Tiim bu sonuglar 1$18inda, MPSS’nin spinal kord hasarmdaki
koruyucu etkisinin en muhtemel agiklamasi, MPSS’nin hasar bolgesinde lipid peroksidasyonu
ve hidrolizi inhibe ederek membran bozuklugunu baskilamasidir 37 3% 61,

Klinik kullanimda terapotik sonuglar i¢in gereken doz (154,2 mg/kg/24 st), hayvan
modellerinde lipid peroksidasyonu ve ndroflament kirilmasini inhibe etmede en etkili oldugu
gosterilen doza benzerdir '*. Membranin bu yikilmasi hasarin 8 saati iginde pik yapar °. Bu
bulgular Bracken ve arkadaslarinin hasardan 8 saatten daha sonra MPSS ile tedavi edilmis
hastalarin nérolojik sonuglarinin plasebodan farkli olmadig1 gézlemi ile tutarhidir 3.

Lipid peroksidasyonunun inhibisyonunun sekonder bir etkisi de arasidonik asit

mekanizmasinin vazoaktif yan iirlinlerinin azalmasidir. Bu da hasar bolgesinde kan akimini

artirir %7



MPSS ve diger glukokortikoidlerin, notrofil bagimli hiicre apopitozu lizerinde kuvvetli
inhibitor etkileri oldugu gosterilmistir. Kato ve arkadaslar1 bu etkinin doz bagimli olarak hem
spontan hem de tumor nekroz faktorii (TNF) notrofil bagimli hiicresel apopitozda etkili
oldugunu gostermislerdir *°. Benzer bigimde, devamli prednisolon uygulamasinin, saglikli
popiilasyonda hiicresel apopitozu azalttigi gosterilirken, inflamatuvar reaksiyonlara bagl
olaylarda apopitozu normal seviyelere kadar indirdigi bulunmustur “% %3, Prednisolonun bu
etkisinin, sitokin olusumunu azaltmasina ve reseptor diizeyindeki etkilerine bagli oldugu
disiiniilmektedir. Sitokinler ve benzeri kemotaktik maddelerin azalmasi, PMNL gdciinii
engellerken, reseptor degisiklikleri ise ndtrofillerin endotel yiizeyine yapisabilirliklerini ve
doku igine infiltrasyonlarin1 engellemektedir %°.

MPSS ile ilgili ¢ok merkezli ve kontrollii ilk ¢alisma, “National Acute Spinal Cord
Injury Study-NASCIS” olarak bilinen ¢alisma serilerinin ilki olan ve 1979-1984 yillar
arasinda yapilan NASCIS-I’dir. Burada, 1000 mg lik doz kullanilmis ancak uzun dénem
takiplerinde bu dozun yetersiz olduguna karar verilmis ve 1985-1988 yillar1 arasinda
strddrilen ve sonuglari halen birgok klinikte kullanilan NASCIS-II yapilmistir. Bu ¢alismada,
MPSS’nin doz bagiml antioksidan etkisinin 30 mg/kg dozunda maksimum oldugu ve 60
mg/kg’dan sonra zararl: etkilerinin basladig1 gosterilmistir. Yine ilk 8 saatte verilen MPSS’nin
uzun dénem takiplerinde daha iyi nérolojik iyilesme goriilmiistiir 2. Takiben MPSS tedavi
stiresini belirlemek igin NASCIS-III yapilmistir. Yaralanmadan sonraki ilk 3 saatte MPSS
baslanan hastalarda, tedavinin 24 saatten fazla siirmesinin ndrolojik degisiklik yapmadigi
saptanmistir. Yaralanmadan sonraki 3-8 saat icinde baslanan MPSS tedavisinin 48 saate
uzatilmasinin ise norolojik iyilesmeyi artirdig1 gosterilmigtir 12 14,

Yiksek doz MPSS tedavisi alan hastalarda daha fazla yara yeri ve ameliyat bolgesi
enfeksiyonu bulunmustur. Yine yapilan klinik serilerde gastrointestinal kanama oraninin arttig1

bildirilmekle birlikte tiim bu yan etkilerin plasebo gruplarindan farkli olmadigi da bildirilmistir
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Yiiksek doz MPSS’nin ndrolojik iyilesmeyi artirdigi bildirilmesine ragmen, uzun stireli
kullanimlarinda makrofajlarin antijen sunumunu ve immiin hiicre aktivitesini azaltarak néronal

iyilesmeyi zayiflatabildigi de bildirilmistir 42,

3.3.3. AMIFOSTINE

Kemoterapotiklerin  kanser tedavi basarisini sinarlayan en o6nemli etki, normal
dokularda olusturdugu sitotoksisitedir. Bu etki, sitositatiklerin kullanimini 6nemli 6lgiide
engellemektedir. S0z konusu etkinin engellenmesi igin birgok *’sitoprotektif’’ ilag
gelistirilmeye calisilmaktadir 5°. Giiniimiizde, sitoprotektif amacl olarak en sik kullanilan

ilaglardan biri de Amifostine’dir.

Amifostine’nin gelisimine yol acan arastirmalar Soguk Savas siiresince basladi. II.
Diinya savasini sonlandiran atomik kirlilikler sonrasinda radyasyon hasarindan viicudu
koruyan kimyasal maddelerin gelisimine yonlenildi. A.B.D. askeri kuvvetleri, atomik

kirlenmenin radyasyon etkilerinden askerlerini koruyan ajanlarla ilgilendiler °°.

Radyasyon, reaktif atom gruplari olan serbest radikallerin iiretimine neden olarak
hlcrelere zarar verir. Hiicrelerde serbest radikaller DNA gibi diger atomlara yapisir ve hasar
verir ve tahrip eder. Serbest radikaller daha fazla hicresel hasara neden olan oksijen ile
reaksiyona girer. Siilfidril bilesikleri veya thioller, DNA hasarin1 tamir eden veya dnleyebilen
serbest oksijen radikalleri olarak etkileyebilir. 1940’larin ilk yillarinda glutatyon ve sistein gibi

thiol i¢eren bilesiklerin radyoprotektif etkileri oldugu gosterildi.

Amifostine (WR-2721), soguk savas yillarinda “Walter Reed Army Institute’’
arastirma laboratuarlarinda, askeri personeli olasi bir niikleer savasta radyasyon etkisinden
korumak igin gelistirilmis radyoprotektif bir ajandir *°. Bu amagla gelistirilen ve isimlerini
“Walter Reed Army’’ ’nin ilk harfleri olan WR’den alan 4400 kimyasal ajan iginde
radyoprotektif etkinligi en belirgin ve giivenle kullanilabileni amifostine (WR-2721) olmustur.

Soguk savas yillarinda yapilan hayvan c¢aligmalari, bu kimyasal ajanin fare, kopek ve



maymunlari letal dozda radyasyon etkisinden korudugunu ortaya koymustur °°.

[lacin tip diinyasmin ilgisini ¢ekmesi, soguk savas riskinin azaldig1, ilacin
formiilasyonunun saklanmasima gerek kalmadigi donemlerde, normal dokulari nitrojen
mustard (HN2), L-phenylalanine mustard (L-PAM) ve sisplatin gibi alkilleyici ajanlarin
olumsuz etkisinden korudugunun gosterilmesi ile baslamistir 8. Bu sekilde baslayan siireg
giderek hizlanmis ve ilag glinlimiizde radyoprotektif ve sitoprotektif bir ajan olarak yaygin

bicimde kullanim alan1 bulmay1 basarmistir.

Thiol igeren ve dolayisi ile antioksidan olan sodyum tiyosulfat ve dietil-ditiyokarbomat
gibi bilesiklerin normal dokuyu radyasyon ve bazi kemoterapdtiklerin istenmeyen etkilerinden
korudugu uzun yillardan beri bilinmektedir % 8, Ancak Thiol bilesiklerinin kanser tedavisinde
bir sitoprotektan olarak kullanimi miimkiin olamamustir. Ciinkii thiol igeren bilesikler, sadece
normal dokuyu sitotoksisiteden korumakla kalmiyor, sitotoksik anti-timor etkiyi de ortadan
kaldirtyordu. Bir thiol bilesigi olan amifostine (WR-2721) bu yam ile diger thiol igeren

bilesiklerden ayrilmaktadir.

Amifostine, organik bir thiofosfat bilesigidir. Kimyasal adi 2—3 aminopropil amino
ethannetiol, dihidrojen fosfattir. S—2 etiolfosforothiotik igaretlidir. Molekiiler agirligi 214,22

ve molekiler formili C5H15N203PS dir.

Amifostine, diger siilfidril igeren bilesiklerden farklidir. Thiol grubu fosfat ile
kaplanmis ve korunmustur. Boylece Ethyol aktif metaboliti olan serbest thiole doniisiim igin

alkalin fosfataz ile defosforilasyon gerektirir.

Amifostine (WR-2721), bir “’pro-drug’’(6n ilag) olup sitoprotektif etkinligi yok ya da

5. 8 lacin etkin olabilmesi icin, hiicre icinde alkalen fosfataz enzim

cok azdir
katalizorliiglinde bir fosfat grubunun uzaklastirilmasi ve thiol grubunun serbest hale gelmesi

gereklidir. Bu etki ile pro-drug, aktif metaboliti olan WR-1065"¢ doniisiir®® 8. Olusan



metabolit dokular tarafindan hizla alinan ve sitoprotektif etkiden sorumlu olan metabolitdir.
Kendisi de bir aktif metabolit olan WR-33278’¢ okside olarak etkisini kaybeder (Tablo 7).
Protektif etkiden sorumlu olan serbest siilfidril grubudur. Bu etkiyi, normal hiicre DNA’sinda
hasar ve kiriklar meydana getiren serbest radikalleri, alkile edici ve platinyum bazli sitostatik

ajanlar tarafindan olusturulan karbon iyonlarini ortadan kaldirarak yaptig1 diisiiniilmektedir.

Amifostine’nin normal dokuyu tercih etmesi birka¢ faktorle agiklanmaktadir.
Bunlardan biri, aktif metaboliti olan WR-1065’e doniisiimiinii saglayan membran pH bagimli
alkalen fosfatazin, normal hiicrelerde daha fazla ve aktif transport sistemini kullanmasidir.
Normal dokularda kanlanmanin ve mikrogevre pH degerinin malign hiicrelerdekine nispetle

daha yiiksek olmasi da sozii gecen 6zelliklere yardimer faktorlerdir.

[lag intravendz uygulamay1 takiben hizla plazmadan temizlenerek normal dokular
tarafindan tutulur. Ilacin ¢ok kisa olan yari &mrii diger ilag etkilesimlerine olanak
tanimamaktadir. Gergekten de yapilan calismalar, eliminasyon yari Omriiniin 8 dakika
oldugunu ve 10 dakika icinde aktif metabolitine doniistiigiinii ortaya koymaktadir?® 91,
Kendisinin aksine, metaboliti dokularda ¢ok uzun siure kalabilmektedir. Normal dokular,
ozellikle kapiller diizeyde belirgin alkalen fosfataz aktivitesine sahip oldugundan, amifostine
(WR-2721)’nin aktif metaboliti olan WR-1065’e dontisiimii daha kolay gergeklesmekte ve
normal doku ilag etkisinden korunmaktadir. Buna karsilik tiimor dokuya ait kapiller yapilarda,
alkalen fosfataz aktivitesi belirgin olarak azdir. Doniisiimii saglayacak bu enzim eksikliginden
dolay1 benzer sitoprotektif etki tiimor dokusunda ortaya ¢ikmamaktadir. Timoér dokuda,
alkalen fosfataz aktivitesini daha da azaltan bir diger faktor, dokunun pH degeridir. Alkalen
fosfataz aktivitesi, en kii¢iik pH degerinden bile etkilenmektedir. Tiimor doku normal dokuya
kiyasla daha asidik oldugundan, bu pH’da enzim aktif hale gecemez.

[lacn, uygulanimi takiben ilk 30 dakikada karaciger, bobrek, kalp, kemik iligi, tiikriik

bezi gibi dokularda, tiimor dokusuna gore 100 kat daha yliksek konsantrasyonlara ulastigi

yapilan farmakokinetik calismalarda gosterilmistir. Ilk 60 dakikadan sonra ise aradaki



konsantrasyon farki azalarak 10 kata inmektedir. Hayvan deneylerinde, 21 giin ve 100mg/kg
uygulamada, amifostine (WR-2721)’nin tiimér dokularinda ¢ok Onemsiz miktarlarda
tutuldugu gosterilmistir. Oysaki ilag normal dokularca oldukga sabit bir oranda ve yuksek
konsantrasyonlarda tutulabilmistir®,

Amifostine (WR-2721)’nin kemoprotektif ve radyoprotektif ozellikleri benzerdir.
Ilag, yapisinda antioksidan oldugu bilinen thiol igerdiginden, &zellikle platinium, alkilleyici
ilaclar ve radyasyunun neden oldugu serbest oksijen radikallerini temizleyebilmekte, selliiler
toksisiteyi dnlemekte ve bu yolla ¢’sitoprotektan’” etki gosterebilmektedir °* &. Amifostine
(WR-2721)’nin sitoprotektif etkinligi birgok klinik ve pre-klinik ¢alisma ile gosterilmistir.
Yapilan bir¢ok ex vivo ¢alisma, ilacin sisplatin, carboplatin, siklofosfamid, nitrojen mustard,
bleomisin, cytarabin, etoposide, daunorubusin, paclitaxel, mitoxantron, vinblastin, idarubicin,
melphalan, mitomycine C, carmustine(BCNU) ve 5-florourasil’ in neden oldugu kemik iligi
toksisitesini azalttigin1 ve “’colony forming unit-spleen’’(CFU-S) hiicrelerini korudugunu
ortaya koymaktadir®®%9,  Ancak benzer koruyucu etki timor hicrelerinde ortaya
cikmamaktadir 93 %,

Amifostine (WR-2721), radyoterapi alan hastalarda, ‘’radyoprotektan’’ olarak da
uygulanmaktadir. Yapilan calismalar, radyoterapinin neden oldugu hematopoetik sistem,
akcigerler, gastrointestinal sistem toksisitelerini, ototoksisiteyi ve periferal noropatiyi
onledigini ortaya koymaktadir. Ilacin, radyasyonun oksijen serbest radikal olusumu aracilig

ile neden oldugu DNA ve hiicre membran hasarini 6nledigine inanilmaktadir.

Tablo 7. Amifostine ve Aktif Metabolitinin Kimyasal Formilii

(AMIFOSTINE)
NH2(CH2)3-NH-CH2-S-PO3H2

(S-2-(3 aminoprophylamino) ethyldihydrogen phosphorothioate)




(WR-2721)

Membrana bagh alkalen fosfataz

NH2(CH2)3-NH-CH2-CH2-SH

(WR-1065)-AKTIF METABOLIT

OKSIDASYON

NH2-(CH2)3-NH-(CH2)2-S

NH2-(CH2)3-NH-(CH2)2-S

(WR-33278)

3.3.3.1. AMIFOSTINE ve NOROPROTEKSIiYON

Amifostine tarafindan MSS radyoproteksiyonu tizerine klinik veriler hentiz yetersizdir.
Amifostine kan-beyin bariyerini (KBB) gecemez % 8. Bu problemin ¢dziimii igin baz1 gruplar
intratekal uygulamay incelediler. Ilave olarak servikal spinal kord irradiyasyonu tarafindan

indiiklenen rodent myelopati modelleri mevcuttur®st,




Normal merkezi sinir sistemi ve spinal kordun tolere edebilecegi radyasyon dozu
malign astrositik glioma icin kiir saglamasi agisindan oldukga diisiiktiir. Bu potansiyel
problemin ¢6ziimii i¢in normal MSS dokularimi tiimérden daha fazla koruyan bilesikler
gelistirmek gerekir. WR-27721, WR-77913 ve WR-3689 gibi radyoprotektif fosfotioatlar
suda yiksek oranda ¢Ozinebilir ama kan beyin bariyerini kolayca gecemez. Kan beyin
bariyerini gegen yollarla bu ilaclarin verilmesi rat servikal spinal kordunun

radyoproteksiyonunu bize degerlendirmek igin izin verir.

Spence ve arkadaslari’nin ratlarda yaptigi calismada, sag lateral serebral ventrikiil i¢ine
WR-2721, 0.33 mg; WR-77913, 2.75 mg ve WR-3689, 2,0 mg olarak ayr1 gruplar halinde
verilmistir. Takiben 45 dakika sonra hayvanlarin servikal spinal kordlarina tek doz fraksiyone
radyasyon verilmistir. Her rat haftalik olarak el ve bacak paralizi bulgular1 yo6niinden
incelenmistir. Sonug olarak 3 ila¢ grubunda da servikal spinal kordda radyoproteksiyon ve
buna bagli olarak néroproteksiyon oldugu gosterilmistir. Bu ilaglarin da etkinlik siras1 WR—
2721>WR-3689>WR-77913 olarak bulunmustur. Histolojik degisikliklerin de benzer oldugu
ve ayni etkinlik sirasina gore hiicre yapisinin korundugu gozlenmistir. Bu etkinin de beyaz
cevher ve vaskiiler elemanlarda koruma yaparak ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Ancak ayni
etki servikal spinal korddan ¢ikan schwann hiicreleri ile kapli periferik sinirlerde

goriillememisgtir'®,

Van der Kogel’in ¢aligmasinda, 20- 40 Gy aralikta rat spinal korduna uygulanan
radyoterapi sonrasinda beyaz cevherde nekroz ve demiyelinizasyon 4-7 ay sonra

degerlendirilmis ve sonuglar Spence ve arkadaglari’nin yaptigi galigmaya benzer bulunmug!?®.

Guelman ve arkadaslari, ratlarda tek fraksiyon 5 Gy neonatal radyoterapi ile indiiklenen
serebellar morfolojik hasar ve motor bozuklugu incelemisler. Maruziyetten 30 dakika Once
subkiitan (sc) 100 mg/kg amifostine uygulamasinin bu tip norotoksisiteyi oOnledigi

saptanmistir?’,



Alaoui ve arkadaslari, 15 giinliik ratlarin 2,5 Gy radyasyon uygulanmasindan 20 dk.
sonra verilen intraperitoneal 75 mg/kg amifostine uygulamasinin beyine koruma saglamadigi
gostermislerdir. Bu da ilacin verilme zamaninin ¢ok énemli oldugu ve bu ¢alismada radyasyon

sonras1 20 dk’nin ¢ok geg oldugu bildirilerek agiklanmigtir.?8

Lamproglou ve arkadaslar1 da, 45 giinliik ratlara tiim beyin radyasyonu uyguladilar.
Beraberinde farkli dozlarda amifostine verdiler. 75 veya 150 mg/kg doz amifostine verilen

gruplarda istatistiksel anlamli sonuglar elde edildi. 37.5 mg/kg doz daha az etkiliydi®?®.

Spence ve arkadaslari, santral spinal kordun tek fraksiyon radyoterapisi Oncesi 45.
dakikada ratlara intratekal amifostine verdiler. Erken toksisite ¢alismalarina dayanarak doz
0.33 mg idi. Onlar radyasyon myelopatisinin radyasyon dozuna bagimli olarak uzadigini

gosterdiler. Amifostine’nin de bu dozda néroprotektif oldugunu belirttiler!3,

Nieder ve arkadaglari’nmin caligmasinda, 180-210 mg agirhiginda 12 haftalik rat
kullanildi. Amifostine veya salin uygulamasi icin sisterna magnaya kanul yerlestirildi.
Yerlestirlen kaniiller injeksiyon sonrasi ¢ikarildi. Her grupta (intra tekal 0,3 mg, subkiitan 40
mg) 8-9 rat vardi ve radyasyon fraksiyonu oncesi 45. dakikada intratekal (it) veya subkdtan
(sc) amifostine verildi. Kontrol grubu it veya sc salin ile tedavi edildi. Ratlar en az 12 ay
siiresince spinal kord hasari bulgulari ve parezi agisindan monitorize edildi. Klinik tani
histolojik inceleme ile desteklendi. Sonugta; intratekal amifostine ile spinal kord korumasinin
saglanamadig1 belirtildi. Ancak yazarlar bu etkisizligin 6nemli bir sebebi olarak it uygulamnin
zor olmasina baglamislardir. Subkiitan amifostine uygulanmasinda ise myelopati insidansinin

azaldig1 goriildiigiinii belirtmislerdir'®.



4 AMAC

Bu calismanin amaci, deneysel spinal kord kontiizyon yaralanmasindan sonra
uygulanan Amifostine’in, doku lipid peroksidasyonu ve hiicre ultrastriiktiirii izerine etkilerini
aragtirmak ve bu etkileri halen kliniklerde siklikla kullanilmakta olan Metil Prednisolon’la

karsilagtirmaktir.



5. MATERYAL VE METOD

Deneyin yapilabilmesi igin gerekli etik kurul onayi Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi Deney Hayvanlari Laboratuari’ndan alindi. Bu ¢aligmada denek olarak agirliklart

210-250 gr arasinda degisen 35 erkek Wistar albino rat kullanildi ve rastgele 5 gruba ayrildi.

5.1. GRUPLAR



Grup I (n:7) (Kontrol) : Laminektomiyi takiben travma uygulanmaksizin doku 6rnekleri 24
saat sonra alindu.

Grup Il (n:7) (Travma) : Laminektomiyi takiben 50 gr-cm travma uygulandi. 24 saat sonra
yaralanma merkezinden 1 cm boyutunda doku 6rnekleri alindi.

Grup I (n:7) (MPSS) : Laminektomiyi takiben 50 gr-cm travma uyguland: ve derhal 30
mg/kg metil prednisolon ( Mustara Nevzat-istanbul), ip. olarak verildi. 24 saat sonra yaralanma
merkezinden 1 cm boyutunda doku 6rnekleri alindi.

Grup IV (n:7) (AMIFOSTINE) : Laminektomiyi takiben 50 gr-cm travma uyguland: ve
derhal 200 mg/kg Amifostine(Er-Kim Ilag-Istanbul) ip. olarak verildi. 24 saat sonra yaralanma
merkezinden 1 cm boyutunda doku 6rnekleri alind.

Grup V (n:7) (Vehicle) : Laminektomiyi takiben 50 gr-cm travma uygulandi ve derhal

2 mL % 0,9 NaCl (SF) soliisyonu ip. olarak verildi. 24 saat sonra yaralanma merkezinden 1 cm
boyutunda doku 6rnekleri alind.

Alinan doku Ornekleri derhal —196°C’deki s1vi azot tankinda dondurularak saklandi.



5.2. CERRAHI iSLEM

Biitiin cerrahi islemler genel anestezi altinda gerceklestirildi. Bu amagla 10 mg/kg
xylasine ( Bayer-Istanbul) ve 60 mg/kg ketamine hydrochloride IM ( Parke-Davis-Istanbul)
kullanilda.

Anestezi verilen ratlar prone pozisyonda yatirilarak tespit edildi. Sirt tragin1 ve Batticon
® ile cilt temizligini takiben orta hatta 3 cm uzunlugunda longitiidinal cilt insizyonu yapildi.
Paravertebral adaleler siyrildiktan sonra torakal 7, 8 ve 9 vertebralarina total laminektomi
uygulandi. Dura intakt birakildi. Kontrol grubu disindaki deneklere, Allen metoduna uygun
olarak 50 gr-cm standart spinal kord travmasi uygulandi. Bunun i¢in yiiksekligi 10 cm, ¢ap1 5
mm olan silindir seklindeki bir cam tiip, laminektomi alanina dik olarak yerlestirildi. 5 gramlik
agirlik (3 mm ¢apinda, silindir seklinde gelik siitun ) bu tiipiin i¢inden 10 cm yiiksekten dura
iizerine dugiiriildi. Boylece 50 gr-cm (travma siddeti= agirlik x yiikseklik) siddetinde spinal
kord travmasi olusturuldu.

Ratlar, dokular alindiktan sonra derin anestezi altinda sakrifiye edildi.

5.3. DOKULARIN HOMOJENIZASYONU

Doku 6rnekleri tartildiktan sonra, yas agirliklarinin 10 kati hacmindeki 1 mM EDTA
iceren 10 mM TRIS tamponu iginde cam-cam tipi homojenizatdr kullanilarak buz icinde
homojenize edildi. Doku homojenatinin 1 mililitresi konik ependorf tiiplere aktarildi ve
mikrofiijde 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Orneklerin siipernatani lipid peroksidasyon

aktivitesi tayininde kullanildi.



5.4. LIPID PEROKSIDASYON OLCUMU

Dokularda lipid peroksidasyon seviyelerinin dl¢iimii i¢in asagidaki sira izlendi: %10
homojenize doku 6rneklerinin 0,2 ml’sinden daha azina 0,2 ml %8,1 SDS, NaOH ile pH 3,5’¢
ayarlanmis %20’lik asetik asit solusyonundan 1,5 ml ve %0,8’lik TBA ako6z solusyonundan
1,5 ml ilave edildi. Karigim kondensatdr olarak 60 dakikada 95 °C’de yag banyosunda
1sitildiktan sonra 4,0 ml distile su eklendi. Su ile hafif¢ce sogutulduktan sonra, 1,0 ml distile su
ve 5,0 ml butanol ve pridin karigimi1 eklendi ve kuvvetlice sallanarak karistirildi. 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildikten sonra, organik tabaka alindi ve karistmin emilimi 532 nm’de
olgtildii. TMP eksternal standart olarak kullanildi. Ve lipid peroksidasyon seviyesi nmol olarak
eksprese edildi. Kiigiik bir organ veya biopsi 6rnegi gibi kiigiik miktarda bir doku ile 6lgiim
gerektiginde, fluorometrik degerlendirme (eksitasyon: 515 nm; emisyon: 553 nm) 532 nm de

spektofotometrik 6l¢tim alaninda kullanilda.

5.5. ELEKTRON MIKROSKOBIK INCELEME

Torakal seviyedeki travma bdlgesinden alinan spinal kord segmentleri, %2,5 luk
gluteraldehit igine konularak 6 saat fiksasyon saglandi. Takiben %1’ lik osmiumtetroksit i¢ine
fikse edildikten sonra artan alkol konsantrasyonlarinda dehidrate edildi. Takiben ornekler
propilenoksit ile yikandi ve epoksyresin i¢ine yerlestirildi. 60 nanometre (nm) kalinliginda
ultra ince kesitler LKB Nova (Bromma, Isve¢) ultramikrotomun cam bigag: ile kesildi ve
takiben bakir 1zgaralar iizerine alindi. Bu kesitler liranyl asetat ve kursun sitrat ile boyanarak

jeol JEM 1200 EX transmission elektron mikroskop (Tokyo, Japonya) ile incelendi.

5.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ



Gruplar arasinda lipid peroksidaz aktivitesi agisindan farkliliklar1 saptamak igin
SPSS 11,0 ortaminda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) yapildi. Farkliligin hangi
gruplardan kaynaklandigin1 gostermek ic¢in post-hoc test kullanildi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi



6. BULGULAR

Yapilan istatistiksel inceleme sonucunda; amifostine grubunun diger gruplarla
arasinda doku lipid peroksidaz (MDA) aktivitesi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi1 (p<0.05) (Tablo 8). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, travma grubunda doku
lipid peroksidaz aktivitesi istatistiksel olarak anlamli dl¢lide yiiksekti (p<0.05) (Tablo 8).
Travma, doku lipid peroksidaz aktivitesini arttirmistir. Kontrol, MPSS ve Amifostine
gruplar1 arasinda doku lipid peroksidaz seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir  (p<0.05) (Tablo 8). MPSS ve Amifostine, doku lipid peroksidaz
aktivitesindeki artis1 engellemistir. Travma ve Vehicle gruplar1 arasinda da doku lipid
peroksidaz aktivitesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo
8). Vehicle soliisyonunun, doku lipid peroksidaz aktivitesi lizerine etkisi saptanmamustir.

Spinal travmada Amifostine’ nin hiicre i¢i yapilardaki koyuculugunu gosterebilmek
ve karsilastirabilmek amaciyla tiim gruplara elektron mikroskobik inceleme yapildi. Her
grupta yaklasik 300 6rnek sayildi. Kiiciik ¢apli miyelinli aksonlarda sonuglarda kontrol ile
Amifostine arasinda 6nemli fark saptanmadi. Orta ve biiylik ¢apli miyelinli aksonlarda
Amifostine’nin 6nemli miktarda koruma sagladigi goézlendi (Resim 2). Nukleus tiim
gruplarda normaldi.

MPSS: Birka¢c normal mitokondri g6zlenmekle beraber kalan mitokondrilerin
yaklasik yarisinda kristalar belirgin; kalan yarisinda da mitokondriler sismis olarak
gozlendi. Kiiciik capli miyelinli aksonlarda; az miktarda miyelin katmanlarina kesinti
gozlenirken kalan aksonlarin yarisi normal olup, kalan yarisinda da miyelin katmanlarinda
ayrilma saptandi. Orta ¢apli miyelinli aksonlarda; miyelin katmanlarinda kesinti goriilen
akson sayis1 daha ¢ok olup kalan aksonlarin biiyiik ¢ogunlugunda miyelin katmanlarinda
ayrilma saptandi. Normal olarak goriilen akson sayis1 daha ¢ok azdir. Biiyiik capli miyelinli

aksonlarda; normal akson bulunmayip orta miktarda aksonlarda miyelin katmanlarinda



kesinti goriilmiis olup aksonlarin ¢ogunlugunda miyelin katmanlarinda ayrilma
saptanmistir (Resim 1).

AMIFOSTINE: Nukleus normaldi. Mitokondri: 1/6°da normal mitokondri
gorlilmiis olup ¢ok az miktarda sismis mitokondri saptanmistir. Kalan mitokondrilerin
tamaminda ise kristalar belirgin olarak saptandi. Kiigiik capli miyelinli aksonlarda;
goriintiiler tamamen normale yakin olup sadece cok az miktarda aksonlarda miyelin
katmanlarinda ayrilma gorildii. Orta ¢apli miyelinli aksonlarda; orta miktarda normal
akson goriilmiis olup ¢ok az miktarda miyelin katmanlarinda kesinti saptanmistir. Kalan
biiyiik cogunlukta miyelin katmanlarinda ayrilma gorilmistiir. Biliyiik ¢apli miyelinli
aksonlarda; diger gruplara gore daha az sayida olmakla beraber yine de orta sayida normal
goriinimlii  biiyiik capli akson goriilmiis olup yine de ¢ok az miktarda miyelin
katmanlarinda kesinti goriilmiis ve kalan biiyiikk orandaki aksonlarda miyelin
katmanlarinda ayrilma goriilmiistiir (Resim 2).

Travma, Vehicle ve MPSS gruplarindaki noéronlarda goriilen kiigiik vakuoller

Amifostine grubunda goriilmemistir.
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(Tablo 8).Gruplar Arasi Ortalama Lipid Peroksidasyon Diizeyleri

A: Amifostine K:Kontrol M:MPSS, Metil prednisolon

T: Travma V:Vehicle




Resim 1: MPSS grubuna ait spinal kord dokusunun elektron mikroskopik goérinimi. Nukleus normal.
Mitokondrilerde sisme ve mitokondrilerin kristalarinda belirginlesme goriilmektedir. Kiigiik vakuoller

mevcuttur.

Resim 2: Amifostine gruna ait spinal kord dokusunun elektron mikroskobik gérinimi. Nukleus normal.

Mitokondri ¢ok az sigsmis. Kiigiik vakuoller yok.



Resim 3: Vehicle grubuna ait spinal kord dokusunun elektron mikroskobik gériinim. Mitokondrilerde ileri

derecede sisme, kristalarda ileri derecede belirginlesme ve kiiciik vakuoller goriilmektedir.

Resim 4: Travma grubuna ait spinal kord dokusunun elektron mikroskobik gérinim. Mitokondrilerde ileri

derecede sisme olup krista gézlenmiyor. Vezikiil dejenerasyonu tiim sahalarda mevcut.
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Resim 5: Kontrol grubuna ait normal spinal kord dokusunun elektron mikroskobik gorinimu gérilmektedir.

7. TARTISMA



Spinal kord yaralanmalar1 gegmiste oldugu gibi giiniimiizde de 6nemini koruyan ciddi
bir saglik problemidir. Spinal kord yaralanmasi iki asamada gerceklesir!. ilk asamada
travmanin siddetine ve olus sekline bagl olarak, primer yaralanma olur. Ikinci asamada ise,
primer yaralanmadan sonraki saatler ve giinler icerisinde ortaya ¢ikan bir dizi fizyopatolojik

13738426061 Spinal kord yaralanmalarmin

stirece bagli olarak sekonder yaralanma gelisir
tedavisindeki temel yaklasim sekonder yaralanmanin Onlenmesine yoneliktir. Sekonder
yaralanmadan hemorajik nekroz, iskemi, 6dem, inflamasyon, ekstraselliiler mesafeden Ca*?ve
intraselliler mesafeden K* kaybi gibi patofizyolojik olaylar sorumlu tutulmuslardir®.
Sekonder hasar1 engellemek i¢in magnezyum, kalsiyum kanal blokerleri, NMDA reseptor
blokerleri, serbest radikal tutucular gibi birgok madde deneysel spinal kord hasarinda
denenmekle birlikte sadece MPSS genis klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir. Ancak bunun da
sekonder hasar mediatérlerine etkisi yeterli gorillmemektedir3/:38-6061.63

Spinal kord yaralanmasinda en 6nemli patofizyolojik mekanizmalardan biri de serbest
oksijen radikallerinin travma sonrasi artmasi ve buna eslik eden lipid peroksidasyon ile birlikte
sekonder doku hasarina yol agmasidir 2. Antioksidanlarla yapilan ¢aligmalarda posttravmatik
iskemi, o6dem, inflamasyon ve iyon akimlarinin degismesi ile indilklenen membran
fosfolipidlerinin ve lipazlarin aktivasyonu sekonder hasar gelismesinde O6nemli rol
oynamaktadir. Bir¢ok deneysel ¢alismada bu yol iizerine etki ederek olusturulabilecek sinir
koruyuculugunda birtakim ilaglarin etkili olabilecegi gosterilmistir. Kaptanoglu ve
arkadaglarmin deneysel spinal kord travmasi modelinde yaptiklari bir ¢aligmada, lipid
peroksidasyonun ve serbest oksijen radikallerinin sekonder hasar mekanizmalarinda 6nemli rol
ustlendikleri belirtilmistir. Yine ayni galismada, bu yolaklarin engellenmesi durumunda,
elektron mikroskobik olarak da hiicre ultrastriiktiirlerinin de korundugu gésterilmistir'®, Bu
maddelerin etkilerinin, membran peroksidatif reaksiyonlar1 Onleme ve membran
fosfolipidlerinden yag asitlerinin serbestlesmesini inhibe etme yetenekleri ile dogrudan iligkili

oldugu belirtilmistir?®. Travmatik spinal kord yaralanmasinda lipid peroksidasyonunun zaman



ile olan iliskisini ortaya koyan Barut ve arkadaslar1 tarafindan ratlarda olusturulan klip
kompresyon travmasindan sonra MDA diizeyleri bakilmistir. MDA’ ’nin 15. dakikada artmaya
basladigi, 1. saatte maksimum diizeye ulastig1 ve ancak 3. giinde kontrollerin seviyesine kadar
indigi bildirilmistir'®, Yine, Fujimoto T ve arkadaslari, deneysel spinal kord travmasinda
hasara bagl ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin; vazoaktif aminlerin, eksitotoksik
aminoasitlerin, eikosonoidlerin ve arasidonik asitlerin saliniminin artmasina neden oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica ayni sebeple serbest oksijen radikalleriyle induklenen lipid
peroksidasyonun da artarak sekonder hasarin artmasinda Onemli bir etken oldugunu
gostermislerdir’® Bu calismalar, travmatik spinal kord hasari sonrasinda olusan doku
hasarinda, serbest oksijen radikal bagimli lipid peroksidasyonun dnemli fonksiyonel roli
oldugunu gostermektedir. Oyleyse, lipid peroksidasyon inhibisyonu spinal kord hasarinin
tedavisi icin énemli bir stratejik hedef olabilir.

Amifostine, kanser tedavisinde kullanilan radyoterapiden sonra ortaya cikabilen
merkezi sinir sistemi hasarini 6nlemek i¢in kullanilan sitoprotektif bir ilagtir. Merkezi sinir
sistemine uygulanan radyasyondan sonra mikrovaskiiler hasar ortaya ¢iktig1 bilinmektedir.
Neider ve arkadaslari, radyasyon sonrasi ortaya ¢ikan MSS toksisitesinden radyasyon bagimli
damar hasarinin ve etrafinda gelisen perifokal 6dem alaninin sorumlu oldugunu bildirmislerdir
131 Yine Neider ve arkadaslari ile Ginapolu ve arkadaslarinin déllenmis yumurtalarin area
vasculozalarina uyguladiklari rasyasyondan sonra kan damari yapiminin azaldigini ve mevcut
olanlarin da hasarlandigimi gostermislerdir 3133, Bu bulgular 1s13inda Kruse ve arkadaslari,
ratlarda kalp radyasyon modelinde verilen sistemik Amifostine sonrasinda perivaskiiler ve
intersitisyel fibrozisde azalma oludugunu belirtmislerdir **4. Bu bulgular MSS toksisitesinin en
onemli komponentlerinden biri olan vaskiiler hasara kars1 sistemik Amifostine’nin
kullanilmas1 umudunu dogurmustur. Yine Neider ve arkadaslari, yaptiklari in vitro ¢alismada,
sistemik Amifostine’nin hem radyasyon sonrast hem de radyasyon harici kullanimlarinda,

endotel proliferasyonunu artirdigini1 gostermislerdir.



Noroproteksiyon, spinal korddaki néronlarin rejenere olma kabiliyetinin bulunmamasi
nedeniyle son derece énemlidir. Noroproteksiyon muhtemel iki yolla olmaktadir. ilk olarak,
hasarl1 hiicrelerin iyilesmesi i¢in gereken aksonal yollarin yaninda hasarli ndronlara da
norotropik ve metabolik destek saglayarak, ikinci olarak da; hiicrelerden sitokinler ve serbest
radikaller gibi komsu hiicrelere de ek toksik etki yapan ve daha fazla ndrodejenerasyona neden
olan mediatdrlerinin ortaya ¢ikmasini ve meydana gelen hiicresel sisme, inflamasyon ve
oksidatif stresi engelleyerektir .

Deneysel akut spinal kord yaralanmalarindan sonra bu mediatorlerin yiksek
bulunmasi, bu molekiillerin nérodjenerasyon dongiisiinii aktive edebilme potansiyeline sahip
olabileceklerini gosterebilmektedir . Bunlar, glutamat salinimi ve intraselliiler Ca*? seviyeleri
artisin1 da iceren merkezi sinir sistemi nekrozu ile klasik olarak birliktelik gosteren molekdlleri
de igerir 18:55 5662658990  Glytamat MSS travmasini takiben hizla salinir 2% 24 %, Guniimiizde,
hasarla indiiklenmis glutamat salinim artis1, intraselliiler Ca*? artis1 ve hiicre 6liimii arasindaki
iliski acik degildir. Amifostine KBB’yi gegemez veya ¢ok kiiciik miktarlarda gegebilir. Ancak
radyasyon sonrasinda siirekli bir gecis oldugu saptanmistir. % 8 Neider ve arkadaslari
radyoterapi sonrasi artan KBB permeabilitesinin Amifostine’ nin yeterli miktar penetrasyonuna
da izin verdigini belirtmislerdir. Lamproglou ve arkadaslari, radyoterapiye bagli beyin
hasarinda sistemik yolla verilen 75 mg/kg ve 100 mg/kg Amifostine’nin glutamat salinimini

azaltarak noroprotektif etki gosterdigini belirtmislerdir 2

Spence ve arkadaslari’nin ratlarda yaptig1 ¢caligmada, sag lateral serebral ventrikiil igine
Amifostine verilmistir. Takiben 45 dakika sonra hayvanlarin servikal spinal kordlarina tek doz
fraksiyone radyasyon verilmistir. Her rat haftalik olarak el ve bacak paralizi bulgulari
yonilinden incelenmistir. Sonu¢ olarak servikal spinal kordda noroproteksiyon oldugu
gosterilmistir. Ayrica histolojik inceleme yapilmis ve hiicre yapisinin korundugu gézlenmistir.
Bu etkinin de beyaz cevher ve vaskiler elemanlarda koruma yaparak ortaya c¢iktigini

bildirmislerdir. Ancak ayni etki servikal spinal korddan ¢ikan schwann hiicreleri ile kaph



periferik sinirlerde gorillememistir'®. Van der Kogel’in ¢alismasinda, 20- 40 Gy aralikta rat
spinal korduna uygulanan radyoterapi sonrasinda beyaz cevherde nekroz ve demiyelinizasyon
4-7 ay sonra degerlendirilmis ve sonuglar Spence ve arkadaslari’nin yaptigi ¢calismaya benzer
bulunmustur.*?®. Calismamizda, elektron mikroskobik inceleme sonunda Amifostine verilen
grupta, diger gruplardan farkli olarak niikleus ve mitokondri korunmus olarak saptandi. Ayrica,

basta kii¢lik ¢apli miyelinli liflerde olmak {izere hiicre i¢i yapilarin korundugu goézlendi.

Radyasyonun MSS toksisitesindeki 6nemli komponentlerinden birisi de, hiicre
membranlarindaki doymamis lipidlerde peroksidasyon reaksiyonalarini baslatan oksijenden
derive edilmis serbest radikallerin iiretimidir. Serbest radikaller protein yapilarla, niikleik
asitler ve DNA’yla, hiicrenin enerji kaynagi olan karbonhidratlarla reaksiyona girerek, orijinal
yapiy1 bozarlar. Sinir sistemi poliansatiire yaglardan zengindir. Poliansatiire membran
lipidlerinin serbest radikallerle peroksidayonu ndronal hasarin gelismesinde onemli bir
mekanizmadir. Serbest radikaller hasardan sonraki erken donemde gortildiigii i¢in, bu 6nemli
problem travma sonrast erken donemde verilecek etkili bir ndroprotektif ajan gelistirmek
gerekliligini de vurgulamaktadir. Calismamizda, omurilige uygulanan kontiizyon
travmasindan hemen sonra verilen 200mg/kg Amifostine, lipid peroksidasyonu travma, vehicle
ve MPSS gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde disiirmiistiir.(Tablo 8) Neider
ve arkadaslar1 ile Lamproglou ve arkadaslar1t Amifostine’nin bu etkisini, radyasyonu iyodinize
ederek tretilen siiperoksid anyonlari serbest radikallerine karsi bir ¢Opcu gibi etkiyerek

ortamdan uzaklastirarak gosterdigini bildirmislerdir 122131

. Ayrica Amifostine’nin memeli
MSS’de major antioksidan sistem olan endojen glutatyon konsantrasyonunu da artirarak hem
hasarli dokuda koruma yaptigi hem de etraf saglam dokularnn da direngli hale getirdigi

diisiiniilmektedir!?®3L,

Calismamizda, travma uygulanmaksizin sadece laminektomi yapilan kontrol

grubunda lipid peroksidaz aktivitesinde artis gorilmemistir. Ciinkii Kaptanoglu ve



arkadaslarinin da daha once belirttigi gibi, laminektominin spinal kordda hasar yapici etkisi
yoktur ¥,

Amifostine, SF i¢inde ¢6zlindiigii i¢in bir gruba da (Vehicle) SF verildi. Ancak su ana
kadar, akut spinal kord yaralanmasindaki etkisi bildirilmemistir®®3":360 Calismamizda SF
verilen grup ile travma grubu arasindaki lipid peroksidaz aktivitelerinde istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmamistir (Tablo 8). Bu da verdigimiz dozdaki SF’in noroprotektif etkisinin
olmadigin1 gostermektedir. Bu sonug¢ elektro mikroskobik inceleme sonucuyla da korele
bulunmustur (Resim 3).

Glinlimiize kadar, travmatik spinal kord yaralanmasinda etkinligi gosterilmis ve klinik
olarak da kullanilan tek farmakoterapotik MPSS’dir. Ancak, son zamanlarda spinal kord
travmasindaki etkileri ve ortaya ¢ikardigi komplikasyonlar tekrar tartismalara sebep olmakta
ve kullanimi smirlandirilmaktadir®. Caligmamizda, MPSS grubuna klinikte insanda
kullanildig1r dozda travmadan hemen sonra 30 mg/kg bolus uygulanmis ve Amifostine ve
kontrol gruplar ile arasinda istatistiksel anlamda farklilik saptanmistir (p<0.05) (Tablo 8).
MPSS néroprotektif etki gostermekle birlikte, Amifostine kadar 1yi degildir.

Literatiirde, Amifostine’nin radyasyon hasarina kars1 MSS’deki noroprotektif etkileri
ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar sinirli olmakla birlikte mevcuttur. Ancak gerek beyin gerekse
spinal kord tzerinde iskemik ya da travmatik modellerdeki néroprotektif etkileri ile ilgili
calisma mevcut degildir. Bu ¢aligma akut spinal kord kontlizyon hasarinda Amifostine’nin
noroprotektif etkisini incelemek agisindan ilk olmustur.

Sonug olarak, akut spinal kord kontlizyon yaralanmasi sonrasi intraperitoneal olarak
verilen 200mg/kg Amifostine’nin, lipid peroksidaz aktivitesini istatistiksel olarak anlamli

sekilde azaltarak, MPSS’den daha etkili bir néroprotektif ajan oldugu gosterilmisti

8. SONUC



Spinal kord travmasinin tedavisinde elimizde hala etkin bir tedavi yoktur. Daha 6nce
calisiilmamis bir noktaya 151k tutmak amaciyla yapmis oldugumuz bu deneysel ¢alismada, etkisi
kanitlanmis ve bugiin igin kliniklerimizde kullanabildigimiz tek ila¢ olan metilprednisolonu
karsilastirma grubu olarak kullandik. Sitoprotektif ve radyoprotektif etkili olan ve klinik
kullanim1 olan Amifostine’in spinal travmadaki sekonder hasardan koruyucu etkisini
arastirdik. Bu calismamiz Amifostine’nin spinal travmadaki etkisini gosteren ilk ¢caligmadir.

Sonugta  sekonder  hasardan  koruyucu  etkinin  biyokimyasal  olarak
Metilprednisolon’dan daha iyi oldugunu gosterdik (Tablo 8). Amifostine’nin noronlarin hiicre
ici organellerini, tim membranlarini, miyelin kilifi ve aksonlarini metilprednisolona gore daha
iyl korumus oldugu elektronmikroskobik olarak da gosterilmis oldu (Resim 2).

Sonug olarak, akut spinal kord kontiizyon yaralanmasi sonrasi intraperitoneal olarak
verilen 200 mg/kg Amifostine’nin, lipid peroksidasyon aktivitesini belirgin olarak azaltarak,
omuriligi sekonder hasardan MPSS’den daha iyi koruyan bir noroprotektif oldugu
gosterilmistir.

Amifostine’ nin spinal travmadaki etkisini gosteren ilk ¢alismamiz, umuyoruz ki yakin

gelecekteki ileri galismalar neticesinde spinal kord travmasi tedavisinde yerini alacaktir.
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