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GIRIS VE AMAC

Omurilik yaralanmalari, olusturdugu sonuglar bakimindan, insanligin heniiz kontrol
altina alamadig1 biiyiik bir sorundur. Bu tiir yaralanmalar kisinin sakat kalmasina ve hatta
yasamini yitirmesine yol agabilir. Ust seviyelerdeki omurilik yaralanmalar1 sonucu uzun siire
yogun bakimda kalma gereksinimi, hayati tehlikeyi atlatma ve omurga stabilizasyonun
saglanmasi sonrasi uzun rehabilitasyon donemi, araya giren sekonder sorunlar ve tiim mevcut
tedavilere ragmen tam bir iyilesme saglanamamasi 6nemli bir sorun olarak giincelligini
korumaktadir.

Son yillarda yapilan c¢alismalarla, omurilik yaralanmalarinin fizyopatolojisinin
aydinlatilmas1 yoniinde oldukga biiyiik yol katedilmesine ragmen, heniiz tam etkin bir tedavi
ortaya konulamamistir. Son ¢alismalar, omurilik yaralanmasi sirasinda olusan primer
hasardan ¢ok bunu takip eden donemde ortaya ¢ikan sekonder hasarin prognostik agidan son
derece onemli oldugunu ortaya koymustur. Sekonder hasarda serbest oksijen radikalleri ve
lipid peroksidasyonu biiyiik bir 6neme sahiptir. Giderek artan sayidaki deneysel ¢aligmalarda
serbest oksijen radikallerinin omurilikteki zararli etkileri daha iyi anlagilmis, bu radikallerin
ortamdan uzaklastirilmasini saglayan serbest radikal temizleyicileri “free radical scavangers”
ve antioksidan maddelerin tedavide olumlu etkileri deneysel olarak gosterilmistir.

Bir glutatyon prekiirsorii olan N-asetilsistein’in bir¢ok sistem iizerinde antioksidan
ozelligi deneysel ¢alismalar ile belirlenmistir. Ancak nérotravma {izerine olan etkisi yeterince
aydimlatilamamustir.

Bu ¢alismada, deneysel omurilik travma modelinde N-asetilsistein’in sekonder hasar

tizerindeki ndroprotektif etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir.
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GENEL BIiLGILER

TARIHCE

Omurilik yaralanmalarinin standardize edilmeleri ve kantitatif olarak o6l¢iilmesi ilk kez
1911 yilinda Allen tarafindan uygulanarak, agirlik diisiirme yontemiyle kedilerde yapilan
calismada 300 g/cm’lik travmanin gegici, 400 g/cm’nin ise kalic1 paraplejiye neden oldugu
saptanustir. Ozellikle, Allen kdpekler iizerinde yaptigi ¢aligmalar ile omurilik travmalarmin
patofizyolojisinde gilinlimiizde de gegerliligini koruyan primer ve sekonder yaralanma
ayrimindan bahsetmis, ayrica travma bolgesinde olusan hemorajik nekrotik alanda
yaralanmay1 artiran -zararli madde- olarak isimlendirdigi bir madde tanimlamistir. 1927
yilinda Ferraro tavsanlarin sirtina demir ¢ubukla vurarak travma olusturmus ve ilk 6 giinde
degisik zaman dilimlerinde olusan degisiklikleri kaydetmis, birinci saatte aksonlarda sisme,
on ikinci saatte myelin kilifinda degisiklikler, dort giin igerisinde ak maddede dejenerasyon,
on boynuz hiicrelerinde degisiklik ve reaktif gliozis olustugunu gézlemlemistir (1-3).

Son ¢eyrek ylizyildir yapilan ¢alismalar ve tibbi teknolojideki ilerlemeler sayesinde
sekonder yaralanmanin en az primer yaralanma kadar onemli oldugu saptanmistir (4-12).
Tator ve Fehlings’in yaptiklar1 ¢alismalar ile sekonder yaralanma sonucu olusan vaskiiler,
elektrolit dengesi, biokimyasal ve enerji metabolizmasina ait degisiklikler ortaya konarak,

sekonder yaralanmanin 6nemine dair 6nemli bilgiler elde edilmistir (13).

OMURILIK YARALANMASININ FiZYOPATOLOJISI
Omurilikte goriilen ilk (primer) hasar, dakikalar i¢inde olusan ve giinler veya haftalar

boyunca devam eden molekiiler ve hiicresel degisimler zincirini tetikler. Bunu takip eden
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sekonder hasar zincirinin durdurulmasi i¢in néral dokunun korunmasi (ndroproteksiyon)
onemlidir. Hasarli noéronlarin yasamlarina devam etmeleri, aksonlarin uygun hedeflere
uzanmast ve sonucta fonksiyonel sinapslarin olusmasi ise rejenerasyon siirecindeki esas
basamaklardir. Insanda, periferik sinir sisteminde (PSS) spontan aksonal rejenerasyon varken,
santral sinir sistemi (SSS) rejenere olmaz. Otopsi c¢alismalari, omurilik yaralanmalarinin
cogunda klinik olarak tam yaralanma olsa dahi, omuriligin anatomik olarak saglam kaldigini
gostermistir. Ayrica, deneysel c¢aligmalar, spinal aksonlarin %12 kadar az bir oranin
korunmasinin, ndrolojik iyilesmeyi destekleyecegini gostermektedir. Boylece, hasarli bolgeyi
gecebilen fonksiyonel akson oranini artiran ya da bu aksonlardan gelen zayif uyarilara alt
motor ndronlarin yanitin1 artirict her tiirlii girisim, ndrolojik iyilesmede belirgin etki
gosterebilir (14).

Omurilik yaralanmalarinda en etkin tedavi, sekonder hasarin 6énlenmesidir. Omurilik
yaralanmasinda sekonder hasarin Onlenmesi i¢in hedefler: glutamaterjik, kolinerjik ve
katokolinerjik ndrotransmisyon sistemleri, serbest radikal {iretiminin engellenmesi, lipid
peroksidasyon, kalsiyum ve diger iyon kanallari, biiylime faktorleri, norotrofik faktorler,
inflamasyon siireci, endojen opioid reseptorleri, enzimler, apoptotik hiicre Olimi ve

rejenerasyon mekanizmalaridir (14).

Primer Hasar

Primer yaralanma mekanizmalar1 igerisinde en sik goriileni darbe ve basinin birlikte
etkileridir. Omurilikte olusan yaralanma miktarinda basidan ¢ok darbe etkeninin daha etkili
oldugu bilinmektedir (2,14-19).

Travma sonucu omurilikte primer hasarin olusumunda omuriligin maruz kaldigi
mekanik travmanin sekli ve etkinliginin anlagilmasi amaciyla Thomas E. Anderson’nun
agirlik diigiirme ve klip kompresyon yontemiyle yaptigi deneysel ¢alismada, travma etkeninin
omurilige dokunma hizi ile basi miktarinin omurilik {izerinde olusturdugu yaralanmanin
fonksiyonel 6zellikleri belirlenmistir. Bunun sonucunda, dokunma hizlarinin arttirtlmasi ile
uyarilmis potansiyel dalgalarinda hafif bir etkilenme oldugu, kompresyon miktarinin

artirtlmasiyla ise uyarilmis potansiyel dalgalarinin bozulduklar1 gériilmiistiir (2,15-23).

Sekonder Hasar
Omurilik yaralanmasinda iki basamakli mekanizma kavrami Allen’in 1900’lerin

baslarinda, omurilik travmali hayvanlarda ilerleyici hasar olustugunu gostermesi ile ortaya
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atilmistir (10). Dohrmann ve Wick’in (24) 1971 yilinda yaptiklar1 deneysel caligmada travma
olusturulan omurilikten ¢esitli zaman dilimlerinde alinan pargalarin elektron mikroskopik
incelemesinde; ilk 5. dakikada gri madde igerisinde yer alan veniillerde degisikliklerin
basladig1 ancak aksonlarda herhangi bir degisimin olmadig1 izlenmis, travmadan sonraki 15
ile 30 dakika arasinda yapilan kesitlerde postkapiller ve muskiiler veniillerin perivaskiiler
bolgelerinde eritrosit ekstravazasyonu ile kii¢iik hemorajiler olustugu ve bazi aksonal
degisikliklerin basladig1 tesbit edilmistir. Travmadan sonraki 4. saatte myelin kilifinda
yirtilmalar, aksonal dejenerasyon ve iskemik endotelial yaralanmalar goriilmekte ve takip
eden 5 giin icerisinde aksonal degisiklikler ilerleyerek nekrotik odaklarin olugmasi ve kist
formasyonu ile sonuglanmaktadir.

Omurilik yaralanmasinin patofizyolojisindeki sekonder hasar mekanizmalar1 Tablo 1’

de gosterilmistir.

Tablo 1. Omurilik yaralanmasimin patofizyolojisindeki sekonder hasar

mekanizmalari (25)

Sistemik etkiler ( Norojenik sok)

Kalp hizinda kisa siireli artis, daha sonra uzun siireli bradikardi

Kan basinci kisa siireli hipertansiyon, daha sonra uzun siireli hipotansiyon

Periferik direncte azalma

Kalp debisinde azalma

Omurilik mikrodolasiminda lokal vaskiiler hasar

Kapiller ve veniillerde mekanik bozulma

Kanama (6zellikle gri cevherde)

Mikrodolagimda kayip, mekanik, tromboz, vazospazm

Biyokimyasal degisiklikler

Serbest radikal iretimi

Lipid peroksidasyon

Eksitotoksisite (glutamat)

Norotransmitter birikimi

Endojen opioidler

Katekolaminler (noradrenalin, dopamin)




Tablo 1.” in devami

Aragidonik asit salinimi

Eikosanoid tiretimi

Prostaglandinler

Sitokinler

Elektrolit kaymalari

Intraselliiler kalsiyumda artis

Intraselliiler potasyumda artig

Intraselliiler sodyumda artis

inflamatuar Cevap

Serbest radikal iretimi

Akson yikimi

Miyelin artiklarinin uzaklagtirilmasi

Sitokinlerin salinim

Glial hiicre aktivasyonu

Oligodendrositlerde sitotoksik etkiler

Waller dejenerasyonu

Odem

Apoptozis

Enerji Metabolizmasinda Kayip

Azalmig ATP iiretimi

Sekonder Hasar Olusumunu Etkileyen Faktorler

Iyon mekanizmalari: Tiim néronal yaralanmalarin patogenezinde temel mediator
olarak rol oynayan faktor hiicre igerisinde miktar1 oldukca artan serbest kalsium iyonlaridir.
Kalsium travma sonrasi kisa ve uzun siire icerisinde yaptig1 etki ile ndronal fonksiyon ve

sonradan olusacak olan reorganizasyonda dnemli derecede etkilidir (4,10,11,26-28).




Eksitator aminoasitler: Omurilik yaralanmasi sonrasi eksitator aminoasitlerden
(EAA) glutamat ve aspartat dakikalar i¢inde hizla yiikselir. EAA hasarinda, hiicre i¢inde
sodyum ve kalsium artis1 hiicre sigsmesi ile proteazlar, kinazlar ve fosfolipazlar gibi kalsium
bagimli olaylarin baglamasina neden olur. Kafa travmasinda en gii¢lii eksitotoksik etki
NMDA reseptorleri araciligiyla olurken, travmatik omurilik yaralanmasinda AMPA ve kainat
gibi non-NMDA reseptorleri iizerinden olmaktadir (14).

Opiat reseptorleri: Opiat reseptdr blokajinin ilerleyici doku hasarin1 onlemesi,
sekonder yaralanma patofizyolojisinde endojen opioidlerin rolii olabilecegini diistindlirmiistiir
(14).

Inflamatuvar cevap: Omuriligin travmatik yaralanmasi sonrasi enflamasyon cevabi
saatler icinde baslar. Bu cevap endotel hasari, enflamasyon mediatorlerinin salinimi, vaskiiler
permeabilite artisi, 6dem geligimi, periferal enflamatuar hiicrelerinin gog¢ii ve mikroglianin
aktivasyonu olarak gozlemlenir. Polimorfoniikleer graniilositler lezyon bolgesini ilk birkag
saat igerisinde infiltre etmeye baglar. birinci giinde en {ist degerine ulasir ve liclincli giinde
kaybolurlar. ikinci dalgada yaralanma bdlgesine migrasyon gosteren periferal hiicreler
monosit, makrofaj ve mikroglial gruptur.

Metilprednizolon, PAF antagonistleri, siklooksigenaz ve lipogenazlarin hepsi
etkilerini enflamatuar cevaplart kismen azaltarak ya da tamamen inhibe ederek
gostermektedirler (14,29,30).

Vaskiiler mekanizmalar ve endotel hasari: Tator ve Fehlings’in (13) 1991 yilinda
kolloidal karbon anjiografi yontemiyle yaptigi deneysel calismada siddetli travma sonrasi
omurilikten 15. dakika, 2. ve 24. saatlerde aldig1 kesitlerde hem travma bdlgesinde hem de
travma bolgesinin kranial ve kaudal bolgelerinde yer alan veniillerde, kapiller yapilarda ve
arteriollerde yetersiz dolum oldugunu tesbit etmistir. Postravmatik iskeminin kesin nedeni
tam olarak bilinmemektedir. Yaralanmay1 olusturan mekanik travma, vazoaktif aminlerin
salinimi, hemoraji, trombozis, trombosit agregasyonu,endotel hasari ve sisme vazospazmi
tetikleyebilir. Bir norotransmitter ve eksitator aminoasit olan Glutamatin da sekonder vaskiiler
yaralanmada etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Glutamat reseptorlerinin uyarilmalart sonucu
sodyum hiicre ic¢ine toplanarak sitotoksik 6deme yol agar. Ayrica hiicre i¢i kalsium
konsantrasyonunun artmasi sonucu hiicre yikimi gelisir (4,26,27). Endoteldeki NMDA
reseptorlerinin blokaji ile hiicre i¢i kalsium blokaji dnlenebilir. Bir NMDA reseptor blokeri

olan MK-801 in omurilik yaralanmasinda ndroprotektif etkisi gosterilmistir (13,14).
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Apopitozis: Apopitozis 6len hiicrenin fagositozu ile sonuglanan, niiklear kromatinin
kondansasyonu, sitoplazmik organellerin paketlenmesi ve plazma membraninda degisiklikler
ile karakterize bir hiicre Olimii ¢esididir. Apopitozis intraselliiler proteolitik bir siire¢
tarafindan regiile edilir. Primer olarak sistein proteinlerinden olusan kaspas ailesinin
tiyelerinin proteolitik olarak birbirlerini ve bir¢ok intraselliiler anahtar hedef proteinini
bolerek aktiflemesi ile hiicre 6liimiiniin gergeklestirilmesi esasina dayanir (14,31).

Yakin zaman Once yapilan c¢aligmalar antiapopitotik ajanlarin néroprotektif
olabilecegini gostermistir. Li ve ark. (32) akut omurilik yaralanmasindan sonra kaspas-1 ve
kaspas-3 inhibisyonunun lezyon boyutunu kiiclilttiiglini ve ndrolojik iyilesmeye neden
oldugunu gosterdiler. Ancak Ozawa ve ark. (33) ratlarda omurilik yaralanmasi sonrasi
uygulanan caspase blokerleri gibi apopitotik inhibitorlerin apopitozu 6nlemedigi, histolojik ve
klinik diizelmeye neden olmadigini gostermislerdir. Omurilik yaralanmalarinda apopitoz
inhibitorlerinin denenmesi ¢ok yenidir. Omurilik yaralanmasinda apopitoz mekanizmasinin
anlasilmas1 ve peptid olmayan apopitoz inhibitorlerinin gelistirilmesi ile ileride daha basarili

sonuclar alinabilir.

LEZYON BOLGESINDE PATOLOJIK DEGIiSIKLIKLER
Omurilikte travmayi takiben baglayan sekonder hasar siireci akut, subakut, ge¢ faz

olarak siniflanabilir.

Akut Faz (Hemorajik nekroz)

Yaralanmadan sonraki ilk degisiklik omurilik gri cevher mikrovaskiilaritesindeki ilk
degisikliklerdir. Santral kanal etrafi ve 6n boynuzdaki multifokal petesial hemorajiler saatler
icinde radial olarak yayilma egilimindedirler. Mikrotrombiislerin goézlenmesi ve kanin
ekstravaze olmasi ilk 24 saatte belirginlesir. Yaralanmadan dakikalar sonra endotel bileskeleri
acilmaya baglar. Santral petesiler genisledik¢e glial reaksiyon ve ndronal dejenerasyon
belirgin hale gelir. Gri cevherdeki nekrotik degisiklikler ilk saatlerde artar, 8. saatten sonra
beyaz cevhere yayilmaya baglar. hiicre i¢i kalsium artis1 sonucu niikleazlar, proteazlar,
kinazlar, lipazlar ve NO sentetazin aktivasyonu ile hiicre hasar1 artar ve hiicre 6limii nekroz

yada apopitoz seklinde gergeklesir (14).



Subakut Faz

Aktive olmus mikroglia ve astrositler reaktif gliozis olusturmaya baslarlar. Mikroglia,
noronal dejenerasyon varliginda, kimyasal uyarilar altinda sitotoksik makrofajlara doniisiir.
Bu hiicreler lezyon merkezinde g¢alisirlar ve nadiren yayilirlar. Yaralanmaya cevap olarak
astrositler hipertrofi ve proliferasyon gosterirler. Reaktif astrositler birinci haftada lezyon
yaninda birikmeye baglar. Astrositik cevap 14. giinde en fazla iken, 28. giine kadar
goriilebilir. Yaralanmis kan-omurilik bariyerine bagli 6dem formasyonu, yaralanmadan sonra
erken saatlerde baslar, radial ve longitudinal olarak ilerler, ilk 24 saatte belirginlesir. 8. giine
kadar siiren 6dem hidrostatik veya filtrasyona baglhdir. Odem, pia elastisitesi olmadig1 i¢in
vaskiiler rezistansin artmasina ve dolayisi ile omurilik kan akiminin azalmasina neden olur.
Enflamatuar hiicrelerin yarali omurilige gog¢iinde iki dalga wvardir. Birincisinde,
polimorfoniiklear granulositler yaralanmadan saatler sonra lezyon bolgesine gelerek sitotoksik
etkileri ile noronofaji yapabilirler. 24 saatte maksimum diizeye ulasirlar, 3. giinde kaybolurlar.
Ikinci dalgada, lezyon bolgesine monosit ve gelir, hiicre debrisini fagosite ederler. Schwann
hiicreleri, meningeal hiicreler ve fibroblastlar lezyon bdlgesine goc¢ eden diger periferal

hiicrelerdir (14).

Gec Faz

Yaralanmadan haftalar ve aylar sonrasi santral kanal ile birlesmis beyin omurilik s1vist
ile dolu kistik kaviteler gelisir. Omurilikte yara iyilesmesi kistik kavite olugmasi ile
sonuclanir. Kist gelismesinde 3 evre vardir. Nekroz evresi: 1. giin baglar travmadan sonraki
1.-2. haftaya kadar siirer; Tamir evresi: travmadan sonraki 2.-8. haftalar arasindadir;
Stabilizasyon evresi: 8. haftadan 1. yila kadar degisir. Travmadan sonraki 3. giinde
parankimatdz hemorajiler, vaskiiler trombozis, 6dem, aksonal segmentasyon ve enflamatuar
infitrasyon ile birlikte mikrokistik kaviteler goriilmeye baslar. Travmadan 4-5 hafta sonra
trabekiiler sistem i¢indeki kistlerin sinirlar1 belirginlesir. Geg lezyonun 6nemli bir komponenti
de miyelin kaybidir. Demiyelinizasyon ilk 24. saatte baslar, 2. haftada maksimum seviyesine
ulagir. Remiyelinizasyon 3. haftada baglar. Remiyelinizasyonda oligodentrositlerin rolii
olabilecegi gibi, lezyon sahasina dorsal koklerin giris bdlgesi “dorsal root entry zone”
bolgesinden Schwann hiicrelerinin gogii, bu hiicrelerinde remiyelinizasyonda rol aldiklarini

diistindiirmektedir (13-15).



SERBEST RADIKALLER

Ik kez 1970’ lerde Demopoulos tarafindan ortaya atilan hipoteze gére serbest oksijen
radikalleri ve triinleri ilerleyici doku hasarina neden olurlar. Viicuttaki bir¢ok reaksiyonda rol
oynayan molekiiler oksijen yasam i¢in sarttir ve aerobik organizmalar i¢in 6nemli bir besindir.
Oksijensiz ortamda 6liim olur. Ancak bu durum daha ¢ok oksijenin daha iyi olacagi anlamina
gelmez. Oksijen konsantrasyonu % 100 oldugunda insanlarin yani sira bir ¢ok aerobik
organizma i¢in toksik etkilerinin oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle ¢esitli hastaliklarin
tedavisi sirasinda kullanilanimi sinirli olmaktadir (14,34).

Serbest oksijen radikalleri, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron bulunduran atom veya molekiillerdir. Elektronlar, dis yoriingelerinde ¢iftler halinde
bulunduklarinda o bilesik daha kararli ve sabit bir yapiya sahip olur. Eksik elektronlu
molekiiller ise karali degildirler. Kolaylikla elektron alip vererek, herhangi bir molekiil ile
reaksiyona girebilirler. Serbest oksijen radikallerinin yar1 6émiirleri ¢ok kisa olmasina ragmen
genel olarak ¢ok reaktiftirler (35).

Serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun organ ve dokularda meydana
getirdigi hasar ve hastaliklarin patogenezindeki rolleri yogun bir sekilde arastiriimaktadir.
Yaglanma, dejeneratif hastaliklar, yaniklar, akciger hastaliklari, karsinogenez, diabet,

ateroskleroz ve katarakt olusumundaki etkileri bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir (36).

Siiperoksit Radikali (027)

Serbest oksijen radikallerinin ilk olusan siiperoksit (O2" ) radikalidir. Mitokondrideki
yetersiz elektron transferi neticesinde siiperoksit radikali olusur. Siiperoksit genellikle
instabildir ve hidrojen peroksit ile oksijene doniisiir. Ancak daha ciddi hasara neden olan

oksijen radikallerinin dnciisii olmasi nedeni ile dnemlidir (14,37).

Hidrojen Peroksit (H,O;)
Siiperokside bir elektron eklenmesiyle olusur.
O +e 2H" —H,0,
Hidrojen peroksit hiicre membranlarindan kolaylikla gegebilen, endotelyal hiicreleri
hasarlayabilen giiclii bir sitokindir. Serbest radikal olmadigi halde bir¢ok reaktifin olusum
reaksiyonlara katildig: i¢cin H,O, de toksik metabolitler i¢cinde yer alir. Toksik ozellik
gosterebilmesi icin hidroksil radikaline donlismek zorunda olabilir (38). Hidrojen peroksit

zay1f ve yavas bir oksidandir. Katalaz enzimi ile H,O ve O’ye yikilir. Ancak reperfiizyonda
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H,0,, siiperoksit radikali ile Haber-Weiss reaksiyonuna girer (37). Haber-Weiss reaksiyonu,
demirin (Fe) katalizorliigiinde gergeklesen, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksitin Fe
esliginde reaksiyona girip, sonugta hidroksil radikali (OH"), hidroksil koki (OH ) ve
oksijenin olustugu bir reaksiyondur.

20, +2H,0 —— > 20, +20H +20H" ( Haber — Weiss reaksiyonu)

Normal sartlarda bu reaksiyon fizyolojik Onemi olmayacak kadar yavastir. Ancak
hemoproteinler ve metal selatlarin varliginda Fenton reaksiyonu denen reaksiyonla daha hizli
olarak meydana gelir (39).

Fe™? +2H,0, —— > Fe™ + OH + OH" ( Fenton reaksiyonu)

Hidroksil Radikali (OH")

Fe ile H,O, nin birlesmesi ile olusur.
H,0, + Fe? ——— OH+OH +Fe”
Hidroksil radikali, bilinen serbest radikaller i¢inde en giiclii olan ve doku hasarinda sorumlu
ana radikaldir (40). En 6nemli 6zelligi, hidrojen atomlarin1 hiicre membranindaki poliansatiire
yag asitlerinden ayirmasidir. Lipid peroksidasyonunu baslatarak hiicre membraninda ¢oziilme

ve buna bagli hiicre 6liimii olur (41).

Hidroperoksil Radikali (HO )
Stiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusan ve siiperoksitten daha gii¢lii olan bir
ajandir. Biyolojik membranlardan kolay gegebilme ve yag asitleriyle direkt olarak reaksiyona

girebilme 6zelligi vardir (42).

Nitrik Oksit (NO)

NO, hemostatik olaylarda ve organizmanin savunma mekanizmalarinda otokrin ve
parakrin etkisi olan bir aracidir. Makrofajlar, notrofiller, hepatositler ve endotel hiicreler
tarafindan iretilir. En 6nemli fonksiyonu viicudun ¢esitli dokularinda interlokin-1 (IL-1) ve

sitokinlerin etkilerine paralel bir islev géormesidir (42,43).

Fosfolipaz A2 aktivasyonu
Reperfiizyon sirasinda  hiicre i¢i Ca®* akigmmn  artmasi, fosfolipaz A2’nin
aktivasyonuna neden olur. Fosfolipaz A2, hiicre membranindaki fosfolipidlerden yag asitlerini

ayirarak lesitinden lizolesitin, sefalinden lizosefalin ve fosfotidilkolinden lizofosftidilkolin
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olusturan hidrolitik bir enzimdir. Oldukca sitotoksik olup, iskemi sonrasi permeabiliteyi
arttirir (39). Hiicre i¢i Ca®" artis1 ile birlikte fosfolipaz A, nin aktivasyonu siklooksijenaz ve
lipoksioksijenaz yollarin1 harekete gecirir. Siklooksijenaz yolu ile prostoglandinler,
lipoksijenaz yolu ile LTB,4 ve diger arasidonik asit metabolitleri olan tromboksan A, (TXA,)
olusur. TXA, ve LTB, giiclii kemotaktik ajanlardir. Proteolitik enzimleri arttirarak serbest
oksijen radikallerinin artisina ve reperfiize olan dokuda nétrofillerin birikimine neden olurlar

(44).

Notrofil Aktivasyonu

Serbest oksijen radikalleri, notrofil aktivasyonu ile birlikte lipid peroksidasyonuna ve
epitelyal hasara yol acarlar. Notrofiller, siddetli mukozal lezyonlarin olusumundan biiyiik
Olciide sorumludur (41). Aktive olan notrofiller fazla miktarda oksijen tiikketimine ve hiicre
membranindaki Nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (NADP) enziminin katalizorliiglindeki
bir reaksiyonla asir1 miktarlarda siiperoksit anyonlarin olusumuna yol agar. Ardindan
stiperoksit dismutaz ve myeloperoksidaz enzimlerinin katalizorliigiinde H,O,, OH™ ve

hipoklorik asit olusur (45).

SERBEST RADIKALLERIN HUCRESEL ETKILERI
Serbest radikaller hiicredeki lipid, deoksiriboniikleik asit (DNA), hiicre membran1 ve

proteinlere saldirarak zarara ugratirlar.

Membran Lipidleri ve Lipid Peroksidasyonu

Hiicre membranindaki yag asitleri, fosfolipidler, glikolipidler ve steroller serbest
radikallerin en genel hedefleri arasindadir. Bu radikaller hiicre membraninda bulunan
proteinler ve lipidleri oksidasyona ugratarak membran akigskanliginin ve iyonik gradiyentin
bozulmasina neden olurlar. Bu oksidasyon tepkimesi hidroksil, hidroperoksil ve tekil oksijen

radikalleri tarafindan gerceklestirilir (46).

Malonildialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonun en belirgin iirlinii olan malondialdehit (MDA) ayni zamanda
lipid peroksidasyonunu belirlemede kullanilir. MDA olusum yerinden kolayca difiize olur.
Membran yapisindaki lipid ve proteinlere capraz baglanarak membranin kendine 06zgii

ozelliklerin degismesine yol acar ve permeabiliteyi bozmaktadir (46).
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Niikleik Asitler ve DNA
Serbest radikallerle niikleotidlerin etkilesmesi sonucu DNA zincirinde kirilma ve
mutasyonlar olusabilir. DNA hasarinin biiytikliigii serbest radikallerin polimeraz enzimi ile

reaksiyona girerek DNAnin onarilmasini engellemesi ile iligkilidir (46).

Proteinler
Serbest radikaller protein yapisindaki aminoasitlerle reaksiyona girerek siilfidril

gruplarinin kaybina ve karbonil gruplarinin olusmasina neden olurlar (47).

Karbonhidratlar
Hidroksil radikali glukoz, mannitol ve deoksi sekerlerle dogrudan reaksiyona girer.
Monosakkaritlerin oksidasyonuyla peroksitler, hidrojen peroksit ve okzoaldehitler olusur.
Okzoaldehitler DNA, Riboniikleik asit (RNA) ve proteinlere baglanabilme ve capraz baglar

yapma Ozelliginden dolay1 hiicrede zararli etkilere yol acarlar (46).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Fizyolojik kosullarda olusan serbest radikaller enzimatik antioksidan mekanizmalar
(sitokrom oksidaz sistemi, sliperoksit dismutazlar, katalazlar, glutatyon peroksidazlar) ya da
non-enzimatik antioksidanlar (-tokoferol, -karoten, glutatyon, askorbik asit, {irat, sistein,
bilurubin, albumin), ya da metal baglayicilar (seruloplazmin, transferin, laktoferrin) ile
inaktive edilerek doku hasardan korunur. Merkezi sinir sistemi askorbat, glutatyon ve
tokoferol gibi antioksidan mekanizmalara yiiksek oranda sahiptir. Ancak travma sonrasi
dokuda bu antioksidan mekanizmalar hizla azalir. Olusan serbest radikaller lipidler,
proteinler, niikleik asitler ile reaksiyona girerek siklikla lipid peroksitler olustururlar ve bunun
sonucunda daha fazla serbest radikal olusur (14).

Omurilik yaralanmasindan sonra kanamayi1 takiben hemoglobin, ferritin ve
transferinden demir aciga c¢ikar. Demirin katalizledigi membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonu neticesinde mebran pargalanir ve hiicre oOliir. Ayrica serbest oksijen
radikallerinin yaptig1 endotel hasarina bagl olarak kan-omurilik bariyeri bozulur. Bunun
sonucunda yaralanma bolgesine zararli maddelerin birikimi olur. SSS’ de SOD, katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerinin az olmasi nedeniyle serbest radikal hasarma yatkindir.

Ayrica serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girebilen doymamis yag asitleri ve kolesterol
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ile serbest radikal olugsma reaksiyonlarini katalizleyen askorbik asit ve demirin fazla miktarda

olmasi, SSS’ nin travmatik ve iskemik yaralanmadan daha ¢ok etkilenmesine neden olur.

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon, serbest radikallerin hiicre iginde detoksifikasyonunu saglayan ve lipid
peroksidasyonunu onleyen en onemli endojen antioksidandir (48). Hiicre ic¢i glutatyon,
antioksidan olarak bulunan thiol bilesigidir. Septik sokta glutatyon diizeylerinin azaldigi
gosterilmistir ve hiicre i¢i glutatyon depolarinin azalmasi ile mortalitenin arttig1 goriilmiistiir
(45).

Glutatyon peroksidaz enzimi selenyuma bagli bir enzim olup, glutatyon elektronlari
kopararak H,O,’ye ve okside glutatyona dontistiiriir.

Indirgenmis glutatyon + H,O Glutatyon peroksidaz Okside glutatyon + H,0,

Endojen yada eksojen olusan radikaller bir taraftan glutatyon diizeyini azaltarak Gte
yandan da glutatyon metabolizmasina bagli enzimlerin aktivitesini inhibe ederek alveoler
makrofaj fagositozunu bozar ve 16kositlerin kemotaksisini engelleyerek hasarin ilerlemesine
neden olurlar. Glutatyon peroksidazin H,O,’nin neden oldugu hiicresel hasara kars1 koruyucu

giicliniin katalaza gore daha fazla oldugu bilinmektedir (39).

N-ASETILSISTEIN

NAC’in bir glutatyon prekiirsorii olarak bilinmesi, radikal giderici etkisinden
faydalanma fikrini giindeme getirmistir. ik kez 1963 yilinda Sheffner, mukolitik tedavi
amaciyla sistein derivelerini klinikte kullanima sunmustur. L-sistein’in sodyum tuzu olan
NAC derivasyonunun dogal sisteinden daha az irritatif olmas1 ve goreceli olarak daha az
toksik ve daha ¢ok siilfidril grubu icermesinden dolayr klinik kullaniminin daha etkili ve

uygun olacag belirtilmistir.

Farmakokinetik

NAC, dogal bir amino asit olan L-sisteinin N-asetillenmis tiirevidir. L-sisteinin
sodyum tuzu olarak hazirlanmistir. Sistein, antioksidan etkisi olan birka¢ amino asitden
biridir. Asetilsistein CsHyNO3S seklinde formiile edilebilir. Molekiil agirligr 163.2 dir. %22
oraninda suda erir. Alkol ve degisik sivilarda da benzer oranda erime gosterir (49). NAC

karacigerde metabolize olur ve yarilanma Omrii iki ile alt1 saattir. Yaklagik %20-30’u idrarla
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degismeden atilir. Aktif metabolitleri disiilfidler, sistein, sistin, methionin ve indirgenmis

glutatyondur (50).

Etki Mekanizmasi

Asetilsistein mukoproteindeki distilfid baglar1 ile reaksiyona giren serbest stilfidril
gruplari iceren bir thiol bilesigidir. Sonugta siilfidril-disiilfid baglarinin yer degistirmesi ile
mukoprotein molekiilleri daha kiigiik parcalara ayrilir ve daha az viskdz birimler haline gelip
infekte sekresyondaki DNA baglarini belirgin 6nemli dl¢lide azaltir. Mukopiiriilan materyal
lizise ugrar ve daha az visk6z hale gelmis olur. Bu primer etki NAC’1n bir mukokinetik ajan
olarak kullaniminin ana nedenidir.

Glutatyon major bir serbest radikal giderici bir ajandir. Bir glutatyon prekiirsorii olan
NAC’ 1 serbest radikalleri detoksiye edebilme yeteneginin anlagilmasi son yillarda bu ajanin
klinik kullanim1 olduk¢a yayginlastirmistir (49). NAC, serbest radikalleri ve reaktif
elektrofilleri detoksifiye eder. Reaktif elektrofiller, elektronlara afinitesi olduk¢a yiiksek olan
ve yeni radikalleri olusturmaya hazirlanan molekiil par¢alaridir. NAC ayrica ortamdaki H,O,
diizeyini azaltir ve H,O;’nin toksik etkilerine kars1 hiicreyi korur. NAC’1n toksik radikallere
kars1t koruyucu etkisi, glutatyon biyosentezini arttirmast ve glutatyon prekiirsorii olmasi
nedeniyledir (51). NAC alindiktan sonra hizla absorbe ve deasetile edilerek hiicre i¢i ve hiigre
dis1 glutatyon depolarina eklenir. NAC, sistein derivasyonu olarak daha az toksik ve glutatyon

prekiirsorii olabilme yetenegi en iyi olan sistein derivasyonlarina dontisiir (52).

Tedavide Kullanimi

Akciger hastahklarimin tedavisinde: NAC mukoproteindeki kimyasal disiilfid
baglarin1 parcalayan serbest siilfidril gruplarini icermesi sayesinde sekresyonlarin
viskozitesini azaltarak mukolitik etki gosterir (49,53,54).

Parasetamol toksisitesinde: Yiiksek dozda parasetamol alkilleyici bilesiklere
dontisiip glutatyonu baskilayarak yada karaciger hiicre membranina hasar vererek hiicre
nekrozuna neden olur. NAC reaktif parasetamol metabolitlerin tiikettigi mitokondrial ve
sitozolik glutatyon depolarini doldurarak etki gosterir (55).

Kistik fibroz ve mekonyum ileusu tedavisinde: NAC igeren soliisyonlar oral yada
rektal enema uygulamasi seklinde ozellikle kistik fibrozlu hastalarin ince bagirsaklarinda

meydana gelen mekonyum ileusu olgularinda basariyla uygulanmaktadir (49,56).
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Septik sokta : Deneysel ¢alismalarda NAC’in hepato-splanik kan akimini arttirdigi
goriilmiistiir. Antioksidan ve sitoprodiiktif etkisi olan NAC ayni1 zamanda endotel kdkenli
gevsetici faktorii stimiile edebilir ve mikrovaskiiler kan akimini arttirir (57).

Antidot olarak kullannmi: NAC altin, kobalt ve diger agir metaller,
karbontetrakloriir, metimerkiir, halotan, arsenik, asetaldehid, kumarin, interferon,
bromobenzen, naftalin ve doksurubisin zehirlenmesinde de antidot olarak kullanilmaktadir
(49,56).

Kardiovaskiiler sistem ve miyokard infarktiisiinde: NAC nitratin vazodilator
etkisine olan toleransi tersine gevirerek kiicliik kan damarlarinda direkt vazodilatotor etki
yapar. NAC’1in aym zamanda pozitif inotrop ve giiclii vazodilatotor etkileri vardir (58).
NAC’1mn intravendz uygulamasinin miyokard infarktiislii hastalarda trombolitik ajan olarak
kullanilabilecegi ve gliseril trinitritin periferal ve koroner etkilerini potansiyelize ettigi
bildirilmistir.

Diger klinik kullamim alanlari: Siklofosfamid ile olusan hemorajik sistitte NAC’1n
thiol gruplar1 sistide yol agan akrolenin aldehid gruplari ile reaksiyona girerek toksik
molekiilleri notralize eder. NAC kullaniminin romatoid artrit, vaskiillit ve skleroderma gibi
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde faydali etkileri bulunmustur. Nefrolitiyazis ve sistiiniiri
profilaksisinde diyetle alinan sistini daha ¢ok ¢oziiniir sistin disiilfid haline getirerek yarali
etkileri gosterilmistir (49). NAC’1n giiclii karsinogenler {izerinde farkli dozlarda farkl: etkileri
goriilebilir. Yiiksek dozlarda mutajenik metabolitlerin aktivasyonunu engeller. Bu etkisi ile
karsinogenezisin degisik evrelerinde farkli karsinojen ve mutajenlere karst koruma

saglayabilir (52).
Yan Etkileri

NAC’in toksisitesi son derece nadirdir. Cok ender olarak anaflaksi, tasikardi, trtiker

ve bronkospazm gibi asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 gelisebilir (49).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu deneysel ¢alisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Norosiriirji Anabilim Dali
Mikronoérosiriirji Laboratuar1 (Sekil 1), Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 ve Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuarlarinda gergeklestirildi. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan onay alindi (Bkz. Ek1). Kullanilan denekler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Birimi’nden temin edildi.

Calismada toplam 32 adet, ortalama agirliklar1 250-320 g aras1 degisen Spraque-
Dawley tiirii eriskin erkek rat kullanildi. Denekler her biri 8 rat iceren dort gruba ayrildi:

Grup 1. Kontrol grubu
Grup 2. N-asetilsistein uygulanan kontrol grubu
Grup 3. Travma grubu
Grup 4. Travma ve N-asetilsistein tedavi grubu

Denekler, intraperitoneal yolla verilen 70 mg/kg Ketamin ve 7 mg/kg Ksilazin
hidrokloriir (Rompun HCI) ile anestezi saglanarak yiiziistii pozisyonda tespit edildi (Sekil 2).
Cerrahi sterilizasyon ve cilt temizligi sonrasi torakal bolgeyi i¢ine alan 5 cm uzunlugunda orta
hat deri ve derialt1 kesisi yapildi. Daha sonra cerrahi ameliyat mikroskopu (OpMi 99 Zeiss
Inc., Oberkocken, Germany) altinda, mikrocerrahi aletleri kullanilarak, paravertebral adeleler
diseke edilip omurganin kemik arka boliimleri ortaya konuldu. Th4 - Th10 arasi1 laminektomi
yapildi (Sekil 3). Bu islemler sirasinda omurilikte travma olusturulmamasina dikkat edildi.
Hafif bir travma siiphesinde bile denek caligsma dis1 birakildu.

Kontrol grubunda (Grup 1) laminektomi sonrasi travma uygulanmadan cerrahi igleme

son verilerek denek uyandirildi.
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NAC uygulanan kontrol tedavi grubunda (Grup 2) laminektomiden 15 dakika sonra
NAC (%2 Asist amp., Hiisnii Arsan, Istanbul, Tiirkiye) 150 mg/kg 6lciisiinde intraperitoneal
tek doz olarak verildi.

Travma grubunda (Grup 3), omurilige Th7 - Th8 diizeyinde ekstradural olarak bir
dakika stire ile kapanis basinct 70 g olan Yasargil FE 701 K Anevrizma Klibi (B. Braun
Aesculap, Tuttlingen, Germany) uygulandi (Sekil 4 ve 5). Bu gruba tedavi uygulanmadi.

Tedavi grubunda (Grup 4) ise klip uygulandiktan 15 dakika sonra NAC 150 mg/kg
intraperitoneal tek doz olarak verildi.

Her dort gruptaki denekler 2 saat sonra sakrifiye edildi. Bu islem, 18 G. enjektor ile
intrakardiyak olarak 5 -7 ml kan alinarak gerceklestirildi.

Travmali omurilik bolgesini iceren 4 cm. uzunlugunda omurilik segmenti alind1 (Sekil
6). Omurilik segmentinin travmali kisminin kranial boliimiinde kalan doku boliimii sabit bir
sire iginde -80°C de korunacagi derin dondurucu ortamina tagindi. Bu doku boliimii
biyokimyasal olarak malonildialdehid (MDA) diizeyleri 6l¢iimiinde kullanildi.

Tim deneklerden travma bolgesini igeren omurilik segmenti 151k mikroskopi
incelemesi i¢in ayrilarak %10 formaldehid ¢ozeltisine konuldu.

Biyokimyasal islemler i¢in ayrilan omurilik bolimii -80°C de saklandigi derin
dondurucudan ¢ikarildiktan sonra buzu ¢oziilmeden kesilerek 0.4 g parcalar halinde tiipe
yerlestirildi. MDA diizeylerinin belirlenebilmesi icin 0,15 M KCI c¢ozeltisi hazirlandi.
Homojenizatér (Polytron PT 2100 Kinematica AG, Germany) kullanilarak buz icinde
homojenize edildi. Hazirlanan homojenatlar dakikada 4000 devirde 10 dk siire ve +4°C’de
santrifiije edilerek lstte kalan berrak kismi ayirildi ve spektrofotometrik MDA 6l¢iimlerinde
kullanildi.

0,2 ml 10 kez seyreltilmis doku homojenati, 0,2 ml % 8.1’lik sodyum dodesil siilfat
(SDS), 1,5 ml % 20’lik asetik asit, 1,5 ml % 0.8’lik tiyobarbitiirik asid (TBA) ve 0,6 ml distile
su ile karistirildi. Elde edilen bu karisim 95°C” de sicak su banyosunda bir saat tutuldu. Tiip
icerisindeki materyal musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1 ml distile su ve 5 ml
butanol/piridin (15/1) eklenerek mekanik karistirict (vorteks) ile bir dakika karigtirildi.
Organik faz dakikada 4000 devirde 10 dakika siire ile santrifiije edilerek ayrildi. Absorbanslar
homojenat icermeyen ayira¢ korline karst 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Spectronic Unicam Helios a, England) okundu. Sonuglar nmol/g doku olarak tanimlandi

(59).
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Verilerin istatistiksel analizi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlik Bilgi islem
Merkezi’nde bulunan S0064 Minitab Release 13 programi (Lisans No. 1331.00197)
kullanilarak bilgisayar ortaminda gergeklestirildi. Istatistiksel analizler i¢in gruplar arasi
kiyaslamali Kruskal-Wallis varyans analizi yapildi. Anlamli farklilik ¢ikanlara Mann-Whitney
U testi uygulandi.

Sekil 1. Mikronoérosiriirji labarotuarinda ¢calisma ortami

Sekil 2. Hazirhik ve pozisyonlama
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Sekil 3. Laminektomi sonrasi omuriligin goriiniimii

Sekil 4. Omurilige anevrizma Kklibi ile hasar olusturulma asamasi
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Sekil 5. Klip ¢ikartilmasini takiben omurilikte olusan hasar ok ile gosterilmektedir

Sekil 6. Cikarillan omurilik segmentinde klip tarafindan olusturulan yapisal hasar alam

(ok) goriilmektedir
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BULGULAR

Yapilan biyokimyasal analizler sonucu elde edilen doku MDA degerleri Tablo 2 de
goriilmektedir.

Istatistiksel analizler icin gruplar arasi kiyaslamali Kruskal-Wallis varyans analizi
yapildi. Anlamli farklilik bulunanlara Mann-Whitney U testi uygulandi ve (p<0,05) degeri
anlamli kabul edildi. Elde edilen p degerleri tablo 3 de goriilmektedir.

Tablo 2. Doku Malonildialdehid degerleri (nmol/g doku)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Kontrol Kontrol + NAC | Travma Travma + NAC
Denek 1 17,57 20,81 89,02 42,35
Denek 2 170,17 8,15 165,51 53,41
Denek 3 162,57 16,43 105,95 49,88
Denek 4 34,27 13,08 31,54 116,24
Denek 5 24,69 8,07 198,24 38,38
Denek 6 52,97 12,47 62,49 176,82
Denek 7 31,92 8,80 114,83 24,59
Denek 8 36,14 20,34 90,70 33,91
ORT £ SD 66,28 + 62,63 13,51 +£5,21 107,28 £ 53,55 | 66,94 + 52,48

(ORT, ortalama deger; SD, standart sapma; NAC, N-asetilsistein)
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Tablo 3. Gruplar arasi iliskide p degerleri

p degeri
Grup 1 - Grup 2 P<0,01
Grup 1 - Grup 3 P< 0,01
Grup 3 - Grup 4 P<0,05

Kontrol grubu (Grup 1) ile NAC verilen kontrol grubu (Grup2) doku MDA degerleri
karsilagtirildiginda Grup 2’ ye ait MDA degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
(p<0,01) diisiikk oldugu goriildi. Kontrol grubu (Grup 1) ile travma grubu (Grup 3)
karsilastirildiginda MDA degerlerinin Grup 3’ de istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,01)
yukseldigi saptandi. Travma grubu (Grup 3) ile NAC verilen travma grubu (Grup 4)
karsilagtirildiginda ise MDA degerlerinin Grup 4’ de istatistiksel olarak anlamli sekilde
(p<0,05) azaldig1 belirlendi (Tablo 2). Tiim gruplara ait ortalama MDA degerleri Sekil 7’ de

goriilmektedir.
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Sekil 7. Gruplarin doku MDA ortalama degerlerinin grafigi
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Sekil 8. Kontrol grubuna (Grup 1) ait omuriligin histopatolojik goriiniimii

owe

Sekil 9. Kontrol + NAC tedavi grubuna (Grup 2) ait omuriligin histopatolojik goriiniimii
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Sekil 10. Travma grubuna (Grup 3) ait omuriligin histopatolojik goriiniimii

Sekil 11. Travma + NAC tedavi grubuna (Grup 4) ait omuriligin histopatolojik

goriniimii

Histolojik degerlendirmede, kontrol grubunda normal goriinlimde ndronlar ve ara
doku goriildi (Sekil 8). Kontrol + NAC tedavi grubuna ait histopatolojik kesitlerde kontrol
grundan farklilik saptanmadi (Sekil 9). Travma uygulanan grupta noronlar olduk¢a koyu,
dejenere ve piknotik niikleusa sahip olup ara dokuda kanama alanlar1 ve 6dem varligi
goriildi (Sekil 10). NAC tedavi grubunda ise niikleuslarin iyi korundugu, ara dokudaki

0dem ve kanama alanlarinin kismen geriledigi goriildii (Sekil 11).
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TARTISMA

Travmatik omurilik yaralanmasi, primer hasar ve giinler icinde artarak seyreden
sekonder hasar ile doku yikimina neden olur (60). Sekonder hasar, vaskiiler degisiklikleri
(6dem, iskemi, hipoksi), eksitotoksik biyokimyasal olaylar1 (serbest radikaller ve nitrik oksit
formasyonu, proteaz salinimi) ve hiicresel cevabi (immiin hiicrelerin invazyonu, glial
hiicrelerin aktivasyonu, noronlarin 6liimii) icerir. Primer travma sonrast olusan subselliiler
diizeydeki sekonder hasar, baslangigtaki primer hasarin c¢evresindeki alanda, primer
travmadan ilk asamada teorik olarak zarar gormemis ndral dokunun haraplanmasma ve
Oliimiine neden olur. Primer travma cevresinde yer alan bu risk altindaki alanin sekonder
hasardan kurtarilmasi veya sekonder hasarin miimkiin olan en alt diizeye indirilmeye
calisilmasi, omurilik yaralanmasinda tedavinin temel hedefidir.

Konumuzu olusturan sekonder doku (noronlar ve glial hiicreler) hasarinda, lipid
peroksidasyonunun ve bununla ilintili olarak serbest oksijen radikallerinin ¢ok 6nemli bir roli
oldugu bilinmektedir (6,61,62).

Sinir sistemi, yiiksek oksijen kullanimi, antioksidan kapasitesinin diistikligi,
membran lipidleri yan zincirli poliansatiire yag asitleri agisindan zengin oldugu ve bu
yapilarin serbest radikal hasar1 i¢in hedef bolgeler olduklari i¢in, lipid peroksidasyonuna ¢ok
duyarlidir (6,63-66). Sekonder hasara neden olan oksidatif strese kars1 dnemli bir savunma
mekanizmasi olan tripeptid glutatyon dokular1 iskemik hasardan korudugu bilinmektedir (67-
70).

Gicli bir antioksidan ve bir serbest radikal temizleyicisi olan N-asetilsistein’in

oksidatif stresi ve inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (53,67,68,73-75). Beyinde ve omurilik
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yaralanmalarinda oksidatif stresin etkilerini inceleyen Juurlink ve Paterson, NAC gibi
glutatyon prekiirsorii ile oksidatif stresin en aza indirilebilecegini bildirmislerdir (76).

Malonildialdehid (MDA) lipid peroksidasyonun indirekt ancak en sik kullanilan
gostergelerinden biridir. Degisik travma modellerinde MDA seviyeleri travmanin hemen
ardindan yiikselmeye baslamakta, travmanin ilk saatleri iginde (1, 2 ve 4. saatler) en {ist
diizeye ulagsmakta ve giderek diismektedir (77-79).

NAC’in antioksidan etkinligi bir¢ok deneysel hayvan modelinde ve c¢ok farklh
doku/organ sistemlerde gosterilmistir (67,80-90). Bu konuda yapilmis olan deneysel
caligsmalarin 6nemli bir boliimii santral ve periferik sinir sistemi ile iligkili olanlardir. Ancak,
bunlarin tamamina yakini, beyin ve omuriligin iskemi ve/veya iskemi-reperfiizyon
modellerinde NAC’in koruyucu ve/veya tedavi edici etkisinin incelenmesini konu alir
(67,80,84-88,90,91). Sekhon ve ark. (86), rat beyin modelinde NAC uygulamasinin iskemiyi
azaltigimi ve reperfiizyonu arttirdigin1  bildirmislerdir. Khan ve ark. (88), ratlarda
olusturduklar1 deneysel inme modelinde, iskemi baslangicindan sonra NAC verilmesinin
beyni serbest radikal hasarindan ve apoptozisden korudugunu gostermisler ve yorumlarinda
artmis glutatyon diizeyi ve azalmis apoptotik hiicre 6liimiiniin 6nemini vurgulamislardir. Bu
modelde, reperfiizyon sonrasi 6 saat aralarla uygulanan diigik (50 mg/kg) ve yiiksek
(500mg/kg) dozlarda NAC’mn yeterli koruma saglamadigi, buna karsilik en iyi koruyucu
etkinin 150 - 250 mg/kg arasindaki NAC dozlar ile elde edildigini belirlemislerdir (88).
Bizim ¢aligmamizda travmatik hasar sonrasi ilk 15. dakikada uyguladigimiz NAC dozu 150
mg/kg olarak belirlenmis olup kaynaklardaki se¢ilmis dozlar ile uyum gostermektedir.

Santral sinir sistemi travmasi sonrasi olusan sekonder hasar1 6nlemeye yonelik NAC
etkisi, beyin ve omuriligin iskemi ve/veya iskemi-reperfiizyon modelleri ile
karsilastirildiginda, ne varki, yeterince incelenmemistir. Bunun sonucu olarak, beyin ve
omuriligin travmatik hasarinda NAC’in pozitif veya negatif etkisi tam olarak
anlasilamamustir. Biz, calismamizda omurilik yaralanmasinda travma sonrasi intraperitoneal
tekdoz olarak 150 mg/kg NAC uyguladik. Biyokimyasal ve histoljik inceleme sonuglarimiz,
NAC uygulamasmin omurilik yaralanmasinda sekonder hasari en azindan azaltici etkisini
gosterir 0zellikte olarak degerlendirildi. Kaynaklarda karsilagtigimiz tek benzer ¢aligma ise,
celigkili bir sonug¢ ortaya koymustur (92). Bu calismada, Kaynar ve ark. travmanin hemen
sonrasinda uygulanan 163mg/kg tek doz intraperitoneal uygulamanin etkisini bir saat sonra
omurilik MDA diizeyini 6l¢erek degerlendirmigler ve deneysel omurilik yaralanmasinin erken

doneminde lipid membraninin peroksidasyonu iizerine tedavi edici etkisinin olmadigini
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bildirmislerdir (92). Calismalarinin negatif sonucuna dayanilarak, NAC’in lipid
peroksidasyonunu azaltamamasinin muhtemel sebeplerini uygulama yontemi ve doz
yetersizligi ve lipid peroksidasyonunda diger olasi mekanizmalarin varligr seklinde
yorumlamiglardir. Bizim c¢alismamizin sonuglart Kaynar ve ark. nin sonuglar ile uyumlu
bulunmamistir. Olasilikla, primer hasar sonrast hemen verilen tek bir NAC dozuyla ilk bir
saat igerisinde belirlenen MDA diizeyleri NAC tedavisi sirasindaki gercek biyokimyasal
olaylar1 yansitmayabilecegi diisliniilebilir. Bizim c¢alismamizda, NAC etkisi biyokimyasal
olarak MDA diizeyleri ve histolojik bulgulara dayanilarak incelendi. Olusturdugumuz travma
sonrasinda yiikselen MDA diizeylerinin, travmadan 15 dakika sonra uygulanan NAC etkisi ile
istatistik olarak anlamli azalmig gosterdi. Bunun 6&tesinde, farkli olarak NAC uygulama
zamanini travmadan hemen 15 dakika sonra olarak belirledik. Bu durumun, gercek yasamin
acil travmatoloji prensipleri baglaminda travma hastasina yapilan ilk miidahaleyi daha iyi
simiile ettigini ve boylelikle klinik uygulamada daha gergekci oldugunu diistiniiyoruz.

Sonuglarimiz, genel olarak, travmatik noral yaralanmada NAC in etkisini inceleyen
diger deneysel calismalar ile uyumludur. Ellis ve ark. (93) sivi-perfiizyon hasarini takiben
serebrovaskiiler cevabi diizenlemede NAC’in etkili oldugunu bildirmislerdir. Bir diger
calismada, Xiong ve ark. (94) kortikal incinmede mitokondrial disfonksiyona karsi NAC’in
etkili oldugunu gostermislerdir. Yine bir baska deneysel ¢alismada, Yi and Hazell, kafa
travmasini takiben hasarlanmig beyin korteksi glial hiicrelerinde travmadan 5 dakika sonra
NAC verilmesinin, oksidatif stresi azalttigi diisiindiiren hemoksigenaz-1 indiiksiyonunda
belirgin azalmaya neden oldugunu ileri siirmiglerdir (95).

Calismamizda, travmatik omurilik dokusunun 151k mikrokopik histolojik
degerlendirmeleri yapildi. Bu histolojik 6zellikler ile NAC etkisinin yapisal 6zelliklerini
belirlemeyi amagladik. Sadece anestezi verilen ve travma uygulanmayan kontrol deneklerin
histolojik incelemelerinde, noronlar ve ara doku normal goriinlimde olup, travma uygulanan
grupta noronlarin olduk¢a koyu, dejenere ve piknotik niikleusa sahip olduklar1 goriildii.
Ayrica ara dokuda kanama alanlar1 ve 6dem varlig1 dikkati ¢ekti. NAC tedavi grubunda ise
niikleuslarin oldukga iyi korunmus olduklar1 ve ara dokudaki 6dem ve kanama alanlarinin
kismen geriledigi goriildii. Bu bulgularimiz, her ne kadar immiinohistokimya yapilmadan
sadece 151k mikroskopisi goriintiilerine dayansa da, yapisal histolojik 6zellikleri gostermesi
acisindan anlamli olduklar1 diisiincesindeyiz. Kaynaklarda, histolojik ve histopatolojik
incelemelerin yalin sekilleri ve immiinohistokimyasal incelemeler eklenmis daha ileri

sekillerde yapilmis olduklari goriilmektedir. Burada, calismamizin bir eksigi apoptozisin

27



degerlendirilmemis olmasidir. Sekhon ve ark.’nin ratlarda fokal beyin iskemi modellerinde,
NAC uygulamast ile beyin infarkt hacminde istatistiksel olarak anlamli azalma
gozlemlemislerdir (86). Kahn ve ark., fokal beyin iskemi ve reperfiizyon modellerinde, NAC
uygulamasi ile beyin infarkt alaninda yaptiklar1 6 pesisira koronal keside infarkt alaninin
anlamli olarak azalmis oldugunu bildirmislerdir (88). Bir bagka kaynakta, Thomale ve ark.
her ne kadar NAC uygulamasinin posttravmatik sitotoksik beyin 6deminde etkisinin
olmadigin1 bildirmis iseler de, bizim omurilik dokusundaki histolojik sonug¢larimiz NAC
tedavisi uygulanan kesitlerde 6demin azaldigini gostermistir (68). Bu konuda, 6demin cinsi
(vazojenik, sitotoksik), NAC etkisi (Kan-Beyin Bariyeri 6zellikleri) ve daha var olmasi olasi
diger faktorlerin etkisi olmasit mantiklidir.

Sonug olarak, bizim bulgularimiz, omurilik travmasi sonras1 15 dakika igerisinde tek
doz 150 mg/kg NAC uygulamasmin lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi ve
noronal korunma iizerine olumlu etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. NAC’in potansiyel
faydalarini, en uygun dozunu ve en uygun uygulama zamanlamasini belirlemek i¢in daha

ileri caligmalara gereksinim vardir.
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SONUCLAR

Akut omurilik travmalarinda noral dokuda olusan primer hasardan baska, travma
sonras1 donemde olusan sekonder yaralanma siirecinin en az primer olan kadar noral doku
hasarina neden oldugu bilinmektedir.

Bu deneysel ¢alismada sekonder omurilik hasari siirecinde noral doku hasarinda
oldukca Onemli bir yer tutan serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getirdigi bilinen
glutatyon prekiirsorii  N-asetilsistein’in  (NAC) etkisi biyokimyasal ve histopatolojik
yontemlerle arastirildi.

Biyokimyasal kriterlerin degerlendirildigi boliimde;

1. Kontrol grubu (Grup 1) ile NAC uygulanan kontrol grubu (Grup2) doku
malonildialdehid (MDA) degerleri karsilastirildiginda Grup 2’ ye ait MDA degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,01) diisiik oldugu gorildii.

2. Kontrol grubu (Grup 1) ile travma grubu (Grup 3) karsilastirildiginda MDA
degerlerinin Grup 3’ de istatistiksel olarak anlaml sekilde (p<0,01) yiikseldigi goriildii.

3. Travma grubu (Grup 3) ile travma uygulanan ve NAC teravisi verilen grup (Grup
4) karsilagtirnlldiginda MDA degerlerinin Grup 4’ de istatistiksel olarak anlamli sekilde
(p<0,05) diigmiis oldugu belirlendi.

4. Lipid peroksitlerinin serbest oksijen radikalleri gibi benzer hiicresel komponentler
tizerinde toksik etkilerini gdstermesi ve bir lipid peroksidasyon {iriinii olan Malonildialdehid
(MDA) diizeyinin 6l¢iilmesinin sekonder noral hasar gostergesi oldugu kabul edildi. MDA

sonuglart goz Oniine alindiginda, tedavi edilen gruba (Grup 4) ait sonuglarin, travma
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uygulanan ancak tedavi uygulanmayan gruba (Grup 3) gore istatistiksel olarak anlamli
derecede 1y1 oldugu goriildii.

Histopatolojik kriterlerin degerlendirildigi boliimdede;

1. Travma uygulanan grupta (Grup 3) noronlarin oldukca koyu, dejenere ve piknotik
niikleuslu olduklar1 ve ara dokuda kanama ile birlikte 6demat6z yapinin bulundugu belirlendi.

2. Tedavi grubunda (Grup 4) ise noéronlardaki dejenerasyonun kismen onlendigi, ara
dokudaki 6dematdz yapinin azaldigi goriilmiistiir.

Bu deneysel arastirma ile, travmaya bagli sekonder hasarda ortaya ¢ikan oksidatif
noral hasar nedenlerini etkisiz hale getirme yoniinde NAC uygulamasinin olumlu etkisini

ortaya koyar 6zellikte oldugu sonucuna varildi.
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OZET

N-asetilsistein bir glutatyon prekiirsorii, antioksidan ve serbest radikal temizleyicisidir.
Sinir sisteminde iskemi ve iskemi/reperfiizyon modellerinde N-asetilsistein’in yararl etkileri
bilinmektedir. Ancak travmatik hasarin azaltilmasindaki etkisi 1yi aydinlatilmamistir. Bu
calismada ratlarda olusturulan deneysel omurilik yaralanmasi modelinde N-asetilsistein’in
noroprotektif etkisinin arastirilmasi planlandi.

Otuziki adet Spraque-Dawley rat, Grupl (Kontrol), Grup 2 (Kontrol + N-asetilsistein
tedavi), Grup 3 (Travma), Grup 4 (Travma + N-asetilsistein tedavi) olarak, her biri 8 rat
iceren dort gruba ayrildi. Tiim ratlara T4-T10 laminektomi uygulandi. Travma ve travmali
tedavi grubuna bir dakika siireyle klip uygulanarak omurilik hasari olusturuldu. Tiim ratlar
cerrahi islem sonrasi ikinci saatte sakrifiye edildi. Omurilikten alinan 6rnekler biyokimyasal
tetkik ve histopatolojik incelemelerde kullanildi.

Travma uygulanan grubun konrol grubuyla karsilastirilmasinda doku malonildialdehid
degerlerinde istatistiksel anlamli artis saptandi (p<0,05). Travmadan 15 dakika sonra
uygulanan N-asetilsistein tedavisi (150 mg/kg) ile doku malonildialdehid degerlerinde
istatistiksel anlaml1 diisiis ile (p<0,05) koruyucu etki gosterildi.

Travma uygulanan grupta (Grup 3) noéronlar olduk¢a koyu, dejenere ve piknotik
niikleusa sahip idi. N-asetilsistein tedavi grubunda (Grup 4) ise niikleuslar iyi korunmustu.

Bu sonuglar N-asetilsistein’in travmaya bagli oksidatif omurilik hasarinda yararli

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Omurilik, travma, malonildialdehid, N-asetilsistein, rat
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THE EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE ON SECONDARY DAMAGE
IN EXPERIMENTAL SPINAL CORD INJURIES

SUMMARY

N-acetylcysteine is a precursor of glutathione, a potent antioxidant, and a free radical
scavenger. The beneficial effect of N-acetylcysteine on nervous system ischemia and
ischemia/reperfusion models has been well documented. However, its beneficial effect on
traumatic injury remains less understood. We aimed to investigate the neuroprotective effect
of N-acetylcysteine with an experimental traumatic spinal cord injury model in rats.

Thirty-two adult male Sprague-Dawley rats were divided into four groups of 8 rats
each: Group 1 (control), Group 2 (control+ N-acetylcysteine), Group 3 (trauma), and Group 4
(trauma+ N-acetylcysteine treatment). All the rats were T4-T10 laminectomized. The trauma
and trauma+ N-acetylcysteine treatment groups were subjected to spinal cord injury using
clipping of one minute duration. All the rats were sacrificed at 2 hours after the surgical
intervention. The tissues taken from the spinal cords were examined biochemically and
histopathologically.

The traumatic spinal cord injury significantly increased tissue malonyldialdehyde
levels (p<0.05) when compared with controls. The administration of a single dose of N-
acetylcysteine (150 mg/kg) 15 minutes after the trauma has shown protective effect via
decreasing significantly the elevated malonyldialdehyde levels (p<0.05). In the trauma group

(Group 3), the neurons became extensively dark and degenerated into picnotic nuclei. The
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morphology of neurons in the N-acetylcisteine treatment group (Group 4) was well protected.
These results suggest that N-acetylcisteine might be beneficial in trauma-induced oxidative

spinal cord damage.

Key words: Spinal cord, trauma, malonyldialdehyde, N-acetylcisteine, rat
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