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GIRIS

Spinal kord travmalari {(SKT) ¢esitli fiziksel, sosyal, ekonomik ve psikolojik
zorluklart beraberinde tasiyan major bir saghk problemidir. SKT’lan ekonomik
yukiinlin yamsira emosyonel travma ve isgiicli kaybma da neden olarak biyik
yikimlara yol agabilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)Y nde, her tam kord
kesili bir hastamn iggiicii kaybi ve saghik harcamalanmn toplami yasam boyunca
yaklagik birbqguk milyon dolart bulmaktadir (1). Yurdumuzda spinal kord yaralanmas:
insidansina ait, yurtgapinda yurttillen cahgmalar olmakia birlikte bu calismalann
sonuglan heniiz agiklanmamstir. ABD’de SKT insidanst milyonda 20 ile 40 arasinda
degismektedir (1).

Olayin bu denh biiyikk ¢apli olmasindan dolayt SKT’nm patolojisi ve
tedavisine yénelik birgok deneysel ¢ahisma yapimis ve yapilmaktadir. {lk olarak 1908
yidmda Allen’in olusturdugu deneysel SKT'm takiben myelotomi girisiminden sonra
birgok cerrahi yaklagim ve farmakolojik ajan tedavi amaciyla denenmigtir (2). Bunlar
arasinda spinal kord dekompresyonu, hipotermi ve lokal sogutma, steroidler,
dimetilsulfoksid, isoproterenol, aminofilin, mannitol, kalsiyum kanal blokérleri,
endojen opioid blokdrler: gibi ajantann verilmesi sayilabilir (1-10).

Bugtine kadar birgok tedavi yonteminin denenmis olmasimin nedeni SKT’ min
fizyopatolojisinin tam olarak saptanamamug olmasidir. Son yillarda sayis: giderek artan
¢alismalarda yeni fizyopatolojik mekanizmalar ve tedavi yontemleri ileri siiriilmektedir.

SKT sonucu spinal kord kan akimindaki azalma hipoksiye neden olur. Laktik
asit diizeyinde, hipoksantin ve lipid peroksitlerinde artisa yol acar. Kan akiminmn
yeniden baglamasiyla ksantin oksidaz enzimi varlginda hipoksantinin trik aside
déniisimil i¢in gereken oksijen saglamr. Bu esnada bol miktarda serbest oksijen
radikallei meydana gelir. Bu serbest radikaller, hiicre ve mitokondd

membranlarmdaki lipitlerle reaksiyona girerek, lipid peroksitlerini olustururlar.



Membranlardaki lipitlerin peroksidasyonu membran biitiinligfinii bozar ve hiicre
butiinligl bozulmus olur; bu olaya reperfiizyon yaralanmas: denilir (11-16).

ATP-MgCl, deneysel olarak bobrek, karaciger, ince barsak, akciger, kalp
gibi birgok dokunun iskemi-reperfiizyon yaralanmasinda galigilms, koruyucu etkisi
rapor edilmis ve reperfizyon yaralanmasindan sonra iyilesme siirecine yardime:
olabilecegi gosterilmistir (13-16).

ATP-MgCl, daha 6nce deneysel SKT da ¢alistimamustur.

Bu cahgma, diger dokulardaki iskemi reperflizyon yaralanmasinda olumiu
etkisi ortaya konulan ATP-MgCl,’tin SKT” da olusan iskemi-reperfiizyon yaralanmasi

lizerine olan etkilerini saptamak amaciyla planland.



GENEL BILGILER

AKUT SPINAL KORD YARALANMASI
Akut Spinal Kord Yaralanmasinin Fizyopatolojisi

Primer ve Sekonder Yaralanma Mekanizmalari

SKT’da goze carpan en oOnemli klinik ve deneysel gézlem lezyonun
patolojisinin lezyondan sonraki birkag gun iginde dramatik olarak degisrhesidir bu da
lezyonda birincil ve ikincil hasar mekanizmalarnnn etkili olmasina baglanmustir (2).
Ensik rastlanilan birincil hasar mekanizmasi darbe ile birlikte devam eden
kompresyondur. Bu; burst kinklan, kinkh ¢ikiklar, kursun yaralanmalan ve riiptiire
diskler gibi durumlarda gozlenir (Tablo 1). Siiren basi olmaksizin tek basina darbe
ise servikal spondylozisli hastalarda hiperekstansiyonla gorilir (17). Atesli silah
yaralanmalan laserasyon, kompresyon, konkizyon gibi kombine lezyonlar
olusturabilir.

Bu durumlann tiimine benzer deneysel akut SKT modelleri gelistiriltmistir.
En popiler olam 1911 yilinda Allen tarafindan geligtirilen “agirhk ditgiirme yontemi”
dir (2). Bu durumda tek basina darbe s6z konusudur ¢linkii diisen agulik hemen
alimr. Daha sonraki yillarda “akut extradural klip kompresyon yontemi” gibi “darbe
+ stiren bast” modelleri gelistirilmistir (18) (Sekal 1).

Klip kompresyon yaralanmasinda; sulkal arterler ve bunlarin arteryel dallarina
olan hasar vaskiiler hasarin en dnemli kaynagidir. Sulkal arterler ve buniann dallannm
besleme alanlarmda hemoraji ve iskemi olusur. Etkilenmis alanlar gri ve beyaz
maddeyi de igerebilir, Dohrrman ve arkadaglan gri cevherde kanamamm yaralanmadan
hemen sonra olugabildigini gostermistir. Klip kompresyon yaralanmasinda yaralanma

bolgesindeki hemorajiler arteriol ve veniillerin hasar gérmesi nedeniyle olusur. Kord




kompresyonundan uzak bolgelerdeki hemorajiler de klip kompresyon yaralanmas: igin
karakteristiktir. Bu hemorajiler posterior kolonlann bazalinde daha ¢ok goriiliirler.
Ozellikle posterior beyaz kolonlarla gri komissir arasindaki bileskede daha
belirgindirler. Posterior kolonlarda bulunan iki adet ven oblik ve kaudal olarak
seyreder ve dorsal subaraknoid venlere bogahr. Akut klip kompresyonla yiiksek
intrameduller veya intravaskiiler basing olusur ki bu da kamn venler icinde geri
akimina neden olur, bu geri akim ince ven duvarlanindan kamn damar digina sizmastyla

sonuglanir ki bu da kompresyonun rostralindeki uzak hemorajileri izah eder (19)
(Sekil - 1).

Sekil —1: Klip kompresyon yaralanmasmin sematik gériiniimii (19).

Ikincil hasar mekanizmasi konsepti ilk kez 1911 ylinda Allen tarafindan one
striilmiistiir . Allen’e gore korddaki pthtinin iginde kordda daha ileri hasarlara neden
olan zarah bir madde bulunmaktadir. Bu durum daha sonra Nemecek tarafindan

otodestritksiyon olarak adlandirilmustir (2).

Fraktiir, dislokasyon, kompresyon ile birlikte olan kord yaralanmalarinda

dekompresyon ve fiizyon teknikleri tedavinin temelini olugturur. Ancak kiint travmayi




takiben lezyon seviyesinin altinda motor, duyu refleks ve sfinkter kaybi olan

hastalarda tedavi yetersiz kalmakta ve bunlara yonelik ¢esith tibbi tedavi yontemleri

aragtinimaktadir.
MEKANIK KUVVET INTURI MEKANIZMASI
Darbe ve stiren bast Burst kingt
kink-¢ikak
disk yirtiimasi
Tek bagina darbe Hiperekstansiyon
Distraksiyon Hiperfleksiyon  Burst kurig:
Lamina kingi,
Laserasyon, Transeksiyon kink -¢ikik

kursun yaralanmast

Tablo - 1: Insan spinal kord travmasinda primer mekanizmalar (2),

Ginimize kadar enstk kullarulan tibbi tedavi yontemleri soyle siralanabilir;
Ure, mannitol, hipotermi, lokal sogutma, antifibrinolitik tedavi, antiserotonin tedavi,
katekolamin tedavisi, steroidler, aminofiln, isoproterenol, dimetilsulfoksit, lidokain,
kalsiyun kanal blokérleri, endojen opioid blokorler, N-Metil D-Aspartat reseptor
antagonistleri, potasyum kanal blokérleri (1,5-10).

Iskemi, viicudun smurlt bir bélgesine gelen kan akimunin azalmasina va da
kesilmesine denir. Iskemi gelisen bélge, hayati besleyici maddeler ve oksijenden
yoksun kalir. Zararh metabolitler de uzaklaghnlamaz ve olay doku yaralanmas ile
sonuglanabilir. Doku yaralanmasimn siddeti; iskeminin olus hizina, tikanmann
derecesine, organ veya dokunun iskemiye duyarhhizina ve kollateral dolagtma baghdir.
Iskeminin gelismesi yavas veya tikanma kismi ise atrofi ve fibrozs gibi degisiklikler

- olusur, buna kargin ani ve tam iskemi nekroz ile sonuglanir (20).




Sistemik etkiler (nérojenik sok)

Kalp mzi-—  kisa artig, daha sonra uzun siireli bradikardi

Kan basinci—-  kisa siireli hipertansiyon, daha sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferal direng---diiger

Kardiak output--- azalir

Katekolaminler-----artar, sonradiiser

Kord mikrosirkulasyonundaki lokal vaskiiler hasar
Kapiller ve veniillerin mekanik bozulmas
Hemoraji-ozellikle gri madde de
Mikrosirkulasyon kaybi- mekanik, tromboz, vazospazm
Spinal kord kan akiminda azalma-- tromboz, vazospazm
Otoregiilasyon kaybi

Biyokimyasal degisiklikler
Eksitotoksisite--- glutamat
Norotransmitter birikimi

Katekolaminler-- noradrenalin, dopamin
Aragidonik asid salinum
Serbest radikal olusumu
Eikosonoid olugumu
Prostoglandinler
Lipid peroksidasyonu
Endojen opioidier
Sitokinler

Elektrolit siftleri
Intraselliller kalsiyumda artma
Ekstraselliler potasyumda artma
Intraselliler sodyumda artma

Odem

Enerjt metabolizmasmmn kaybi
Azalmus adenozin trifosfat Giretimi

Table - 2 : Spinal kord yaralanmasinin fizyopatolojisinde yer alan sekonder

yaralanma mekanizmalar (2).




Akut Spinal Kord Yéralanmas:’mn Lokal ve Sistemik Etkileri

Tiim deneysel modellerde ve insan SKT’da kordun merkezinde ve dzellikle
gr1 maddede erken ve geneilikle ilerleyici hemorajiler goriiliir. Kapiller, veniil ve bazi
arteriollerin biittinligiiniin direkt mekanik bozulmast s6z konusudur. Bu baglangigtaki
travmanin mekanik giici ve dokunun darbe, kompresyon, gerilme veya laserasyonla
bozulmasiyla olusur (21). Baz deneysel ahsmalarda hemorajinin ve etkilerinin
saatlerce  siirebildigi  gosterilmistir. Insanlardaki anjiografik ve deneysel
mikroanjiografik ¢alismalarda biiyitk arteriol ve arterlerin bitiinlaginin bozulmadig
gosterilmistir (10,19,22). Kapiller ve veniilleri igeren mikrosirkulasyon kayb: sadece
yaralanma sahasinda olugmaz. Bunun rostral ve kaudalinde de bu degisiklikler izlenir
(2,19). Onemii bir bulgu ise bu degisikliklerin ilerleyici olmasdir. ilerleyici
posttravmatik iskemi degisik SKT modellerinde sigandan primata kadar degisik
deneklerde degisik kan olglim teknikleriyle gésterilmistir (1). Bu cahsmalann diger bir
ilging yonii ise hemorajik ve iskemik bolgelerin komsulugudur ki bu da Allen’in kanda
biokimyasal hasara neden olabilecek zehirli bir maddenin oldugu yoniindeki goristini
destekler gdrinmektedir (2).

Vazospazma direkt mekanik etkiden baska katekolaminler, glutamatlar ve
prostaglandinler gibi potansiyel zararh maddelerin de neden olabilecegi
distinilmektedir (1). Vazospazm deneysel SKT da hem scanning hem de tranmission
elektron mikroskopi yontemleriyle gosterilmistir (1,19,22). Bir kisim arastirmacilar
ise posttravmatik iskeminin nedeni olarak trombozu ve bundan da Tromboksan A2
gibi bir maddenin sorumlu olabilecegini dugiinmektedirler(23).

Nemecek 191k mikroskobuyla posttravmatik trombozu géstermistir, Tator ve
arkadaglan ve Dohrmann ve arkadaglan da elektron mikroskopuyla buna benzer
gorintiller  elde  etmisler ve travmadan sonra otoregiilasyonun bozuldugunu
gostermiglerdir (19,21,22). Ciddi spinal travmadan sonra gériilebilecek olan sistemik

hipotansiyon veya nérojenik sok posttravmatik iskemiyi agirlastirabilir (2).



Biokimyasal Degisiklikler

Iskemik yaralanmada, hiicre igi aerobik metabolizma hizla anaerobik
metabolizmaya doniigmekte ve bunun sonucunda da ATP sentezi yapan hem glikolitik
hem de mitokondriyal yol engellenmektedir (11,12,24). iskemide ATP ve ADP gibi
yuksek enerjili fosfatlar birkag dakika iginde yikilarak AMP olusur. AMP nin yikimu
sonucunda da hiicre iginde adenozin, inozin ve hipoksantin gibi metabolitler birikir.
Iskemik hiicrelerde laktat, inorganik fosfatlarin artis: hiicre ici asidozisine yol agar. Bu
da sodyum potasyum- adenozin trifosfataz (Na-K-ATPaz) pompasinin bozulmasina
neden olur. Iskeminin uzamast ile bu olaylar zinciri siirerek doku hasan ve sliimiine
neden olur (11-16). |

iskemik olay doku nekrozu ile sonuglanmazsa dokuya kan ve oksijenin geri
déndiigh reperflizyon devresinde de ciddi yaralanmanm oldugu saptanmustrr. Bu
yaralanmaya reperfizyon déneminde asin olarak ortaya cikan serbest oksijen
radikallerinin (SOR) neden oldugu gdsterilmigtir (25,26).

Iskemi sonrasi reperflizyon déneminde hiicre icinde glutamat birkir ve
bunun sonucunda hiicre hasan olusur (27,28). Glutamat ile hiicre membramnm
aktivasyonu iskemik hasarin geligimine, sodyumun intraselliller birikimi sitotoksik
ddeme neden olur. Hiicre igi kalsiyumunda artis goriiliir. Intraselliiler kalsiyumun
artigt kalsiyama bagh proteazlarin ve kipazlarin aktivasyonuna yol agar, bu da
norofilamanlarin  yikimina, hiicre membranlarinm ¢o6ziilmesine neden olur 29
(Sekil 10).

Steroidler, insan SKT’da Ozellikle lipid peroksidasyonu ve SOR’un
olusumunun énlenmesinde etkili bulunmustur (30,31),

Arasidonik asid ve prostaglandinler gibi eikosonoidlerin artmig tretimi lipid
peroksidasyonu ve SOR ile ilgilidir ve bunlar doku hasarina neden olabilirler. Omegin
hasar gérmis noronal membranlardan  vazoaktif eikosonoidlerin  salinmas
vazospazmi indiikleyerek progresif posttravmatik iskemiye neden olabilir. ikincil
hasar mekanizmalaninda endojen opioidierin de Ilokal veya sistemik sirkulasyon
Uzerindeki etkileri veya kord iizerindeki direkt etkileriyle yer aldiklan
diistintilmektedir (11,12,32).



SOR’un ana kaynafi Ksantin oksidaz (KO) ve yeni saptanan polimorf
nitkleer notrofillerde geligen nikotinamid adenin dintikleotid fosfat-oksidazdir
(NADPH-oksidaz) (34). Iskemi sonrasi reperflizyon ddneminde de ‘yiksek enerili
fosfat bilegiklerinin yikimu devam ederek hiicre iginde ksantin birikimine yol acar. Bu
dénemde hiicre igine sitozolik kalsiyum girisinin artmasi ile ksantin dehidrogenazr
(KD) KO’a doniistirme yetenei olan proteazlar aktive olur, bunlar da hiicre
membran butinliglni bozarak reperfizyon vyaralanmasuun ilk basamagim
olustururlar. KD nin KO’ya déntisimii travmanm ilk dakikast icinde olur ve besinci
dakikada zirve yapar (26,34,35).

Déniigiim ATP dretimi i¢in gerekli O2’nin hiicreye ulasamamasi ile baslar ve
reperflizyon boyunca yitksek kalir. Normal saghkh bir dokuda XD olugmakta ve %90
oramunda aktivite gostermektedir, fakat SOR’u olusturmak igin molekiiler oksijene
elektron transferi yapamamaktadir. Buna ragmen saglikli dokuda olugabilen bir miktar
SOR serbest kok siipuriciiler tarafindan yok edilmektedir (36,37).

Iskemi sonras reperfiizyon déneminde hipoksantin’in KO aracithdiyla ksantin
ve urk aside yikum sonucu ortamda bol miktarda SOR olusmaktadir. SOR’u
siiperoksit, hidroksil kékii ve hidrojen peroksit olusturmaktadir. Bunlar toksik
triinferdir ve hipoksik dokuda bol miktarda SOR olustugu ve serbest kik siplriciler
yeterli olmadig icin birikerek doku yaralanmasma yol agarlar (25,26,36-38). SOR’un
direkt etkisi hiicre yikim ve doku dlimidiir (26,35,36,39). SOR hiicre iginde serbest
hale gelmis demir iyonu ile reaksiyona girerek hidroksil radikallerini olusturur.
Hicrede enerji sistemlerini etkileyerek ATP seviyesinj azaltir. Reaktivitesi fazla olan
hidroksil radikali ile hiicre membramnda lipid peroksidasyonuna neden olur, hiicre
zarmi bozar. Hitcrenin biitiinligiinin bozulmas: ile ortamda bol miktarda aldehid ve
karbonil bilesikleri birikir (11,29,40). Bu bilesiklerin en nemlisi malondialdehiddir
(MDA). MDA lipid peroksidasyonu yikim tiriinidir ve reperflizyon yaralanmasinmn
onemli bir gostergesidir (11,12,41).

ATP, birgok tnemli reaksiyonda enerji kaynagdur, biyolojik yanlanma siiresi
kisadir. Etkisi hemen baslar ve kisa sirede yikilr. Hicreler ATP sentezi ictn

kompleks mekanizmalara sahiptir. ATP vaskiiler tonus, norotransmisyon, kardiyak

fonksiyon ve kas kontraksiyonunun da dahil oldugu bircok olaya etki edebilir (42).
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Mg'? ATP’nin substrat olarak kullanldifi tiim enzimatik reaksiyonlarda gereklidir
(13,14). |

Ciddi oksijen yetmezligi durumlarinda néral dokudaki anaeorobik
metabolizmaya donilg nedeniyle ATP katabolize olur. Reoksijenizasyon safhasinda
hipoksantin ve ksantin KO’ya substrat olurlar ve bunu izleyerek SOR iiretimi de artar
(43, 44).

Deneysel calismalarda iv ATP-MgCl, verilmesiyle hemorajik ve endotoksik
sok ile yamkta sistemik mikrosirkulasyonu ve iskemi-reperflizyonu izleyen hepatik
mikrosirkulasyonu  diizelttifi ve yagam oraninu arttirdifn - gosteribmagtir.
Mikrosirkulasyonun diizeltilmesi sadece vazodilatasyon yoluyla degildir, bu etkiyi
olusturan mekanizma tam olarak belirlenememistir (45,46). Hsu ve arkadaglan ATP-
MgClyii akciger iskemi reperflizyon yaralanmasinda g¢ahgmuglar. ATP- MgCly’un
koruyucu etkisinin kismen de olsa ATP’nin yikim firtinii olan adenozin lizerinden
oldugunu disiinmislerdir (45).

Iskemi reperfiizyondan sonra, doku ATP dizeyinde; doku ve mitokondrial
Mg"™ diizeyierinde azalma olusur. Iskemiyi takiben ATP-MgCl, verilmesi, total ve
mikrosirkulatuar kan akimini, doku ve mitokondrial Mg™ diizeylerini, doku ATP
depolanmi, hiicresel fonksiyonlan duzeltir (42,43,46).
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Adenosine triphosphate (ATP)

Sekil —2: Adenozin trifosfat (ATP) (51).

Mg?*
Q- 0-; o
Adenine— Ribose — 0—15'—0—1;’—0-—%—0—
0 0 0

Sekil -3: ATP-MgCl,(51).
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MATERYAL VE METOD

DENEY HAYVANLART:

Bu deneysel arastrma KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Aragtrma Enstitiisi
Laboratuarinda Ekim 1997 - Subat 1998 tarihleri arasinda gerceklestiniidi.
Biyokimyasal analizler Biyokimya Anabilim Dal Aragtirma laboratuvarlannda yapildi.
Deneyde agiliklan 180-250 g arasinda degisen 36 adet Wistar - Albino sigan
kullamldi.

GRUPLAR:

Siganlar 5 ana gruba ayrniidi..

GRUP I: 6 sigandan olusturulan bu gruba klip kompresyon uygulanmadan
spinal kord gikartilip biyokimyasal olarak degerlendiniidi (Sekil 4).

GRUP II : 7 sigandan olusturulan bu gruba 1 dakika stre ile klip
kompresyon uygulandi. 1 saat sonra spinal kord ¢ikartibip. biyokimiyasal olarak
degerlendinld: (Sekil 5).

GRUP UI: 9 sigandan olugturulan bu gruba klip kompresyondan énce ATP-
MgCl, inflizyonu yapildi, klip kompresyondan 1 saat sonra spinal kord gikartilip
biyokimyasa! olarak degerlendirildi. '

GRUP 1V : 8 sfg:andan olusturulan bu gruba klip kompresyondan sonra
ATP-MgCl; infizyonu yapild: 1saat sonra spinal kord ¢ikartilip biyokimyasal olarak
degerlendirildi. _

GRUP V: 6 sigandan olusturulan bu gruba klip kompresyondan 8§ saat sonra
ATP-MgCl; inflizyonu yapidi ve 1 saat sonra spinal kord g¢ikartiip biyokimyasal

olarak degerlendirildi.
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METOD

Améliyat Oncesi sicanlar 24 saat siire ile ag birakildi ve bu siire igerisinde
sadece su verildi. Siganlann tiimiine 30 mg/kg intraperitoneal ketamin HCI anestezisi
uygulandi. Daha sonra sirtlan tras edilerek betadin soliisyonu ile temizlendi .

Birinci gruptaki siganlara steril sartlar altinda T8-T12 total laminektomi
yapildi daha sonra tabakalar usiiline uygun kapatidi. Bir saat sonra siganlar
pentobarbital sodyum ile sakrifiye edilerek spinal kordlar yaklagtk 2cm uzunlugunda
¢tkariip biokimyasal analiz i¢in derin dondurucuda saklandilar.

Ikinci gruptaki siganlara da steril sartlar altinda T8-T12 total laminektomi
yapildi ve her bir rat spinal korduna 1 dakika stire ile 50g sikistirma kuvveti olan
kliple ( Yagargil FE 693 Anevrizma klibi- Aesculap) kompresyon uyguland:.
Tabakalar usuliine uygun kapatidi. Bir saat sonra siganlar sakrifiye edilerek spinat
“kord kompresyonun lcm.rostral ve caudalinden olmak {izere yaklagik 2cm. kesilerek
¢ikarildi ve biokimyasal analiz i¢in derin dondurucuda sakland:.

Ucgtincii gruptaki siganlara klip kompresyondan dnce ATP- MgCl; uygulandi
ve kompresyondan 1 saat sonra sicanlar sakrifiye edilerek, kompresyonun lcm.
rostral ve caudalinden olmak {izere yaklagk Zem. uzunlugundaki spinal kordlar
¢ikarilip biokimyasal analiz i¢in derin dondurucuda saklandilar.

Dordiinei gruptaki siganlara klip kompresyondan 5 dakika sonra ATP-
MgCl, uygulands; 1 saat sonra siganlar sakrifiye edilerek, kompresyonun lcm. rostral
ve caudalinden olmak ilizere yaklastk 2cm. wzunluundaki spinal kordlar ¢ikanhp
biyokimyasal analiz i¢in derin dondurucuda saklandilar.

Besinci gruptaki siganlara klip kompresyondan 8 saat sonra ATP-MgCl,
uyguland: ve 1 saat sonra siganiar sakrifiye edilerek, kompresyonun 1 em. rostral ve
caudalinden olmak tizere kordlar insize edilerek yaklastk 2em. olarak ¢ikanldilar ve
biyokimyasal analiz i¢in derin dondurucuda saklandilar.

Spinal kordda olusacak degisiklikler, biyokimyasal olarak spinal kord
malondialdehid diizeylerinin dlgtlmesiyle degerlendirildi.
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ATP-MgCl, Hazirlanmast

ATP-MgCl, Chaudry metoduna gore hazirlandi (46). ATP-Na; ( Sigma A-
2383) tartilarak 200 mmol / ml konsantrasyonda olacak sekilde distile suda eritildi.
Solusyonun pH's1 7.4 olacak sekilde NaOH ile diizenlendi. MgCl, de tartilarak 200
mmol / ml konsantrasyonda olacak sekilde distile suda eritildi. Iki soliisyon esit
hacimlerde kanstirilip ATP-MgCl, konsantrasyonu 100 mmol/ml olacak gekilde

hazirlandi.

Malondialdehid Tayini

MDA tayini Uchiyama ve arkadaglanmm anlattifr yénteme gore yapildi (47).
Sicanlarin spinal kordundan alinan yaklagik 0.1-0.2g agirhigindaki pargalar kuru cam
sige icine konulup -76 derecelik derin dondurucuya yerlestirildi. 24 saat sonra derin
dondurucudan ¢ikanlan doku érneklent plastik tiplere konuldu ve iizerlerine %10Tuk
olacak sekilde %1,15 lik KCI eklendi. Daha sonra Ultra-Turrax T25(Janke & Kunkef

XA Labortechnick) homojenizatérde dakikada 20.000 devir ile homojenize edildi.
Homojenizasyon buz banyosunda gergeklestirildi. Homojenattan 0,5 mil alnarak
lizerine %60,6’ik tiyobarbitiirik asitten 1ml ve %1°lik fosforik asitten 3ml eklendi. Bu
kangim 95°C” de 15 dakika bekletildikten sonra sogutuldu ve iizerine 4ml n-butanol
ilave edilerek iyice kanstirddi. 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
MDA'nin bulundugu bitanol fazi abinarak kangimmn 535nm ve 520nm dalga
boylannda spektrofotometre absorbans degerlei okundu. Absorbans farki nmol MDA
/ g doku olarak ifade edildi. |

Biitiin deney gruplaninda spinal kord dokusunda MDA diizeylerine baksdds.
Istatistiksel Degeriendirme:

Istatistikse] degerlendirme Krushhal-Wallis varyans analizi ve Post hoc goklu
kargilagtirma yontemi olarak yamima diizey: agag: ¢ekilerek Mann-Whitney - U testi
uygulandi. p degeri alfa dizeyinin (0.05) kargilagtirma sayisima boliinmesiyle asadt
cekildi (0,05 /10 = 0,005) (48).

K-W varyans analizinde p < 0.001 den, M-W U testinde ise p < 0.005 den
kugiikse anlambi olarak degerlendirildi.




Sekil -4 : T4 -
4 —T8 total laminektomi uygulanmus s1
can
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Sekil - 5: T4 -T8 total laminektomi ve klip kompresyon uygulanmis sican.



BULGULAR

Deneysel SKi'de ATP-MgCl, uygulamasiun akut donem etkilerinin

saptanmast amaciyla 36 sicandan elde edilen biyokimyasal degerler asafida

sunulmustur (Tablo 3).

GRUPLAR ORTALAMA +/- SH min-mak
MDA (nmol/g doku) MDA(nmol/g doku)
| 13,62+/-0,88 12,43 - 14,64
il 41,90 +/- 11,80 25,90 - 57,57
I 31,80 +/- 16,60 13,85 - 68,60
v 19,70 +/- 4,80 13,71- 26,10
A% 24,20 +/- 2,90 21,67- 29,32

Tablo - 3: Doku MDA diizeylerinin (Ort +/- SH) gruplara gore dagihm:.

Krushal Vallis Varyans Analizi:

Flde edilen degerlere (Tablo 3) Krushal Vallis varyans analizi
uygulandiginda gruplanmn birbirinden istatistiki olarak anlamh sekilde farkli oldugu

gonildi ( p= 0,0001).
Mann Whitney - U Testi :

Post hoc ¢oklu kargilagtirma yontemi olarak yamlma diizeyi agad1 gekilerek
Mann Whitney - U testi uygulandi. p degeri alfa diizeyinin (0,05) kargilagtirma

sayisina  bolinmesiyle agad gekildi (p=0,005) (48), p < 0,005 ise istatistiki
olarak anlamli kabul edildi.
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Sham grubuyla klip kompresyon uygulanan grup karsilagtinldiginda. iki
grubun arasmndaki fark istatistiki olarak anlamhydt (p = 0,0026)(Tablo 4) (Sekil 6).

GRUP I GRUP I P - DEGERI

MDA 13.62+/-088  4190+/-11,8 0,0026

Tablo - 4: Sham ve klip kempresyon gruplarimin MDA degerlerinin

Mann Whitney - U testi ile karsilastinlmasi.

Klip kompresyon uygulanan grupla, klip kompresyondan dnce ATP MgCl,
uygulanan grup kargilastinldiginda bu iki grup arasinda fark olmasina ragmen; bu fark
istatistiki olarak anlamh degildi {p = 0,798) (Tablo 5) (Sekal 7). —

GRUP II : GRUP I P- DEGERI
MDA 41,90 +/- 11,80 31,80 +/- 16,60 0,798

Tablo -5: Klip kompresyon ve klip kompresyondan 6nce ATP MgCl; uygulanan
gruplarin MDA degerlerinin Mann Whitney - U testi ile karsilastirilmas.
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Klip kompresyon uygulanan grupla klip kompresyondan 5 dakika sonra ATP-
MgCl, uygulanan grup karsilagtinldiginda , bu iki grup arasindaki fark istatistiki
olarak anlamhydi (p = 0,0017) (Tablo 6) (Sekil 8).

GRUP I GRUP IV P - DEGERI

MDA 41,90 +/- 11,80 19,70 +/- 4,80 0,0017

Tablo- 6 : Klip kompresyon uygulanan grupla , klip kompresyondan sonra

ATP MgCl; uygulanan grubun MDA degerlerinin karsilastirtimasi.

Klip kompresyon uygulanan grupla , Klip kompresyondan 8 saat sonra ATP
MgCl; uygulanan grup Mann Whitney - U testi kullamlarak kargidagtirldiginda iki
grup arasindaki fark istatistiki olarak anlamliyd: (p = 0,0041) (Tablo 7) (Sekil 9).

GRUPII GRUP V P - DEGERI

MDA 41,90 +/- 11,80 24,20 +/- 2,90 0,0041

Tablo 7: Klip kompresyon uygulanan grupla, klipkompresyondan 8 saat

sonra ATP MgCl; uygulanan grubun MDA degerlerinin karsilastirdmasa.




GRUP il
EBGRUP |

MDA

Sekil - 6 : Grup I ve Grup I’ nin MDA degerlerinin karsiastinlmas).
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grup it
BGrup

MDA

Sekil - 7: Grup II ve Grup I’ iin MDA degerlerinin karsilastirilmasi .
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GRUP I
GRUP IV

Sekil -8 : Grup II ve Grup IV‘iin MDA degerlerinin karsilastriima




GRUP I
BGRUPV

MDA

Sekil -9 : Grup Il ve Grup V’ in MDA degerlerinin karsilashiriimasa.
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TARTISMA

Akut spinal kord travmalanm takiben spinal kord kan akiminn azaldigy
gosterilmigtir. En ilging bulgulardan biri, posttravmatik iskeminin progressif artiginmn
travmadan sonraki ilk birkag saat iginde gergekiesmestdir (1,2,49). Bu da eger erken
tedavi edilirse iskeminin tedavi edilebilecegini gostermektedir. Eger iskemi ik 24 saat
iginde tedavi edilmezse giderek artmakta ve 24 saat sonra ise kalici olmaktadir (49).
Spinal kord yaralanmasmin metil prednizolonla tedavisinde ilk 8 saatten sonra venlen
metil prednizolonun etkili olmadigina dair galismalar da meveuttur (30).

One siiriilen gesitli teorilere ragmen posttravmatik iskeminin kesin sebebi tam
olarak bilinmemektedir. Mekanik hasardan veya vazoaktif aminlerin ve diger
vazokonstriktorlerin serbestlesmesinden dolay: vazospazm geligiyor olabilic (1,2). DiSer
baz caligmalarda ise iskeminin tromboksan A; gibi ajanlardan dolay1 olugan tromboz
veya trombosit agregasyonu sonucu oldugu bildirilmigtir (23).

Travmatize spinal kordda travma membran lipazlanm aktive etmekie, bu lipazlar
membran fosfolipidlerini hidrolize etmekte, boylece arasidonik asit ve diger yag asitleri
serbestlesmektedir. Membran yapist ve gegirgenliZinin degigmesi kalsiyumun hiicre icine
girmesine ve hiicre 6liimiine yol agmaktadir (3).

Deneysel tedavilerde kullandan pekgok farmakolojik ajan, yukanda ve genel
bilgiler bolimiinde ayrntth olarak anlatilan biokimyasal olaylan gesitli kademelerde
durdurarak etki gostermektedirler.

Bizim calismamizda kullandigimz ATP MgCl, spinal kord travmasinda daha once
kullaniimamig olmakla beraber; ATP MgCl; tn hipovolemik soku, hipoksik pulmoner
hipertansiyonu, karaciger ve bobrekte iskemi reperfizyon travmasmu Onledigi
belirtilmigtir (12-15). |

iskemi durumlannda hiicre ve doku enerji depolanimin bosaldigi, ATP seviyesinin

diigtiigii bilinmektedir. Spinal kord kiiltiir hilcrelerini kisa siireli olarak glutamat ile kars:
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Mikrovezikiil kayty

Hemoraji
Vazospazm
Tromboz
Permeabilite
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Sekil -10: Spinal kord yaralanmasindaki fizyopatolojik olaylarin semas: (2).
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argtya getirilmeleri sonucunda hiicre ATP dizeylerinde ileri derecede diigme
\ptanmustir. Bu da in vivo olarak hipokampal néronlarda kisa siireli iskemiden sonra
srilen ATP diizeylerindeki dramatik diisme ve bundan sonra goriilen gegici artigia

anzerlik gostermektedir (50).

Siirekli veya ciddi oksijen yoklugunda sinir sistemi de anaeorobik metabolizmaya
sinir. Oksijen yoklugu mitokondriyal fonksiyonlan bozar bu da enerji yetmezligine yol
sar. ATP ADP ye indirgenir ve defosforilasyondan sonra adenozin inozin ve
poksantine yikilir. SOR-siipiriiciileri asfiksiden sonraki sekonder hipoperfiizyonu énler
14).

Piirin nitkleosid ve bazlan (6. hipoksantin, ksantin, inozin) hiicre igi ve disinda
rbestge dolagabilirlerken; niikleotidler (6m. ATP, ADP, AMP) daha biyiiktarler ve
»gunlukla hiicre iginde bulunurlar. Bu nedenle; niikleosid ve bazlann ekstraselliiler
izeyleri intraselliler niikleotid yikimmnm ve hiicresel enerji yetmezliginin ve hatta
icresel hasarm gostergesidir. Oksijen yetmezligi ATP, ADP ve AMP nin katabolize
masma ve adenozin olugumuna neden olur {44,50).

Yukanda da belirtildigi gibi ATP nin gogunun hiicre iginde bulunmasina ragmen
cstraselliler  mesafede  bulunan ATP  (ve/veya ADP) disik mikromolar
>nsantrasyonlarda norotransmisyon (periferik ve saotral), vaskiiler tonus, kardiak
nksiyon ve kas kontraksiyonu gibi birgok mekanizmaya etki eder. Niikleotidler birkag
lcre tipinin sitoplazmasimndan sahrlar (ndrontardan ekzositozla salinirlar) (42).

ATP  noroefektor  bileskede direkt  norotransmitter  olarak, diger
rotransmitterlerin saltimmi arttinp azaltarak ya da etkilerini ayarlayarak etkisini
>sterir. ATP, dinlenme potasyum iletimini azaltarak membrant depolarize eder ve
onomik gangliontarda membran potansiyellerim ayarlar. ATP néral dokunun heryerinde
llunur ve birgok dokunun sinirle uyarimas: esnasmda salimr. ATP bazi sinirlerden
dtransmitter olarak 6rnegin noradrenalinle birlikte salimr. ATP ile beynin duysal
gelerinin ve spinal kord dorsal hornunun dis tabakalantin eksitasyona ugradig
Isterilmistir, topikal olarak uygulanan ATP ile kedi pial arterlerinde 0.10M lik diisiik

nsantrasyonlarda bile vazodilatasyon elde edilmistir (42).
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ATP MgCl, mikrosirkulasyonda uzun dénem etkili bir iyilesme yaparak hiicresel
fonksiyonlan diizeltir bu etki dopamin, papaverin ve isoproterenolle elde edilen direkt
vazodilator etkiye benzemez (45).

Bu deneysel ¢alismada da spinal kord travmast olusturulan sicanlarda, iskemi —
reperfiizyon doneminde uygulanan ATP MgCl, Gn doku hasannm énemli bir gostergesi
olarak kabul edilen MDA degerlerinde istatistiki olarak anlamii diisme sagladif g6zlendi
(p =0,0017) (Tablo 6 ) (Sekil 8). |

Iskemi — reperfiizyon doneminde ATP MgCl, uygulanan grupla sham grubu
kargilagtinldifinda;, doku MDA degerleri arasindaki fark istatistiki olarak anlamsizds
(p=0,0095). Bu da ATP MgCl,” tin spinal kord travmasmda olusan lipid peroksidayonunu
onleyerek, hticre biittinligiini koruyucu etkisi oldugunun delili olarak kabul edildi.

Klip kompresyon uygulanan grupla, klip kompresyondan énce ATP MgCl,
uygulanan grup kargilastinldiginda bu iki-grup arasinda istatistiki olarak anlamlt fark elde
edilemedi (p=0,798) (Tablo 5 ) (Sekil 7). Bunun nedeni ise; ATP MgClyiin viicutta hizh
metabolize edilmesi ve daha iskemi baslamadan tiiketilmesi olarak disinildi.

Klip kompresyon uygulanan grupla , klip kompresyondan 8 saat sonra ATP
MgCL2 verilen grup karglagtmldiginda bu iki grup arasindaki fark istatistiki olarak
anfamhydi (p=0,0041) (Tablo7) (Sekil 8). Bu da travmadan 8 saat sonra verilen ATP
MgCly’tin de butiinliigii tam olarak bozulmams hiicrelere kismen de olsa etki ederek bu
hilcrelerin yagamasiru sagladigs; bunun sonucunda da lipid peroksidayonunun gosetergesi
olarak kabul edilen MDA degerlerinin bu grupta da diistigii gozlendi.

Akut spinal kord yaralanmasinda ATP MgClh’in koruyucu etkisi birkag
mekanizmayla aciklanabilir.

ATP MgCl, iskemi strasinda bosalan ener]i depolanm doldurur ( 13,14,37,45).

Toksik oksijen metabolitleri; kismen pirn yikim triinlerinin ksantin oksidazla
metabolize edilmesiyle olusur. Iskemi ve bunu izleyen reperfiizyon direkt olarak
mikrovaskiller yaralanmaya neden olabilir. Nétrofillerle ksantin oksidaz arasindaki
etkilesim hasara neden olur. Ksantin oksidazin firettigi siiperoksit radikalleri ek olarak
endotelyal hasara neden olurlar. Bunlar aym zamanda noétrofillerin kemoatraktant: ve

aktivatorii olarak meveut hasar arttirabilirler, ATP nétrofil kemotaksisini ve superoksit
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iretimini inhibe ediyor olabilir. Bu etki ATP nin membrana bagh ekto-ATP az enzimiyle
hidrolizine bagh gibi gériinmektedir (45).

Ekto-ATP az magnezyum bagimhdir. Bu nedenle ATP nin etkisi MgCL2 ile
birlikte kullanildifinda artar (14,45). Mg"™, ATP nin negatif yikiinii azaltarak ATP nin
yapisinm daha kararl olmasi ve ATP min hiicre igine girmesini saglar (169). MgCl,
iskemik dokuda etkilidir. Iskemi- reperfiizyondan sonra hiicresel magnezyum diizeyi
azalmakta ve MgCl, verilerek bu eksik tamamlanmaktadir. ekto-ATP az ATP den
adenozin olugturur. Adenozin siiperoksit anyonunu inhibe etmek igin  aktive olmusg
notrofillere 6zgii yizey reseptorilyle etkilesir. Eksternal adenozin reseptorleri A; ve A,
olmak iizere iki tanedir. Adenozinin nétrofillerin yuzeyinde bulunan A, reseptorlerine
baglanarak SOR olugumunu 6nledigi diigiiniilmektedir (45).

ATP MgClL’un yukanda agiklamaya calisgtigimz etki mekanizmalari ve bizim
gahymamuzin  sonuglan da gézonine ahnarak, ek deneysel ve kiinik caligmalarla
desteklenmek sartiyla, spinal kord travmasinda goriilen reperflizyon yaralanmasinin hiicre
lizerindeki zararh etkilerinin  Snlenmesinde tek bagma veya diger teavi yontemleriyle

kombine edilerek kullamilabilecek bir ajan oldugu digtinildi.



SONUCLAR VE ONERILER

Bu deneysel calismanin sonucunda; spinal kord travmasinda iskemi-reperfiizyon
jsneminde uygulanan ATP MgClin, reperfiizyon yaralanmastnn, hiicre butiniiigu
izerindeki zararh etkilerini onledigi bulundu. ATP MgCR’in reperfiizyon
yaralanmasindan sonra hitcrenin iyilesmesine yardimet olabilecegi digiinildu

ATP MgChin deneysel spinal kord yaralanmasindaki bu etkileri goz Oniine
alinarak; insan spinal kord yaralanmalannda etkili olarak kullamlabilmesi i¢in bu

maddeyle ilgili deneysel abismalann arttinimas: dnenldi.




OZET

Bu ¢ahsmada, karaciger, akciger, bobrek ve ince bagrsak iskemi -
reperflizyon injurileriyle; hipovolemik ve septik sokta kullamlip nasanh sonuglar
almanATP MgCl’iin deneysel spinal kord travmalanndaki  akut dénem etkileri
aragtiritdi.

Caligma igin afirkiklan 180-250 g arasinda degisen 36 Wistar albino sigan
kullamldi. Sicanlar 5 gruba aynldi. 6 adet sigan sham grubu, 7 adet sican klip
kompresyon grubu olarak kullamldi. Klip kompresyondan once ATP MgCl,
uygulanan grupta 9 sigan, klip kompresyondan sonra, reperfiizyon déneminde ATP
MgCl, uygulanan grupta 8 sican ve klip kompresyondan 8 saat sonra ATP MgCl,
uygulanan grupta 6 sigan bulunmaktaydi. Tum deneklere T4-T8 total laminektomi
yapildi. Taze olarak hazirlanmis ATP MgCl, 100 mikromol/kg dozunda iv olarak
uyguland:i. Tum deneklerin spinal kordlan klip kompresyonun lem rostral ve
kaudalinden kesilip gikartiip derin dondurucuda -76°C de saklandi. ATP MgCly’iin
spinal kord lipid peroksidasyonu iizerine etkileri, tiim deneklerin doku MDA
diizeylerine bakilarak arastirildi.

Gruplann, MDA degerleri (ortalama +/- SH) Krushall Wallis varyans
analizi  kullamlarak karslastimldiginda sonuglar istatistiki olarak anlamliyd:
(p=0,0001). Klip kompresyondan hemen sonra ve 8 saat sonra ATP MgCl,
uygulanan gruplar, kontro! grubuyla karsilastinidizinda doku MDA degerleri
kontrol grubuna gére daha diisik bulundu. Mann Whitney-U testi kuffamularak
sonuglar analiz edildiginde bu farkin istatistiki olarak anlamli oldugu goruldi
(p=0,0017) (p=0,0041).

Bu ¢aligmada; ATP MgCly’iin  deneysel spinal kord travmalannda akut
dénemde olumlu etkilerinin oldugu bulundu. ATP MgCly’iin ileride deneysel ve
klinik ¢ahgmalarta da destekienerek spinal kord travmasiun kombine tedavisinde,

baganiyla kullanilabilecek bir ajan oldugu sonucuna varilds.



SUMMARY

In this study, we studied the acute phase effects of ATP MgCl, on
experimental spinal cord injury. ATP MgCl; was succesfully used in ischemia
reperfusion —injury of liver, lung, kidney and small intestine. It was also used in
hipovolemic and septic shock.

36 Wistar-Albino rats were used for used for the study. Rats were
divided in 5 groups. There were 6 rats in sham-operated ,- group I and 7 rats in
clip compréssion group, group II. In group III there were 9 rats. In this group
ATP MgCl, was given prior to clip compression. In group IV there were 8 rats
and ATP MgCl, was given 5 minutes after the clip compression. In group V
there were 6 rats and ATP MgCl, was given 8 hours after the clip compression.
T4-T8 total laminectomy was performed to all rats. Fresh prepared ATP MgCl,
(100 micromol’kg) was administered intravenously. The spinal cords were
excised aproximately 2cm long and deep-frozen at —76°C. The effects of
ATP MgCl, on spinal cord lipid peroxidation was investigated by tissue MDA
levels.

The MDA levels (mean +/- SD) of the groups were compared by using
Krushall Vallis variance analysis. The result was statigstically significant
(p=0,0001). When group IV and V were compared with group I the MDA
levels of the group IV and V were lower than the group II. The results were
compared by Mann Whitney-U test, and they were statistically significant
{p=0,0017) and (p=0,0041) respectively.

In this study, we found that ATP MgCl, has attenuated the ischemia-
reperfusion injury of the spinal cord. We cocluded that ATP MgCl, may be used

in the treatment of the spinal cord injuries but; further investigation is needed.
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