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OZET

Spinal kord iskemik hasari spinal kordun kan akiminda azalma ve/veya
tam olarak kesilmesi nedeniyle olugan, néronlarda dejenerasyon ve kayipla
sonuglanan olaylar zinciridir. Calismamizda iskemik olaylarda koruyucu etkisi
goOsterilmis olan sitikolin ve iskemik ardkosullamanin, spinal kord
iskemisindeki noéronal hasarlanmayi azaltici etkilerinin apopitotik slrecle
iliskisini incelemek amaglanmistir.

Spinal kord iskemisi igin intratorasik girisimle si¢ganlarda arkus aorta ve
ayni anda subklavian arter kliplemesi yontemi uygulandi. Calismamizda 42
adet erkek Sprague-Dawley sican (309+27 gr) kullanildi. Deney gruplar
sham, spinal iskemi, sitikolin, ardkosullama, ve ardkosullama-sitikoin gruplari
olacak sekilde planlandi. Ardkosullama uygulanan gruplarda Klipleri
cikardiktan sonra 5 dakika reperfliizyon sonrasi 1 dakika araliklarla 6 siklus
olarak ardkosullama uygulandi. Sitikolin ve ardkosullama-sitikolin grubuna
iskemi dncesi 600 mmol/kg dozunda sitikolin inraperitoneal olarak verildi.
Tdm siganlar reperfizyondan 96 saat sonra sakrifiye edildi.
immunohistokimyasal analiz icin bcl-2, kaspaz 3, kaspaz 9 ve bax immiin
boyamalari yapildi.

Tum gruplarda kan basinci de@erleri iskemi oncesi degerlere gore
iskemi sonrasinda anlamli duslus gosterdi. Gruplar arasinda kaspaz 3,
kaspaz 9, bax ve bcl-2 igin immunohistokimyasal skorlama ortalamalari
bakimindan farklilik saptandi. iskemi uygunlanan gruplar (Grup 2, 3, 4 ve 5)
sham grubu (Grup 1) ile karsilastirildiginda kaspaz 3, kaspaz 9, bax ve bcl-2
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diuzeyde artis saptandi. Kaspaz 9
ortalama skorlari grup ici karsilastirimasinda iskemi uygulanan grup 2’ de
diger gruplara goére anlamli dizeyde artis saptandi. Bcl-2 ortalama
skorlarinin grup i¢i karsilastirimasinda ise ardkosullama ve sitikolin

uygulanan grup 5'de istatistiksel olarak anlamlilik saptandi.
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Sitikolinin ardkosullama ile kombine edilmesi apopitotik surecte kaspaz
yolagini inhibe ederek ve antiapopitotik proteinleri arttirarak néronal koruma

sagladigi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Spinal kord iskemisi, ardkosullama, apopitozis,

sitikolin.
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SUMMARY

Citicoline and Postconditioning Provides Neuroprotection in a Rat

Model of ischemic Spinal Cord injury

ischemic spinal cord injury is a chain of events caused by reduction
and/or cessation of spinal cord blood flow resulting in neuronal degeneration
and loss. In our study it was aimed to present the relationship between the
process of the neuronal injury-decreasing effects of citicoline and ischemic
postconditioning which were proven to be effective on the apopitotic process.

Synchronous arcus aorta and subclavian artery clipping method by
intrathoracic approach for spinal cord ischemia in rats were performed. In our
study, 42 male Sprague-Dawley rats (309+27 gr) were used. Experimental
groups were planned as sham, spinal ischemia, citicoline, postconditioning
and postconditioning-citicoline groups. Postconditioning were applied as 6
cycles by 1 minutes of ranges after 5 minutes of reperfusion following the
clips were removed in groups that postconditioning were applied. 600
mmol/kg of citicoline was given by intraperitoneal route before ischemia in
citicoline and postconditioning-citicoline groups. All rats were sacrified 96
hours after reperfusion. For immunohistochemical analysis, bcl-2, caspase 3,
caspase 9 and bax immune staining were performed.

The blood pressure values obtained at the onset of reperfusion were
significantly lower than those of preischemic values. A difference in
immunohistochemical scoring was detected between caspase 3, caspase 9,
bax and bcl-2 groups. When compared the groups that ischemia were
applied (Group 2, 3, 4, 5) with sham group (Group 1), a significant increase in
caspase 3, caspase 9, bax and bcl-2 was detected. When compared the
subgroups, average score of caspase 9 were found significantly higher in
ischemia performed group 2. The average score of bcl-2 were also found
significantly higher in postconditioning and citicoline applied group 5.

It was thought that, combining citicoline with postconditioning provides
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protection by inhibiting the caspase pathway and by increasing the

antiapopitotic proteins.

Keywords: Spinal cord ischemia, postconditioning, apoptosis,

citicoline.



GIRiS

Spinal kord iskemik hasari gesitli etyolojik nedenler sonucu spinal
kordun kan akiminin azalma ve/veya tam olarak kesilmesi nedeniyle olusan,
néronlarda dejenerasyonla sonuglanan bir olaylar zinciridir. Klinik olarak
paraplejiye kadar giden agir ndrolojik bozukluklara sebep olmasi nedeniyle
onem tasimaktadir. Spinal kord iskemi etyolojisindeki en sik neden
dessendan torasik ve torakoabdominal aorta cerrahisi sirasinda olusan
iskemidir ve gortlme sikligi literatlrde % 4-38 arasinda bildirilmistir (1-5).

Aorta cerrahisi sirasinda meydana gelen spinal kord iskemik hasari
baslica dort nedenle iligkilendiriimektedir. Bunlar; spinal kord kan akiminda
azalma, ndéronal metabolizmada yavaslama, operasyon sonrasi reperfuzyon
hasari, operasyon sonrasi spinal kord perflzyon basincinda azalma olarak
siralanmisgtir (1). Operasyonlar sirasinda spinal kordda olusabilecek
iskeminin siddetini azaltmak amaciyla ¢ok sayida cerrahi teknik ve deneysel
noron koruma yontemleri ileri surGimiagtur (4, 6-8). Bu ndron koruyucu
yontemler arasinda serebrospinal sivi drenaji (4, 7), distal aortik retrograd
perfuzyon (6, 7), regional spinal kord hipotermisi (8) en ¢ok kullanilanlardir.
Ancak bu tekniklerden higbiri intraoperatif spinal kord hasarini guvenilir
sekilde onleyememektedir. Spinal kord iskemisine yol acan patofizyolojik
mekanizmalari anlamak ve néron koruyucu ilaglari denemek amaciyla
yapilan deneysel calismalarda, iskemik harabiyetin gelisiminde rol oynayan
ve nodronal o6lum ile sonuclanan patofizyolojik degisikliklerin nedeni olarak
degisik teoriler 6ne surulmustur. En dnemlileri iskemiye bagl eksitotoksitite,

inflamasyon, reperfizyon hasari ve apopitozisdir (1, 9-15).
Eksitotoksitite
iskemik hasarin gelismesinde rol oynayan en énemli mekanizmalar;

hiicre disindan Ca*" girisi, hiicre i¢i Ca™ depolarindan Ca*™ salinimi ve hiicre

ici Ca™ duizeyini kontrol eden mekanizmalarin bozulmasidir (16-22).



Voltaj bagimli Ca™ kanallari lokal membran potansiyeli ile kontrol edilir.
ATP’nin tiikenmesi sonucu Na'/K* ATPaz, 3Na'/K’, Na'/H® transport
pompalari bozulur. Na* konsantrasyonunun hiicre iginde artmasi sonucu
depolarizasyon olusur ve voltaj bagimli Ca*™ kanallari agilir. Voltaj bagimh
kanallarin agilmasi sonucu hiicre igine giren Ca*™" etkisiyle presinaptik ugtan
basta glutamat olmak Uzere eksitator aminoasitler sinaptik araliga salinir.
Eksitatdor aminoasitlerden glutamatin iskemi sirasinda nérotransmitter olarak
norotoksik Ozellikleri oldugu dusundlmektedir (18). Glutamatin  yuksek
ekstraselluler konsantrasyonlarda eksitotoksik oldugu ve global veya fokal
iskemi sonrasinda artmig ekstraselliler konsantrasyonun tespit edildigi
bilinmektedir (15, 18, 22). Glutamatin nekrozu indUkleyebildigi gibi hlicrelerde
apoptotik hicre oOlumunin baglamasinda etkili oldugu ve asiri sinaptik
aktivitenin, ekstrasellller glutamat fazlaliginin ve asiri Ca™ yiklenmesinin
iskemik noral harabiyeti baslatan ana neden oldugu ileri strtlmastur (15-18,
22).

iskemi sirasinda serbest yag asitleri ve Na® konsantrasyonlari artar.
Serbest yag asitleri Ca™ un mitokondriden salinimini arttirarak etkisini arttirir.
Yiiksek intraseliler Ca™ konsantrasyonu Ca*™ a bagli fosfolipaz A.'yi aktive
ederek plazma membranindan serbest yagd asitlerinin sitozole salinimini
arttinr (23). Salinmis yag asitleri (6zellikle arasidonik asit) siklooksijenaz ve
lipooksijenaz tarafindan prostaglandinlere cgevrilir (23,24). Arasidonik asit
metaboliti olan tromboksan Az'nin néronal iskemi gelisiminde rolG vardir ve
trombosit agregasyonu, vazokonstriksiyon, mikrosirkilatuar kan akiminda
azalmaya ve iskemik hucre hasarina yol agmaktadir. Ayni zamanda guglu bir
kemoatraktamdir ve noétrofillerin endotele adezyonunu arttirir. Trombositleri

aktive ederek vazospazma ve iskeminin artmasina neden olur (23, 24).
Reperfiuzyon Hasari
Reperfluzyon, iskemiye maruz kalan dokunun tekrar kanlanmasi ile

enerji desteginin saglanmasi ve selliler homeostazisisin yeniden

dizenlenmesidir. Ancak iskeminin yaptigi hasara ek olarak reperflizyonun da



zararh etkileri vardir. Reperfuzyon sirasinda serbest oksijen radikallerinin
asiri Uretiminin bir sonucu olarak antioksidatif defans mekanizmalarinin
bozulmasi ve/veya inaktivasyonuna, antioksidanlarin tiketimine ve yeterince
uretilememesine neden olur (25).

Serbest radikaller normal olarak oksidatif metabolizma sirasinda olusur
ancak enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler tarafindan kontrol edilir (22).
Superoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz bu radikallere karsi en énemli
intraselliler enzimatik savunma sistemidir. Serbest radikaller, proteinler,
lipidler, karbonhidratlar gibi organik ya da inorganik kimyasallarla, membran
ve nukleik asitlerle reaksiyona girerler (17, 18, 22). Serbest radikaller
doymamis serbest yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olabilirler. Lipid
peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan olusturulan hicre hasarinin
patogenezindeki en dnemli nedendir (24). Lipid peroksidasyonun sonucunda
membran akigkanligi azalir, membranin iki tabakasi arasinda fosfolipid
degisimini kolaylasir, normal olarak spesifik kanallardan gegemeyen
maddeler icin membran gegirgenligi azalir ve membran proteinleri hasara
ugrayarak enzimler ve iyon kanallari inaktive olur (22, 24, 25). Lipid
peroksidasyonu ile olusan arasidonik asit siklooksijenaz ile
prostaglandinlerden tromboksan ve prostasikline donusdr. Bu ajanlarin
trombosit fonksiyonu ve vaskuler yapi Uzerine 6nemli etkileri vardir.
Prostaglandinlerin yapimi vazospazm ve mikrovaskuler trombozu tetikleyerek
iskemiyi arttinir (24, 25).

iskemik Tolerans, Onkosullama ve Ardkosullama

Onkosullama ve ardkosullama kavramlari, ndronal dokunun gerek
iskemiye toleransinin arttirilmasi gerekse reperflizyon hasarina kargi
tanimlanan guncel ndéron koruyucu yaklasimlardir. Agir iskemik stresten
saatler veya gulnler 6nce o0lduricu derecede olmayan iskemik stres
uygulanmasinin hicre olumunt azaltabilecegi goOsterilmis ve bu olay
‘tolerans’ olarak tanimlanmigtir (26, 27). Bu yaklagima gobre noéral hasara

neden olan herhangi bir uyari, harabiyete neden olabilecek doz esigine yakin



fakat harabiyete neden olmayacak derecede uygulandigi zaman santral sinir
sistemini daha sonraki iskemiye veya travmaya kargi dayaniklihgini arttiran
endojen yollarin etkinligini arttirarak korur (27).

iskemik bolgeyi genisleten sekonder mekanizmalar “penumbrayl” en
agir hasarin oldugu iskemi merkezinden perflzyonun azaldigi periferdeki
vaskuler bolgelere kadar uzanmasina neden olan dinamik bir olusum haline
getirir. Reperfuzyonun tekrar saglanmasina kadar gegen slrede noéral doku
hlcreleri fonksiyonlarini durdurarak yasamlarini surdirmeye c¢alisir. Bu
yasam surdurebilme cabasi “ischemic preconditioning (6nkosullama)’
kavraminin baslangic noktasi olmustur (27). iskemik énkosullama ilk kez
Murry ve ark. (28) tarafindan tanimlanmis ve miyokard tUzerinde koruyucu
etkileri gosterilmigtir. Daha sonra beyin, spinal kord, barsak, karaciger, kas
dokusu gibi diger organlarda etkileri incelenmistir (29-33).

iskemiyi takiben reperfiizyonun erken déneminde kan akiminin kisa ve
aralikli olarak kesintiye ugramasi ardkosullama olarak tanimlanmistir (34).
iskemik ardkosullamanin etkileri ilk olarak Zhao ve ark. (34) tarafindan
miyokard hasarinda incelenmis ve 60 dakikalik iskemiyi takiben reperfiuze
edilen kopek kalbinde reperfizyonun 30 saniyelik aralarla 3 kez kesintiye
ugratilmasinin infarkt boyutunu (%47'den %11'e) azalttigi gosterilmigtir.

On ve ardkosullamanin ndéron koruyucu etkilerinde benzer yolak ve
molekuller yer alsa bile rolleri ve zamanlamalari her iki durumda farkli
olmaktadir. Tagkapilioglu ve ark. (35), siganlarda gegici orta serebral arter
okllzyonu (OSA0) yaparak onkosullama, ardkosullama ve
on/ardkosullamalarin ayri ayri veya birlikte uygulanmalarinin infarkt hacmini
azalttigini  gostermiglerdir. Zhao ve ark. (36) c¢alismalarinda da
ardkogullamanin infarkt hacmini azalttigi saptaniimis ve néron koruyucu etki
mekanizmasinin apopitozis ve serbest oksijen radikallerinin saliniminin

onlenmesi ile iligkili olabilecegi belirtiimigtir.

Apopitozis

Normal sartlarda htcre dluma iki farkli mekanizma ile gergeklesir, klasik



hidcre o6lumd nekroz olarak adlandirilir. Hicre o6lumdnin diger sekli olan
apopitozis ise ¢ogunlukla tek tek hucreleri etkiler, bir¢ok fizyolojik ve patolojik
kosullarda ortaya cikar ve inflamasyon s6z konusu degildir (37, 38).
Apopitotik hicre 6lumu; ATP varliginda hucresel hasarlanma ve inflamasyon
olmadan programli bir sekilde gercgeklestirilir. Apopitozisde ana morfolojik
olay, nukleusun yogunlagsmasi ve daha sonra pargalara ayrilmasidir. Erken
donemde apopitotik hlcrelerde 6zellesmis yuzey organellerinde kayip ve
bazilme saptanir. Bunun sebebi olarak, plazma membraninda bulunan iyon
kanallari ve pompalarinda fonksiyon kaybi ile hiicrelerin hacimlerini kaybettigi
One sdrulmastir (38, 39). Daha sonra plazma membraninda
tomurcuklanmalar olusur ve hicre, sitoplazma ile c¢evrilmis kromatin
parcalarindan olusan apopitotik cisimciklere parcalanir. Normalde hucre
membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz
enzimiyle membranin dis tabakasina go¢ eder. Plazma membraninda
meydana gelen degisikliklerle beraber apoptotik hlcreler makrofajlar
tarafindan taninir ve fagosite edilir (38-40).

Apopitozis primer veya sekonder olarak gelisir. Primer olarak daha
onceden bu isleme hazir olan hicrede bazi genlerin aktivasyonuyla meydana
gelen degisikliklerle apopitotik slre¢ baglar. Sekonder olarak da bazi hicre
ici ve digI uyaranlar tarafindan basglatilabilir. Hlcre digi uyaranlar arasinda;
tumor nekroz faktdrd (TNF), koloni uyarici faktorler (CSF), néron buyume
faktori (NGF), insulin benzeri buyume faktora (IGF), IL-2 gibi maddelerin
ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, ¢esitli antijenler
onemli yere sahiptir (37, 39). Apopitozisi etkileyen hicre ici uyaranlar
arasinda sitokinler, hicre ici Ca™ miktarinda artig, DNA hasari nedeniyle bir
tumor stpressor gen olan p53’ln aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkogenlerin (C-myc) yer aldigi bilinmektedir (39). Ayrica
hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglari ve hipoksi gibi nekroz
olusturabilen etkenler de apopitoz meydana getirirler (39).

Spinal kord iskemik hasarlanmasinda apopitozisin rol oynadigi da
bircok calisma ile desteklenmistir. Hayashi ve ark. (40) spinal kord iskemisi

olusturduklari tavsanlarda spinal motor ndronlardaki hicre oOlumdnin



apopitotik sUrecin aktivasyonu ile yakin iligkili oldugunu gdstermistir. Kato ve
ark. (41), spinal kord iskemisini takiben 48 saat sonra periferik gri cevher
dorsal boynuzlarindaki huicre élumund apopitotik belirteclerle gostermiglerdir.
Lang-Lazdunski ve ark. (42) aortik klipleme ile olugturduklar spinal kord
iskemisinde  TUNEL yontemi ile apopitotik hicre olumandn olustugunu
saptamislardir. Macey ve ark. (11) spinal kord iskemisinde iki sekilde néronal
o0lum olabilecegini  bildirmigler ve nekroz ve apopitozis olarak
tanimlamiglardir.

Sitikolin olarak da adlandirilan CDP-kolin’in (sitidin5-difosfokolin),
intraselliler ve ekstraselliler membranlarin devamliliginda gerekli olan
fosfotidilkolin formasyonu igin beyinde hiz kisitlayici olarak goérev alan
endojen nukleoziddir. Sitikolin ve onun Urdnleri olan sitidin ve kolin,
fosfolipidlerin olusumunda énemli rol oynarlar . Ayrica membran olusumu ve
tamirinde de gorev alirlar (43). Sitidin ve kolin membran fonksiyonlari igin
gerekli olan nukleik asitler, proteinler ve asetilkolin olusumuna da katkida
bulunmaktadir. (43-45). Sitikolin’'in apopitoziste gorevli pro-kaspaz 1, 2, 3, 6
ve 8 ekspresyonunu ve iskemi sirasinda ortaya ¢ikan DNA
fragmantasyonunu azalttigi kanittanmigstir (43-45). Lipid igerigi yuksek santral
sinir sisteminde noronal fonksiyonlarin devami igin gerekli olan fosfolipidlerin
deneysel iskemi ve travma modellerinde sitikolin tedavisi ile yeterli duzeylere
ulastinlabildigi bildirilmigtir (44-48). Adibhatla ve ark. (46) sitikolinin noron
koruyucu etkilerini yayinlamis ve Na'/K* ATPaz aktivitesini diizenledigi,
fosfolipaz A, inhibisyonu yaparak serbest yag asitlerinin salinmasini
engelledigini 6ne suirmuslerdir. Krupinski ve ark. (47) antiapopitotik etkisi ile
iskemide koruyucu rol oynadigini gostermiglerdir. Apopitozom olusum
asamasinda kaspaz 9'un bloke edilmesi ile kaspaz 3’Un aktive olamadigini
ve bu mekanizma ile hlcreyi apopitotik suregten korudugu disunulmektedir
(47).

Gerek sitikolinin  gerekse iskemik ardkosullamanin tek basina
uygulandigi c¢alismalarda apopitotik slreci engelleyerek ve reperfizyon
hasarini azaltarak néron koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (12-14, 35, 36,

44, 47, 48). Calismamizin amaci membran stabilizatori olarak iskemik



olaylarda koruyucu etkisi gosterimis olan sitikolin  ve iskemik
ardkogullamanin iskemik noéronal hasarlanmayi azaltici etkisinden birlikte
yararlanabilmektir.

Calismamizda, sitikolin ve iskemik ardkosullamanin tek baslarina veya
birlikte uygulanmalarinda spinal kord iskemisindeki néronal hasarlanmayi
azaltici etkilerinin, apopitotik surecle iligkisini ortaya koymak amaciyla bcl-2,

bax, kaspaz-3, kaspaz-9 immunohistokimyasinin arastiriimasi planlandi.



GEREG VE YONTEM

Tim deneysel protokoller Uludag Universitesi Tip Fakdiltesi Hayvan
Bakim ve Kullanim komitesinin 2008-8/7 karar no’lu izni ile onaylandi ve
Lokal Etik Komitenin bilgisi dahilinde gerceklestirildi.

Norovaskuler Arastirma Laboratuar’nda yapilan galismamizda 276-
346 g (309+27.4 g) agirliktaki erkek Sprague-Dawley (SD) cinsi siganlar
(n:54) kullanildi. Siganlar deney gunune kadar sicakligi 21+£1°C olan bir
odada ve gun 1s1g1 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik kontrolli olarak, 2-3
tanesi bir kafeste olacak sekilde, su ve yem alimlari serbest birakilarak
tutuldular. Operasyondan 12 saat once ag birakilip, sadece su igmelerine izin
verildi.

Anestezi induksiyonu kapali bir sistem igerisinde %4 izofluran
(Isoflurane, Abbott Labs, Queenborough, ingiltere) ve %70 N2,O, %30 O, gaz
karisimi ile yapildi. Devam dozlamasi ise %70 N0 ve %30 0, gaz karigimi
icerisinde %2 izofluran ve spontan solunumda ylz maskesiyle surduraldu.
TUm cerrahi uygulamalar mikroskop (Carl Zeiss Opmi 99, Alimanya) altinda
gerceklestirildi. Cerrahi islem sirasinda tum antisepsi kurallarina uyuldu.

Sicanlarin deney suresince vicut sicakliklari; sicaklik kontrolli ped
tizerinde, rektal prop (Temperature controller probe CMA, Isveg) uygulanarak
monitorize edildi ve sicakliklari 37£0.5°C duzeyinde tutuldu.

Sol femoral arter PE-50 polietilen kateter ile kateterize edilerek kan
basinci monitdrize (Protocol Protopaque 194, ABD) edildi ve 15 dakika ara ile
kaydedildi. Arteriyel kateterden aorta kliplemesinden 10 dakika 6nce ve her
iki klibin ¢ikariilmasindan 10 dakika sonra kan gazi 6rnekleri alinarak; pH,
paO,, paCO,, hematokrit, glukoz degerleri kaydedildi (Chiron Diagnostics,
Model 348, ingiltere).

Spinal Kord iskemisinin Olusturulmasi

Siganlar supin pozisyona alinip tespit edildikten sonra sol femoral arter



PE-50 polietilen kateter ile kateterize edildi. Ventral 3 cm’ lik cilt insizyonunu
takiben, gogus kafesleri manibrium sterniden itibaren kaudal olarak sol
parasternal alandan 3. kostaya kadar acildi. Trakea, vena jugularis interna ve
sol nervus larygeus reklrrens ortaya kondu. Plevranin agilmamasina dikkat
edilerek sol ortak karotid arter (OKA) bulunarak arkus aorta (AA)’ ya ulasildi.
Sol OKA’in hemen sol tarafinda subklavian arter (SA) bulunarak diseke
edildi. Kliplemeden 10 dakika dnce sol femoral arter kateterinden 100 IU/kg
heparin intraarterial olarak verildi.

Spinal kord iskemisi olusturmak amaciyla ayni anda sol OKA’in hemen
proksimaline AA’ya ve SA’ya 17 dakika sUreyle iki mikro anevrizma Klibi
(Aesculap Yasargil Tuttlingen, Almanya) koyuldu. Sdre doldugunda klipler
cikarilp 10 dakika sonra kan gazi alinip gogus kafesi tabakalar halinde
anatomisine uygun kapatildi. Cerrahi iglemin sonunda 5 ml serum fizyolojik
intraperitoneal (ip) olarak tium siganlara verildi.

Sicanlarin bir saat boyunca derlenmeleri beklendikten sonra kafeslerine
alindilar. Paraplejik hayvanlarin mesanelerini bosaltmak amaciyla 12 saatte

bir Crede manevrasi yapildi. Siganlar 5 farkli ¢alisma grubuna ayrildi.

Deney Gruplari

Grup 1 (Sham grubu; n:10); Arkus aorta (AA) ve subklavian arterler (SA)
kliplemesi hari¢ tim cerrahi islemler uygulandi.

Grup 2 (n:8); 17 dakika AA ve SA kliplemesi uygulandi.

Grup 3 (n:8); 17 dakika AA ve SA kliplemesinden 10 dakika 6nce 600
mmol/kg dozda sitikolin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) ip olarak verildi.
Grup 4 (n:8); 17 dakika AA ve SA kliplemesi uygulandiktan sonra 5 dakika
reperfuzyon sonrasi 1 dakika araliklarla 6 siklus (1-dakika oklizyon 1-dakika
reperflzyon olacak sekilde) olarak ardkosullama uygulandi.

Grup 5 (n:8); 17 dakika AA ve SA kliplemesinden 10 dakika once 600
mmol/kg dozda sitikolin ip (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, ABD) olarak verildi.
Klipleme sonunda 5 dakika reperfuzyon sonrasi 1 dakika araliklarla 6 siklus

olarak ardkosullama uygulandi.



Deney akigl Sekil-1’ de gosterilmigtir:

4
Kip
Grup 2 Sakrifikasyon

96sa Reperfiizyon v

17
Grup 3 600mmol/kg Kiip
sitikolin Sakrifikasyon
\ 4 96sa Reperfiizyon A 4

10

Grup 4 Sakrifikasyon
96sa Reperfiizyon v

Grup 5
Go:i;:?krzloilr{ ko Sakrifikasyon
v v v v v 1 96sa Reperfiizyon v

10’ 5 R R R R R

Sekil-1: Deney akis semasi

Norolojik Semptomlarin Degerlendirilmesi

Siganlarin noérolojik degerlendiriimesi 6., 12., 24. saatlerde ve takiben

24 saatte bir tekrarlanarak 96 saatin sonuna kadar Le May ve ark. (60).
tarafindan tanimlanan skorlama yontemine goére yapildi.

(a) Alt ekstremitelerle yurGyus; 0: normal, 1: Ayak parmaklari yurtrken
vucudun altinda duz ancak ataksi mevcut, 2: Eklemden yuruyus, 3: Alt
ekstremitelerde hareket var ancak eklemden yuruyus yok, 4: Hareket yok, alt
ekstremiteleri strtkluyor.

(b) Agn hissi; 0: Normal, agrili uyarana gekme cevabi, 1. Agrili uyarana

bagirma cevabi ancak gekme yok, 2: Agrili uyarana cevap yok.
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Her sican icin herbir zaman noktasinda bir motor sensorial bozukluk
indeks (MSDI) hesaplamasi yapildi. Sonu¢ indeks (a) ve (b) skorlarinin

toplami olarak belirlendi.

Histopatolojik Degerlendirme

Tdm ¢alisma grubundaki hayvanlar 96. saatin sonunda derin tiyopental
anestezisi (Pentothal sodium, Abbott, italya) uygulanarak sakrifiye edildiler.
Tdm gruplardan sudratle alinan lomber spinal kolon blok érnekleri 48 saat
boyunca %10 paraformaldehit solisyonu ile fikse edildi. Takiben 3 p
kalinhikta kesitler alinarak, Hematoksilen Eosin (H&E) ile boyanip, 1sik
mikroskobu altinda x40 blyutme ile incelendi. Gri cevherdeki hasarlanmig
néronlarin yeri ve dereceleri tespit edildi. Oncelikle genel bakista beyaz
cevher, gri cevher ve beyaz-gri cevher birlesim yeri incelendi. Gross
gorunumde anterior, posterior ve lateral kord kisimlari dederlendirildi. Saglam
ve iskemik hicreler dzellikle incelendi. iskemik hasarin yayginlik derecesine
gére 1'den 3’e kadar derecelendirildi. Iskemik alan incelenen kesidin
%10’undan az ise 1. Derece (+), incelenen kesitte %10-50 arasindaysa 2.
Derece (++) ve iskemik alan incelenen kesitte yaygin ise(%50’den fazla) 3.

Derece (+++) olarak degerlendirildi (49).

Kaspaz 3, Kaspaz 9, Bax ve Bcl-2 immiinohistokimyasi

Fiksasyon igslemi sonrasinda spinal kolonlar doku takibi iglemini takiben
parafin bloklara gémuldi. Imminohistokimyasal siregler igin uygulanan
yontem Hayashi ve ark. (40) ¢alismasindaki gibi uygulandi.

immiinohistokimyasal olarak bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, ABD), bax (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD),
kaspaz 3 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD), kaspaz 9
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, ABD), ile apopitotik sure¢
degerlendirildi. immiinohistokimyasal degerlendirmeler: negatif - : boyanma

yok, +: hafif boyanma, ++: orta derecede boyanma, +++: siddetli boyanma
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dortli  skorlamasina gore deney gruplarini bilmeyen bir noéropatolog

tarafindan yapildi.

istatistiksel Analiz

Calismanin analizleri SPSS 13.0 for Windows (Chicago, IL.)
programinda yapildi. Surekli deger alan degiskenler ortalama, standart
sapma, minimum-maksimim degerleri ile birlikte verilmistir. Gruplar arasi
karsilastirmalarda Kruskal Wallis ve Mann Whitney-U testi kullanildi. Bagimli
zaman dilimlerine ait degerlerin grup ic¢i karsilastirmalarinda ise Wilcoxon
Signed Rank Test kullanildi. Calismada p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR

Tdm deney gruplarinda siganlarin agirliklarinin  gruplar arasi
karsilastiriimasinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).

Tdm deney gruplarinda siganlarin spinal kord iskemisi Oncesi ve
sonras! vucut sicakliklari, kan gazi degerleri ve kan glukoz degerleri

karsilastirildiginda farklilik olmadigi gérulda (p>0.05). (Tablo-1)

Tablo-1 : Tum deney gruplarinda iskemi dncesi ve sonrasi kan gazi ve kan

glukoz degerleri (Ort£SD) (Kruskal Wallis testi kullaniimigtir).

Grup 1(n: 10) Grup2(n: 8) Grup 3(n:8) Grup4(n:8) Grup 5(n: 8)
pH 7.32+0.01 7.350.01 7.38+0.01 7.37+0.00 7.36+0.01
.g pCO, 48.20+2.78 45.80+1.77 43.30+2.59 42.30+2.03 42.90+1.67
c
g pO. 143.70+9.94 169.00+7.12 159.80+9.32 163.6+10.39 154.7+9.13
_% Hematokrit 32.10+1.77 34.50+1.31 34.20+1.57 36.30+1.53 34.60+0.71
Sat O, 95.40+5.30 96.40+3.40 96.20+4.10 96.30+4.00 96.80+1.80
Glukoz  181.30+45.90 190.90+24.00 197.70+51.00 151.00+20.80 190.70+34.60
pH 7.30+0.02 7.16+0.01 7.17+0.02 7.21+£0.02 7.19+0.03
g pCO, 49.70+1.52 50.60+3.36 43.60+2.53 47.10+£1.38 45.20+1.44
c
g p02, 140.70+10.14 122.00+£9.50 151.60+12.08 129.30+14.16 122.90+5.58
g Hematokrit 33.30+1.45 37.00+1.24 35.80+1.67 37.50+2.29 35.20+0.44
B SatO,  95.10+3.60 89.50+3.20 92.70+3.10 90.90+4.40 92.70+1.30
Glukoz 202.00+50.30 218.10+36.30 182.0+49.60 174.10+25.30 192.20+41.60
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Tam deney gruplarinin rektal sicaklik degerleri ortalamazstandart

sapma olarak Tablo-2’ de verilmigtir.

Tablo-2: Deney gruplarinda iskemi 6ncesi ve reperflizyon sonrasi (0. ve 15.
dakika) rektal sicaklik (°C) degerleri (Ort+SD) (Wilcoxon Signed Rank testi

kullaniimigtir).

Grup 1(n:10) Grup 2(n:8) Grup 3(n:8) Grup 4(n:8) Grup 5(n:8)

iskemi éncesi 36.90+0.08 36.90+0.03 36.90+£0.04 37.00£0.11 36.90+0.08
Reperfiizyon sonrasi 0.dk ~ 37.10+0.09 37.00£0.03 37.10+£0.04 37.10+£0.03 37.10+0.06
Reperfiizyon sonrasi 15. dk  37.00+0.08 37.00£0.03 37.00£0.03 37.10+£0.04 37.00£0.05

Kan basinci deg@erleri, tim gruplarda iskemi Oncesi dederlere gore
reperflizyon baslangicinda anlamli dusis gosterdi (p<0.05). Kan basinci

degerleri Tablo-3 olarak gosterilmigtir.

Tablo-3: Tum deney gruplarinin iskemi 6ncesi ve sonrasi kan basinci
degerleri. (mmHg) (Ort£SD).

Grup 1(n: 10) Grup 2(n: 8) Grup 3(n:8) Grup 4(n: 8) Grup 5(n: 8)

iskemi 6ncesi  104.20+1.62  106.00+3.43 107.30+2.58  99.10%4.52 107.20+3.26
Reperfiizyon 0.dk ~ 92.60+0.77  62.20t6.78  65.30+4.36  56.10+2.34’ 59.30+3.68

Reperfiizyon15.dk  100.10+1.30 95.30+2.54 94.00+£3.90 93.30+£3.01 100.80+£1.76

*Grup 1 den farkhdir (p<0.05) (Wilcoxon Signed Rank testi kullaniimistir).

Calismamizda toplam 54 sigan kullanildi. Bu sigcanlarin 9 (%16.6)
tanesi intraoperatif komplikasyonlar nedeniyle eksitus oldu. 3 (%5.5) tanesi
postoperatif 24. saatte eksitus oldu. Intraoperatif olarak en sik mortalite

sebebi pndmotoraks olarak tespit edildi (%55.6). 4 (%44.4) sigan cerrahi
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sirasinda olusan vaskuler hasar nedeniyle 06ldl. Postoperatif donemde
iskemi sonrasi meydana gelen asidoz ve yaygin barsak iskemisi nedeniyle 3
(%5.5) sican eksitus oldu.

Deney gruplarindaki siganlar éngorulen postoperatif gézlem periyodu
boyunca (96 saat) yasatildi. Grup 1 deki tim si¢canlarin MDSI skoru O olarak
saptandi. Grup2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 ile karsilastirildiginda anlamli fark
saptandi (p<0.05). Sadece iskemi uygulanan grupta (Grup 2) tim si¢anlarin
MSDI skoru 6 olarak tespit edildi ve bu siganlarin duyusal veya motor
fonksiyonlarinda herhangi bir diizelme olmaksizin tim gTézlem periyodu
boyunca paraplejik olarak kaldilar. Grup 3, 4 ve 5 deki sicanlarin anesteziden
uyandiklarinda paraplejik olduklari saptandi ve MSDI skorlari hepsinde 6
olarak bulundu. Postoperatif 1. saatten itibaren bu sicanlarin motor
fonksiyonlari  kismen duzelmeye basladi. Ancak MSDI skorlari
karsilastirildiginda anlaml farkliik saptanmadi (p>0.05). Bu durum spinal
kord iskemisinin tum gruplar igin olustugunun kaniti olarak kabul edildi
(Tablo-4).

Tablo-4: Gruplarin ndrolojik muayenelerinin motor sensorial bozukluk indeksi
(MSDI) (0-6) olarak islem sonrasi izlem slresi boyunca ortalama skorlari
(Ort£SD) (Wilcoxon Signed Rank testi kullaniimigtir).

Grup 1(n: 10)  Grup 2(n: 8) Grup 3(n: 8) Grup 4(n: 8) Grup 5(n: 8)

0. saat 0.00£0.00 6.000.00 6.000.00 6.000.00 6.000.00
6. saat 0.00£0.0 5.90+0.30 4.90+1.10 6.000.00 5.001.20
12. saat 0.00£0.0 5.60£0.70 4.80+1.20 4.90+0.80 4.90+3.40
24, saat 0.00£0.0 5.60£0.70 4.80+1.20 4.60+3.40 4.90+3.40
48. saat 0.00£0.0 5.60£0.70 4.80+1.20 4.60+3.40 4.90+3.40
72. saat 0.00£0.0 5.60£0.70 4.80+1.20 4.60+3.40 4.90+3.40
96. saat 0.00x0.00 5.600.70 4.80+1.20 4.60£3.40 4.90£3.40
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Tam gruplardaki siganlardan alinan spinal kord kesitleri H&E ile
boyanarak iskemik néronlar tespit edildi. Histolojik olarak iskemik néronlarda
noropil, periselliler ve perivaskiler alanlarda vakuolizasyon oldugu ve
hlcrelerin stingerimsi gorinim aldigi izlendi. Histopatolojik olarak néronal
bdzulme, eozinofilik sitoplazma, dedisen derecelerde gliozis bulgulari gibi
dejenerasyona ait degisiklikler saptandi. iskemi uygulanan gruplar (Grup 2, 3,
4, 5) sham grubu (Grup 1) ile karsilastirildiginda iskemi derecelendirmesi

acisindan anlamli farklilik saptandi (p<0.05).(Sekil-2)

Sekil-2: iskemik néronlar, periselliler ve perivaskiler alanlarda
vakuolizasyon (==») ve gliozis

Gruplar arasinda kaspaz 3, kaspaz 9, bax ve bcl-2 igin
immunohistokimyasal skorlama ortalamalari bakimindan farklilk bulundu
(p<0.05). iskemi uygunlanan gruplar (Grup 2, 3, 4, 5) sham grubu (Grup 1) ile
karglastirildiginda kaspaz 3 seviyelerinde istatiksel olarak anlamli dizeyde
artis oldugu goruldd (p<0.05). Kaspaz 9 ortalama skorlari grup igi
karsilastirilmasinda iskemi uygulanan grup 2’ de diger gruplara gére anlamli
dizeyde artis saptandi (p<0.05). Bcl-2 ortalama skorlarinin grup igi

karsilastiriimasinda ise ardkosullama ve sitikolin uygulanan grupta (Grup 5)
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diger gruplara goére artmig olarak saptandi (p<0.05). Gruplarin
immunohistokimyasal skorlama sonuglari Tablo-5, Sekil 3 ve Sekil 4' de

verilmigtir.

Tablo-5: Gruplarin immunohistokimyasal skorlama sonuglari (OrtxSD).

Grup 1(n: 10) Grup 2(n: 8) Grup 3(n: 8) Grup 4 (n: 8) Grup 5(n: 8)

Kaspaz 3 0.50+0.16 1.87+0.29* 1.75+0.29* 1.50£0.18* 1.62+0.18*

Kaspaz 9 0.70+0.26 2.37+0.18** 1.50£0.26 1.37+£0.18 1.37£0.18
Bax 0.30+0.15 1.25+£0.49 0.87+0.35 1.00£0.26 1.00£0.32
Bcl-2 0.70+0.21 1.25+0.25 2.00£0.37 1.75+0.36 2.25+0.25***

*

Grup 1 ile karsilastinldiginda anlamli farklilik mevcuttu (p<0.05) (Kruskal Wallis testi
kullaniimigtir).

** Grup 1, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 ile karsilastirildiginda anlamli farklilik saptandi
(p<0.05) (Mann Whitney U testi kullaniimistir).
*** Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 ile karsilastirildiginda anlamli farklilik saptandi
(p<0.05) (Mann Whitney U testi kullaniimistir).
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Sekil-3 : Gruplarin immunohistokimyasal skorlama sonuglari

*  Grup 1 ile karsilastinldiginda anlamli farkllik mevcuttu (p<0.05) (Kruskal Wallis
testi kullaniimistir).

** Grup 1, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5 ile karsilastinldiginda anlamli farkhlik saptandi
(p<0.05) (Mann Whitney U testi kullaniimigtir).

*** Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 ile karsilastinldiginda anlamli farklilik saptandi
(p<0.05) (Mann Whitney U testi kullaniimigtir).

18



Bcl-2 Kaspaz3  Kaspaz 9

Sals |
-
g [UE[E
- IR S
-

Sekil-4: Gruplarin immunohistokimyasal incelemeleri. Bcl-2
immunoekspresyonu (nuklear ve sitoplazmik boyanma ( =s)) Grup 5’ de diger
gruplara gore artmisg olarak goéruldi. Grup 2 ‘de kaspaz 9 ekspresyou
(sitoplazmik boyanma (==)) acisindan diger gruplara gére anlamli farklilik
izlendi.
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TARTISMA VE SONUG

Gegcici iskemik olaylarda iki ayri patofizyolojik olay infarktin gelismesine
katkida bulunur: iskemik evrede doku hasarinin baslamasi, reperfizyon
evresinde ise doku hasarinin gerilemesi veya artmasi (reperfizyon travmasi).
Reperfliizyon evresinde olusan serbest radikallerin iskemi sonrasi olugsacak
hasarda etkin rol oynadigi birgok calismada gdsterilmistir (24, 25, 50-55).
Zhao ve ark. (34) 2003 yilinda, iskemiyi takiben reperfizyonun erken
doneminde kan akiminin kisa ve aralikli olarak kesintiye ugramasini
ardkosullama olarak tanimlamiglar ve 60 dakikalik iskemiyi takiben reperflze
edilen képek kalbinde reperflizyonun 30 saniyelik periyotlarla 3 kez kesintiye
ugratilarak  ardkosullama uygulamasinin infarkt boyutunu iskemik
onkosullamada oldugu gibi (%47'den %11'e) azalttigini gostermiglerdir.

Deneysel calismalar iskemik ardkosullamanin ndéron koruyucu etki
goOsterdigini de ortaya cikarmistir (35, 36, 56). Burda ve ark. (56) iskemi
sonras! artmis endojen antioksidan enzim aktivitesinin hipokampusin CA1
bdlgesindeki néronlari gecikmis néronal 6limden korumaya yetmedigini buna
karsilik 5 dakikalik iskeminin 48 saat sonra uygulanan 20 dakikalik iskemiyle
beraber bu ndronlarin %9%’ini korudugunu gdstermislerdir. Danielisova ve
ark. (57) ardkosullama ile iskemiden 48 saat sonra hipokampal CA1
néronlarindaki hasarin geri dondurdlebilir oldugunu gdstermislerdir. Zhao ve
ark. (36), bilateral kommon karotid arter oklizyonu uygulayarak yaptiklari
calismalarinda, iskemik ardkosullamanin fokal serebral iskemi sonrasi infarkt
hacmini azalttigini saptamislardir. Ardkosullamanin penumbrada apopitozisi
ve serbest radikal Uretimi Uzerine etki ederek iskemi sonrasi infarkt hacmini
azaltabilecegini de ozellikle belirtmislerdir. Calismalarinda apoptozis igin
marker sayillan ve DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL ydntemiyle
superoksid radikallerini gostererek ardkosullamanin  koruyucu etki
gOsterdigini fakat bu koruyucu etkinin mekanizmalarinin ortaya konulabilmesi
icin daha fazla galismaya ihtiya¢ oldugunu bildirmiglerdir (36). Taskapilioglu

ve ark. (35) dnkosullama, ardkosullama ve o6n/ardkosullamalarin ayri ayri
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veya birlikte uygulanmalarinin infarkt hacmini belirgin  azalttigini
gOstermiglerdir.

iskemik ardkosullamanin néron koruyucu etki mekanizmasi ile
kardioprotektif etki mekanizmasinin benzer oldugu dusuniimektedir (58).
Notrofil toplanmasini ve endotel disfonksiyonunu azaltarak, oksidatif stresi
engelleyerek, mitokondriyal permeabiliteyi azaltarak, apopitotik hucre
o0luminU azaltarak ve fosfatidilinositol 3-kinaz aktivasyon yolunu aktive
ederek reperfuzyon hasarina karsi ndron koruyucu etkileri oldugu o6ne
surdlmagtur (58).

iskemik ardkosullamanin néron koruyucu etkileri serebral iskemi
modellerinde goOsteriimesine ragmen literatirde spinal kord iskemisindeki
etkileri ile ilgili yeterli caligma yoktur. Jiang ve ark. (12, 14) iskemik
ardkosullamanin spinal kord iskemisinde etkilerini inceledikleri galismalarinda
ardkosullamanin noérolojik hasari azalttigini ve iskemi sonrasindaki ilk birkag
dakikalik reperfuzyon hasarinda kritik rol oynadigini géstermiglerdir. Huang
ve ark. (13) spinal kord iskemisinde uygulanan iskemik ardkosullamanin
reperflizyon sonrasi serbest oksijen radikallerinin olusumunu azalttigini
g6stermislerdir. iskemik dnkosullama ile karsilastirildiginda ardkosullamanin
spinal korda alfa motor néronlarin proteksiyonunda ve nérolojik muayene
bulgularinda iyilesme etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu da
belirtmiglerdir. Ardkosullamanin spinal kord iskemisindeki koruyucu etkilerinin
patofizyolojisi ise henlz aydinlatilamamistir.

Calismamizda, deneysel spinal kord iskemisi olugturulan sicanlarda
ardkosullamanin apopitotik stire¢ Uzerine etkileri incelendi. Sicanlarda spinal
kord iskemisi, Kocaeli ve ark. (15) tarafindan Le May ve ark.’nin (60)
uygulamis oldugu modelden modifiye edilen iskemi modeli kullanilarak
olusturuldu. Yapilan denemelerde sol OKA proksimaline AA’ya ve ayni anda
sol SA’e toplam 17 dakika sureyle klip uygulandiginda total parapleji elde
edilebildi. Calismamizda mortalite orani  %16.6 olarak saptandi.
Kullandigimiz spinal kord iskemi modeli, insanlarda uygulanan desandan
torasik ve torakoabdominal aorta cerrahisi esnasindaki operatif duruma en

yakin modeldir.
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Kato ve ark. (41), 15 dakika slUreyle desendan aortada 2F Fogarty
kateteri ile es zamanli olarak sol femoral arterden kontrolli kanama ile volim
azaltilmasi yoluyla spinal kord iskemisi olusturduklari ¢calismalarinda iskemiyi
takiben ilk 6 saat icerisinde gri cevherde nekroz ve 48 saat sonra ise periferik
gri cevher dorsal boynuzlarindaki hicre olumuni apopitotik markerler
araciligiyla gostermiglerdir. Yazarlar bu durumu spinal kordun periferinin
daha iyi kolleteral kan akimina sahip olmasina baglamiglardir. Hayasi ve ark.
(40) ise spinal kord iskemisi uyguladiklari tavsanlarda apopitotik surecin 7.
gune kadar devam edebilecegini ancak ilk 2 ginde daha siddetli oldugunu
gOstermiglerdir.

Calismamizda iskemi uygulanan grupta gri cevherde néronal biztlme,
eozinofilik sitoplazma, vakuolizasyon, gliozis gibi dejenerasyona ait
degisiklikler saptandi. Bu gruptaki tim siganlarda %50 den fazla etkilenen
iskemik alan mevcuttu (Grade 3). Ardkosullama ve sitikolin uygulanan
gruplarda (Grup 3, 4 ve 5) iskemik degisiklikler dn boynuz hicrelerinde ve gri
beyaz cevher bilegkesinde tespit edildi ve skorlanan alanlarin %10-50 sini
etkileyen ndronal hasar go6zlendi (Grade 2). Sham grubu ile
karsilastiriidiginda Grup 2, 3, 4 ve 5 de istatistiksel olarak anlamli farklilik
goruldu (p<0.05).

Calismamizda kullanilan model ile spinal kord iskemisinin olusturuldugu
histopatolojik olarak da gosterildi. Noronal hasarlanma derecelendirmesinin
ardkosullama ve sitikolin uygulanan gruplarda iskemi grubuna goére daha
duguk olarak saptanmasi néron koruyucu etkinin Iehine yorumlandi.

Calismamizda histopatolojik inceleme bulgulari ile nérolojik muayene
bulgulari arasinda da uyumluluk saptandi. Norolojik skorlamada Grup 1 deki
tim sicanlarin MDSI skoru O olarak saptanirken Grup 2, 3, 4 ve 5 ile
karsilastirildiginda skorlar arasinda anlamli fark saptandi (p<0.05). Grup 3, 4
ve 5 deki siganlarin hepsi postoperatif 0. saatte norolojik olarak
paraplejiktiler ve MSDI skorlari 6 idi. Postoperatif 1. saatten itibaren motor
fonksiyonlari klinik olarak iskemi grubuna gore (Grup 2) dizelmeye bagladi.
Ancak MSDI skorlari kargilastirildiginda deney gruplari arasinda anlamli
farklihk saptanmadi (p>0.05).
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Cesitli deneysel modellerde ardkosullamanin uygulanma zaman
araliklan farkliliklar gostermektedir (12, 34, 59-61). Xing ve ark. (59) 30
saniyelik zaman araligdi ile 6 siklus boyunca orta serebral arter oklizyonu ve
reperfizyonu uygulamiglar ve ardkosullamanin apopitozisi inhibe ederek
noron koruyucu etki gdsterdigini bildirmislerdir. Danielisova ve ark. (57) ise
ge¢ ardkosullama uygulanmasini tarif etmis ve iskemiden 48 saat sonra
uygulanan ardkosullamanin da néron koruyucu etkili oldugunu
goOstermiglerdir. Jiang ve ark. (12) spinal kord iskemi modelinde 1 dakikalik
zaman araliklari ile ardkosullama uygulamiglar ve iskemi sonrasindaki ilk
birka¢c dakikalik reperfuzyonun iskemik hasarlanmada kritik rol oynadigini
goOstermiglerdir. Bu galismada iskemi sonrasi 5 dakika reperflizyonu takiben
birer dakikalik 6 siklus boyunca uygulanan ardkosullamanin spinal kord
iskemisinde ndéron koruyucu etki gosterdigi belirtiimistir. Calismamizda ayni
sekilde ardkosullama uygulanmistir.

Gerek sitikolinin  gerekse iskemik ardkosullamanin tek basina
uygulandigi calismalarda apopitotik sureci engelleyerek ve reperfizyon
hasarini azaltarak néron koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (12-14, 35, 36,
44, 46-48). Calismamizda sitikolin ve iskemik ardkosullama kombine edilerek
uygulanmis ve apopitotik yolaktaki etkileri arastiriimistir.

Sitikolinin serebral iskemideki néron koruyucu etkileri birgok calisma ile
bildirilmistir (44, 46-48, 62, 63). Adibhatla ve ark. (46, 62), sitikolinin, ndron
koruyucu etkilerini yayinlamis ve Na'/K* ATP az aktivitesini diizenledigi,
fosfolipaz A, inhibisyonu yaparak serbest yag asitlerinin salinmasini
engelledigini ©6ne surmuagstir. Kardiolipin ve sfingomyelin seviyelerini
koruyarak fosfotidilkolin sentezini arttirdigini, glutatyon sentezini ve glutatyon
rediuktaz aktivitesini azalttigini bildirmistir. Krupinski ve ark. (47) sitikolinin
apoptozom olusumu sirasinda kaspaz 9 u bloke ederek kaspaz 3’ Un
aktivasyonunu engelledigini ve bdylece antiapopitotik etki ile iskemide
koruyucu rol oynadigini gostermiglerdir.

Yapilan caligmalarda farkli  sitikolin dozu ve uygulamalari
bulunmaktadir. Fiedorowicz ve ark. (63) hipoksik-iskemik ensefalopati

uyguladiklari modellerinde sitikolinin  (0.3-1.0 g/kg/gun, veya 0.6-2.0
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mmol/kg/gun) doz araliginda ip olarak kullanilabilecegini bildirmisler ve 0.3
g/kg tek doz uygulanan sitikolinin kaspaz 3 aktivitesini ve Hsp70
ekspresyonunu azaltarak noéron koruyucu etki gosterdigini gostermiglerdir.
Adibhatla ve ark. (48) CDP-kolinin dusuk ve ylksek dozda kullaniminin
serebral iskemideki koruyucu etkisini incelemis ve CDP-kolin lipozomunun
etkileriyle karsilastirmigtir. Bu ¢alismada CDP-kolin 0.18 g/kg, 0.1 g/kg ve
0.25 g/kg dozlarinda intravendz (iv) olarak kullaniimis ve serebral infarkt
voliminde sirasiyla %26, %32 ve % 41 lik bir azalma saptanmigtir. CDP-
kolinin 0.1-0.25 g/kg kullaniimasinin orta derecede koruyucu oldugu
bildirilmistir. Ayni ¢alismada CDP-kolinin 0.5 g/kg dozunda ip ve iv
kullaniminin etkileri karsilastirilmistir. Kontrol grubuna gore infarkt alaninda
sirasiyla %50 ve %55 azalma saptanmistir. 0.5 g/kg dozda uygulanan CDP-
kolinin kuvvetli néron koruyucu etkisi oldugu ve kullanim sekline gore (iv veya
ip) protektif etkisinde farklilik olmadigi belirtiimigtir. CDP-kolin lipozomu
kullanilan grupta infarkt alaninda %62 lik bir azalma tespit edilmis ve diger
gruplara gore daha fazla protektif etkisi oldugu belirtiimistir. Hurtado ve ark.
(44) serebral iskemi olugturduklari sicanlarda 0.5, 1.0 ve 2.0 g/kg dozunda
sitikolin kullanmiglar ve serebral striatumda infarkt boyutunda istatistiksel
olarak anlamli kigulme tespit etmislerdir. Serebral kortekste ise sadece 1.0
ve 2.0 g/kg dozunda sitikolin uygulanan grupta infark boyutunda istatistiksel
olarak anlamli kuagulme elde etmislerdir. Adibhatla ve Krupinski (46-48)
calismalarinda 0.5 g/kg dozunda ip olarak uygulamiglardir. Spinal kord
travmasi olusturulan modellerde 0.3-0.4 g/kg dozunda sitikolin uygulanan
calismalar bildirilmigtir (45, 64). Cakir ve ark. (64) spinal kord travmasi
uyguladiklar siganlarda 0.3 g/kg dozunda sitikolin kullanmiglar ve nérolojik
muayene sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli dizelme saptadiklarini
bildirmiglerdir. Spinal kord travmasinda Yucel ve ark. (45) si¢canlarda spinal
kord travmasi olusturmus ve metilprednisolon ile sitikolinin protektif etkilerini
incelemiglerdir. 0.4 g/kg dozda uyguladiklar sitikolinin protektif etkili
oldugunu ancak metilprednisolon kullanilan grupla ve kombine ila¢ uygulanan

grupla karsilastirildiginda anlamli fark géstermedigini bildirmislerdir.
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Literattrde sitikolinin spinal kord iskemisinde noron koruyucu etkisini
inceleyen calismaya rastlanmadi. Calismamizda sitikolinin tek basina
ve/veya ardkosullama ile birlikte apoptozisi engelleyerek spinal kord
iskemisinde koruyucu etki gdsterdigi goruldi. Bu 6zelligi ile ¢alismamiz bu
konuda literattrde yapilan ilk ¢alismadir. Calismamizda spinal kord iskemisi
uygulanan siganlara néron koruyucu etkin doz oldugu literatirde belirtilen
600 mmol/kg sitikolin i.p. olarak tek doz seklinde uygulandi.

Apoptozis slUrecinde U¢ Onemli faktér ana rol oynamaktadir. Bunlar;
Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating
factor-1) proteinidir (65). Bcl-2 / Bax ailesi proapopitotik ve antiapopitotik
proteinler iceren apopitoziste dizenleyici rol oynayan bir protein ailesidir (47).
Bcl-2 ailesi Uyelerinin bir kismi apopitozisi induklerken Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs
bir kismi ise apopitozisi baskilarlar (37, 38, 65, 66). Bcl-2 mitokondri dig
membraninda bulunan integral bir membran proteinidir ve iyon transportunu
dlzenler. Santral sinir sisteminde apopitotik hasarlanmaya karsi koruyucu rol
oynadidi da bilinmektedir. Bax ise sitozolde bulunur. Hlcrenin apopitotik bir
uyari almasi durumunda mitokondri membranina baglanarak sitokrom c ve
apopitozis-indukleyici faktorin mitokondriden sitozole salinmasinda rol oynar.
Apopitotik sinyalin alinmasindan sonra Bax (proapoptotik) proteinleri,
mitokondri zarinin iyon gecirgenligini azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler
nedeniyle sitokrom c ve Apoptozis Inducing Factor (AlF) gibi mitokondri zari
icinde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler (37, 38). AIF dogrudan
yogunlasan kromatine ve parcalanan c¢ekirdege yonelirken, sitoplazmaki
sitokrom ¢ apopitozun en son basamaginda goérev alir. Sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinmasi apopitozise girmis bir hicrede geri donusimsuz bir
déneme girildiginin bir gostergesidir. Sitokrom ¢ bir sitoplazma proteini olan
Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu kompleks
‘apopitosom’ olarak isimlendirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz
aktivasyonunu baglatir (38, 66). Bcl-2 nin asiri ekspresyonu sitokrom c
salinmasi ve kaspaz 3 Un aktivasyonunu baskilar (66). Bdylece antiapopitotik
protein olarak gdrev yapar. Hulcrenin programli bir sekilde olumd bu

apopitotik ve antiapopitotik proteinlerin dengesine baglhdir.
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Mackey ve ark. (11) spinal kord iskemisinde iki sekilde néronal dlim
olabilecegini bildirmis ve bunlari nekroz ve apopitozis olarak siralamislardir.
iskemi sonrasi 24. saatte gri cevher dn boynuzdaki lamina Il ve IX da
TUNEL yontemi ve elektron mikroskobuyla %30-40 hlcrede apopitozis
bulgulari olan nukleer kondansasyon, DNA fragmantasyonu ve DNA
kimelenmesi saptamiglardir. Hayashi ve ark. (40) spinal kord iskemisi
olusturduklari tavsanlarda kaspaz 1, kaspaz 2 ve kaspaz 3 ekspresyonunda
artma saptamislar ve spinal motor néronlardaki hicre 6limunudn apopitotik
surecin aktivasyonu ile yakin iligkili oldugunu gostermislerdir. Takagi ve ark.
(67) spinal kord iskemisi olusturulan siganlarda kaspaz 3 ve kaspaz 8
ekspresyonunun arttigini gérmusler ve apopitotik mekanizmalarin spinal kord
iskemisinde noronal hasarlanmada 6nemli bir rolu oldugunu belirtmiglerdir.
iskemik spinal kord hasarinin tedavisinde spesifik kaspaz inhibitérlerinin
kullanilmasinin  denenebilecedi  vurgulanmaktadir.  Spinal  iskeminin
uygulandigi deneysel galismalarda ardkosullamanin, noétrofil toplanmasinin
inhibe ederek ve endotel disfonksiyonunu azaltarak, oksidatif stresi
engelleyerek, fosfatidilinositol 3-kinaz aktivasyon yolunu aktive ederek ve
apopitotik hdcre 6liumunu azaltarak reperflzyon hasarina karsi ndron
koruyucu etkileri oldugu 6ne surlimustar (12-14).

Calismamizda iskemi uygulanan gruplar (Grup 2, Grup 3, Grup 4, Grup
5) sham grubu (Grup 1) ile karglastirildiginda kaspaz 3, kaspaz 9 ve bax
seviyelerinde anlamli dizeyde artis saptandi (p<0.05). Bu durum literatlrdeki
bilgilerle uyumlu olarak bulundu ve spinal kord iskemisindeki hiicre 6lumunde
apopitozisin etkili oldugunu gosterdi (11, 40, 67). Calismamizda,
proapopitotik protein olan kaspaz 3 ve kaspaz 9 un ekspresyonunda,
ardkosullama ve sitikolin gruplarinda iskemi grubuna goére anlamli dizeyde
azalma saptandi. Ayrica antiapopitotik protein olan bcl-2 nin
ekspresyonunda, ardkosullama ve sitikolinin beraber uygulandigi grup 5 de
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artis tespit edidi. Spinal kord
iskemisinde sitikolinin ardkosullama ile kombine edilmesi apopitotik surecte
kaspaz yolagini inhibe ederek ve antiapopitotik proteinleri arttirarak néronal

koruma sagladigi sonucuna varildi.
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iskemik ardkosullama; strok, karotid endarterektomi, torakoabdominal
cerrahi, serebral anevrizma cerrahisi, embolizasyon gibi iskeminin
gelisebilecegi 6ngorulen tim Klinik durumlarda emniyetle kullanilabilir. Ma ve
ark. (68) primer koroner anjioplasti uyguladiklari akut miyokard infarktlsu
gegiren hastalarinda 3 siklus boyunca 30 saniyelik ardkosullama uygulamis
ve CK (kreatin kinaz) ve CK-MB (kreatin kinaz miyokardiyal band)
seviyelerinde anlamli disme oldugunu saptamislardir. Luo ve ark. (69) fallot
tetralojisi tanisiyla opere ettikleri 24 hastada ardkosullama uygulamis, ilk 24
saatte inotropik destek tedavisi ihtiyacinin anlamli derecede azaldigini
bildirmislerdir. Yine bu c¢alismada troponin-l seviyelerinde %50 ve CK-MB
seviyelerinde %34 azalma saptanmistir.

Calismamizda, spinal kord iskemisinde olusacak hasarin hem
ardkosullamanin hem de sitikolinin néron koruyucu etkilerinden yararlanilarak
azaltilabilecegi gosterildi. Sonug¢larimiza gore spinal kordun iskemik hasarina
neden olabilecek klinik durumlarda ardkosullama ve/veya sitikolin
uygulanmasinin tedavi etkilerini guglendirerek  ndronal olumu

engelleyebilecegini dislinmekteyiz.
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