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OZET

Ratlarda Olusturulan Medulla Spinalis Travma Modelinde Uzak Iskemik
Onkosullamanin Néroprotektif Etkinliginin Arastirilmas1 Dr. Meric BAYRAM,
Hacettepe Universitesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon ABD, Ankara 2022. Uzak
iskemik 6nkosullama (UIOK), iskemi reperfiizyon (I/R) hasarin1 dnlemede, etkinligi
kanitlanmis yontemlerdendir. Bu c¢alismanin amaci; spinal kord travmasi (SKT)
olusturulan ratlarda, kan SI100B diizeyleri ve histopatolojik goriintiiler
karsilastirilarak UIOK ’nin néroprotektif etkinliginin ve UIOK mekanizmasinda bir
triptofan metabolizmasi iriinii olan Kiniirenik asitin (KYNA) roliiniin varliginin
gosterilmesidir. Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari A. S. Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onayr alindiktan sonra agirliklar1 250-300 g arasinda degisen 31
adet erkek Spraque-Dawley rat, 3 gruba ayrildi. Tiim ratlar genel anestezi altinda,
yliziistli pozisyonda tespit edildi ve Ts-T12 seviyesinde orta hat insizyonu yapildi.
Grup | (Sham, n=9): Yalnizca insizyon uygulandiktan sonra higbir islem yapilmadan
cilt kapatildi. Grup 1I (I/R, n=11): Medulla spinalise 1 dk total iskemi sonrasinda 1
saat reperfiizyon uygulandi. Grup III (UIOK+I/R, n=8): Sag arka bacaga uygulanan
10’ar dakikalik 3 dongii UIOK sonrasi, medulla spinaliste I/R olusturuldu. Tiim
gruplarda ratlarin anestezi siiresi esit tutuldu. Islem sonrasi 1. saatte biyokimyasal
degerlendirme (S100B ve KYNA) icin kan alindiktan sonra ratlar sakrifiye edildi ve
histopatolojik degerlendirme i¢in medulla spinalis doku 6rnekleri alindi. KYNA ve
S100B seviyelerinin karsilastirilmasi, sham ve I/R gruplari arasinda anlamli
farkliliklarin varligini ortaya koydu (sirasiyla, p = 0,016 ve p = 0,022). Her iki
karsilastirmada da I/R ve UIOK+I/R gruplar igin post hoc ikili karsilastirmalar
anlamli olmamasina ragmen, UIOK uygulanan ratlar, yalnizca I/R grubuna kiyasla
nispeten daha diisik KYNA ve S100B konsantrasyonlarina sahipti. Histolojik
analizler, sham grubuna kiyasla hem /R hem de UIOK+I/R gruplarinda &nemli
olglide daha yiiksek beyaz ve gri cevher hasar skorlarini ortaya koydu (sirasiyla p =
0,001 ve p < 0,001). UIOK+I/R grubunda beyaz ve gri cevher ve icerdikleri bolgeler
i¢in medyan puanlar I/R grubuna gore nispeten daha yiiksek olmasma ragmen, ikili
karsilastirma ile sonuglarin istatistiksel olarak benzer oldugu goriildi. KYNA
konsantrasyonu, S100B konsantrasyonu ve histolojik skorlar arasinda anlamli bir
korelasyon yoktu. Bu ¢alisma, S100B ve KYNA seviyelerinin ve noronal hasar igin
histolojik skorlarin, bir rat spinal I/R hasart modelinde &nemli &lgiide arttigimni,
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, S100B ve KYNA diizeylerinin
UIOK+I/R grubunda, I/R grubuna gére daha diisiik oldugunu gésterdi. Histolojik
degerlendirmede de, medulla spinalis hasar skoru UIOK+1/R grubunda, I/R grubuna
gore daha yiiksekti. Veriler KYNA'nin UIOK mekanizmasindaki roliine ve
UIOK ’nin néroprotektif etkisine iliskin sonug ¢ikarmak igin yetersizdi. Daha genis
metabolit analizi ile daha uzun siireli takip kullanan daha ileri g¢aligmalarin
KYNA'nin ve/veya kiniirenin yolunun medulla spinalisin I/R hasari ile iliskili olup
olmadiginit aydinlatmak i¢in degerli olabilecegine inantyoruz.

Anahtar Kelimeler: Medulla spinalis, uzak iskemik 6nkosullama, iskemi,
reperfiizyon, S100B, KYNA



SUMMARY

Investigation Of The Neuroprotective Efficacy Of Remate Ischemic
Preconditioning In A Rat Model Of Medulla Spinalis Trauma Dr. Meri¢
BAYRAM, Hacettepe University Faculty of Medicine Anesthesiology and
Reanimation Department Ankara 2022. To investigate the neuroprotective effect
of remote ischemic preconditioning (RIPC) and the role of kynurenic acid (KYNA),
a product of tryptophan metabolism, in the mechanism of RIPC by comparing blood
S100B levels and histopathological images in rats with spinal cord injury (SCI).
Experimental animal study. 31 male Spraque-Dawley rats were divided into 3
groups. Group | (Sham, n=9): After making only an incision, the skin was closed
without any procedure. Group Il (I/R, n=11): After 1 min of total ischemia,
reperfusion was applied to the spinal cord for 1 h. Group Il (RIPC+I/R, n=8): After
3 cycles of 10-minute RIPC applied to the right hind leg, I/R was performed in the
medulla spinalis. Blood was collected for biochemical evaluation (S100B and
KYNA) at the 1st hour after the procedure. The rats were sacrificed, and medulla
spinalis tissue samples were taken for histopathological evaluation. KYNA and
S100B levels were significantly different between the sham and I/R groups (p =
0.016 and p = 0.022, respectively). Although post-hoc pairwise comparisons for the
I/R and RIPC+I/R groups were not significant in either comparison, rats treated with
RIPC had relatively lower concentrations of KYNA and S100B than in the I/R group
alone. Histological analyses revealed significantly higher white and gray matter
damage scores in both the I/R and RIPC+I/R groups than in the sham group (p =
0.001 and p < 0.001, respectively). Although the median scores for white and gray
matter and the regions they contain were relatively higher in the RIPC+I/R group
than in the I/R group, the results were statistically similar by pairwise comparison.
There was no significant correlation between KYNA concentration, S100B
concentration, and histological scores. This study showed that S100B and KYNA
levels and histological scores for neuronal damage were significantly increased in a
rat spinal I/R injury model, although not statistically significant. S100B and KYNA
levels were lower in the RIPC+I/R group than in the I/R group. Histological
evaluation revealed that, spinal cord injury score was higher in the RIPC+I/R group
than in the I/R group.

Keywords: Medulla spinalis, remote ischemic preconditioning, ischemia,
reperfusion, S100B, KYNA
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi
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vii



kg
KMO
KYN
KYNA
KYNA
mg
min

ml
MOF
Na+
NFkB
ng
NMDA
NO
NOS
NOX
NSE
PAF
PHD2
PKC
PMNL
QUIN
RIPC
RNA
RNOS
RNS
ROI
ROS
SCI
SERCA
SKT
SOD

> Kilogram

: Kiniirenin 3-Monooksijenaz
: Kiniirenin

> Kiniirenik Asit

: Kynurenic Acid

: Miligram

: Minute

> Mililitre

: Coklu Organ Yetmezligi
> Sodyum

- Niikleer Faktor Kappa B
: Nanogram

: N-metil-D-aspartik Asit
- Nitrik Oksit

- Nitrik Oksit Sentaz

: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat Oksidaz
: Noron Spesifik Enolaz

: Trombosit Aktive Edici Faktor

: Prolil Hidroksilaz Domain 2

: Protein Kinaz C

: Polimorfoniikleer Lokosit

> Kinolinik Asit

: Remote Ischemic Preconditioning

: Ribo Niikleik Asit

: Reaktif Nitrojen Oksit Tiirleri

: Reaktif Nitrojen Tiirleri

: Uzak Organ Hasari

. Reaktif Oksijen Tiirleri

: Spinal Cord Injury

: Sarko/Endoplazmik Retikulum Ca+2-ATPaz
. Spinal Kord Travmasi

> Stiperoksit Dismutaz

viii



SSS
TF
TNFo.
UIOK
VH
VHL
WM
X0

- Merkezi Sinir Sistemi

. Endotelyal Doku Faktori

: Tiimor Nekroz Faktorii Alfa
: Uzak Iskemik Onkosullama
: Ventral Boynuz

: von Hippel Lindau

: Beyaz Cevher

: Ksantin Oksidaz



Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.
Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.
Sekil 13.

SEKILLER LISTESI

Sayfa
Uzun stireli iskemiye ve ardindan reperfiizyona maruz kalan bir
dokunun aldig1 toplam hasarin, iskemik bilesen ve reperfiizyon
bileseniyle iliskilendirilmesi. 5
Iskemi-reperfiizyon hasarinda ROS mekanizmasi. 7
Iskemik &nkosullamanin mekanizmast. 11
Hipoksi sirasinda kiniirenik asit olusumunda yer alan yollarin
sematik gdsterimi. 13
Kiniirenin yolu ve metabolitleri. 14

Degerlendirilen kesitlerin araliklarina ait sematik goriintii. Her

medulla spinalis 6rneginde 5 mikron aralikla 3 kesit alindiktan sonra

75 mikron atilarak tekrar 3 kesit alind1 ve bu sekilde ard arda 3 farkli
kesit degerlendirildi. 23
Sican medulla spinalis kesitinin bolimlerini gésteren diyagram.

Lamina 1-6: Arka boynuz, Lamina 7: Ara gri cevher, Rexed’in

laminasi 8-9: Biiyiik motor néronlarinin bulundugu 6n boynuz

bolgesini gdstermektedir. 23
Deney gruplarina ait 6rneklerin enine kesitlerinin 151k mikrograflari. 26
Insizyon uygulanan grupta ventral, ventrolateral ve dorsal boynuzlar
arasinda kalan beyaz cevher alani. 27

Insizyon uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B), intermediate kolon

(B ve C), dorsal boynuz (D ve E) alanlarina ait 11k mikrograflari. 28
Insizyon uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B), intermediate kolon

(B ve C), dorsal boynuz (D ve E) alanlarina ait 151k mikrograflari. 29
Spinal kord travmas1 uygulanan gruba ait 6rnegin 151k mikrografi. 30

Spinal kord travmasi uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B),
intermediate kolon (B ve C), dorsal boynuz (D ve E) alanina ait 151k

mikrograflar. 31



Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.
Sekil 19.

Spinal kord travmasi uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B),
intermediate kolon (B ve C), dorsal boynuza (D ve E) ait 151k
mikrograflari.

Iskemik 6nkosullama sonrasi spinal kord travmas1 uygulanan grupta
ventral, ventrolateral ve dorsalde beyaz cevher alani.

Iskemik &nkosullama sonrast spinal kord travmasi uygulanan grupta
ventral ve dorsalde gri ve beyaz cevher alanlari.

Iskemik 6nkosullama sonrasi spinal kord travmasi uygulanan grupta
ventral ve dorsalde gri cevher alanlari.

Gruplar aras1t KYNA seviyelerinin karsilagtirilmasi.

Gruplar aras1 S100B seviyelerinin karsilastiriimasi.

Xi

32

33

33

34

38
38



Resim 1.

Resim 2.

Resim 3.
Resim 4.

Resim 5.

Resim 6.

xii

RESIMLER LISTESI
. Sayfa
Islem Oncesinde ratlarin, genel anestezi altinda, yliziistii
pozisyonda tespit edilmesi. 17
Deneklerin sirt bolgesindeki 3x2 cm’lik alan tiras edildikten sonra
povidon iyot ile lokal antisepsi saglanmasi. 17
Ts-T12 seviyesinde yapilan orta hat insizyonu. 18
Cilt, cilt alt1 dokular ve paravertebral kas fasyas1 gecilerek kaslarin
laterale kiint disseksiyon ile siyrilmasi. 19
Spinal kordun, standart travma amaciyla 63 g kuvvet uygulayan
Yasargil anevrizma klibi (Aesculap FE 721 K) ile sikistirilmasi. 20

Ratin sag arka bacaginin kasik bolgesinden ince kauguk lastik ile
sikilmas1 ve 3 dongii halinde 10 dk iskemi olusturulup, takiben 10 dk
reperfiizyon saglanmasi sonrasinda kan akiminin kesilmesi

sebebiyle sag arka bacakta gozlenen renk degisikligi. 21



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.

TABLOLAR LISTESI

Gri ve beyaz cevherde bolgelerin skorlamast
Tiim bolgelerdeki histolojik hasar skorlarin, gruplar arasi
karsilastirmal1 6zeti

Gruplar arast KYNA ve S100B seviyelerinin karsilagtirilmasi

Xiii

Sayfa
35

35
37



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi reperfiizyon (I/R), doku veya organa giden kan akiminda bir siire
azalma sonrasinda yeniden kanlanma olarak tanimlanir. Kan akiminin tekrar
baglamasi (reperfiizyon) dokulara iskemik hasardan daha fazla zarar verebilir (1; 2).
I/R hasari; miyokard infarktiisii, serebrovaskiiler infarkt, organ transplantasyonlari,
kardiyopulmoner resusitasyon, trombolitik tedavi ve hemorajik sok gibi bir¢ok klinik
durumda halen hastalar i¢in yiiksek morbidite ve mortalite nedenidir (3).

Iskemik onkosullama; tek veya tekrarlayan kisa siireli iskemik periyotlarin,
daha uzun siireli iskemik periyotlarda gelisebilecek organ, doku veya hiicre hasarina
kars1 belirgin bir diren¢ olusturmasi ile gerceklesen koruyucu bir mekanizmadir. Bir
organ veya dokunun iskemi ve reperfiizyonu ile olusturulan 6nkosullama, bagka bir
arterin besledigi organ veya dokuyu da 6nkosullayarak koruyucu etki gosterebilir. Bu
durum da, uzak iskemik énkosullama (UIOK) olarak adlandirilmaktadir (4). UIOK,
ilk olarak 1993’te Przyklenk ve arkadaslar1 tarafindan kalp tlizerinde tanimlanmistir
(5). Daha sonra yapilan ¢alismalarda UIOK’nin; kalp disinda karaciger, bagirsak,
pankreas, beyin ve akciger dokularinda da koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir
(6).

UIOK’nin mekanizmasi tam olarak aciklanamamaktadir (7). Ancak son
zamanlarda yapilan deneysel gozlemler, oksijen algilayan enzim PHD2'nin hipoksik
inhibisyonunun; alfa-ketoglutaratin artmis seviyelerine ve dolagimdaki kiniirenik asit
(KYNA) miktarinda artislara yol acabilecegini, bdylece UIOK’ye biiyiik 6l¢iide
aracilik edebilecegini gostermistir (8).

Sheng Hu ve arkadaslari, elektif servikal dekompresyon cerrahisi uygulanan
40 hasta ile yaptiklar1 ¢aligmada, sag kol araciligryla uygulanan UIOK 'nin, nérolojik
komplikasyon insidansini anlamli olarak azalttigin1 gostermislerdir (9). Selimoglu ve
arkadaglari, 30 adet Sprague-Dawley cinsi rat ile yaptiklart ¢aligmada, sag alt
ekstremite araciligiyla uygulanan UIOK’nin, iskemik hasara karsi spinal kord
korumasi sagladigini gostermislerdir (10).

Merkezi sinir sistemi (SSS)’nin yapisal proteinlerinden S100B, SSS doku

hasarinin spesifik biyobelirteci olarak sik¢a kullanilmaktadir (11). Hasar sonrasinda



bu proteinin hem kan, hem de beyin omurilik sivist (BOS)’ndaki
konsantrasyonlarinda artis beklenir (12).

Bu tez ¢alismasinda; spinal kord travmasi (SKT) olusturulan ratlarda, kan
S100B diizeyleri ve histopatolojik goriintiiler karsilastirilarak  UIOK’nin
noroprotektif etkinliginin ve UIOK mekanizmasinda bir triptofan metabolizmasi

tirtinii olan KYNA 'nin roliiniin varliginin gosterilmesi amaclandi.



2. GENEL BILGILER

Travmatik omurilik yaralanmasi, hastalar ve bakim verenler i¢in Onemli
sosyoekonomik etkileri olan, yasami degistiren norolojik bir durumdur. Hastalarin
motor kapasitelerinin iyilestirilmesi, modern ¢agda farmakolojik ve rehabilite edici
midahalelerin ana hedefi haline gelmistir. Yillar i¢indeki epidemiyolojik veriler,
spinal kord hasarinin 6ncelikle geng¢ yetiskinleri etkiledigini géstermistir. Bununla
birlikte, son 30 yilda yasli hastalarin oran1 da énemli 6l¢iide artmistir. Hasar ortalama
yasinin 45 oldugu tahmin edilmektedir (13).

Torakoabdominal aort ve vertebra operasyonlari, medulla spinaliste, pleji
sebeplerinden biri olan iskemi-reperfiizyon hasarina neden olabilir (14; 15; 16).
Spinal kord hasarinda lezyonun yeri ve siddeti, hastanin semptomlarini belirler.
Kordda lezyon seviyesinin superiorundan innerve edilen yapilar genellikle
fonksiyonel olarak saglam kalirken, lezyon seviyesi veya inferiorundan innerve
edilen yapilar potansiyel olarak etkilenir. Spinal kord hasari sonrasi goriilebilen
yaygin bulgu ve semptomlar; ates, mental durum degisikligi, yorgunluk, dispne,
diare, rektal kanama, hematiiri, bas agrisi, spastisite, omuz agrisi, unilateral
ekstremite O0demi, yeni gelisen motor veya duyusal kayiptir (17). Yapilan bir
caligmada; tiim yas gruplart igin, hastalarin %30,1'inde inkomplet tetrapleji,
%25,6'sinda  komplet parapleji, %20,4inde komplet tetrapleji ve %218,5'inde
inkomplet parapleji gorildigii bildirilmistir (13; 18).

2.1. iskemi

Hiicrenin yasamuini siirdiirebilmesi icin gerekli olan oksijenin hiicre igi
konsantrasyonundaki diisiis, hipoksi olarak adlandirilir. Iskemi ise; hipoksinin,
dokuya kan akisindaki kisitlanmaya (hipoperfiizyon) bagli olarak gerceklesmesidir
(19). Sepsis, akut koroner sendrom, organ transplantasyonu ve ekstremite hasar1 gibi
pek ¢ok durum doku hipoperfiizyonuna neden olabilir (20).

Diinya iizerinde, batida goriilen iskemik ataklarin biliyik ¢ogunlugu
tromboembolik veya arterotrombotik vazookliiziv hastaliga baghdir. Baslica
onlenemez risk faktorleri; ileri yas, erkek cinsiyet ve genetik yatkinliktir. Sigara

kullanimi, hiperlipidemi, hipertansiyon, sedanter yasam, obezite, metabolik sendrom



ve diabetes mellitus ise baslica 6nlenebilir risk faktorlerindendir. Dahasi; diyabetes
mellitus, hiperlipidemi ve ileri yas gibi bircok bozuklugun, mevcut vaskiiler
durumdan bagimsiz olarak iskemik hasar gelisimini kendi basina etkileyebilecegine
dair kanitlar bulunmaktadir (21; 22; 23).

Hipoksinin, metabolizma {izerinde derin etkileri vardir. Bunlar, gelistirilmis
anaerobik glikolitik aktivite yoluyla, enerji lireten yollarin verimliligini artirmanin
yani sira; enerji tilkketen siiregleri azaltmayi igerir (24). RNA, DNA ve protein
sentezi, enerji sinirlanmasi sonrasi ilk olarak inhibe edilen yolaklardir. Ancak,
Na*/K* pompasi ve Ca*? dongiisii, hipoksi daha siddetli bir asamaya ulastiginda
engellenir (25). Iyon pompalama, noronlardaki ATP tiiketiminin %80 gibi biiyiik bir
bolimiinden sorumlu iken, iskelet kasi hiicrelerindeki ATP tiiketiminin yalnizca
%20'sinden sorumludur. Bu nedenle, siddetli oksijen eksikliginde, en uyarilabilir
hiicreler iyon tagima sistemlerinin enerji taleplerini karsilamaya devam edemez ve bu
da hiicre 6liimiine neden olur (26). Hiicre yiizeyinde bulunan Na*/K* ATPaz ve Ca*?
ATPaz enzimlerinin ¢alisamamasi sonucunda; hiicre i¢inde Na*, hiicre disinda K*
iyonlar1 birikir. Hiicre igindeki yiiksek Na® seviyeleri, Na*/H" pompasinin
aktivitesini baskilar. Endoplazmik retikulumda bulunan Ca*? ATPaz pompasi da
fonksiyonunu kaybeder ve Ca*2 alimi kisitlanir. Sonug olarak hiicre iginde biriken
H*, Na* ve Ca' iyonlar1 hiperozmolariteye yol agar ve sitoplazmaya sivi gegisi
sonrasl hiicre siser (20). Biriken H* iyonlari, hiicre i¢i pH’nin diismesine neden olur;
Ca*? iyonlar1 ise proteolitik enzimleri ve fosfolipazlari aktive eder. Fosfolipaz
aktivasyonu sonucunda arasidonik asit olusumu meydana gelir. Arasidonik asit;
mitokondriyal enzimleri inhibe eder ve serbest radikal olusumunu arttirir (2). Diger
yandan, hipoksik kosullar, mitokondride elektron transport zinciri disfonksiyonuna
yol agar ve anaerobik metabolizmay1 indiikler. Anaerobik metabolizma sonucunda,
aerobik metabolizmaya kiyasla daha diisiik diizeylerde ATP iiretilir ve laktik asit
birikimi metabolik asidoza yol agabilir (20).

Bu degisiklikler sonrasinda olusan doku hasariin biiytlikliigl, kan akisindaki
azalmanin derecesine ve iskemik donemin siiresine gore degisir (Sekil 1) (21; 27).
Bu ger¢egin farkina varilmasiyla, miimkiin olan en kisa siirede revaskiilarizasyon ve
kan akisinin restorasyonu, iskemiye yonelik mevcut tim terapdtik yaklasimlarin

temel dayanagi olmustur (21).
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Sekil 1. Uzun siireli iskemiye ve ardindan reperfiizyona maruz kalan bir dokunun
aldig1 toplam hasarin, iskemik bilesen ve reperfiizyon bileseniyle

iliskilendirilmesi. (21)

2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, dokulara oksijen ve besinlerin yeniden sunulmasini saglayarak,
hiicresel metabolizmanin desteklenmesi ve zararli yan iriinlerinin ortadan
kaldirilmasini saglar. Ancak; reperfiizyonun, iskemi nedeniyle meydana gelen hasari
siddetlendiren patogenetik siiregleri ortaya ¢ikarabilecegi artik agikca bilinmektedir.
Reperfiizyon, mediatdr saliniminin bir sonucu olarak uzak organlarda doku hasarina
neden olabilir. Bu konsept ilk kez, 60 y1l 6nce, koroner ligasyona maruz kalan
kalplerde, reperfiizyonun nekroz gelisimini hizlandirdiginin gézlenmesiyle
tanimlanmustir (28).

Reperfiizyon hasarinin altinda yatan mekanizmalar karmasik, ¢cok faktorliidiir
ve sunlart igerir (29):

e Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi
e Hiicre i¢i kalsiyum yiiklenmesi

e Mitokondriyal gecirgenlik artis1

e Endotelyal disfonksiyon

e Protrombojenik ajanlar

e Artmis inflamatuar yanit



Iskemi sirasinda gerceklesen sitozolik Ca*? artisi, reperfiizyon sirasinda
siddetlenir. Hiicre dist H" iyonu konsantrasyonunun da azalmasiyla, plazmalemma
boyunca proton gradiyenti artar (30; 31; 32; 33). Diger yandan, sarkoplazmik
retikulum Ca*? deposu da I/R sirasinda etkilenir. Ozellikle, SERCA ATPaz
tarafindan sarkoplazmik retikuluma Ca*? geri alimi bozulur, Ca*? ryanodin reseptdrii
tarafindan ise sitoplazmaya salinim artar (34; 35; 36). Her iki mekanizma da, hiicre
icinde letal Ca*? iyonu artislarma yol agar. Hiicrelerin Ca*?daki bu 6liimciil artisla
basa ¢ikma yollarmdan biri, mitokondriyal Ca*? uniporter yoluyla bu iyonun
mitokondriye alimimm saglamaktir (35; 36; 37). Mitokondriyal Ca*?’daki asiri
yiikselmeler, mitokondriyal membranda gegirgenlik artisina yol agar. Sitoplazmik
Ca*? iyonu artisin bir diger onemli sonucu da, sistein proteaz ailesinden
kalpainlerin aktivasyonudur. Kalpainler; hiicre iskeleti, endoplazmik retikulum ve
mitokondride bulunan hiicre i¢i proteinlerin yikimindan sorumludur (38). Ek olarak,
kalpainlerin endojen inhibitdrii kalpastatin de I/R sirasinda siklikla parcalanir (39;
40). Sitoplazmik Ca* iyonu artis1 sonucunda, kalsiyum pirofosfat ve iirik asit
olusumu da meydana gelir. Boylece, inflamazom olarak adlandirilan hiicre i¢i protein
kompleksine tehlike sinyalleri yollanir. Inflamazom aktivasyonu, IL-1B ve TNFa
gibi sitokinlerin artan {iretimiyle sonuglanir. Bu sitokinler, diger pek ¢ok sitokin
salinimini uyarir ve meydana gelen sitokin firtinasi, I/R hasarini artirir (21).

Oksijenize kanin iskemik dokuya yeniden girisi, aerobik dokularin
restorasyonu i¢in gerekli ATP {iretimini saglamakla beraber, ROS {iretimine neden
olur. Reperfiizyon sirasinda iiretilen ROS, oldukga reaktif yapist nedeniyle,
hiicrelerde bulunan hemen her tiir biyomolekiilii oksidatif olarak degistirebilir,
boylece paradoksal olarak hiicre islev bozuklugunu indiikleyebilir (oksijen
paradoksu). ROS; endotelyal disfonksiyonu, DNA hasarint ve lokal inflamatuar
yanitlar1 destekleyen oksidatif strese neden olur. inflamatuar kaskadlar ve oksidatif
stres daha sonra bir sitokin firtinasina neden olabilir ve bu da hiicresel yapilara
verilen hasarin neden oldugu hiicre 6limiiyle sonuglanir (Sekil 2) (20; 41). Nitrik
oksit (NO) kokenli reaktif nitrojen tiirleri (RNS) de, I/R'ye hiicresel ve sistemik
yanitta modiilatér bir rol oynar. ROS ve RNS etkilesimi sonucu meydana gelen
reaktif nitrojen oksit tiirleri (RNOS), genel olarak makromolekiillerin hasar

gormesi/modifikasyonu, etkilenen dokuda endotelyal ve/veya parankimal hiicrelerin



Olimiinin  indiikklenmesi ve ¢esitli hiicre tipleri tarafindan proinflamatuar

mediatorlerin iiretiminin/saliniminin uyarilmasina yol agar (42; 43; 44, 45).

Sekil 2. Iskemi-reperfiizyon hasarinda ROS mekanizmasi. (20)

Ksantin oksidaz sistemi, hipoksantini ksantine ve ksantini {irik aside oksitleyerek ROS fiiretimini
indiikler. Baslangicta ATP; IMP ve adenozin araciligiyla inozine, inozin iizerinden de hipoksantine
doniistiiriiliir. Iskemik durumda, ksantin dehidrojenaz, daha diisiik bir ATP seviyesi nedeniyle ksantin
oksidorediiktaza kaydirilir ve hipoksantinin {irik asite doniisiimii sirasinda ROS olusumunu indiikler.
NOX enzimleri, HIF-1a, fosfolipaz A,, TNF-a, IL-1B, IFN-y ve anjiyotensin II'nin aktivasyonu
yoluyla iskemi-reperfiizyon hasarinda siiperoksit ve hidrojen peroksit tiretir. Stiperoksitler, negatif
yiikleri sayesinde hiicre zarindan kanallar yoluyla gecer. Hidrojen peroksit dogrudan sitoplazmaya
girer ve hiicre hasarma neden olur. Hipoksik durumda, oksidatif stres BH4'ti BH2'ye oksitler ve
NOS'un ayrilmasini indiikler. NOS ayrigmast, hiicre dliimiine yol agan I/R hasarim indiikleyen ROS
iiretir.

I/R, dért ana endotelyal islevde bozulmaya yol agar (21):
e Vaskiiler bariyerin korunmast
e Immiin/inflamatuar hiicrelerin adhezyon ve ekstravaskiiler alana
c¢ikislarinin kontroli
e Vaskiiler tonusun diizenlenmesi

¢ Hemostatik mekanizmalarin kontroli



Normal kosullarda; trombositleri, koagiilasyon sistemini ve fibrinolizi
kapsayan hemostazin endotelyal kontrolii, antitrombotik durumun siirdiiriillmesini
saglar. Ancak, bu durum I/R'den sonra tersine déner. I/R ile indiiklenen endotelyal
NO seviyelerinde azalma; vazokonstriksiyon, trombosit aktivasyonu ve artmis
trombosit agregasyonu ile sonuglanir (46; 47). I/R, endotelyal doku faktdriiniin (TF)
yiizey ekspresyonunu indiikler; bu da pihtilasma faktorlerinin aktivasyonunu ve
[/R'den sonra no reflow fenomenine katkida bulunabilecek mikrotrombiis olusumunu

hizlandirir (48; 49).

2.3. Medulla Spinalis Iskemi Reperfiizyon Hasar1

[/R'min  deneysel modellerinde yapilan temel gozlemlerden biri,
reperfiizyondan sonraki hasarin, iskeminin siiresi ile dogrudan iliskili oldugudur
(27). Bununla birlikte, organa 06zgii farkliliklar da organ hasarmin genisligini,
siddetini ve geri dondiiriilebilirligini etkiler.

20 dakikadan daha kisa siireli bir iskemide tespit edilebilen geri doniissiiz
hasar ile beyin, kan akisindaki azalmaya kars1 en hassas organdir (50). Beyin, toplam
viicut oksijen tiiketiminin %20-25'inden sorumludur; bu, herhangi bir organin birim
agirhigi basina en yiiksek metabolik aktiviteyi olusturur. Bu yiiksek metabolik
ithtiyag, bir enerji substrati olarak glukoz i¢in mutlak bir gereksinimle ve diger
dokularla karsilagtirildiginda, diisiik seviyelerdeki glukoz/glukojen deposu ile
iligkilidir (51; 52). Beyin; kalp, karaciger, bobrek ve akcigerlere gore daha diigiik
diizeylerde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz ve
hemoksijenaz-1 gibi koruyucu antioksidan aktivitesine sahiptir. Ayni zamanda beyin;
daha diisiik diizeyde ATP iiretimi ve mitokondriyal elektron tasima zincirinden daha
yiiksek diizeyde siiperoksit salinimi ile sonuglanmasi beklenen, sitokrom c oksidazin
onemli Gl¢iide daha diisiik seviyelerine sahiptir (53; 54). Beyin, oksidatif hasara kars1
oldukga hassas c¢oklu doymamis yag asitlerine sahiptir (53) ve I/R, baz
norotransmitterlerin, 6rnegin glutamat ve dopaminin, asir1 salimmin tetikleyebilir;
bu norotransmitterlerin postreseptor sinyal yolaklarmin bozulmasi, néronal kalsiyum
asir1 yiiklenmesi ve sitotoksisite ile sonuglanir (52).

Noronal hasarin biyokimyasal belirteglerinden olan protein S100B, esas

olarak glial hiicrelerin sitozoliinde bulunan, kalsiyum baglayici proteinler ailesinin



bir tyesidir. S100B; glial hiicre hasarindan sonra, BOS ve serumda artan
konsantrasyonlarda bulunabilir. Yiiksek serum S100B seviyeleri; mindr kafa
travmasi (55; 56), stroke (57; 58; 59; 60; 61; 62) ve kardiyopulmoner bypass sonrasi
norolojik komplikasyonlarla basvuran kardiyak cerrahi hastalarinda (63; 64; 65; 66)
bildirilmistir. Yapilan ¢aligsmalarda, serum S100B proteininin, nérolojik hasari, néron
spesifik enolaza (NSE) gore daha yiiksek o6zgiilliikk, duyarlilik, pozitif ve negatif
prediktif degerler ile 6ngordiigii; néron hasarmin en umut verici serum belirteci

oldugu belirtilmistir (11).

2.4. iskemi Reperfiizyon Hasarinin Organ Sistemlerine Etkileri

[/R'nin istenmeyen etkileri, ilk iskemiye maruz kalan spesifik doku ile smirl
degildir. Lokalize doku iskemisinden sonra reperfiizyonun neden oldugu sik goriilen
bir sonug, uzak organ hasari (ROI) olarak adlandirilan, diger organ sistemlerindeki
yaralanmadir.

ROTI'nin altinda yatan mekanizmalar, I/R sirasinda fiiretilen, lokal organ
disfonksiyonunda rol oynayan faktorlerle iligkilidir: ROS, l6kositler ve inflamatuar
mediatorler. Bu faktorler dogrudan primer hasarli dokudan, dolayl olarak aktive
edilmis I6kositlerden veya diger inflamatuar hiicrelerden salinabilir (21).

Stiperoksit ve hidrojen peroksit tireten ksantin oksidaz (XO), bagirsaktaki
[/R'den sonra karaciger, akciger ve kalp kasindaki ROI'da énemli bir faktér olarak
gosterilmistir. XO aracilt sistemik etkilerin mekanizmasi; dolasimdaki enzim
tarafindan yiiksek miktarlarda ROS {iretilmesini, XO'nun endotel hiicre yiizeyi ile
yakin iligkisini ve XO araciligiyla oksidan ftireten polimorfoniikleer 16kositlerin
(PMNL) ilk yaralanan organdan uzak organlara alinmasina yol acan kemotaktik
faktorlerin salinimini igerir (67).

Son 20 yilda, ndrojenik sinyallerin, ROI’y1 da igeren inflamatuar yanitlara
katkida bulundugu giderek daha acik hale geldi (68; 69). Bagirsaktaki I/R sonucunda
olusan proinflamatuar fenotip; duyusal sinir toksini, kapsaisin ve tasikinin reseptor
antagonistleri ile 6nemli dlglide azaltilabilir. Bu koruma, hem bagirsakta hem de
akcigerde belirgin sekilde gozlenmistir. Norokinin bagimli sinyallemenin; PAF gibi

lipid mediatorlerinin ilk salinimi ve mevcut bir inflamatuar fenotipin amplifikasyonu
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yoluyla, I/R ile indiiklenen inflamatuar tepkilerin baslamasina katkida bulunabilecegi

one siiriilmektedir (69).

2.5. Iskemik Onkosullama

Iskemik 6nkosullama; preinfarktiis iskemik ataklar sonucunda infarkt alaninin
siirlanmasina yol acan, miyokardin iskemiye karst hazirligi olarak tanimlanir (70).
Miyokard infarktiisine karst kalbin endojen korunmasmin bir formu olan bu
fenomen, ilk kez 1986 yilinda Murry tarafindan kdpekler {izerinde yapilan deneysel
bir ¢alisma sonucunda tanimlanmistir (71). Infarktiis éncesi tekrarlayan 40 dakikalik
iskemik ataklarin, koruyucu mekanizmalari tetikleyerek, miyokardda daha az yiiksek
enerjili fosfat kullanimi ve daha az laktat iiretimine neden oldugu ve infarkt alaninda
yaklasik olarak %75°1ik bir azalma sagladigi gosterilerek bu fenomen "iskemik
onkosullama" (IOK) olarak adlandirilmistir. Bu faydali mekanizma ile iliskili
baslangigtaki bulgular, bircok hayvan deneyi (72; 73; 74) ve insanlar iizerinde
yapilan klinik ¢aligsmalarca (75) desteklenmistir.

IOK ’nin, serebral iskemide de koruyucu bir rol oynadig1 tahmin edilmektedir
(76). In vivo ilk serebral IOK ¢alismasi, rat beyninin anaerobik glikoliz kapasitesinin
kisa siireli anoksiden sonra arttigin1 ve daha sonra daha uzun siireli anoksiye maruz
kalmanin ardindan hayatta kalma siiresinin uzadigin1 gostermistir (77). Bir baska
Oonemli caligma, karotis kan akimi kisa siire bozulursa, iki giin sonraki global
iskeminin neden oldugu gerbil hipokampal CA1 piramidal hiicrelerinin gecikmis
noronal Glimiiniin tamamen Onlenebilecegini géstermistir (78). Bu bulgu, bugiin
bildigimiz sekliyle beyindeki iskemik tolerans {iizerine yapilacak arastirmalarin
baslatilmasinda ¢cok onemliydi. Zamanla, serebral iskemik toleransin bir¢ok giivenilir
ve tekrarlanabilir deneysel modeli genis ¢apta kabul gérmiistiir (79; 80; 81; 82; 83).

IOK zamanlamasi ve tekrarlama dongiileri i¢in de cesitli paradigmalar
mevcuttur. Bir kdpek deney modelinde, IOK'nin siiresi 10 dakika olarak
uygulanmistir (84). Bir tavsan akciger iskemi modelinde, sol akcigerdeki hiler kan
akimi 10 dakika siireyle bloke edilmis, ardindan 15 dakika siireyle serbest
birakilmistir (85). Benzer bir tavsan modelinde, 15 dakikalik IOK’nin, 5 dakikadan
daha etkili oldugu gosterilmistir (86). Bununla birlikte, bagska bir tavsan deney
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modelinde, 5 dakikalik {OK’nin, I/R hasarinm1 6nlemede 10 dakikadan daha iyi
sonuglar verdigi ortaya konmustur (87).

Tam olarak netlesmemekle birlikte, IOK etki mekanizmasinda en cok
adenozin reseptor uyarilmasi, protein kinaz C (PKC) aktivasyonu, 1s1 sok proteinleri
ve nitrik oksit (NO) tizerinde durulmustur (Sekil 3) (2; 88).

‘a Adenozin AZ reseplora Endotelyal NO
10K Oksidatil stres ¥ centaz

Hiicre membram
K-ATP kanah

Fosforilasyon

PKC " | Mitokondriyal K- ATP
Tirozin kinaz kanah
Diger kinazlar

cGMP bagimh
mekanizmalar

Antioksidanlar
NO sentaz
Is1 sok proteinlerd

*
Linflamatuar yanit —a | Iskemiye
LMikrosirkilatuar hasar artmis
+Hucre hasan tolerans

tlzak organlarda oksidatif stres
ATP pin korunmas:

Sekil 3. Iskemik 6nkosullamanin mekanizmast. (2)

(PKC: Protein kinaz C, NO: Nitrik oksit, NFkB: Niikleer Faktor «B)

Kontrollii laboratuvar hayvan deney modellerinden elde edilen kanitlar,
IOK’nin terapoOtik faydalarini desteklemektedir. Bununla birlikte, rutin klinik
kullamimda yetersizlik mevcuttur. IOK ile ilgili birgok insan deneyi, kii¢iik ¢alisma
popiilasyonuna sahiptir. IOK nin optimal siiresi ve sikliginin belirlenebilmesi igin

daha kapsamli insan deneyleri yapilmalidir (19).
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2.6. Uzak Iskemik Onkosullama

Bir organa uygulanan I/R epizodlar1 baska bir organda iskemiye karst
dayaniklilik saglamaktadir; bu yontem UIOK olarak adlandirilir (2; 89). UIOK, ilk
olarak 1993’te Przyklenk ve arkadaslar tarafindan kalp tizerinde tanimlanmustir (5).
Daha sonra yapilan c¢alismalarda UIOK’nin; kalp disinda karaciger, bagirsak,
pankreas, beyin ve akciger dokularinda da koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir
(6). UIOK’nin noéroprotektif etkinligi, yakin gecmiste yapilan birgok calisma ile
desteklenmektedir (90; 91; 92; 93). iIOK ve UIOK, spinal kord fonksiyonu agisindan
da faydali bulunmustur (94; 95; 96).

UIOK uygulamas: ile ilgili olarak, en etkili uzak dokuyu belirlemek
onemlidir. Iskelet kasi iskemisinin biiyiik hayvanlarda ve insanlarda giiglii bir UIOK
uyaricist oldugu gosterilmistir (97). Kan basinci kafi sisirilerek, 5’er dakikalik 4
epizod ekstremite iskemisi uygulamasi, normal goniilliilerin 6nkolundaki iskemik
endotelyal disfonksiyonu Onlemis ve bir hayvan miyokard infarktiisi modelinde
infarktiis boyutunu kii¢iiltmiistiir. Ayn1 uygulama ile, bir kalp nakli modelinde, donor
kalpteki I/R hasarinin azaltildig: belirtilmektedir (98).

UIOK’nin uygulama kolayhig ve travmatik olmamasi, o6ne ¢ikan
avantajlarindandir.

UIOK’nin mekanizmas1 tam olarak aciklanamamaktadir (7). Ancak son
zamanlarda yapilan deneysel gozlemler, oksijen algilayan enzim PHD2'nin hipoksik
inhibisyonunun; alfa-ketoglutaratin artmis seviyelerine ve dolagimdaki KYNA
miktarinda artislara yol acabilecegini, bdylece UIOK’ye biiyiik 6l¢iide aracilik
edebilecegini gostermistir (Sekil 4) (8).
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iSKEMi/REPERFUZYON
Hipoksi ) Mormoksi
Iskelet kasi o
Transkripsiyonel % 2
aktivasyan
HIFU‘”'*. HiFc

o-ketoglutarat

o-ketoglutarat ",
.

Hidroksilasyon

Karbondioksit
Erat e slksinat

*
1} a-ketoglutarat HIF«-0OH 5 |
VHL ubikuitin ligaz |

.
,
v
. Ubikuitilasyon
Karadger
i
L
Proteczomal degredasyon

ﬁ Kinurenik asit

Kardiyak proteksiyon

Sekil 4. Hipoksi sirasinda kiniirenik asit olusumunda yer alan yollarin sematik
gOsterimi. (8)

Sekil, kas hipoksisinin, kardiyoprotektif bir etkiye aracilik edebilen alfaketoglutarat olusumuna ve

kinurenik asit iiretimine yol agan PHD2 fonksiyonunun inhibisyonuyla sonuglandigi mekanizmayi

gostermektedir. Ayrica, transkripsiyon faktorii HIF'in oksijene bagl bozunmasinda, normokside

PHD2'nin kanonik roliinii de gosterir. (HIFa: hypoxia inducible factor o, PHD2: prolyl hydroxylase
domain 2, VHL: von Hippel Lindau)

KYNA, bir triptofan metabolizma riiniidiir ve triptofanin kiniirenin yolu
(Sekil 5) araciligiyla pargalanmasi, indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) tarafindan
baslatilir. IDO sentezi, interferon gama ve diger proinflamatuar sitokinler tarafindan
uyarilir. IDO, triptofanin N-formil kiniirenine doniisiimiinii katalize eder, bu iiriin
daha sonra kiniirenin formamidaz tarafindan kiniirenine (KYN) doéniistiiriilir. KYN,
kiniirenin amino transferazlar (KATs) tarafindan KYNA’ya doniistiiriilebilir. KYNA,
N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor antagonisti oldugu igin ndoroprotektif

olarak kabul edilmektedir.
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Kiniirenin  3-monooksijenaz  (KMO) ise, KYN’yi 3-hidroksikiniirenine
(30HKYN) doniistiiriir. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor agonisti bir norotoksik
ajan olan kinolinik asit (QUIN) de bu yolda olusur (99).

Triptofan (Trp) inflamatuar Sitokinler
l KATs
| Kinireninaz | Kindrenin (KYN) —— > Kiniirenik Asit (KYNA)
/ Néroprotektif

m Diabetojenik
Antranilik Asit

(AA) 3-Hidroksikintirenin (30HKYN)
Nératoksik \ o
w J Ksantiirenik Asit (XA)

Diabetojenik
3-Hidroksiantranilik Asit (30HAA)
l Nérotoksik

!

Kinolinik Asit (QUIN)
l Ndrotoksik

!

NAD*

Sekil 5. Kiniirenin yolu ve metabolitleri. (99)
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvart A. S. Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onay1 alindiktan sonra Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Calismada agirliklart 250-300 g arasinda degisen, 31 adet erkek
Spraque-Dawley cinsi erigkin rat kullanildi. Ratlar aragtirma baslangicina kadar oda
sicakliginda (21-22°C), %45-65 nisbi nemde, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
ortamda tutulup triptofandan zengin yem ve suyla beslendi. Cerrahi islem Oncesi

aclik uygulanmadi.

3.1. Anestezi Uygulamasi

Anestezi intraperitoneal (ip) 50 mg/kg ketamin (Ketalar flk., Pfizer Pharma
GMBH, Germany) ile saglandi. Gerektiginde ratlarin anestezi derinligini sabit

tutmak i¢in ketamin (yar1 dozda, 25 mg/kg) refleks yanitlara bakilarak tekrarlandi.

3.2. Deney Gruplari ve Protokol

Grup | (Sham, n=9): Yalnizca insizyon uygulandiktan sonra higbir iglem
yapilmadan cilt kapatildi.

Grup II (I/R, n=11): Medulla spinalise 1 dk total iskemi sonrasinda 1 saat
reperfiizyon uygulandi.

Grup III (UIOK+I/R, n=8): Sag arka bacaga uygulanan 10’ar dakikalik 3
dongii UIOK sonrasi, grup II’deki islemler tekrarlandu.

Baslangicta sham grubunun &rneklem biiyiikligii 9, I/R ve UIOK+I/R
gruplarmin her birinin &rneklem biiyiikliigii ise 11 olarak belirlendi. UIOK+I/R
grubunda, laminektomi sirasinda veya hemen sonrasinda {i¢ rat 6ldii ve analizlerin
disinda birakildi.

Kan ve doku 6rnekleri, grup I’de insizyondan, grup II ve III’te ise medulla

spinaliste reperfiizyon baslangicindan sonraki 1. saatlerde alindi.

3.3. Deneysel Calisma Modeli

Tiim ratlar genel anestezi altinda, yiiziistii pozisyonda tespit edildi (Resim 1).

Deneklerin sirt bolgesinde, interskapuler mesafe referans alinarak, 3x2 cm’lik alan
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tiras edildi ve povidon iyot ile lokal antisepsi sagland1 (Resim 2). Ts-T12 seviyesinde
orta hat insizyonu yapildi (Resim 3). Cilt, cilt altt dokular ve paravertebral kas
fasyasi gegilerek kaslar laterale kiint disseksiyon ile siyrildi (Resim 4). T7-Tio
laminalar1 goriildiikten sonra T7 seviyesinde total laminektomi uygulandi. Bu
seviyede spinal kord, standart travma amaciyla 63 g kuvvet uygulayan Yasargil
anevrizma klibi (Aesculap FE 721 K) ile 1 dk. siireyle sikistirildi (Resim 5). Daha
sonra klip kaldirildi, hemostaz1 takiben insizyon sahasi anatomik katlarina uygun
sekilde kapatildi.

UIOK amaciyla, ratin sag arka bacagi kasik bdlgesinden ince kauguk lastik ile
stkildi. 3 dongii halinde 10 dk iskemi olusturulup, takiben 10 dk reperfiizyon
saglandi. Kan akiminin kesilmesi, sag arka bacakta renk degisikligi ile dogrulandi

(Resim 6).
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Resim 1. islem &ncesinde ratlarin, genel anestezi altinda, yiiziistii pozisyonda tespit

edilmesi.

Resim 2. Deneklerin sirt bolgesindeki 3x2 cm’lik alan tiras edildikten sonra povidon

iyot ile lokal antisepsi saglanmasi.
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1msizyonu.

de yapilan orta hat

iyesin

Resim 3. Ts-T12 sev
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Resim 4. Cilt, cilt alt1 dokular ve paravertebral kas fasyasi gegilerek kaslarin laterale

kiint disseksiyon ile siyrilmast.
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Resim 5. Spinal kordun, standart travma amaciyla 63 g kuvvet uygulayan Yasargil

anevrizma klibi (Aesculap FE 721 K) ile sikistirilmasi.



Resim 6. Ratin sag arka bacagimnin kasik bolgesinden ince kauguk lastik ile sikilmasi

ve 3 dongii halinde 10 dk iskemi olusturulup, takiben 10 dk reperflizyon
saglanmasi sonrasinda kan akiminin kesilmesi sebebiyle sag arka bacakta

gozlenen renk degisikligi.

Grup I’de insizyondan, grup II ve III’te ise medulla spinaliste reperfiizyon
baslangicindan sonraki 1. saatlerde, tiim ratlardan intrakardiyak olarak kan alindiktan
sonra ratlar sakrifiye edildi ve histopatolojik inceleme i¢in, medulla spinalisten doku
ornegi alindi. Ornekler fikse edildikten sonra spinal kord hasari histolojik olarak

degerlendirildi.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Ts-T12 seviyeleri arasindan alinan medulla spinalis segmentine ait drnekler
%10 tamponlu nétral formalinde 72 saat siireyle fikse edildi. Ardindan takip cihazina
alinarak (Leica TP 1020) dehidratasyonu saglamak i¢in sirayla %70, %80, %90, %96
ve %100’lik alkollerde 1’er saat bekletildi. Seffaflandirma i¢in doku ornekleri 1’er
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saat siireyle 2 kez ksilenden gegirildikten sonra parafine alistirma igin 2,5 saat saf
parafinde bekletildi. Doku takip cihazindan alinan G&rnekler parafin istasyonunda
(Leica Egl1150H) saf parafine gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan 75 mikron
aralikta bir, 5 mikron kalinliginda ard arda 3 kesit alind1 (Sekil 6).

Alman kesitler Hematoksilen-Eosin  ve Krezil Viole ile boyandi.
Histopatolojik degisiklikler Hematoksilen-Eosin ve Krezil Viole boyali ii¢ farkli
kesitte skorlandi.

Medulla spinaliste gri cevherde biiylik motor néronlarin yer aldigi 6n boynuz
(Rexed’in laminas1 8 ve 9), ara gri cevher (lamina 7 ve 10) ve arka boynuz (lamina 1
ve 6) olmak tizere 3 bolgede, akut gri cevher hasari dejenere noronlarin yiizdesi
tizerinden skorland1 (Sekil 7). Buna gore;

0, noron hasar1 yok

1, hafif hasar (<%10)

2, orta hasar (%10 - %50)
3, ciddi hasar (>%50).

Beyaz cevherde akut hasar, ventral ve ventrolateral funikulusta vakuolizasyon

tizerinden degerlendirildi.

0, normal (vakuolizasyon yok)

1, hafif hasar (etkilenmis alan <%10)
2, orta hasar (%10 - %50)

3, ciddi hasar (>%50).

Her hayvana ait birbirini takip eden 3 ornekte, gri ve beyaz cevherde
skorlanan hasar, sag ve sol pargalarin ortalamasi alinarak belirlendi.

Gri cevherin sag ve sol pargalarinda, 6n boynuzda X400 biiylitmede noron
hiicre govdeleri sayilarak ortalama néron sayisi belirlendi. Kesitler dijital kameraya
(DC490) bagli 151k mikroskobu (Leica DM6B, Leica) ile incelendi ve fotograflandi.
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Sekil 6. Degerlendirilen kesitlerin araliklarina ait sematik goriintii. Her medulla

e

spinalis 6rneginde 5 mikron aralikla 3 kesit alindiktan sonra 75 mikron
atilarak tekrar 3 kesit alind1 ve bu sekilde ard arda 3 farkli kesit
degerlendirildi.

Ventrolateral

beyaz cevher Veritral

beyaz cevher

Sekil 7. Sican medulla spinalis kesitinin boliimlerini gosteren diyagram. Lamina 1-6:
Arka boynuz, Lamina 7: Ara gri cevher, Rexed’in laminas1 8-9: Biiyiik

motor noronlarmin bulundugu 6n boynuz bolgesini gostermektedir.



24

3.5. Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Kan numuneleri, sakrifikasyon isleminin hemen ardindan intrakardiyak
olarak alindi. Serum elde etmek i¢in santrifiij yapildi (1500 x g, 10 dakika).
Biyokimyasal dlgiimler ¢alisma protokolii tamamlandiktan sonraki iki hafta i¢inde
analizler yapilana kadar -80 °C'de saklandi. S100B seviyesi, noronal hasarin bir
belirteci olarak kullanildi. Hem KYNA hem de S100B, iireticilerin protokollerine
gore ticari enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kkitleriyle olgiildi
(CED718Ge ve SEA567Ra, Cloud-Cone Corp., Cin). Her iki kit i¢in de intra-assay
ve inter-assay presizyon degerleri icin coefficient of variation (CV) degerleri
sirastyla <%10 ve <%12 olarak raporlanmisti. Recovery degerleri agisindan en iyi
ornek tilirliniin serum oldugu raporlandigl icin plazma yerine serum ile ol¢iim

yapilmasi tercih edildi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Tiim analizler i¢in SPSS versiyon 25 yazilimi kullanildi (IBM, Armonk, NY,
ABD). KYNA ve S100B seviyelerinin gruplara gore grafiklerini ¢izmek igin
GraphPad Prism versiyon 8.4.2 yazilimi kullanild1 (GraphPad Software, San Diego,
CA, ABD). Histolojik skorlar hem farkli kesitlerin hem de kesitler icerisindeki
sag/sol alanlarin ortalamasi olarak alindigr i¢in siirekli veri olarak kabul edildi.
Calismada analiz edilen siirekli verilerin gosterimi i¢in medyan (minimum-
maksimum) degerleri kullanildi. Siirekli verilerin {i¢ calisma grubu arasindaki
kiyaslamalar1 Kruskal-Wallis testiyle yapilirken, post hoc ikili analiz i¢in Bonferroni
diizeltmesi kullanildi. KYNA, S100B ve histolojik skorlar arasindaki korelasyonlar
Spearman korelasyon katsayisi hesaplanarak degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik
icin p degeri esigi <0,05 olarak kabul edildi.

Rat beyni ve omurilik lezyonlarindaki S100B seviyeleri ile ilgili onceki
sonuglara gore G*Power v3.1.9.7 yazilimi ile bir 6nsel gii¢ analizi gergeklestirdik
(100; 101). Etki biyiikligi 0.805 olarak hesaplandi, o hata oranit 0.05 olarak
tanimland1 ve %95'lik bir ¢aligma giicii belirlendi. Bu da, uygun istatistiksel giice
sahip giivenilir bir ¢aligma yiiriitmek igin, 3 gruba ayrilan en az 27 ratin (her grup

icin n = 9) gerekli olacagini ortaya koydu. Omurga cerrahisinin kendisine bagl %10-
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%20'lik bir 6liim orani1 dngdrerek (102; 103), I/R yaralanmasi i¢in laminektomi

uygulanan iki grubun her birine ek 2 rat dahil ettik (her iki grup iginn=11).
Calismaya toplam 31 rat dahil edildi. UIOK+I/R grubunda, laminektomi

sirasinda veya hemen sonrasinda ii¢ rat 6ldii ve analizlerin disinda birakild: (bu grup

icin n = 8). Diger tiim ratlar kurban edilene kadar hayatta kaldi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Parametreler

Insizyon, spinal kord travmas1 ve uzak iskemik &n kosullama sonrasi spinal
kord travmast uygulanan gruplara ait 6rneklerin skorlamalar1 ve 151k mikrograflari
karsilagtirmali olarak sirasiyla Tablo 1 ve Sekil 8’de verilmistir.

Insizyon uygulanan grupta medulla spinalis kesitlerinde akson ve glia
hiicrelerinin yer aldig1 beyaz cevher ve néron ile glia hiicrelerinin yer aldigi gri
cevherin biitiinliigiinii korudugu gozlenmistir (Sekil 8A, Ai, 9, 10). incelenen
orneklerde saglikli, normal morfoloji gdsteren ndronlar ve bunlara eslik eden glia
hiicreleri izlenmistir. Krezil Viole ile yapilan boyama periniikleer yerlesimli Nissl
cisimleri ile saglikli, normal morfoloji gdsteren noéronlarin varligin1 desteklemistir

(Sekil 11).

Sekil 8. Deney gruplarina ait 6rneklerin enine kesitlerinin 151k mikrograflari.

Spinal travma ve uzak iskemik Onkosullama sonrasi spinal travma uygulanan grupta belirgin
hemoraji gozlenmektedir. A: inzisyon B: Spinal travma C: Uzak iskemik énkosullama sonrasi spinal

travma, A, B ve C: Hematoksilen-Eozin, Ai, Bi ve Ci: Krezil Viole X40
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Sekil 9. insizyon uygulanan grupta ventral, ventrolateral ve dorsal boynuzlar

arasinda kalan beyaz cevher alani.

Glia hiicrelerine ait ¢ekirdekler ve myelinli aksonlarin enine Kesitleri izlenmektedir. Hematoksilen—
Eozin A: X4, B, C, D: X200
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Sekil 10. Insizyon uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B), intermediate kolon (B
ve C), dorsal boynuz (D ve E) alanlarina ait 151k mikrograflari.

Bu bélgelerde saglikli, normal morfoloji gosteren néronlar ve bunlara eslik eden glia hiicreleri
izlenmektedir. A, C, E: Saga; B, D, F: Sola ait 6rnekler. VH: Ventral boynuz, WM: Beyaz cevher,

DH: Dorsal boynuz. Hematoksilen-Eozin X200
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Sekil 11. Insizyon uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B), intermediate kolon (B
ve C), dorsal boynuz (D ve E) alanlarina ait 151k mikrograflart.

Krezil Viole ile yapilan boyama ile periniikleer yerlesimli Nissl cisimleri ile saglikli, normal morfoloji
gOsteren noronlar izlenmektedir. A, C, E: Saga; B, D, F: Sola ait 6rnekler. Krezil Viole X400

Spinal kord travmasi uygulanan gruba ait 6rneklerde hemoraji (Sekil 8B, Bi)
damarlarda konjesyon ve hiicre infiltrasyonu gozlenmistir. Bazi 6rneklerde spinal
kordun biitiinligiiniin korunamadigi izlenmistir (Sekil 12).

Bu grubun beyaz cevher ventral alaninda orta derecede, ventrolateral alanda
hafif mikrovakuolizasyon saptanmistir (Sekil 12).

Gri cevher ventral boynuz, ara bdlge ve dorsal boynuzda yer alan ndronlar
degerlendirildiginde 6n ve dorsal boynuzda yer alan ndronlarda ciddi, orta alanda yer
alan noronlarda orta derecede hasar belirlenmistir. Ventral boynuzda yer alan

multipolar noronlarda vakuoler dejenerasyon gozlenmistir (Sekil 14, 15).
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Sekil 12. Spinal kord travmasi uygulanan gruba ait 6rnegin 151k mikrografi.

Ventral, ventrolateral ve dorsal boynuzlar arasinda kalan beyaz cevher alaninda glia hiicrelerine ait
¢ekirdekler ve myelinli aksonlarin enine kesitleri izlenmektedir. Dorsal boynuzlar arasinda kalan
alanda hemoraji, beyaz cevher ventral alanda orta derecede, ventrolateral alanda hafif
mikrovakuolizasayon gozlenmektedir. Hematoksilen—Eozin A: X40; B, Bi, C, Ci, Cii, D, Di, Dii:
X200
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Sekil 13. Spinal kord travmasi uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B),
intermediate kolon (B ve C), dorsal boynuz (D ve E) alanina ait 151k
mikrograflar.

Bazi néronlarda kondensasyon (siyah ok), perivaskiiler 6dem (beyaz ok) izlenmektedir. A, C, E: Saga;
B, D, F: Sola ait ornekler. Hematoksilen-Eozin X200
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Sekil 14. Spinal kord travmasi uygulanan grupta ventral boynuz (A ve B),
intermediate kolon (B ve C), dorsal boynuza (D ve E) ait 151k
mikrograflari.

Krezil Viole ile yapilan boyama ile vakuolar dejenerasyon gosteren noronlar (siyah ok) izlenmektedir.
A, C, E: Saga; B, D, F: Sola ait 6rnekler. Krezil Viole X400

Iskemik 6nkosullama sonras1 spinal kord travmasi uygulanan grupta ddem,
ciddi hemoraji (Sekil 8C, Ci, 15, 16), damarlarda belirgin konjesyon ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonu gdzlenmistir. Bu grubun beyaz cevher ventral alaninda ciddi,
ventrolateral alanda orta derecede mikrovakuolizasyon izlenmistir (Sekil 15). Gri
madde 6n boynuz, ara bolge ve dorsal boynuzda yer alan noronlarda ciddi hasar
saptanmistir.

Gri madde 6n boynuzda eozinofilik sitoplazma, sitoplazmada vakouller ile

multipolar néronlarda hasar izlenmistir (Sekil 16). Krezil Viole ile gri cevherde
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ventralde multipolar motor noronlarda Nissl cisimlerinde bozulma gdzlenmistir

(Sekil 17).

Sekil 15. Iskemik dnkosullama sonrasi spinal kord travmas: uygulanan grupta
ventral, ventrolateral ve dorsalde beyaz cevher alani.
Beyaz cevherde damarlarda belirgin konjesyon, yer yer eritrosit ekstravazasyonu, inflamatuar hiicreler

(beyaz ok) ve mikrovakuolizasyon izlenmektedir. Hematoksilen—Eozin A: ventral X200; B:
ventrolateral, C: dorsal X400

Sekil 16. Iskemik onkosullama sonras1 spinal kord travmas1 uygulanan grupta ventral

ve dorsalde gri ve beyaz cevher alanlari.

Gri cevherde damarlarda belirgin konjesyon, yer yer eritrosit ekstravazasyonu, ventral multipolar
motor noronlarda vakuoler dejenerasyon (ok basi), damar i¢inde (beyaz ok) ve gri cevherde (siyah ok)
inflamatuar hiicreler gézlenmektedir. A, B, C: ventral; D, E, F: dorsal alan. Hematoksilen—Eozin A,
D: X100; B, E: X200; C, F: X400
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Sekil 17. Iskemik dnkosullama sonrasi spinal kord travmas1 uygulanan grupta ventral
ve dorsalde gri cevher alanlari.
Gri cevherde ventralde multipolar motor néronlarda Nissl cisimlerinde bozulma ve kondense hasarl

noronlar (beyaz ok), damarlarda belirgin konjesyon, yer yer eritrosit ekstravazasyonu (siyah ok)
gozlenmektedir. A, B: ventral; D, E: dorsal gri cevher. Krezil Viole X400

Medulla spinaliste gri cevherde 6n boynuz, ara gri cevher ve arka boynuzda
akut gri cevher hasar1 dejenere néronlarin yiizdesi iizerinden (0-ndron hasar1 yok, 1-
hafif hasar (<%10), 2-orta hasar (%10 - %50), 3-ciddi hasar (>%50) skorlandi.

Beyaz cevherde akut hasar ventral ve ventrolateral funikulusta vakuolizasyon
tizerinden (0-normal (vakuolizasyon yok), 1-hafif hasar (etkilenmis alan <%10), 2-
orta hasar (%10 - %50), 3-ciddi hasar (>%50) degerlendirildi. Veriler ortanca

(minimum — maksimum) olarak verilmistir (Tablo 1).



Tablo 1. Gri ve beyaz cevherde bolgelerin skorlamasi
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GRI CEVHER BEYAZ
CEVHER
Ventral Intermediate Dorsal VWM | VLWM
Boynuz Kolon Boynuz
GRUP 1 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0(0-0) | 0(0-0)
(Insizyon)
GRUP 2 (Spinal 3(0-3) 2 (0-3) 3(0-3) 2(0-3) | 1(0-3)
kord travmasi)
GRUP 3 (Uzak 3(3-3) 3(2-3) 3(3-3) 2,5(1-3) | 2(1-3)
iskemik
onkosullama
sonrasi spinal
kord travmasi)

Histolojik analizler, sham grubuna kiyasla hem I/R hem de UIOK+i/R

gruplarinda 6nemli 6l¢iide daha yliksek beyaz ve gri cevher hasar skorlarin1 ortaya

koydu (sirasiyla p = 0,001 ve p < 0,001) (Tablo 2). UIOK+i/R grubunda beyaz ve

gri cevher ve igerdikleri bolgeler icin medyan puanlar I/R grubuna gore nispeten

daha yiiksek olmasina ragmen, ikili karsilastirma ile sonuclarin istatistiksel olarak

benzer oldugu goriildii. KYNA konsantrasyonu, S100B konsantrasyonu ve histolojik

skorlar arasinda anlamli bir korelasyon yoktu.

Tablo 2. Tiim bolgelerdeki histolojik hasar skorlarinin, gruplar arasi karsilagtirmali

Ozeti
Sham (n = 9) I/R (n=11) UIOK + 1/R (n=8)

Median (min—-max) Median (min—max) Median (min—-max) pvalue
Beyaz cevher 0 (0-0.5) 1.5 (1.35-2.65)? 2.5 (2-2.5)2 0.001
Ventral WM 0(0-0.5) 1.75(0.7-2.3)2 2.3(2.2-2.8)® <0.001
Ventrolateral WM 0 (0-0.5) 2 (1-3)° 2.3(1.7-2.8)* 0.001
Gri cevher 0 (0-0.08) 2.08 (1.5-2.93) 2 3(2.9-3)° <0.001
Ventral boynuz 0 (0-0) 2.45(1.8-3)? 3(3-3)° <0.001
Intermediate kolon 0 (0-0) 1.55(1.2-2.8)* 3(2.7-3)? <0.001
Dorsal boynuz 0 (0-0.25) 2.1(1-3)? 3(3-3)? <0.001

WM: White matter (beyaz cevher).

Tiim gruplarin karsilagtirmalari Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir.

Ayni harfler ikili karsilastirmalarda istatistiksel anlamliligin olmadigini gésterir (Bonferroni diizeltmesi).
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4.2. Biyokimyasal Parametreler

KYNA ve S100B seviyelerinin karsilastirilmasi, sham ve I/R gruplar
arasinda anlamli farkliliklarin varligini ortaya koydu (sirasiyla, p = 0,016 ve p =
0,022) (Tablo 3). Her iki karsilastirmada da I/R ve UIOK+I/R gruplari i¢in post hoc
ikili karsilastirmalar anlamli olmamasina ragmen, UIOK uygulanan ratlar, yalnizca
I/R grubuna kiyasla nispeten daha diisik KYNA ve S100B konsantrasyonlaria
sahipti (Tablo 3, Sekil 18, Sekil 19).
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Sekil 18. Gruplar aras1t KYNA seviyelerinin karsilagtirilmasi.

15 p=0.018

£ 107 -|-

Eo)

£

m

S T

”n 5] T
0

G1 G2 G3

Sekil 19. Gruplar aras1 S100B seviyelerinin karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Bu deneysel calismada SKT olusturulan ratlarda, kan S100B diizeyleri ve
histopatolojik goriintiiler karsilastirilarak UIOK’nin noéroprotektif etkinliginin ve
UIOK mekanizmasinda bir triptofan metabolizmasi iiriinii olan KYNA’nin roliiniin
varliginin gosterilmesi amagcland. Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte,
S100B diizeylerinin UIOK+I/R grubunda, I/R grubuna gére daha diisiik oldugu
saptandi. KYNA diizeyleri, beklenilenin aksine UIOK+I/R grubunda, I/R grubuna
gore daha diisiik seviyelerdeydi ve gruplar arasi1 farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Histolojik degerlendirmede de, beklenilenin aksine, medulla spinalis
hasar skoru UIOK+I/R grubunda, I/R grubuna gore daha yiiksekti.

Iskemi reperfiizyon hasar1 medulla spinalis travmasi sonrasinda ortaya
cikabilen klinik bir problemdir. Dokuya reperfiizyonla enerji temini saglanir ve
toksik metabolitler uzaklastirilir. Ancak toksik metabolitlerin sistemik dolasima
donmesi ciddi metabolik sonuglara yol agar ve reperfiizyon lokal doku hasarini
arttirir. Reperfiizyonla aktive olan bir¢ok mekanizma ile ortaya ¢ikan toksik tiriinler,
basta akciger olmak tizere kalp, beyin, bobrek gibi uzak organlarda hasar olusturur
ve uzun siireli yogun bakim izlemi gerektirebilecek MOF’a neden olabilmektedir
(67; 104).

UIOK, ilk olarak 1993’te Przyklenk ve arkadaslari tarafindan kalp {izerinde
tanimlanmustir (5). Daha sonra yapilan calismalarda UIOK’nin; kalp disinda
karaciger, bagirsak, pankreas, beyin ve akciger dokularinda da koruyucu etkilerinin
oldugu gosterilmistir (6). Son 10 yilda UIOK'nin serebral iskemik hasar iizerindeki
etkisini degerlendiren bir dizi deneysel ¢alisma goriilmiistir ve sonraki
incelemelerde olast mekanizmalar tartisilmistir (105); ayrica, sayica daha az ve
genellikle dlgek olarak daha kiiciik olmasina ragmen, omurilik I/R yaralanmasinda
UIOK'nin (genellikle ekstremite iskemisi yoluyla) degerini degerlendiren cesitli
calismalar vardir (14; 106; 107; 108). Bu calismalarin ¢ogu, UIOK ile bir dereceye
kadar koruyucu etki oldugunu gostermistir; bununla birlikte, sadece birkag1 bu
etkinin elde edildigi potansiyel mekanizmalari arastirmistir. Bu ¢alismalarda, hasari
onlemeye atfedilen mekanizmalar, ilk I/R hasarina yamit olarak artan antioksidan

kapasiteyi (14), glutamat salinnminin ve KYNA araciligiyla ventral boynuzda
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bulunan glutamat kapili katyon kanallarmin (N-metil-D-aspartat; NMDA)
baskilanmasimi (107) ve kannabinoid reseptorleri araciligiyla kan-beyin bariyeri
hasarmin énlenmesini igermektedir (109).

UIOK’ nin I/R hasarini azaltmaktaki etkisini gdsteren ¢alismalar, spinal kord
/R hasarindan korunmada noninvaziv bir yéntem arayisini giindeme getirmistir.
Kiintscher ve arkadaslar1 (110), gegici iskemi olustururken damar kan akimini
klemple direkt kesmek yerine noninvaziv turnike uygulamasmim UIOK’de alternatif
bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Bu sebeple ¢calismamizda, ekstremiteye turnike
uygulamast ile yapilan UIOK yéntemi kullanild.

Bu calismada kolay temin edilebilmesi, deneysel I/R ve UIOK modellerinin
kullanildig1 caligmalarda daha ¢ok rat kullanilmis olmasi nedeniyle deney hayvani
olarak rat segildi (106; 107).

Kalsiyum baglayic1 proteinler ailesinin bir iiyesi olan ve esas olarak glial
hiicrelerin ~ sitozoliinde  bulunan  S100B, noronal hasarin  biyokimyasal
belirte¢lerindendir. S100B; glial hiicre hasarindan sonra, BOS ve serumda artan
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Yiiksek serum S100B seviyeleri; mindr kafa
travmasi (55; 56), stroke (57; 58; 59; 60; 61; 62) ve kardiyopulmoner bypass sonrasi
norolojik komplikasyonlarla bagvuran kardiyak cerrahi hastalarinda (63; 64; 65; 66)
bildirilmistir. Yapilan c¢alismalarda, serum S100B proteininin, norolojik hasari,
NSE’ye gore daha yiiksek 6zgiillikk, duyarlilik, pozitif ve negatif prediktif degerler
ile 6ngordiigli; noron hasarmin en umut verici serum belirteci oldugu belirtilmistir
(11). Bu nedenle calismamizda, I/R hasar1 gostergesi olarak S100B ve histopatolojik
hasar skoru kullanildu.

KYNA, bir triptofan metabolizma {iriiniidiir ve triptofanin kiniirenin yolu
araciligiyla pargalanmasi, indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) tarafindan baslatilir. IDO
sentezi, interferon gama ve diger proinflamatuar sitokinler tarafindan uyarilir. IDO,
triptofanin N-formil kiniirenine doniisiimiinii katalize eder, bu iiriin daha sonra
kiniirenin formamidaz tarafindan kiniirenine (KYN) doniistiiriiliir. KYN, kiniirenin
amino transferazlar (KATs) tarafindan KYNA’ya donistiiriilebilir. KYNA, N-metil-
D-aspartik asit (NMDA) reseptor antagonisti oldugu i¢in ndroprotektif olarak kabul
edilmektedir. Kiniirenin 3-monooksijenaz (KMO) ise, KYN’yi 3-hidroksikiniirenine

(30OHKYN) doniistiirtir. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor agonisti bir ndrotoksik
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ajan olan kinolinik asit (QUIN) de bu yolda olusur (99). Kiniirenin yolunu arastiran
onceki calismalar; KYNA'nmn, murin modellerinde I/R ile iligkili retinal ganglion
olimiinii (99) ve insanlarda siddetli travmatik beyin hasar1 sonrasi meydana gelen
ndrotoksisiteyi dnledigini (111) éne siirmiistiir. UIOK’nin mekanizmas1 tam olarak
aciklanamamaktadir (7). Ancak son zamanlarda yapilan deneysel goézlemler, oksijen
algilayan enzim PHD2'nin hipoksik inhibisyonunun; alfa-ketoglutaratin artmis
seviyelerine ve dolasimdaki KYNA miktarinda artislara yol acabilecegini, boylece
UIOK’ye biiyiikk olgiide aracilik edebilecegini gostermistir (8). Bu nedenle
calismamizda, UIOK mekanizmasinda bir triptofan metabolizmas: iiriinii olan
KYNA’nin roliinlin varliginin gosterilmesi amaclandi.

Calismamiza benzer sekilde erkek Spraque-Dawley cinsi erigkin ratlar ile
gerceklestirilen, UIOK’nin spinal kord iskemik hasar1 sonrasi, ekstremitelerdeki
motor ve duysal fonksiyonlar iizerine etkisini inceleyen baska bir ¢alismanin deney
modelinde UIOK; arka ekstremiteye 10’ar dakikalik 3 déngii seklinde uygulanmustir
(106). Bu sebeple calismamizda da, UIOK deney modeli, arka ekstremiteye 10’ar
dakikalik 3 dongii olacak sekilde belirlendi.

Spinal travma olusturulmasinda standardizasyonu saglayabilmek i¢in Rivlin
ve Tator tarafindan tarif edilen klip kompresyon modeli uyguland: (112). Bu
modelde daha Once ratlarla yapilmis calismalara benzer sekilde, 63 g kapanma
basinc1 uygulayan anevrizma klibi (Aesculap FE 721K) kullanildi ve sikistirma
stiresi 1 dk. olarak belirlendi (113).

Bu calismada SKT sonrasinda norolojik hasar olustugu biyokimyasal ve
histopatolojik yontemlerle gosterildi. I/R grubundaki histopatolojik ve biyokimyasal
(S100B ve KYNA) degisikliklerin Sham grubundan anlamli olarak farkli olusu I/R
modelinin dogru uygulandigin1 gostermektedir.

Calismamizda; UIOK+I/R uygulanan grup ve I/R uygulanan grup arasindaki
S100B diizeylerindeki farklilik, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Gruplar arasi
anlamli bir fark bulunmamasi, koruyucu etkinligin biyokimyasal olarak
gosterilemedigine isaret etmektedir. Denek sayisinin daha fazla olmasi durumunda,
bu farkin anlamlilik kazanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda; KYNA diizeyleri, beklenilenin aksine UIOK+i/R grubunda,
I/R grubuna gore daha diisiik seviyelerdeydi ve gruplar aras1 farklilik istatistiksel
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olarak anlamli bulunmadi. Bu sonuglar, UIOK mekanizmasinda bir triptofan
metabolizmas1 iriinii olan KYNA’nin roliiniin varliginin biyokimyasal olarak
gosterilemedigine isaret etmektedir. Ancak KYNA diizeylerinin gruplar arasindaki
degisim egiliminin S100B ile benzerlik gostermesi, KYNA’nin da S100B gibi, bir
norolojik hasar belirteci olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Denek
sayisinin daha fazla olmasi durumunda, gruplar arasindaki farkin anlamlilik
kazanabilecegi ve gelecekte yapilacak daha fazla calismayla KYNA’nin da bir
norolojik  hasar belirteci olarak kullanilip  kullanilamayacaginin  acikliga
kavusabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizda; UIOK+i/R ve I/R gruplarinm, gri cevher ventral ve dorsal
boynuz histopatolojik hasar skorlariin esit; gri cevher intermediate kolon, ventral ve
ventrolateral beyaz cevher histopatolojik hasar skorlarinin ise beklenilenin aksine,
UIOK+i/R grubunda I/R grubuna gére daha yiiksek oldugu sonucuna varildi. Bu
durum, UIOK’nin koruyucu etkinliginin histopatolojik olarak gosterilemedigine
isaret etmektedir. Denek sayisinin daha fazla olmasi durumunda, koruyucu etkinligin
gosterilebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, histopatolojik degerlendirme sirasinda,
baz1 6rneklerde spinal kordun biitiinliigiiniin tam olarak korunamadig: izlendi. Spinal
kordun tam bir biitiin olarak izole edilebilecegi gelecek calismalarda, sonuglarin da
degisiklik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda; tiim ratlardan islem sonrasi 1. saatte kan alindi, daha sonra
tim ratlar sakrifiye edildi ve histopatolojik inceleme ig¢in, her birinin medulla
spinalisinden doku Ornegi alindi. Ancak; elektif servikal dekompresyon cerrahisi
uygulanan hastalarda uzak iskemik oOnkosullamanin biyokimyasal belirtegler ve
norolojik sonuglar iizerine etkilerini inceleyen bagka bir insan deneyinde, S100B
seviyeleri postoperatif 6. saatten itibaren, postoperatif 7. giine kadar belirli araliklarla
takip edilmis ve sonuglarda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
tespit edilmistir (9). Bizim g¢alismamizin, agirliklar1 250-300 g arasinda degisen
Spraque-Dawley cinsi ratlarla gergeklestirilmis olmasi ve bu ratlarin postoperatif
donemde uzun siire yasatilamamasi sebebiyle, kan ve histopatolojik orneklerin tek
bir rattan belirli araliklarla, uzun siiregte eldesi gergeklestirilemedi. Agirligi daha
fazla olan deney hayvanlar1 veya insanlar ile yapilacak deneylerde, daha farkli ve

istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilebilecegi diistintilmektedir.



43

Bu calismanin bazi kisithiliklari mevcuttur. ilk olarak, biyokimyasal ve
histolojik sonuglarla I/R hasar gelisimi kamitlanmis olmasina ragmen, UIOK'nin
yeterli siire ve sayida uygulanip uygulanmadigim tespit edebilecegimiz bir yontem
yoktu. Bu, 2 tur UIOK'nin (24 saatlik aralik) I/R ile iliskili biyokimyasal belirtecler
acisindan tek bir UIOK turundan nispeten daha iyi oldugunun gosterildigi yakin
tarihli bir ¢caligma (106) tarafindan onemli oldugu belirtilen kritik bir noktadir ve
farkli UIOK uygulamalarimna sahip ek gruplarin dahil edildigi gelecekteki ¢alismalara
fayda saglayabilir. Ikinci olarak, her gruptaki diisiik rat sayisi, anlamli istatistiksel
analiz eldesini 6nlemis olabilir. Bununla birlikte, bu durum, hayvan calismalarinda
dogal ve kaginilmazdir ve bu sinirlama, bu ¢alismada, UIOK+I/R grubundaki iig
sicanin erken oliimiiyle belirginlesmis olabilir. Ugiincii olarak, medulla spinalis I/R
hasarinin tek biyokimyasal belirteci olarak S100B seviyesini kullandik. S100B'nin
bu baglamda dogru bir belirte¢ oldugu bilinmesine ragmen, diger olasi belirtegler de
dahil edilerek veriler genisletilebilir ve KYNA seviyeleri ile iligkiler hakkinda daha
fazla bilgi saglanabilirdi. Son olarak, kintirenin yolundaki bir norotoksik ajan olan
kinolinik asit diizeyinin 6l¢iimii de sonuglar agisindan yol gosterici olabilirdi.

UIOK; SSS’de ek stres olusturmadan, operasyon sirasinda cerrahi siire ve kan
kaybini arttirmaksizin kolaylikla uygulanabilen noninvaziv bir yontem olabilir. Bu
calisma modeli, SKT Oncesinde kolay uygulanabilecegi ve klinige katki

saglayabilecegi nedeniyle tercih edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, S100B ve KYNA seviyelerinin ve noronal hasar i¢in histolojik
skorlarin, bir rat spinal I/R hasar1 modelinde 6nemli dlgiide arttigimi, istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte, SI00B ve KYNA diizeylerinin UIOK+I/R
grubunda, I/R grubuna gore daha diisiik oldugunu gosterdi. Histolojik
degerlendirmede de, medulla spinalis hasar skoru UIOK+1/R grubunda, I/R grubuna
gore daha yiiksekti. Veriler KYNA'min UIOK mekanizmasindaki roliine ve
UIOK’nin néroprotektif etkisine iliskin sonug ¢ikarmak igin yetersizdi. Daha genis
metabolit analizi ile daha uzun siireli takip kullanan daha ileri g¢aligmalarin
KYNA'in ve/veya kiniirenin yolunun medulla spinalisin I/R hasari ile iliskili olup

olmadigini aydinlatmak i¢in degerli olabilecegine inaniyoruz.
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