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ORJINAL CALISMA

DENEYSEL SPINAL KORD iSKEMi REPERFUZYON
YARALANMASINDA KLINDAMISININ ETKILERI

Effects Of The Clindamycin in Experimental Spinal Cord
Ischemia-Reperfusion Injury

Ali Riza GUVERCIN', Erhan ARSLAN %, iskender Samet DALTABAN 2, Ahmet ALVER?, Haydar
usulL?

OZET

Amag: Bir protein sentez inhibitérii olan klindamisin, bakteriostatik etkili ve daha 6nce ratlarda iskemik
beyin dokusunda néroprotektif etkinligi gosterilmis antimikrobiyal bir ajandir. Biz bu ¢alismamizda klindami-
sinin spinal kord Uzerinde noéroprotektif etkinligini degerlendirmeyi amagladik.

Gereg ve Yontemler: Calisma icin 200-300g agirlhiginda 20 adet Wistar Albino rat kullanildi. Ratlar Sham
grubu (5 rat) grup 1, travma grubu (5 rat) grup 2, tasiyici grup (5 rat) grup 3, ve tedavi grubu (5 rat) grup 4
olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Sham grubu disindaki gruplarda laparotomi ile sol renal arter altindan aort,
45 dakika sure klemplendi. Tastyici grubuna 1 cc serum fizyolojik ve tedavi grubuna 20 mg/kg dozunda klin-
damisin intraperitoneal uygulandi. Ratlar 24 saat sonunda sakrifiye edildi. T8—12 arasi laminektomi sonrasi
spinal kordlari gikarilarak tiim dokularda MDA duizeyleri ¢ahsild.

Bulgular: Sham grubu ile diger gruplar arasinda 1.saat motor skorlari agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark izlendi (p=0,008). Yine 24. saatte sham grubu ile travma ve tasiyici grup arasinda fark istatistiksel olarak
anlamhiydi (p=0,008) fakat travma grubu ile tedavi grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,151). Gruplarin MDA duzeyleri Kruskal Wallis varyans analizi kullanilarak karsilastirildiginda sonug ista-
tistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,035). Ancak Mann Whitney U testi kullanilarak karsilastirma yapildigin-
da tedavi grubu ile travma ve taslyici gruplari arasindaki fark anlamh bulunmad:.

Sonug: Bu ¢alismada klindamisinin spinal iskemi reperflizyon hasarinin 6nlenmesinde, bizim verdigimiz doz
ve slirede yeterli etkinlige sahip olmadigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Omurilik; Klindamisin; iskemi.

ABSTRACT

Objective: Clindamycin, a protein synthesis inhibitor, is an antimicrobial agent with bacteriostatic effect
and previously proven neuroprotective activity in ischemic brain tissue in rats. We aimed to evaluate the
neuroprotective effectiveness of clindamycin on the spinal cord.

Material and Methods: For the study 20 Wistar Albino rats. Rats were divided into 4 group. Sham group;
groupl, the trauma group; group 2, control group; group 3, and treatment group; group 4. We put an clip to
the aorta under the left renal artery for 45 minutes after laparotomy except the sham group. 1 cc saline 20
mg/kg clindamycin was administered intraperitoneally to control group and treatment group.

Results: The difference first hour of engine scores between Sham group and the others was statistically
significant. 24. hour difference between sham and trauma, and control groups was statistically significant.
However, the difference between the trauma group and the treatment group was not statistically signifi-
cant. MDA levels of groups were compared using Kruskal Wallis analysis of variance results were statistically
significant. But then using Mann Whitney U test when comparing treatment groups with the trauma and the
difference between the control group was not statistically significant.

Conclusion: Ischemic and traumatic injury which were made in spinal cord in animal studies shows that the
clindamycin not be effective on lipid peroxidation and free radicals also it does not have a neuroprotective
activity on spinal cord.

Keywords: Spinal Cord; Clindamycin; ischemia.
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GIRIS

Spinal kord iskemisi; travma, kompresyon, sok ve
torakoabdominal cerrahi sonrasi gelisebilen klinik bir
tablodur (1,2).

Spinal kord iskemisinin patofizyolojisine yonelik
bircok calisma yapilmis ve cesitli deneysel modeller
uygulanmistir. Ratlarda klip kompresyon modeli ilk
olarak 1978'de Rivlin ve Tator tarafindan gelistirilmistir
(3).

Spinal kord travmasinin ardindan intraseliler ve
ekstraselller kompartmanlar arasinda ciddi elektrolit
degisiklikleri olmaktadir. Tum sinir hasarlarinda
kalsiyumun hiicre icindeki artisi  6nemli rol
oynamaktadir. intraselliiler ortama giren Ca+ protein
kinaz C'yi aktive ederek norofilaman mikrotlbal
pargalanmasina neden olur. Ayni zamanda fosfolipaz
C'yi aktive ederek hiicre membraninin yapi tasi olan
yag asitlerini yikar. Ve diiz kas kasilmasina neden olarak
vazospazma yol acar bu da iskemiyi artirir (4).
Travmasonucuspinalkordkanakisindaazalmahipoksiye
neden olur. iskemi sonucu laktik asit, hipoksantin ve
lipid peroksit seviyelerinde artis meydana gelmektedir.
Kan akisinin tekrar baslamasi yani reperfiizyon
durumunda ksantin oksidaz enzimi ile hipoksantin, Grik
aside donislr ve bu reaksiyonda elektron alici olarak
oksijen molekili kullanilir. Bu sirada ¢ok miktarda
serbest oksijen radikali olusur. Olusan urinler hiicre
ve mitokondri zarlarindaki yaglarla reaksiyona girerek,
lipid peroksitlerini meydana getirir. Zarlardaki lipidlerin
peroksidasyonu, membran ve hiicre butanlGgini
bozar. Bu duruma reperflizyon yaralanmasi adi verilir.
Spinal korda travma yada akut iskemi sonrasi gelisen
birincil ve ikincil hasarlanma birbirini takip eden
olaylar zinciri seklinde vuku bulmaktadir. Spinal kord
iskemisinde koruma ve tedavi secenekleri sinirhdir. Bu
nedenle glinimizde spinal kord travmasi ve iskemisi ile
ilgili deneysel calismalar 6nemini korumaktadir. Giincel
deneysel ¢alismalar g¢ogunlukla ikincil hasarlanmayi
onlemeye vyonelik olarak gergeklestiriimektedirler
(5,6).

Noroprotektif etkinlik agisindan deneysel akut
spinal kord iskemisinde bircok ajan denenmis olup
biz calismamizda klindamisinin etkilerini gdrmeyi
hedefledik.
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GEREC ve YONTEMLER

Bu deneysel calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakultesi Deneysel Aragstirma Merkezi Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Biyokimyasal analizler ise Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda yapildi.
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alindi.
Calismada her biri ortalama olarak 200-250g agirliginda
olan 20 adet Wistar-Albino rat kullanildi. Ratlarin genel
saglik durumu galisma oncesi kontrol edilmis ve her rat
yer aldigi gruba gore uygun yontemle isaretlenmistir.
Ratlar 4 ana gruba ayrildi:

GRUP 1 (SHAM): 5 rattan olusan bu gruba yalnizca
laparotomi  yapildi, abdominal aortaya klip
kompresyonu uygulanmadi ve 24 saat sonunda spinal
kordlari gikarildi.

GRUP 2 (TRAVMA): 5 rattan olusan bu gruba
laparatomi sonrasi 45 dakika stire ile abdominal
aortaya klip kompresyon yapildi. 24 saat sonra spinal
kordlari gikarildi.

GRUP 3 (TASIYICI): 5 rattan olusan bu gruba laparatomi
sonrasi 45 dakika sure ile abdominal aortaya klip
kompresyon vyapildi. Periton kapatilmadan hemen
once periton igine 1 cc serum fizyolojik verildi. 24 saat
sonra spinal kordlari ¢ikarildi.

GRUP 4 (TEDAViI): 5 rattan olusan bu gruba laparatomi
sonrasi 45 dakika sire ile abdominal aortaya klip
kompresyon vyapildi. Periton kapatilmadan hemen
6nce peritona 20 mg/kg dozunda klindamisin verildi.
24 saat sonra spinal kordlari ¢ikarildi.

Ratlar operasyon Oncesinde 24 saat a¢ birakildi ve bu
sire zarfinda sadece su almalari saglandi. Ratlarin
hepsine 50 mg/kg intraperitoneal ketamin HCL
anestezisi yapildi. Daha sonra karin boélgeleri tiras
edilerek betadin sollsyonu ile yikandi.

Birinci gruptaki ratlara steril ortamda usulliine uygun
olarak laparotomi yapildi ve tabakalar cerrahi usuliine
uygun olarak kapatildi. 24 saat sonra pentobarbital
sodyum ile sakrifiye edilerek T8-12 arasi spinal kordlari
¢ikarilip biyokimyasal tetkik igin derin dondurucuda
-76°C’de muhafaza edildi.

ikinci gruptaki ratlara steril ortamda usuliine uygun
olarak laparotomi yapildi. Karin ici organlar sag tarafta
kalacak sekilde ekarte edildikten sonra retroperiton
acildi. Renal arterin distalinden 50g sikistirma kuvveti
olan kliple (Yasargil FE 693 anevrizma klibi-Aesculap)
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abdominal aorta 45 dakika sire ile klip kompresyon
uygulandi. Surenin sonunda tabakalar usuliine uygun
olarak kapatildi. 24 saat sonra sakrifiye edilerek T8-12
arasi spinal kordlari cikarilip biyokimyasal tetkik icin
derin dondurucuda -76°C’de muhafaza edildi.

Uclincii gruptaki ratlara steril ortamda usuliine uygun
olarak laparatomi yapildi. Karin ici organlar sag tarafta
kalacak sekilde ekarte edildikten sonra retroperiton
acildi. Renal arterin distalinden 50g sikistirma kuvveti
olan kliple abdominal aorta 45 dakika sire ile klip
kompresyon uygulandi. Siirenin sonunda periton
kapatilmadan hemen once 1cc serum fizyolojik
verildi. 24 saat sonra sakrifiye edilerek T8-12 arasi
spinal kordlari gikarilip biyokimyasal tetkik icin derin
dondurucuda -76°C’de muhafaza edildiler.

Dordiinct gruptaki ratlara steril ortamda usulliine
uygun olarak laparatomi yapildi. Karin i¢i organlar
sag tarafta kalacak sekilde ekarte edildikten sonra
retroperiton acildi. Renal arterin distalinden 50g
sikistirma kuvveti olan kliple abdominal aorta 45 dakika
sure ile klip kompresyon uygulandi. Sirenin sonunda
periton kapatilmadan hemen 6nce 20mg/kg dozunda
Klindamisin verildi. 24 saat sonra sakrifiye edilerek T8-
12 arasi spinal kordlari ¢ikarilip biyokimyasal tetkik icin
derin dondurucuda -76°C’de muhafaza edildiler.
Malonaldehit tayini

Medulla spinalis 6rneklerinde lipid peroksidasyonu
degerlendirmek amaciyla Mihara ve Uchiyama
tarafindan tespit edilen metot kullanilarak MDA doku
seviyeleri 6lcim0 yapildi. Her bir ornek tartilarak
yaklasik %10 (w/v) bir ¢ozelti olusturacak sekilde
+40C’de tris-HCL tamponu (50 mM pH=7,4) iginde
homojenizatorle 30 saniye homojenize edildi.
+40C’de 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen supernatandan 0.5 ml alinarak UGzerine 3 ml
%1’lik H3PO4 ve 1 ml % 0,67’lik TBA eklendi, karisim
vortekslendi ve kaynar su banyosunda 45 dakika siire
ile inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonunda érnekler
sogutuldu ve 2 ml n-butanol eklendi. Oda sicakliginda
10 dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi, elde edilen renk
n-butanol fazina alindi. Organik tabakanin absorbansi
535 nm’de okundu. Tetrametoksipropan standart
olarak kullanilarak MDA konsantrasyonlari nanomol

gram yas doku olarak hesaplandi (7).
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Motor Muayene

Tum ratlar islemden 1 saat sonra ve 24 saat
sonunda sakrifiye edilmeden hemen 6nce Tarlov ve
arkadaslarinin tanimladigi motor skorlamaya gore
degerlendirildi ve kayit altina alindi. (Tablo-1) .
istatistiksel Degerlendirme
Gruplarin motor muayene skorlarinin
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis varyans analizi
kullanildi.  Anlamhlk dizeyi p<0.05 olarak alindi.
Kruskal Wallis varyans analizinde fark varsa gruplarin
kendi aralarinda karsilastiriimasi Mann Whitney U testi
kullanilarak yapildi. 0,05’ten kiicik degerler anlamli
olarak kabul edildi.

Gruplarin MDA  diizeylerinin  karsilastirilmasinda
Kruskal Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal Wallis
varyans analizinde fark varsa post hoc olarak Bonferroni
dizeltmeli Mann Whitney U testi yapildi.

Anlamlilk dazeyi alinmis, post hoc olarak yapilan
Mann Whitney U testinde ise 0.05 karsilastirma sayisi
olan 6’ya boliindlglinde elde edilen 0.0083’ten kigik
olmasi anlamh kabul edildi.

BULGULAR

Gruplar motor muayene bulgulari  agisindan
degerlendirildiginde; Sham grubu disindaki gruplarin
1 ve 24. Saatlerinde istatistiksel olarak anlamli farkhhk
saptandi (p<0.05). 1. Saatte Sham grubu ve diger
gruplarin motor muayene bulgulari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0.05). Sham
grubunun motor muayene bulgularinin median degeri
4 saptandi ve bu diger gruplardan yiksekti. 24. Saatte
ise sham grubu ile travma ve tasiyici grup muayene
bulgulari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu ve en yiiksek motor muayene bulgulari sham
grubunda idi (p<0.0.5). 24. Saatte travma ve tedavi
gruplarinin motor muayene bulgulari arasinda fark
izlenmekle birlikte tedavi grubunda daha yliksekti fakat
istatistiksel olarak anlaml degildi (Tablo 2 ve 3).
Gruplar doku MDA dizeyleri acgisindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkhhk
izlendi (p=0.035). Sham ile travma grubu, sham ile
taslyici grubu, sham grubu ile tedavi grubu, travma ile
taslyici grubu, travma ile tedavi grubu, tasiyici ile tedavi
grubu doku MDA diizeyleri arasinda farkhlik saptandi
fakat bu istatistiksel olarak anlaml bulunmadi (Tablo
4).
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Tablo 1. Tarlov skalasi

Grade 0: Tam plejik
Grade 1: Eklemlerde minimal hareket mevcut

Grade 2: Arka bacaklarini iyi oynatiyor fakat ayaga
kalkamiyor

Grade 3: Ayaga kalkabiliyor fakat normal olarak
ylriyemiyor

Grade 4: Normal ylriyor

TARTISMA
Akut spinal kord travmalarindan sonra hasar iki sekilde
meydana gelir bunlar birincil ve ikincil hasardir (8).
Spinal kord’da iskemi-reperfiizyon hasari olusturmak
amaciyla gelistirilen deneysel hayvan modellerinde
klip, silastik katater, sttlire etmek, balon katater gibi
tekniklerle aortanin cesitli segmentlerde gecici olarak
kapatilmasi denenmistir. Bu modeller arasinda en fazla
kabul géren model 1980 yilinda Zivlin ve arkadaglari
tarafindan gelistirilmistir (3). Tavsanlarda uygulanan bu
modelde abdominal aorta sol renal arter distalinden
kliplenerek bir saat siire ile kapatilmistir. Bu model 1982
yilinda yine Zivin tarafindan modifiye edilmistir. Bu kez
abdominal aortanin etrafina sol renal arterin altindan
sarilan ve acilip kapanabilen bir katater yerlestirerek 10
ile 60 dakika arasinda iskemi zamanlarindaki nérolojik
ve histolojik bulgular incelenmistir. Bizim ¢alismamizda
da Zivin ve arkadaslar tarafindan gelistirilen sol renal
arter altindan abdominal aortanin kliplenmesi yontemi
kullaniimistir. Calismamizda iskemi-reperfiizyon
olusturulan tim ratlarda degisik derecelerde ndérolojik
defisitler olusmustur (Tablo 2). Beklenildigi gibi tasiyici
grubu olan sham grubunda 1 ve 24. Saatlerde motor
muayene bulgulari arasinda fark izlenmemis diger
gruplarin 1 ve 24. Saat motor muayene bulgular
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli farkhlik
izlenmistir (p=0.005, p=0.009). Bu durum tasiyici
grubu hari¢ tim gruplarda yeterli norolojik defisitin
olusturuldugunun kaniti olarak kabul edildi.

1. Saatte Sham grubu ve diger gruplarin motor
muayene bulgulari arasindaki fark istatistiksel olarak
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anlamli bulundu (p<0.008). Sham grubunun motor
muayene bulgularinin median degeri 4 saptandi ve bu
diger gruplardan yiiksekti. 24. Saatte ise sham grubuile
travma ve taslyici grup muayene bulgulari arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu ve en yiksek
motor muayene bulgulari sham grubunda idi (p<0.008).
24. Saatte travma ve tedavi gruplarinin motor
muayene bulgulari arasinda fark izlenmekle birlikte
tedavi grubunda daha yliksekti fakat istatistiksel olarak
anlaml degildi. Bu bulgunun ¢alismamizda kullanilan
rat sayl azligindan kaynaklanabilecegi disiinild.
Spinal yaralanmalarda fizyopatolojiyi aydinlatici
calismalara ragmen noéroprotektif etkinligi tam olarak
gosterilen bir tedavi ajani henliz bulunamamistir (9).

Tablo 2. Gruplarin 1. ve 24. saatteki Tarlov motor
skorlari

Grup 1. Saat 24, Saat

o
S

SHAM

TRAVMA

TASIYICI

TEDAVi

N NNRRIMMNMNMNRIMNMNNRRIADSD D
EBPAhRWWNWWwWwNN(lwWwwNdNMN]IAED BN

Paris ve arkadaslarinin streptokokus pndmonia
menenijitlitavsanlarda 20 mg/kg dozundaklindamisinile
beyin omurilik sivisinda maximum ila¢ konsantrasyonu
elde ettiklerini belirttikleri calismalari 6rnek alinarak

¢alismamizda klindamisin bu dozda kullanildi (10).
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Bu calismayi daha 6nce yaptiklari rifampisinin deneysel
streptokokus pnomonia menenjit modelinde reaktif
oksijen urtnlerini azalthgini gosterdikleri ¢alismadan
ilham alarak yapmislardir. Sonug olarak klindamisinin
rifampisin  gibi immunsupresif etki yapmadan
noroprotektif oldugu ve bu durumun protein sentez
inhibitorli antibiyotiklerin  bir 6zelligi olabilecegi
kanaatine varmislardir. Bu etkiyi serebral interstisyel
alanda hidroksil radikal konsantrasyonunu azaltarak,
hiicre membran destriiksiyon gostergesi olan gliserol
seviyelerini distrerek ve dentat gyrusta apopitotik
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkhhk
izlendi (p=0.035).

Sham ile travma grubu, sham ile tasiyici grubu, sham
grubu ile tedavi grubu, travma ile tastyici grubu, travma
ile tedavi grubu, tasiyici ile tedavi grubu doku MDA
duzeyleri arasinda farkhlik saptandi fakat bu istatistiksel
olarak anlaml bulunmadi.

Tablo 4. Doku MDA diizeylerinin gruplara gore
dagihmi

MDA Ortalama Standart | Min-Max
ndron sayisini azaltarak yapmaktadirlar (11). Sapma
BI.Zde _gélllsmam.l.zda splr?al |slfe_m.| rrjodelmde. SHAM 36.40 12.992 2758
klindamisinin  noroprotektif — etkisini  gostermeyi
hedefledik. TRAVMA 63.60 22.041 36-95
TASIYICI 51.20 9.654 40-64
Tablo 3. Gruplarin 1. ve 24. saatteki Tarlov skorlarinin -
median ve min-max degerleri TEDAVI 37.80 4.764 35-55
1. Saat 24. Saat KW Chi- 8.635
- - - - square
Grup Median Min Median Min
Max Max P 0.035
SHAM 4 4-4 4 4-4
SONUC
TRAVMA 2 1-2 2 2-3 Sonug olarak; klindamisinin spinal iskemi reperflizyon
TASIYICI 2 1-2 3 2-3 hasarinin 6nlenmesinde, bizim verdigimiz doz ve
TEDAVi 5 12 3 24 sirede yeterli etkinlige sahip olmadigi goruldi. Doku
MDA dizeyleri arasinda farkin istatistiksel olarak
KW Chi- 12.920 11.599 anlamli  olmamasinin sebebi olarak rat sayisinin
Square azligl distnildi. Motor muayene bulgulari arasinda
Df 3 3 istatistiksel olarak anlamli farkhligin olmasi yeterli
p 0.005 0.009 iskemiyi elde ettigimizin kaniti olarak disindldi
fakat iskemi markerlarinin doku dizeylerine ilave
Posttravmatik  iskemi ve sonrasinda  olusan serum, beyin omurilik sivisi ve histolojik inceleme

reperflizyonda serbest oksijen radikalleri artmaktadir.
Serbest radikallerin serbest yag asitlerini okside etmesi
lipid peroksidasyonuna neden olur bu néronal hasar
olusumunda en énemli asamadir. Lipid peroksidasyonu
sirasinda malondialdehit (MDA) gibi ara Grlnler olusur
ve lipid peroksidasyon diizeyi bu ara triinlerle belirlenir
(12). Bu sebeple calismamizda lipid peroksidasyonun
dolayisi ile hipoksinin ve néronal hasarin bir gostergesi
olarak doku MDA diizeylerini galistik.

Gruplar doku MDA

dizeyleri acisindan

76

ile degerlendiriimemesi ¢alismamizin eksik yonleri
idi. Bundan sonra yapilacak olan galismalarda bu
eksik yonlerin géz onlinde bulundurulmasi amaciyla
sonuglari olumlu ve olumsuz yonleriyle paylasmayi
amagladik.
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