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AMAC: Spinal kord travmasindan sonra mesanede gori-
len degisiklikler Gzerine erken donem dantrolen tedavisi-
nin ekinliginin arastirilmasi.

GEREC VE YONTEM: Spinal kord travmasinin neden ol-
dugu tavsan mesanesindeki oksidatif hasara karsi dant-
rolenin erken donemdeki olasi koruyucu etkileri arastiril-
di. Toplam 38 hayvan 5 gruba ayrildi, 1. grup kontrol, 2.
grup spinal travma (ST), 3. grup ST+dantrolen 0. saat, 4.
grup ST+dantrolen 1. Saat ve 5. grup ta ST+dantrolen 4.
saat olarak belirlendi. Travmadan 24 saat sonra histopa-
tolojik ve biyokimyasal inceleme yapilmak lizere aneste-
zi altinda tavsanlarin mesaneleri operasyonla cikartildi.
Mesane dokusu stk mikroskobunda incelendi. Ayrica
kan ve mesane dokusunda malondialdehid (MDA), glu-
tatyon (GSH) and nitrik oxid (NO) dizeylerine bakildi.

BULGULAR: Spinal travma sonrasi erken donemde kont-
rol grubuyla karilastirildiginda travma olusturulan grupta
o0dem ve konjesyonda anlamli artig vardi. Odem ve infla-
masyonu 6nlemede 3 ve 4. gruplarda dantrolen daha et-
kiliydi. Ancak 3, 4 ve 5. gruplarda dantrolenin konjesyonu
azaltamadigi goruldi. Kontrol grubuyla karsilagtirnldigin-
da MDA ve NO diizeylerinin yukseldigi GSH seviyesinin
ise azaldigi gorilda. Travma sonrasi azalan GSH seviyesi-
ni normale cekmede dantrolenin her 3 tedavi grubunun
etkili olmadigi gorildi. Spinal travma sonrasi artan MDA
seviyesi 24 saat sonunda 5. grupta en disik seviyelere
indi.

SONUC: Erken donemde verilen dantrolenin mesanede
inflamasyon ve 6demi azaltmada etkili oldugu, travma
sonrasl azalan GSH seviyelerini normale yaklastirmada
ise etkin olmadigi soylenebilir. Sonug olarak; dantrolen
bozulmus mesane morfolojisini diizeltmede yardimci
olabilir.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To investigate the effects of early dantrolene
treatment of changes in bladder characteristics after
spinal cord injury (SCI).

MATERIAL AND METHODS: We studied the possible
protective effects of dantrolene on SCl-induced oxidati-
ve damage in bladder tissues of rabbit. We devided 38
rabbits into five groups; the control group (1), spinal cord
injury (SCI) (2.group), SCl+dantrolene 0. Hour (3.group),
SCl+dantrolene 1. Hour (4.group), SCl+dantrolene 4.
Hour (5.group). After a 24 hour euthanasia the urinary
bladder was removed for gross, histological and bioche-
mical evaluation. Bladder tissues were investigated by
light microscopy. Furthermore blood and tissue malondi-
aldehyde (MDA), glutathione (GSH) and nitric oxide (NO)
were also determined.

RESULTS: Significant increase in congestion and edema
was observed in the early period spinal trauma (SCI)
group compared to control group. In groups 3 and 4,
dantrolene was more effective in preventing edema and
inflammation, whereas in groups 3, 4 and 5, dantrolene
did not reduce congestion. MDA levels and NO levels
increased and GSH levels were decreased in SCI group
compared to controls. Dantrolene was not effective in
all three treatment groups to normalize decreased GSH
levels after trauma. It was seen that dantrolene was not
effective in all three treatment groups to normalize the
decreased GSH level after trauma. Increased levels of
MDA after spinal trauma were found to be the lowest in
group 5 given at the 4th hour of dantrolene.

CONCLUSIONS: It can be concluded that dantrolene
given in the early period is effective in reducing inflam-
mation and edema in the bladder and not effective in
decreasing post-traumatic GSH levels to normal. As a
result; dantrolene may be helpful in correcting impaired
bladder morphology.

KEYWORDS: Spinal cord injury, Dantrolene, Anti-inflam-
matory, Antioxidant
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GiRiS

Travmatik spinal kord yaralanmasi direk spinal
korda lokalize akut enflamatuar bir olaya neden
oldugu kadar, biyokimyasal, molekiiler ve hiic-
resel degisikliklerle sistemik inflamatuar cevap
sendromunu tetikleyerek uzak organlarda (ak-
ciger, bobrek, mesane karaciger gibi) sekonder
yaralanmalara neden olabilmektedir (1,2). inf-
lamasyon ve oksidatif stres, spinal kord hasari
sonrasi olusan patolojiyi alevlendiren temel
iki faktordir (3). Travmayi takiben mesane kasi
ve sfinkter kaslarindan beyine giden sinyaller
ulasamaz ve etkilenen kisilerde mesane doldu-
gunda idrar hissi olusmaz. Bu mesane disfonk-
siyonu norojenik mesane olarak adlandirilir. Kli-
nik semptomlar Uriner inkontinans, mesaneyi
bosaltma yetenedinin kaybi, sik idrara ¢ikma
ve Uriner sistem enfeksiyonlaridir (4). Dantro-
len, endoplazmik retikulumda iskelet kasinda
(RyR1) ve noronal hiicrelerde (RyR3) lokalize
ryanodin reseptor kalsiyum kanallarini bloke
eden bir ilagtir (5,6). Dantrolen sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyum serbestlesmesini bloke
ederek (7,8) klinik olarak malign hipertermi te-
davisinde ve kas gevsetici olarak kullaniimakta-
dir (9,10). Ayni zamanda dantrolenin antioksi-
dan ve anti inflamatuar etkileri de vardir (11,13).
Travmatik ve iskemik beyin hasari olusturulan
birka¢ hayvan modeli calismasinda dantrolenin
ndroprotektif etkileri gésterilmistir (14,15). Us-
telik bu ilacin iskelet kasi tizerinde relaksasyon-
da etkili oldugu, eksternal sfinkteri gevseterek
mesane boslamasina karsi rezistansi azalttigi ve
miksiyonun kontroliine yardimci olduguna dair
kanitlar vardir (16,17). Bizde bu ¢alismamizda
travmatik spinal kord hasari yapilan tavsan mo-
delinde mesane hasarina karsi dantrolenin za-
mana bagli etkilerini arastirdik.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Amerika Birlesik Devletleri Saghk
Enstitisu tarafindan yayinlanan laboratuvar
hayvanlari bakim ve kullanim klavuzuna gore
yapildi (NIH Publication no: 85-23, revised 1996)

Etik Kurul Onay::

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan
Deney hayvanlari Etik Kurulu tarafindan onay-
landi. (AKUHADYEK- 49533702/57).

Hayvanlar: Agirliklari 2.5-3 kg arasinda degisen
toplam 38 erkek Yeni Zelanda Tavsani kullanild.
Tavsanlar tek kisilik kafeslerde, 12 saat aydin-
lik/12 saat karanlik, uygun sicaklik ortaminda
ve deney hayvanlar laboratuvarinda standart
beslemeye alindi.

ilaglar: Dantrolen sodyum (Ryanodex vial 250
mg/20 ml Eagle Pharmaceuticals, USA), Ketami-
ne Hydrochloride (Ketalar 50 mg/ml Pfizer, Is-
tanbul/Turkey), 25 mg/kg ve Xylazine (Rompun
100 mg/ml, Bayer, Istanbul/Turkey) 5 mg/kg
injection. Tum ilaclar steril izotonik (%0.9 NaCl)
icerisinde sulandinidi.

GCalisma Modeli ve ilaclarin Verilmesi: Kont-
rol grubunda 6 diger calisma gruplarinda 8 er
tavsan olmak Uzere randomize edildi. Kontrol
grubu(Grup 1) herhangi bir ilag almadi, girisim
yapilmadi. ikinci gruba spinal travma (ST) uy-
gulandi, herhangi bir ila¢ verilmedi. Bu gruba
yalnizca 2 ml saline enjeksiyonu travmadan 1
saat sonra intraperitoneal(ip.) olarak verildi.
Grup 3 (ST+DNT 0. saat) 10 mg/kg dantrolen ip.
travmayla es zamanh verildi. Grup 4 (ST+DNT 1.
saat) 10 mg/kg dantrolen ip. 2ml ( travmadan
1 saat sonra) verildi. Grup 5 (ST+DNT 4. saat)
10 mg/kg dantrolen ip. 2 ml (travmadan 4 saat
sonra) verildi.

Spinal Kord Travmasi Modeli: Uygun saha te-
mizligi ve steril ortam saglandi. Ketamin hyd-
rochloride 25 mg/kg and xylazine 5 mg/kg im.
uygulanarak aneztezi verildi. Ketamin anestezi-
si sirasinda hayvanlarin spontan solunumu iz-
lendi. Prone pozisyonunda tavsanlar operasyon
masasina alindi, T6-L2 hizasinda orta hat insiz-
yonu yapilarak lamina ve transvers progesler
gOzlendi, paravertebral kaslar kiint disseksiyon-
la ayrildi. Daha sonra T10 seviyesinde laminek-
tomi yapildi, takiben balon angioplasti kateteri
(Medtronic-146.671, 2.0x20 mm, USA) T9 ver-
tebra altindan extradural sublaminar olarak yu-
kariya dogru ilerletilerek sisirildi ve 2 atmosfer
basincta 5 dakika basing uygulandi. Daha sonra
balon kateter c¢ikartildi ve paravertebral fasya,
cilt nonabsorbable sitirlerle kapatildi. Spinal
travmadan 24 saat sonra tim gruplardaki tav-
sanlara tekrar (Ketamin hydrochloride 25 mg/
kg ve xylazine 5 mg/kg im.) anestezi verilerek,
orta hat abdominal insizyonla mesaneleri ci-



kartildi. Daha sonra kardiyak ponksiyonla tiim
hayvanlardan calisma protokoll dahilinde he-
parinli ve heparinsiz tliplere kan 6rnekleri alin-
di. Islem sonunda tiim hayvanlar derin anestezi
altinda sakrifiye edildi.

Biyokimyasal Analizler ve Kan Orneklerinin
Saklanmasi: Tim gruplarda hem kanda, hem
de mesane dokusunda malondialdehid(MDA),
glutathione (GSH) and nitrik oksit (NO) duizeyle-
rine bakildi. iki ml kan hemen pipetlendi, diger
bir tipe de MDA ve GSH icin 6rnek alindi. Kalan
kan, plazma ayrilmasi icin 3000 rpm‘'de 10 daki-
ka santrifiij edildi. Plazma ornekleri NO analizi
icin -30 ° C'de saklandi.

Doku Homejanati: Calisma protokolinin so-
nunda, mesane dokulari hemen buzla (soguk %
0.9 NaCl) yikandi. Mesane dokusu 0.15 M Tris-
HCl tamponu (pH 7.4)’ nda yikanarak yabanci
dokulardan ayrildi. Daha sonra bu dokular 0.15
M Tris—HCI buffer (pH 7.4) sollisyonunda 10%
(w/v) homogenate verecek sekilde homojeni-
ze edildi. Daha sonra 4 °C'de 10 dakika boyun-
ca 2100 g. de santrifiij edildi. Peletler niikleer
fraksiyon gosterdi ve slipernatantlar 4 °C'de 20
dakika boyunca 18600 g'de santriflijlemeye tabi
tutuldu. TGm homojenatin yani sira biittn frak-
siyonlarda reaktif oksijen turlerinin olusumu
gozlendi.

Kan ve Mesane Dokusunda MDA, GSH ve NO
Ol¢iimii: Lipid peroksidasyonunun bir gdster-
gesi olan MDA 0lcimi Ohkawa tarafindan ta-
nimlanan thiobarbiturik asit testi kullanilarak
yapildi (18). Bu metodun temeli thiobarbituric
asitin verdigi reaksiyon sirasinda olusan rengin
spektrofotometrik olarak O6l¢lilmesine daya-
nir. Azalan GSH seviyesinin 6l¢ciimu ise Beutler
ve ark 'nin tarif ettigi tam kan ve doku home-
janatlarinda spektrofotometrede optik dansite
Olculerek yapildi (19). Sonuglar kan icin mmol/
ml, doku icin mmol/g olarak verildi. Nitrik oksid
dizeyleri ise Miranda ve ark. nin tarif ettigi “Va-
nadium-Ill-chloride-Griess Reaction” yontemi
kullanilarak nitrit ve nitrat diizeylerinin spontan
saptanmasiyla 6lculdi (20,21).

Histopatolojik inceleme: Histopatolojik ince-
leme tek patolog tarafindan yapildi. Mesane
dokusu iki esit parcaya ayrilarak; bunlardan biri
biyokimyasal inceleme icin -20 °C de saklandi,
digeri de tamponlanmis %10 formalin sollsyo-
nunda fixe edildi. Rutin islemlerden sonra para-
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fin doku kesitleri hazirlanarak hematoksilen-e-
osin(H-E) ile boyandi. Daha sonra preparatlar
1stk mikroskobunda (Olympus CX41 attached
Kameram® Digital Image Analyze System; Oly-
mpus, Tokyo, Japan) inflamasyon, édem ve ko-
jesyon acisindan 0-6 arasi puan verilerek deger-
lendirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

istatistiksel analizler SPSS for Windows 15.0
software package (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
USA) programi kullanilarak yapildi. Parametre-
lerin normal dagihma uygunlugu Shapiro Wilks
Testi ile degerlendirildi. Sonuclar ortalama
+standart sapma (SEM) olarak verildi. Normal
dagihm gosteren parametreler icin Anova testi,
anormal dagihm gdsterenler igin ise nonpara-
metrik Kruskal-Wallis testi kullanildi. ikili grup-
larin karsilastiriimasi ise Mann-Whitney U testi
ile yapildi. p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

statistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
spinal travmaile eszamanl 0. Saatte verilen DNT
grubunda inlamasyon en az gorildi (p=0.02).
Dantrolen 4. Saatte verilen grupta inflamasyon
kontrol grubuna goére anlamli olarak yuksek-
ti. Yine ayni sekilde DNT 0. Saat verilen grupta
0dem en az izlendi. Dantrolen 1 ve 4. Saatte ve-
rilen (4 ve 5. Grup) gruplarda kontrol grubuna
gore 6dem anlamli derecede yuksekti, sirasiy-
la (p=0.001 ve p=0.000). Konjesyon agisindan
bakildiginda 2 ve 3. gruplar arasinda fark yoktu
(p=1.0). Ancak dantrolen 1 ve 4. saatte verilen
gruplarda konjesyon belirgin derecede yiksek-
ti(p=0.001 ve p=0.000) (Tablo 1, Grafik 1).

Tablo 1: Deney gruplarinda MDA, GSH ve NO icin kan ve

dokunun histopatolojik ve biyokimyasal degerleri
(Ortalama = SD).

Konjesyon

Biyokimya
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Grafik 1: Tum gruplarda mesanede inflamasyon, 6dem
ve konjesyon’un karsilastiriimasi
ST: Spinal travma DNT: Dantrolene
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Kan biyokimyasi incelendiginde; spinal travma
sonrasi MDA dlzeylerinde artma oldugu, an-
cak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gorildi(p=0.31). Travma sonrasi artan MDA se-
viyelerini azaltmada her 3 DNT grubu arasinda
fark yoktu(Tablo1). Spinal travma sonrasi kanda
GSH seviyesinin kontrol grubuna gore azaldi-
g1 goruldu. Ancak azalan bu GSH seviyelerini
yukseltmede DNT'nin tiim tedavi zamanlarinin
basarili olmadigi gorildu. Spinal travma sonrasi
kan NO diizeyinde kontrol grubuna gore belir-
gin yukseklik vardi, ancak bu yukseklik tim te-
davi gruplarinda ilerleyen zamanda da devam
etti: 2, 3,4 ve 5. gruplarda NO seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu(p=0.2).
(Tablo 1, Grafik 2).

Grafik 2: Tim gruplarda kan MDA, GSH ve NO diizeyleri-
nin karsilastiriimasi

ST: Spinal travma DNT: Dantrolen, MDA: Malondialde-
hid, GSH: Glutatyon, NO: Nitrik oksit.
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Travma sonrasi mesane dokusunda artan MDA
diizeyleri, DNT 0. Saatten baslayarak DNT 4. Sa-
atte verilen grupta en disuk seviyelere inmistir.
Ancak tum gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark cikmamistir(p=0.07). Mesane dokusunda-
ki GSH dizeylerine bakildiginda en yuksek de-
der 4. grupta goriilmds, fakat bu da istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0.09). Spinal

travmadan sonra mesane dokusunda NO hafif
derecede artmakla birlikte; tim gruplar arasin-
da anlamh fark gozlenmedi(p=0.31) (Tablo 1,
Grafik 3).

Grafik 3: Tum gruplarda mesane MDA, GSH ve NO diizey-
lerinin karsilastirilmasi

ST: Spinal travma DNT: Dantrolen, MDA: Malondialde-
hid, GSH: Glutatyon, NO: Nitrik oksit
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TARTISMA

Spinal kord travmalari hala gliniimuzde 6nem-
li bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikma-
ya devam etmektedir. Literature bakildiginda
Amerika Birlesik Devletlerinde yilda kabaca
12.000 yeni spinal travma vakasi gértilmektedir
(22). Spinal kord yaralanmasi sonrasi hastalarda
ciddi norolojik hasar ve multiple organ disfonk-
siyonlar ortaya cikmaktadir (23,24). Travma-
da primer hasar spinal kordda olmakla birlikte
bircok hastada norojenik hasar sonucu siste-
mik inflamatuar yanit sendromuna bagh olarak
uzak organlarda fonksiyon bozukluklar ortaya
cikmaktadir. Bunlardan bazilari kardiyovaskuler
sistem bozukluguna baglh ortostatik hipotan-
siyon, otonomik disrefleksi, pulmoner &dem,
iskelet kaslarinda spastisite ve atrofi, nérojenik
barsak disfonksiyonu, triner sistem komplikas-
yonu olarak norojenik mesane, bdbrek hasar
ve Uriner sistem enfeksiyonudur (23). Sistemik
inflamatuar yanit sendromunun olugmasinda
sUphesiz oksidatif stresin rolt blyuktdlr. Bu sis-
temik inflamatuar cevabin inhibe edilmesiyle
norojenik hasarin iyilesmesine katkida bulunu-
labilir. Dantrolen gliniimiizde bu amacla kulla-
nilmaktadir (23). Ryanodin reseptdr antagonisti
olan dantrolen kalsiyumun hcre ici salinimini
bloke ederek anti-inflamatuar ve néroprotektif
etki gosterir (25). Bu tur spinal travmalarda has-
taya yapilan erken midahale ve tedaviler ileride
gelisebilecek sekelleri en aza indirmektedir. Bu
calismada dantrolenin zamana bagl koruyucu
etkileri arastirildi. Calismamizda travmayla es



zamanh erken dénemde verilen dantrolenin
mesanedeki inflamasyon ve 6demi azaltmada
daha etkili oldugunu gorduk. Torres ve ark. lar
da dantrolen 10 mg ile yaptiklari ¢calismalarinda
spinal travma sonrasi rat mesanesinde hemoraji
ve inflamasyonun belirgin derecede azaldigini
gostermislerdir (26). Spinal kord travmasi son-
rasi ortaya cikan lipid peroksidasyonu noronal
dejenerasyon olusumun tetikleyen 6nemli me-
kanizmalardan biridir. Lipid peroksidasyonun
onlenmesi norolojik iyilesme igin iyi bir goster-
ge olabilir. Malondialdehid reaktif oksijen radi-
kallerinin membran lipidlerini parcalamasiyla
ortaya cikar, bu nedenle MDA dl¢imi lipid pe-
roksidasyonunun énemli bir gostergesidir (27).

Aslan ve ark. lan tavsanlar lzerinde yaptikla-
rn ¢alisma dantrolenin spinal kord yaralanmasi
sonrasi ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonunu
onledigini ve enzimatik-nonenzimatik defans
mekanizmasini  gliclendirdigini  gdstermistir
(27). Biz de calismamizda travma sonrasi MDA
dizeylerinin kan ve mesane dokusunda hafif
derecede arttigini gozlemledik, ancak bu artis
istatistiksel olarak anlaml degildi. Dantrolen 4.
saatte verilen tedavi grubunda MDA seviyesi en
dusuk olarak gozlendi.

Glutatyon 6nemli bir hiicre ici antioksidan olup
thiol iceren bir tripeptiddir. Oksidatif stres son-
rasi GSH seviyelerinin azaldigi bilinmektedir.
Ates ve ark. lar spinal kord yaralanmasi yap-
tiklar  hayvan modelinde metilprednizolon
tedavisiyle GSH seviyelerinde anlaml bir artis
saptamislardir (28). Ancak biz calismamizda
mesane dokusunda GSH diizeylerinde hafif bir
anlamli olmayan artma, kanda da hafif bir azal-
ma izledik. Aslan ve ark. lari da calismalarinda
spinal travma sonrasi spinal kord dokusunda ve
serebro-spinal sivida GSH seviyelerinde anlamh
bir artis olmadigini rapor etmistir (27). Biz dant-
rolen 1 ve 4. saatte verilen tedavi gruplarinda
mesane dokusunda hafif diizeyde bir GSH artisi
izledik, ancak bu istatistiksel olarak anlaml de-
gildi.

Nitrik oksit inorganik serbest radikal bir gaz mo-
lekaludur ve nitrik oksit sentaz enzimiyle L-argi-
ninden sentezlenir (29). Nitrik oksitin hem anti-
oksidan hem de prooksidan 6zelliklere ilaveten
lipid peroksidasyonuyla ilgili de zincir kirici bir
ozelligi vardir(30). Nitrik oksitin asir yukselmesi
dokular icin zararli olabilir (30,31).
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Yapilan bir calismada spinal kord travmasi son-
rasinda metilprednizolon verilen bir grupta NO
seviyelerinde anlamli bir diisme saptanmistir
(28).

Yine tavsanlar Uzerinde yapilan bir ¢alismada
spinal travma sonrasi DNT verilen grupta kan
ve serebro-spinal sivi arasinda NO dizeyleri
arasinda anlamli farkhlik bulunamamistir (27).
Biz de calismamizda spinal travma sonrasi NO
diizeylerinin kanda hafif-orta derecede yuksel-
digini, ancak bu yuksekligin DNT tim tedavi
gruplarinda ayni sekilde devam ettigini gozle-
dik. Mesane dokusunda ise travma sonrasi NO’
in arttigini, DNT 1 ve 4. Saatte verilen gruplarda
disme egilimi gostererek kontrol grubundan
daha alt seviyelere indigini gordiik, ancak ista-
tistiksel olarak anlamli degildi.

Ozetle; spinal travma sonrasi erken dénem-
de verilen DNT’ nin mesanede inflamasyon ve
O0demi azaltabildigi gortldu. Ancak travma son-
rasinda kanda azalan GSH seviyelerini normale
yaklastirmada etkin olmadigi g6zlendi. MDA ve
NO seviyelerinin normalizasyonunda ise kis-
men faydali oldugu sdylenebilir. Histopatolojik
olarak da spinal kord yaralanmasi sonrasi erken
verilen DNT tedavisi (0 ve 1. saat) bozulmus me-
sane morfolojisini diizeltmede yardimci olabilir.
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