T.C.
HACETTEPE UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
NOROSIRURJI ANABILIM DALI

SICAN SPINAL KORD HASARI MODELINDE
IZOALANTOLAKTON’UN
NOROINFLAMASYON UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Dr. Basel TARAZI
UZMANLIK TEZi

Olarak Hazirlanmistir

ANKARA
2019



T.C.
HACETTEPE UNiVERSITESI
TIP FAKULTESI
NOROSIRURJI ANABILIM DALI

SICAN SPINAL KORD HASARI MODELINDE
IZOALANTOLAKTON’UN
NOROINFLAMASYON UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Basel TARAZI

Tez Danismani

Prof.Dr. Melike MUT ASKUN

ANKARA
2019



TESEKKUR

Tez ¢alismam sirasinda kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri ile bana yol gdsterici ve

destek olan degerli hocam Prof. Dr. Melike Mut Askun’a saygi, sevgi ve slikranlarimi sunarim.

Uzmanlik egitimim boyunca bilimsel, mesleki ve sosyal deneyimlerini benimle
paylasan, milkkemmel bir ¢alisma ortami saglayan, cerrahi prensip ve mesleki 6zgiivenimin
olusmasinda biiyiik emegi olan, yaninda ¢alismaktan onur duydugum Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dali Baskan1 Sayin Prof. Dr. Servet inci ve degerli 6gretim
tiyeleri Sayin Prof. Dr. Mustafa Berker, Sayin Prof. Dr. Atilla Akbay, Sayimn Prof. Dr. Halil Kamil
Oge, Saym Prof. Dr. Burcak Bilginer, Yard. Dog. Dr. Ahmet Ilkay Isikay’a tesekkiirlerimi

sunarim.

Ayrica, egitimim boyunca beraber calistigim biitiin aragtirma gorevlisi arkadaglarima
tesekkiir ederim. Bu ¢alismanin hayata gegirilmesi i¢in gerekli altyap: ve teknik destegi saglayan
Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitlisii 6gretim iiyelerine, bu g¢alismanin uygulanmasi
esnasinda benden desteklerini esirgemeyen Bio. Dr. Canan Cakir Aktas’a , Patoloji anabilim dal
baskani Prof. Dr. Figen Soylemezoglu, Norosiriirji Arastirma Gorevlileri Dr. Alaeddin Acar, Dr.
Beyler Beylerov, Dr. Siyar Bahadir, Dr. M. Enes Giirses, Dr. Can Eker, Dr. Yakup Altug ve
teknisyen Mesut Firat’a, degerli Dog. Dr. Ercan Bal’a, Uzman Dr. Sahin Hanalioglu’ya tesekkiir

ederim.

Tiim uzmanlik hayatim boyunca her kosulda yanimda olan, higbir destegini
esirgemeyen, yasadigim tiim zorluklara beraber goglis gerdigimiz, hayatimin her anina deger
katan, cogu zaman meslegim geregi ihmal etmek zorunda kaldigim ¢ok sevgili esim Rose Marji
Tarazi ve biricik kizim Katerina Tarazi’ye, hayatimin ilk 6gretmenleri ve yol gostericileri olan,
tiim hayatim boyunca higbir fedakarliktan kagimmayan, hayattaki en biiylik servetin bilim ve
egitim olduguna inanan degerli babam Isa Tarazi ve annem Ghada Tarazi’ye, uzun egitim
hayatim boyunca, yanlarinda olamadigim, dertlerime ve mutluliklarima ortak olan, agabeylerim
Mohannad ve Hussam Tarazi’ye ve degerli kardesim Majd Tarazi’ye destekleri i¢in sonsuz
tesekkiirler ediyorum.

Tezimi degerli biricik kizima ithaf ediyorum



OZET

Tarazi B. Sican spinal kord hasar1 modelinde Izo-alantolakton’un néroinflamasyon iizerine
etkilerinin incelenmesi , Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Norosiriirji Anabilim Dah,

Ankara, Agustos 2019

Giris ve amag: Spinal kord hasar1 (SKH) birgok viicut fonksiyonunu etkileyen kompleks ve
yikict bir durumdur. Spinal kord travmasindan sonra, hasar olusumunu takiben ilk 24 saatte
serbest oksijen radikallerinin iiretimi, mitokondri fonksiyonlarimin bozulmasi ve hasarli
hiicrelerdeki (mikroglia, astrosit, ndron) potasyum ve genetik materyalin hiicre disina ¢ikmasi ile
omurilik dokusunun Ozellesmis makrofajlart olan mikroglialar aktiflesir. Prostaglandin E2,
cyclooxygenase 2 (COX2), nitrooksidase (INOS) ve aktiflesen mikroglialar tarafindan TNF-o,
IL-1B, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler salgilanir. Ozetle, inflamasyon siirecinde gorevli
molekiiler yolaklar aktive olur. Giiniimiizde temel tedaviler, bu hastalarin hastaneye basvurmasi,
tan1 konmasi ve tedavilerinin baslamasina kadar gegen siirecte, ikincil hasarin azaltilmasi
iizerinedir.

[zoalantolakton (IAL), genis biyolojik aktiviteye sahip yeni nesil bir ilagtir. Yapilan ¢aligmalarda
izoalantolakton’un antibakteriyel, antiinflamatuar ve antiapoptotik etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica sican travmatik beyin hasari modelinde noroprotektif etkisi gosterilmesine
ragmen, travmatik spinal kord hasarinda bu ilacin etki mekanizmasini agiklayan bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu calismada, spinal kord travmasi modelinde intraperitoneal olarak siganlara enjekte edilen
[zoalantolakton (IAL)’un travmadan 24 saat sonra noroinflamasyon iizerine etkilerinin
incelenmesi ve sik kullanilan bir anti-inflamatuar ila¢ olan metilprednizolon ile etkilerinin
karsilastirilmas1 amaglanmustir. 24. saatin sonunda post travmatik norolojik degerlendirme yapilip
sakrifiye edilmistir. Daha sonra TNF-o, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler spinal kord
dokusunda ELISA yontemi, IL-6, CD3, Mikroglia (lba-1) ve Makrofaj (F4/80) antikorlar,
imminohistokimya yontemi ile incelenip, kontrol gruplaryla karsilastirilmistir. Ayrica
inflamatuar mediatorlerin sentezinden sorumlu olan transkripsiyon faktoérii NF-xB’nin alt birimi

olan NF-«B p65, immiinohistokimyasal yontem ile incelenmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada her grupta 8 adet (n==8) olacak sekilde toplam 32 adet erkek Wistar

sigan kullanilmistir. Gruplar Sham grubu, travma grubu, travma ve Metilprednizolon uygulanan



grup, travma ve Izoalantolakton uygulanan grup olmak iizere 4 gruba ayrilmustir. Siganlara
ketamin / xylazine anestezisi altinda 10 cm yiikseklikten 15 gr serbest agirlik diistiriilerek spinal
travma modeli olusturulmustur. Travmadan yarim saat sonra bir gruba tek doz intraperitoneal 20
mg/kg Izoalantolakton , kontrol gruplarina ise intraperitoneal yolla serum fizyolojik veya 60
mg/kg Metilprednizolon intraperitoneal uygulanmistir. Tiim gruplarin sakrifiye edilmesinden
once davranis deneyleri yapilmis, 24. saatin sonunda sicanlar sakrifiye edilerek gruplar arasinda

spinal dokularindaki histopatolojik ve immunhistokimyasal bulgular karsilastiriimistir.

Bulgular: Izoalantolakton (IAL), travmatik spinal kord hasarinda inflamasyonu cesitli yollarla
azaltmaktadir, bunlardan birisi NF-kB yolagidir. IAL kullanarak spinal kord hasarinda norolojik
olarak anlamli bir iyilesme ve diizelme saglandigi (p<<0,0001) saptanmustir. |AL verilen grupta
diger gruplara gore NF-«xB isaretli total hiicre sayisi azalmistir (p<0,0001). IAL, NF-xB yolag1
iizerinden gelisen noro-inflamasyonu inhibe edici etkisi gosterilmistir. IAL verilen grupta doku
TNF-a ve IL-6 diizeyleri travma, ve Sham gruplarina gore azalmistir (p<0,002), Ancak bu bulgu
MPZ alan travma grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir (p=0,068). Bu durumun
orneklem sayisinin yetersizliginden kaynaklandigi disiiniilmiistiir. 1AL verilen grupta IL-6 ve
TNF-a salinimi anlamli olarak azalmistir (p=0,002). Iba-1 ve F4/80 ile mikroglial ve makrofaj
hiicreler degerlendirildiginde, IAL etkisi altinda mikroglia aktivasyonu ve makrofaj gdg¢iiniin
anlamli olarak azaldigi goriilmektedir (p=0,0025), (p=0,0363). IAL nin travma sonrasi gelisen
mikroglia aktivasyonunu baskilamak yoluyla noéro-inflamasyonu azaltan etkileri gosterilmistir
(p<0,0001), CD3 + T lenfositler 1AL ile anlamli olarak azalmistir (p=0,0084). IAL histopatolojik
olarak travma sonrasi 6demi belirgin olarak azaltmistir. Ayrica ndrodejeneratif goriiniimdeki

hiicre sayisinda travma grubuyla karsilagtirildiginda bir diisiise sebep oldugu da anlasilmistir.

Sonuc¢: Sonug olarak TAL orta siddette spinal travmaya bagli noro-inflamasyonda, makrofaj,
mikroglia aktivasyonu ve NF-«B yolagini inhibe ederek norolojik fonksiyonlarda diizelmeye

katki saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Spinal kord hasar;, Metilprednizolon, Izoalantolakton, NF-xB,

noroinflamasyon

Bu ¢alisma THD-2019-18109 nolu proje koduyla Hacettepe BAP birimi tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Tarazi B. Investigation of antiinflammatory effects of isoalantolactone on experimental
traumatic spinal cord injury model in rats

Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Neurosurgery, Ankara, 2019.

Introduction & Objectives: Spinal cord injury (SCI) is a complex and destructive condition that
affects many body functions. After the spinal cord trauma, the production of free oxygen radicals
in the first 24 hours following the occurrence of damage, disruption of mitochondrial function,
and the release of potassium and genetic material from damaged cells (microglia, astrocytes,
neurons). Activation of microglial cells in the damaged spinal cord tissue in which trigger the
releasing of Pro-inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1pB, IL-6, also secreted prostaglandin
E2, cyclooxygenase 2 (COX2), Nitro-oxidase (INOS) and activated microglial cells increase the
inflammatory cascade. In summary, the pathways of the molecules involved in the inflammation
process are activated. Nowadays, the main treatments are about reducing the secondary damage
in the process of admission, diagnosis and treatment of these patients.

Isoalantolactone (IAL), is a new generation drug with broad biological activity. Studies have
shown that isoalantolactone has antibacterial, anti-inflammatory and antiapoptotic effect. In
addition, although neuroprotective effect has been demonstrated in rat traumatic brain injury
model, there is no study explaining the mechanism of action of this drug in traumatic spinal cord
injury. The aim of this study was to investigate the effects of isoalantolactone (IAL) injected
intraperitoneally into rats in the spinal cord trauma model on neuroinflammation 24 hours after
the trauma and to compare its effects with the commonly used anti-inflammatory drug
methylprednisolone. At the end of the 24th hour, post-traumatic neurological evaluation was
performed and sacrificed. Then, proinflammatory cytokines such as TNF-a, IL-6 were examined
by ELISA method, IL-6, CD3, Micorglia (Iba-1) and Macrophage (F4 / 80) antibodies in spinal
cord tissue and compared with control groups. In addition, the subunit of the transcription factor
NF-xB, which is responsible for the synthesis of inflammatory mediators, was examined by NF-

«kB-p65 immunohistochemistry method. This allowed us to evaluate the course of inflammation.

Material & Methods: A total of 32 male Wistar rats (n = 8) were used in the study. The groups
were divided into four groups as sham group, trauma group, trauma and methylprednisolone
group, trauma and isoalantolactone (IAL) group. Spinal trauma model was created by dropping

15 gr free weight from 10 cm height under ketamine / xylazine anesthesia to rats. Half an hour



vii

after trauma, a single dose of 20 mg / kg isoalantolactone was administered intraperitoneally, and
control groups received intraperitoneal saline or 60 mg / kg methylprednisolone intraperitoneally.
Behavioral experiments were performed in all groups before sacrification. At the end of 24th
hour, rats were sacrificed and histopathological and immunhistochemical findings of spinal

tissues were compared between groups

Findings: Isoalantolactone (IAL) reduces inflammation in various ways in traumatic spinal cord
injury, one of which is the NF-xB pathway. Using IAL, neurologically significant improvement
was achieved in spinal cord injury (p<0.0001). In the IAL group, the total number of NF-kB-
labeled cells decreased compared to the other groups (p<0.0001). According to these findings, the
neuroinflammatory pathway developed over the NF-kB pathway in the rat spinal cord trauma
model was shown. IAL has been shown to inhibit neuroinflammation through the NF-«xB
pathway. Tissue TNF-a, IL-6 levels were decreased in the IAL group (p<0.002), but not
statistically significant (p=0.068). IL-6 and TNF-a secretion were significantly decreased in the
IAL group (p=0.002). When microglial and macrophage cells were evaluated with Iba-1 and
F4/80, it was seen that microglial and macrophage migration with IAL was significantly less
(p=0.0025), (p=0.0363). IAL has been shown to reduce neuroinflammation by suppressing
microglia activation after trauma. (p<0.0001), CD3 + T lymphocytes were significantly reduced
by IAL (p=0.0084). IAL significantly reduced post-traumatic edema histopathologically. It also

reduced the number of neurodegenerative cells compared to the trauma group.

Conclusion: In conclusion, Isoalantolactone (IAL) contributed to improvement of neurological
functions in moderate spinal cord injury by inhibiting macrophage, microglial activation and NF-

kB pathway of the neuroinflammation process.

Keywords:  Traumatic Spinal Cord injury, methylprednisolone, Isoalantolactone,

neuroinflammation, NF-«xB .
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1.GIRIS

Spinal kord Hasar1 (SKH) bir¢ok viicut fonksiyonunu etkileyen kompleks ve yikic1 bir
durumdur. Yaralanmaya sekonder gelisen tibbi komplikasyonlar hayati tehdit eden, ciddi
mortalite ve morbiditeye sebep olmaktadir. SKH bireyleri sosyal, ekonomik ve psikolojik yonden
olumsuz etkilemekte, yasam kalitesi ve glinliik yasam aktiviteleri bozmaktadir [1,2]. Spinal kord
travmasindan sonra, hiicrelerin verdigi yanit ve aktiflesen molekiiler yolaklar hasar olusumundan
sonra gegen siireye bagli olarak farklilik gostermektedir. Hasar olusumunu takiben ilk 24 saatte
serbest oksijen radikallerinin iiretimi, mitokondri fonksiyonlarimin bozulmasi ve hasarl
hiicrelerdeki (mikroglia, astrosit, noron) potasyum ve genetik materyalin hiicre disina ¢ikmasi ile
omurilik dokusunun 06zellesmis makrofajlart olan mikroglialar aktiflesir. Prostaglandin E2,
Cyclooxygenase 2 (COX2), Nitrooksidase (INOS) ve aktiflesen mikroglialar tarafindan TNF-o,
IL-1B, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler salgilanir.

Inflamatuar yanit ile hasarin ¢evre dokuya yayilimi engellenir. Akut dénemin ardindan
dogal bagisiklik sistemi, birincil hasar sonucu meydana gelen hiicre 6liimii sonucu, 1s1 sok
proteinleri, iirik asit, ATP, potasyum ve niikleik asitler gibi patojenlere bagli enfeksiyon kaynakli
olmayan steril inflamasyonda, hasarli hiicreler tarafindan salinan ve inflamatuar yaniti baglatan
NF-«B sinyal yolagi tarafindan aktive edilir.

Nuclear factor-kappa B (NF-xB) sinyal yolagi, akut noroinflamasyon ve hiicre hasarinda énemli
rol oynamaktadir. Normal hiicre sitoplazmasinda bulunan (NF-kB), inhibitor kappa B (1-kB) ile
bagli oldugu i¢in inaktif formdadir, hasar ve inflamasyon sonrasi sitokinlerin tetiklemesine bagli
olarak I-kB degrade olup, (NF-xB) hiicre sitoplazmasindan niikleusa transloke olur. Hiicrenin
DNA’sima baglanip inflamasyon ve apaptozu uyaran TNF-g, IL-1b, IL-16, INOS (COX-2) gibi

sitokinlerin gen kodlarin1 transkribe eder [3.4,5].

Spinal kord hasarinda en etkin tedavi, kaginilmaz olarak ¢arpma etkisiyle baglayan ikincil hasarin
onlenmesidir. Bu amagla pek ¢ok ila¢ hayvan caligmalarinda denenmis ve 6énemli bir kismi etkin
bulunmustur. Bu ilaglarin bazilar1 klinik c¢alismalarda denenmis, ancak insanda etkinligi
ispatlanamamustir. Sadece metilprednisolon klinik pratikte uygulanmaya baglanmistir. Ancak son

yillarda bu ilacin etkinligi konusunda ciddi tartismalar olmaktadir. Omurilik yaralanmasinda



ikincil hasarin Onlenmesi i¢in hedefler: glutamaterjik, kolinerjik ve ketakolaminerjik
norotransmisyon sistemleri, serbest radikal liretimi, lipid peroksidasyon, kalsiyum ve diger iyon
kanallari, biiyime faktorleri, norotrofik faktorler, inflamasyon prosesi, endojen opioid
reseptorleri, enzimler, apopitotik hiicre 6liimii ve rejenerasyon mekanizmalaridir.

Son yillarda, yeni kullanilmaya baslanan izoalantolakton (IAL), yeni nesil giiglii ve selektif bir
NF-kB sinyal yolagi antagonistidir. Anula helenium'un koklerinden izole edilen ve genis
biyolojik aktiviteye sahip olan bir ilagtir, Anti-inflamatuar, antibakteriyel ve antiapoptotik etkileri
bulunmustur. Ayrica si¢an travmatik beyin hasar modelinde noéroprotektif etkisi gosterilmesine
ragmen travmatik spinal kord hasarinda bu ilacin etki mekanizmalarini aydinlatmak i¢in baska
caligmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir [6,8].

Onceki yapilan arastirmalara gore izoalantolakton antibakteriyel, antienflamatuar ve
antiapopitotik etkisi bulunmustur, ayrica Sigan travmatik beyin hasar modelinde noéroprotektif
etkisi gosterilmesine ragmen travmatik spinal kord hasarinda bu ilacin etki mekanizmalarini
aydinlatmak i¢in baska ¢aligmalara da ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada anti-inflamatuar
etkisi sepsis, akciger hasari, dermatit, travmatik beyin hasar1 gibi patolojilerde gosterilmis olan
IAL’nin travmatik spinal kord hasarinda antiinflamatuar ve ndroprotektif etkilerinin incelenmesi

amaglanmistir [9,10,11].

2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Travmatik Spinal kord Hasari: Tarihcesi

Spinal kord hasar1 ¢agdas toplumu fiziksel, psikolojik, sosyal ve ekonomik acidan
derinden etkileyen, ciddi harap edici bir ndrolojik sorunu olmasi ve diinyasal kabul géren bir
tedavi protokoliiniin diizenlenememis olmasi nedeniyle halen 6nemli bir sorundur[13]. Spinal

kordun hasarinin tan1 ve tedavisi hakkinda ¢alismalar antik doneme kadar uzanmaktadir[14].

Vertebral ve Omurlilik hasarlar1 hakkinda ilk yazilan kayitlart 50,000 (bes bin) yil &nce eski
musirl doktor "Iimhotep" tarafindan yazildig: diisiiniilen "Edwin Smith" cerrahi papiriisiidiir. S6z

konusu belgede farkli olgular degerlendirilmekte ve hastalar “tedavi edilebilecek olgular”,



“tedavi  edilmeye ¢aba  gosterilmesi  gerekenler” ve “umutsuz  olgular”  olarak

siniflandirilmaktadir[15].

Tedavisi umutsuz olgularin klinigi glinlimiizde komplet omurilik lezyonu tanimina
uymaktadir: “Boynunda bir ¢ikigi olup kollarmi ve bacaklarini fark etmeyen, ereksiyon ve
spontan ejakulasyonu olan, idrarin1 damla damla yapan, gozleri kizarmis, eti riizgarlanmis olgu
umutsuz olgudur, tedavisi basarilamaz”[16]. Hipokrat ve Galen donemine kadar 6nemli bir
gelisme s6z konusu degildir, o donemde, Hipokrat paraplejiyi tarif etmistir, ancak omurilik
fonksiyonunu agiklamaktan daha cok, travma sonrasi omurga deformitelerinin diizeltilmesi
amaciyla traksiyon uygulanmasini1 saglamistir. Galen ise deneysel olarak kesilen medulla spinalis
segmentinin altinda duyu ve hareket kayb1 oldugunu sdylemistir.[17,18] Egeli Paulus (625-690)
traksiyon ile omurilik hasarinin 6nlenemeyecegini diisinmiis ve ilk defa dekompresif cerrahi
fikrini ortaya koymustur. 20. yilizyila kadar spinal hasarma yaygin olarak cerrahi olmayan
konservatif yaklasim tercih edilmesine karsin, Paulusun dekompresif cerrahi fikrine dayanarak
uygulanan cerrahi girisimlerde gelisimini devam ettirmistir.[19] Bu ¢aga kadar insan spinal kord
hasarmi taklit edebilecek, tan1 ve tedavide gelismeler saglanmasinda yardimer olacak, birgok
deneysel spinal kord hasarina modeli gelistirilmistir. 1911 senesinde Allen; kdpeklerde
laminektomi sonrast omurilik {iizerine agirhik dislirerek kontlizyon tipi omurilik hasar
olusturmustur ve uygulanan myelotominin ve posttravmatik hematomyelinin kaldirilmasinin
norolojik fonksiyonlarda iyilesme sagladigint ortaya koymustur, ayrica sekonder hasar

konseptinin de onciiliiglinii yapmuistir.[20]

1978 senesinde Tator ve Rivlin tarafindan klip kompresyon modeli gelistirilmistir,
omurilik ¢esitli zaman araliklarinda anevrizma klipleri ile klibe edilmekte ve bu sayede degisik
miktarlarda travma olusturulabilmektedir. Bu modelde klip kapanma giicii ve kompresyon siiresi
degistirilerek istenen siddette yaralanma olusturulabilmektedir. Bu modelin avantaji omuriligin
tamamini travmaya maruz birakmasi ve ayn1 zamanda iskemiye yol agmasidir ki bu da insanlarda
meydana gelen travma sonrasi omurilik yaralanmasina benzer bir model olmasini saglamaktadir.

Bu modellerle birlikte bir¢ok deneysel omurilik hasar modeli gelistirilmistir.[21]



2.2. SPINAL KORD ILE ILGILI TEMEL BIiLGILER

2.2.1. SPINAL KORD EMBRIiYOLOJIiSI

Embriyolojik hayatin 3. haftasinda sinir sistemi ektodermin kalinlagmasiyla gelisir.
Ektoderm altinda yer alan notokord ve mezodermin indiiklenmesiyle noral plak olusur.
Noral plaktan da noral tiip ve ndral krest gelisir (Sekil 2.1).

Noral tiip, santral sinir sistemine yani omurilik ve beyne farklilasirken, krista ndralis de
periferik sinir sistemine yani kraniyal ve spinal sinir ve otonom ganglionlara farklilagir.
Noroepitelyal hiicrelerden dista marjinal zon gelisir. Bu zondan medulla spinalisin beyaz
cevheri olusur. Omurilik duvarinda uzunlamasina s1g bir oluk olusur. Bu oluga sulcus
limitans ad1 verilir. Omuriligi ventral ve dorsal kisimlara ayirir. Dorsal kisma alar plak
(alar lamina), ventral kisima ise bazal plak (bazal lamina) denir. Alar plak kornu
posteriordaki gri cevheri meydana getirir. Bazal plak kornu anterior ve kornu lateralisteki
efferent nukleus gruplarini olusturur [22].

Neural plate border

Neural plate  Ectoderm
Convergence ——a> <o

Neural crest

Mesoderm
1 Notochord 2 .

Ectoderm
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Neural tube

Sekil 2.1. Spinal kord embriyolojisi



2.2.2. Spinal Kord Anatomisi

Spinal kord (omurilik) foramen magnumdan baslar ve eriskinde lumbar 1 vertebranin alt
kenar1 diizeyinde sonlanir (Sekil 2.2) . Canalis vertebralisin iist 2/3 kisminda yer alir ve dura
mater, arachnoidea mater ve pia mater isimli {i¢ zar ile ¢evrilidir. Spinal kordu ¢evreleyen
spatium subarachnoideumda bulunan beyin omurilik sivis1 (BOS) spinal kordu besleme ve

koruma gorevini tistlenir [23].
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Sekil 2.2. Spinal kord Anatomisi

Spinal kord servikal ve lomber bolgelerde iki adet genisleme gosterir. Bu genislemeler
intumescentia cervicalis ve intumescentia lumbosakralis olarak adlandirilir. Alt seviyelerde spinal
kord gittikce incelerek conus medullarisi olusturur. Conus medullaris’ in tepesinden pia materin
bir uzantist asagiya inerek coccyxin arka yiiziine yapisir ve filum terminale olarak adlandirilir.
Spinal kordda tiim uzunlugu boyunca radix anterior (motor) ve posterior (duysal) tarafindan
olusturulan 31 adet spinal sinir tutunur (Sekil 2.3).
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Spinal kord gri maddeden yapili substantia grisea olarak adlandirilan bir i¢ kisim ile ve bunu
cevreleyen substansia alba olarak adlandirilan dis tabakadan olusmustur. Substansia grisea sinir
hiicreleri ve uzantilari, noroglia ve kan damarlarindan olusurken substansia alba ilaveten

miyelinli sinir liflerinin daha fazla olmasi nedeniyle beyaz olarak goriiliir [23] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Spinal kord Aksiyal kesit

Spinal kordun zarlari ii¢ tanedir, Dura mater, spinal kordu c¢evreleyen fibroz yapida saglam bir
zardir. Ust seviyede foramen magnum araciligryla devam eder ve sakral 2 vertebranin alt kismina
kadar uzanarak filum terminalede sonlanr.

Arachnoidea mater, spinal kordu saran ince ve gegirgen olmayan bir zardir.

Pia materden BOS ile dolu bir bosluk olan spatium subarachnoideum ile ayrilir. Dura mater gibi
filum terminale seviyesinde sonlanir. Pia mater, spinal kordu sikica saran vaskiiler bir zardir.

Bilateral sinir kokleri arasinda kalinlasarak ligamentum denticulatumu olusturur. Bu bag laterale



dogru uzanarak arachnoid ve duraya yapisir ve omuriligin dural kilifin ortasinda asili kalmasini

saglar [23] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Spinal kord zarilar

2.2.3. spinal kordun vaskiiler yapisi

Spinal kord arteriyel kanini 6nde bir arteria spinalis anterior ve arkada iki arteria spinalis
posterior olmak {iizere {i¢ ince arterden alir. Posterior spinal arterler arteria vertebralislerden direkt
olarak veya arteria inferior posterior cerebellilerden indirekt olarak ¢ikarak spinal kordun arka
1/3 kismini beslerler. Anterior spinal arter kafatasi icinde her iki taraftaki arteria vertebralislerden
¢ikan arterlerin birlesmesi ile olusur ve spinal kordun 6n 2/3 kismin besler. Longitudinal olarak
uzanan anterior ve posterior spinal arterler her bir intervertebral delikte kiiclik segmental
arterlerle desteklenirler. Bir diger 6nemli besleyici arter olan arteria radicularis anterior magna
(Adamkiewicz arteri) aortadan alt torasik veya iist lomber diizeylerden tek tarafli olarak ¢ikar ve
cogunlukla spinal korda sol taraftan girer. Spinal kordun T8 ve konus medullaris arasinda kalan
alt 2/3 kismim besleyen ana kan kaynagidir. Orta torakal bolge ‘watershed zone’ olarak
adlandirilir ve beslenmesi nispeten azdir. Tek besleyicisi T4 ve TS5 seviyesindeki radikiiler
arterler oldugundan dolay1 bu bolge vaskiiler hasara daha yatkindir. Spinal kordun venleri ise
serebral venlere ve dural venoz siniislere agilan 6 adet kivrimli longitudinal kanala drene olurlar

[24] (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Spinal kordun vaskiiler yapisi

2.2.4. Spinal Kordun i¢ yapisi ve fizyolojisi

Omuriligin transvers kesiti incelendiginde gri ve beyaz maddeden olustugu goriilmektedir.

Gri madde (substantia grisea centralis): Gri maddenin her iki yaris1 hilal seklindedir ve

laterale yonelen konkavite ve gri komissur ile biitiin olarak H seklini alir. Koronal planda

santral kanaldan gecen hayali bir ¢izgi her iki hilal seklini boliimlere ayirir; anterior (ventral),
posterior (dorsal) kolonlar. Anterior kolon (kolumna anterior): One dogru yonelmis , genis,
dortgen seklindedir. Arka kismi taban, 6n kismi bas olarak adlandirilir. Torasik bolgede anterior
kolonun posterolaterali tiggen bir alan olusturarak lateral kolon adimi alir [25]. Posterior kolon
(kolumna posterior): Uzun ve silindiriktir, arka tarafa ve laterale dogru yonelir. Posterolateral
sulkustan ince bir ak madde tabakasi olan Lissauer traktusu ile ayrilir. Taban, boyun, bas ve
apeks kisimlarindan olusur. Gri madde lateral funikulusa dogru ¢ikintilar yaparak anterior ve
posterior kolonlar arasinda retikuler formasyon denilen bir ag sistemi olusturur [25]. Santral
kanal (kanalis santralis): Omurilik boyunca seyreder. Kanal oniindeki gri madde anterior gri
kommissur, arkasi ise posterior gri komissur olarak adlandirilir. Kanal medulla oblangatanin alt
kisminda ilerleyerek 4.ventrikiile acilir ve filum terminaleye ulasir. Konus medullarisin alt
boliimiinde fuziform bir genisleme ile terminal ventrikiilii olusturur (vertikal uzunluk 8-10 mm

dir ve bu ventrikiil 40 yas sonrasinda oblitere olur).

Medial kisim-anteromedial kolon: C4,C5 ve C8-L4 te daha belirgindir. L5-S1 de kaybolur

fakat S2, S3, S4 te tekrar belirir. Bunun arkasinda kii¢iik hiicrelerden olusan dorsomedial



kolon yer alir. Muhtemelen dorsal spinal kaslar1 destekler. Anterolateralde C4, C5, C6 ve

L2-S2 de olmak tizere iki grup yer alir. Posterolateral ise son 5 servikal, son 5 lumbar ve

tist sakral kisimlardadir. Santral kisim son 4 lumbar ve ilk 2 sakral segmentleri icerir. Bu

gruplar kol ve bacak kaslarini inerve eder [25].

Lateral kolon sinir hiicreleri: Torasik bolgede en belirgin olmak {izere retikuler formasyonun
anteriorunda tiim omurilik boyunca bir hat olarak izlenebilir. Bu kolonun hiicreleri fusiform veya
yildiz seklindedir. Sempatik sistemin preganglionik liflerine de katilir. Diger aksonlar anterior ve
lateral funikulusa gecerek longitudinal bir sekil alir.

Posterior kolon sinir hiicreleri: Dorsal nucleus posterior kolon tabaninin medialinde yer

alir. L2-L3 seviyesinde baslayarak T12 sinirinin karsisinda maksimum biiyiikliigiine ulasir. T9
seviyesinde ise kaybolur. Daginik hiicreler C3 sinirinin karsisinda bir araya gelerek servikal
nukleusu ve sakral bolgede sakral nukleusu olusturur. Oval sekilli hiicrelerin aksonlar1 ayni
tarafin lateral funikulusundan gegerek yukari dogru dorsal spinoserebellar fasikuluse uzanir.
Soliter hiicreler ise posterior kolona sa¢ilmis durumdadir. Bazilar1 gruplasarak posterior bazal
kolonu olusturur. Omuriligin gri madde boliimii, birkag ¢esit hiicre toplulugundan olusmustur.
Noron tipleri Nissl boyamasi ile boyanma 6zellikleri temel alinarak siniflandirilmis olup, ayni tip
ndronlarin genellikle gruplar halinde bir arada toplandiklar1 goriilmiistiir. Ak madde (substansia
alba) Ak madde silingerimsi bir ndroglia aginin igine gomiilmiis olan sinir hiicrelerinden
olusmustur ve anterior,lateral ve posterior olmak iizere 3 funikulusa ayrilir. Sinir liflerinin en
kiictikleri fasikulus gracilis(Lissauer traktusu) te yer alirken daha biiylik sinirler anterior

funikulustadir.

iki gruba ayrihrlar

1.grup; m.spinalisi beyine baglayarak impulslari iletenler.

2 grup; m.spinalisin farkli segmentlerini baglayanlar, intersegmental.

Funikuluslar inen ve ¢ikan yollar tarafindan olusturulmustur. Bu yollara fasikulus veya
traktus adi verilir. Funikulus anterior ve lateraliste inen (piramidal veya efferent) ve ¢ikan
(afferent) yollar bulunur. Funiculus posteriorda ise yalniz ¢ikan yollar yer alir. Afferent
yollarin ¢aprazlastig1 dekussasyo komissura alba anterior, fissura mediana anteriorun

hemen arkasindadir [25].
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2.3. Spinal kord Hasar1: Epidemiyoloji ve Insidansi

Spinal kord hasari ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar toplum sosyo-ekonomik yapis1 ve
calisma yontemlerindeki farkliliklardan dolay:r degisiklik gostermektedir. Amerika Birlesik

Devletleri’nde omurilik yaralanmasi insidans1 yaklasik olarak bir milyonda 40°dir [26].

Omurilik yaralanmast ile ilgili insidans oranlar1 ¢alismanin yapildig1 bolgeye gore degisiklikler
gostermektedir. Bu durum travma nedenleri ve sikligi gibi nedenlere, yapilan ¢aligmalardaki
yontemlere ve c¢alismaya dahil edilen ve edilmeyen hasta populasyonuna bagl olarak ortaya
cikmaktadir. 2,4:1 ile 4:1 arasinda degiskenlik gosteren kadin ve erkeklerde goriilme orani
saptanmustir. Spinal kord hasari nedenleri farkl cografi
bolgelere gore de degiskenlik gostermektedir [27]. Omurilik yaralanmalarinin en sik sebebi
trafik kazalar (%41), diismelerdir(%36). Norotravmanin nedenlerinden biri
de evde dismelerdir ve erkekler arasinda sik olarak izlenir. Avrupa ve Kuzey
Amerika istatistiklerine gore en yiliksek yaralanma oranlar1 16-30 yaslar1 arasindaki
popiilasyondadir. Giineydogu bdlgemizde yapilan ¢alismada yillik insidans milyonda 16,9 olup
erkek-kadin 5,8:1 olarak bulunmustur. Yaralanma nedeni olarak ise en

sik yliksekten diisme (%37,3) gosterilmistir[28,29]

Bizim iilkemizde yapilan caligmalar incelendiginde Karamehmetoglu ve ark [30], omurilik
yaralanmas1 insidansin1  bir milyon populasyonda Istanbul igin %21, kirsal alan ve
giineydogudaki sehirler i¢in %16,9 olarak bildirmislerdir. Spinal kord yaralanmasinin cinsiyet ve

yas dagilimi incelendiginde orta yaglarda ve erkeklerde daha fazla oldugu goriilmektedir.

Ulkemizde Karaca ve ark [31] tarafindan yapilan ¢alismada erkek/kadin oran1 2,571 ortalama yas
ise 35,5 +- 15,1 olarak bildirilmistir. Yas dagilimi g6z oniine alindiginda 20-29 ve 30-39 yas
arasinda yogunluk mevcuttur. Ayn1 ¢alismanin verilerinde etyolojik faktorler degerlendirildiginde
trafik kazalar1 %48.8, diisme %36.5, kesici delici alet yaralanmas1 %3.3, atesli silah ile yaralanma
%]1.9 oranlarinda karsimiza ¢ikmaktadir. Travma olus mekanizmasmin degismesi ya da
osteoporoz gibi altta yatan nedenlere bagli olarak ileri yaslarda diisme sonucu olan omurilik
hasar1 etyolojide ilk sirayr almakta ve bayanlarda daha sik olarak goriilmektedir. Omurilik
yaralanmalarinda en sik hasar servikal bolgede olmakta, bunu torakolomber ve lumbosakral

bolgeler izlemektedir [31].
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Lezyon seviyesi ile olusan hasar iliskilidir. Ust seviyedeki lezyonlar komplet, alt seviyelerdeki
lezyonlar inkomplet hasara neden olurlar. Zileli ve arkadaslarinin 1982-1997 yillar1 arasinda
kendi kliniklerine basvuran hastalarda yaptiklar1 ¢aligmada, servikal bolge travmasinda alt
servikalde travma goriilme oran1 %78.5, iist servikal bolgede travma goriilme oranm1 %21.5 olarak

tespit edilmistir [32]

2.4. Spinal kord hasarin klinik sinfilanmasi ve sendromlari

2.4.1. ASIA simiflanmasi

En giincel spinal kord hasarli hastalarin nérolojik muayenesinde ve siniflanmasinda, ASIA (The
American Spinal Injury Association) tarafindan belirlenen ISNCSCI (International Standards for
Neurological Classification of Spinal Cord Injury — Nérolojik ve Fonksiyonel Klasifikasyon igin
Uluslararasi Standartlar) onerilmektedir.

ASIA tarafindan gelistirilen bu 6lcek ¢esitli revizyonlara ugramis ve en son 2013 yilindaki halini

almistir. Bu versiyon Giindiiz ve ark. tarafindan Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir (Sekil 2.7) [33].

Hastanin Adi Soyadi

Formu Dolduran: Dr Tarih / Saat:

AS#'\ SPINAL KORD YARALANMASINDA NOROLOJIK ISCQ&

e SINIFLAMA iGIN ULUSLARARASI STANDARTLAR

MOTOR HAFIF iGNE DUYU
ANAHTAR KASLAR DOKUNMA BATIRMA ANAHTAR DUYU NOKTALARI
R L (skorlama arka sayfada) sag Sol Sag  Sol
c5 Dirsek fleksérleri c2
cé E1 bilegi ekstansérleri c3 b
c7 Dirsek ekstansorleri Cc4 2=normal
c8 Parmak fleksdrieri (orta parmak, distal falanks) o5 TE =test edilemiyor
T Parmak abduktdrleri (kiigiik parmak) cé
UST:;:IAR:AMITE D+D= D g;
(MAKSIMUM)  (25) (25) (50)
T1
Vorwr = “
: 3 s
T4 5]
2 vv‘
76 i
17
T8
79
T10
T11
T12
L1
L2
L3
L2 Kalga fleksérleri L4
L3 Diz ekstansdrleri L5
L4 Ayak bilei dorsifleksdrleri
L5 Uzun parmak ekstansérleri g; ¥ * ::c:TAR
81 Ayak bilegi plantar fleksérleri s3 NGETALARS
Istemli anal kontraksiyon S$4-5 i
s D I:l Derin anal duyu (evet/hayir)
é]‘ OO- E iGNE BATIRMA SKORU  (maks: 112)
ALT EKSTREMITE :
sttt Vo Y TOPLAM { - HAFIF DOKUNMA SKORU (maks: 112) 17,
(MAKSIMUM)  25) (25) (50) (MAKSIMUM) (56) (56) (56) (56)
NOROLOJIK SEVIYE sog Sol TEK KOMPLET YA DA INKOMPLET ? (sadece komplet yaralanmalarda) sag Sol
P T e | norotosik [ e e — PARSIVELKCRUNMEY. w1
ek s W | - SEVIYE ASIA BOZUKLUK SKALASI (ABS) [ erhans i nrvasyons oanen kv seve MOTOR T[]

REVOwT?
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Sekil 2.7. Spinal kord yaralanmasinda Norolojik siniflama dlgegi
Bu degerlendirme tedavi sec¢imi, iyilesmenin gézlenmesi, prognozun belirlenmesi ve klinisyenler
arasinda ortak bir dil olusturulmasi acisindan 6nemlidir[34]. Norolojik muayenenin 6nde gelen
iki komponenti hastanin motor ve duyu muayenesidir. Hastanin muayenesi hasta sirt iistii yatar
pozisyonda yapilir. Standartlara gore motor muayene i¢in sag ve solda 10’ar (bes iist, bes alt

ekstremite) adet olmak iizere anahtar kaslar belirlenmistir (Tablo 2.1).

Tablo 1. ASIA ISNCSCl’ye gore
anahtar kaslar

Seviye  Anahtar Kas

CSs Dirsek fleksorleri

cé El bilegi ekstansérleri

Cc7 Dirsek ekstansorleri

Cc8 Parmak fleksorleri

T Parmak abduktorleri (5. Parmak)
Kalca fleksorleri
Diz ekstansorleri
Ayak bilegi dorsifleksorleri

LS Basparmak ekstansérlen

51 Ayak bilegi plantar fleksorleri
Tablo 2.1. ASIA kas anahtarlari

Anahtar kas giicliniin muayenesinde degerlendirilecek eklem ASIA tarafindan belirlenmis
standart pozisyonda muayene edilir. Bu kaslarin glicii manuel olarak degerlendirilir ve 0-5

arasinda puanlanir (Tablo 2.2).
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Tablo 2. ASIA ISNCSCl’de kullanilan
kas giicii evrelemesi

Kas giicu
0 Total paralizi
1 Palpe edilebilir veya gortilebilir kontraksiyon

2 Aktif hareket, yer cekimi elemine edildiginde
tiim eklem hareket agikligini (EHA) tamamlar

3 Aktif hareket, yer cekimine karsi tium EHA’y1

tamamlar

4 Aktif hareket, yer cekimine ve orta dirence
karsi EHA’y1 tamamlar

5 (normal) Aktif hareket, tam dirence ve yer
cekimine karsi EHA’y1 tamamlar

o (normal) Aktif hareket, Agri vb. inhibe edici
fakeorler kaldinldiginda yeterli dirence ve yer
cekimine karsi EHA’yi1 tamamlar

NT Test edilemedi

Tablo 2.2. ASIA kas giicii degerlendirilmesi

ASIA bozukluk skalasinin 2013 yilindaki revizyonunda, formda sekil ve igerik yoOniinden
degisiklikler olmustur. Bu revizyonda norolojik seviye tanimi Onceki versiyonlara gore daha
ayritilt ve agik bicimde yer almistir[35]. Ancak, bu son revizyonun 6nceki versiyonlardan en

onemli farki, bu revizyonda anahtar olmayan kaslarin tanimlanmis olmasidir (Tablo 2.3).
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Tablo 3. Anahtar olmayan kaslar

Hareket Kok seviyesi
Omuz: Fleksiyon, ekstansiyon, abduksiyon, i¢ ve dis rotasyon (@)
Dirsek: Supinasyon
Dirsek: Pronasyon Ccé
El bilegi: Fleksiyon
Parmak: Proksimal eklemde flcksiyon, ekstansiyon c7
Basgparmak: Fleksiyon, ekstansiyon ve basparmak diizleminde abduksiyon
Parmak: MKP fleksiyon cs
Bagparmak: Oppozisyon, avuca dik abduksiyon
Parmak: 5. parmagin abduksiyonu T
Kalga: Adduksiyon
Kal¢a: Eksternal rotasyon
Kalga: Ekstansiyon, abduksiyon, intemal rotasyon L4
Diz: Fleksiyon
Ayak bilegi: Inversiyon ve eversiyon
Ayak parmag: Metatarsofalangeal ve interfalangeal eklem ekstansiyonu
Halluks ve ayak parmagi: DIP ve PIP fleksiyon ve abduksiyon LS
Ayak basparmak: Adduksiyon 51

Tablo 2.3. Anahtar olmayan Kaslar

Anahtar kaslar disinda, anahtar olmayan kaslar da ASIA seviyesinin belirlenmesinde (ASIA B
ve C ayrimi) kullanilmaktadir. Duyu muayenesi i¢in ise iki tarafta 28’er adet anahtar nokta

kullanilir (Tablo 2.4).



Tablo 4. Anahtar duyu noktalan
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Dermatom Bulundugu nokta

2

c

c4

cs

cé6

c7

cs

T

T4

5

T6

T8

T10

Duyu muayenesinde hafif dokunma ve pin-prick (igne batmasi) duyusu degerlendirilir. Her
dermatom ayr1 ayri1 standart noktalar iizerinden degerlendirilir. Duyu muayenesi sirasinda
hastadan gozlerini kapamasi istenir. Hafif dokunma duyusu bir par¢a pamugun, degerlendirilecek
bolgede ve yanakta 1 cm’lik bir alana degdirilmesi ile muayene edilir. Keskin/kiint ayrimi (igne
duyusu), ¢engelli igne yardimi ile muayene edilir. Cengelli ignenin, igne bulunan ucu ve yuvarlak
ucu cildin muayene edilecek noktalarina dokundurulur. Hastanin dokunuldugunu hissedip
hissetmedigi ve sivri/kiint ayrimin1 yapip yapamadigi degerlendirilir. Siipheli durumlarda bu

degerlendirme 10 kez yapilir ve verilen sekiz dogru cevap yeterli kabul edilir. Duyu muayeneleri

Oksipital protuberensin en az 1 cm laterali (veya kulagin 3 cm arkasi)
Supraklavikiiler fossa, orta klavikiiler hatta

Akromiyoklavikiiler eklem tizerinde

Antekiibital fossa lateral (radyal) kenari, dirsek cizgisinin hemen proksimali
Bagparmak proksimal falanksinin dorsal yiizii

Orta parmak proksimal falanksinin dorsal yiizii

Kii¢iik parmak proksimal falanksinin dorsal yiizii

Antekiibital fossa mediyal (ulnar) kenan, humerus mediyal epikondilinin hemen proksimali
Aksilla apeksi

Midklavikiiler hat iizerinde ve 3. interkostal aralikea (1A)

Midklavikiiler hat iizerinde ve 4. |A (meme ucu hizasi)

Midklavikiiler hat iizerinde ve 5. IA (T4 ve T6’nin orta noktasi)
Midklavikiiler hat iizerinde ve 6. IA (ksifosternum seviyesi)

Midklavikiiler hat tizerinde ve 7. IA (T6 ve T8'in orta noktasi)

Midklavikiiler hat tizerinde ve 8. IA (T6 ve T10’un orta noktast)
Midklavikiiler hat tizerinde ve 9. IA (T8 ve T10’un orta noktast)

Midklavikiiler hat iizerinde ve 10. IA (umblikus)

Tablo 2.4. Anahtar duyu noktalari

Tablo 5 ve Tablo 6’daki gibi puanlanir[36].
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Tablo 5. Hafif dokunma duyusunun puanlanmas:

0 Yok Hasta dogru veya giivenilir bicimde dokunmay tarif edemiyor.

1 Bozulmus Hasta dogru bir sekilde dokunuldugunu ifade ediyor, fakat yanaga dokunuldugundan farkh
oldugunu vurguluyor (daha fazla, daha az gibi)

2 Normal Hasta dogru bir sekilde dokunmay ifade ediyor ve yanak ile aym oldugunu séyliiyor

TE Test edilemeyen Herhangi bir nedenle tam olarak degerlendirilemiyor.

Tablo 2.5. Hafif dokunma duyusunun puanlanmast

Tablo 6. ignc duyusunun puanianmasi

0 Yok Hasta keskin ve kiint dokunma duyularini ayirt edememistir.

1 Bozulmus Hasta gengelli ignenin kiint ve sivri uglanni ayirt etmistir,
ancak yiiziindeki duyu ile test edilen bélge arasinda duyuda fark (az veya ¢ok hissetme) oldugunu
belirtmistir.

2 Normal Hasta gengelli ignenin kiint ve sivri uglanm dogru bicimde ayirt etmigtir,

test edilen nokta ile yiiz arasinda fark olmadigini belirtmistir.

TE Testedilemeyen Herhangi bir nedenle tam olarak degerlendirilemiyor.

Tablo 2.6. igne duyusunun puanlanmasi

Norolojik muayenenin tamamlanmasi i¢in, bu degerlendirmeler disinda istemli anal kontraksiyon
ve derin anal basing olup olmadig1 da muayene edilmelidir. Hastalar duyu ve motor muayeneler
yapilip norolojik seviye belirlendikten sonra ASIA (A, B, C, D ve E) olmak iizere bes smifta
incelenir. Sakral 4. ve 5. seviyede duysal veya motor hicbir fonksiyon korunmadiysa hasta ASIA

A olarak siniflanir.

S4-5 seviyesinde hafif dokunma, pin-prick veya derin anal basing duyularindan biri korunmus ve
motor seviyenin {i¢ seviye altinda motor korunum olmamissa, hasta duyusal inkomplet olarak
isimlendirilir ve ASIA B olarak smiflandirilir. Motor inkomplet olan hastalar ise en kaudal
seviyede motor korunum olan veya duyusal inkomplet olma kriterini karsilayip ipsilateral motor
seviyenin ligten daha fazla seviye altinda motor korunumu olan hastalara denir (motor

inkompletin belirlenmesinde anahtar olmayan kaslar da kullanilabilir).

Norolojik seviyenin altindaki anahtar kaslarin yarisindan azinin kas giicii {i¢ veya {istiinde ise o

hastalar ASIA C, bu anahtar kaslarin yaris1 veya yarisindan fazlasinin kas giicii li¢ veya lizerinde

ise ASIA D olarak siniflandirilir (Sekil 2.8).
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Sakral segmetlerde duysal ve motor - Komplet yaralanma ASIA A
korunma yok

Sakral segmetlerde duysal i~ Y
ve motor korunma var - veys motor seviyenin 3
seviyeden fazla uzaginda

motor fonksiyon

/ Yok ise ASIA B
Istemli anal kontraksiyon Duysal inkomplet

Var ise ASIAC/D

Motor inkomplet

Yanisindan fazlasinda 3

ten azise (0-2)

ASIA C \ Tek ndrolojik seviye
altindaki anahtar kaslarin
kas giicil

Yarsi ve fazlasinda 3 ve /
iizerinde (3-5)

ASIAD

Sekil 2.8. ASIA yeni smiflanmasi

Daha Once defisiti olan ancak duyu ve motor muayenesinde ISNCSCI’ya gore normal olan
hastalar ASIA E olarak smiflandirilir. Siniflamada kullanilan standart form ASIA’nin resmi

sitesinde mevcuttur[37].

2.4.2. Klinik Sendromlar

ASIA siniflamasinda yer almasa da bazi klinik sendromlarin bilinmesi inkomplet yaralanmanin
degerlendirilmesinde Onemlidir. Bu sendromlar International standards for neurological

classification of spinal cord injury 2011 versiyonunda yer almaktadir.

2.4.2.1. Santral kord sendromu
En sik karsilasilan inkomplet SKH tipidir. Siklikla spondilozisi olan yash hastalarda meydana
gelir. Genellikle hiperekstansiyon yaralanmalar1 sonrasinda gelisir. Ust ekstremiteler alt

ekstremitelerden, motor fonksiyonlar duysal fonksiyonlardan daha fazla etkilenir[38]. (Sekil 2.9)
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Area of
cord damage

Loss of motor
function

Incomplete loss of
rmaotar function

Sekil 2.9. Santral kord sendromu

2.4.2.2. Brown-Sequard sendromu (BSS)
Spinal kordun bir yarisinin anatomik biitiinliigiiniin bozulmasi ile karakterize bir sendromdur.
Yaralanma seviyesi altinda, lateral kortikospinal traktus ve ¢ikan yollardan dorsal kolon ve
spinotalamik  traktus etkilenmesi nedeniyle, yaralanma seviyesi altinda ipsilateral
propriyosepsiyon, vibrasyon duyusu ve motor kayip, kars: tarafta ise agr1 ve 1s1 duyusu kaybi
vardir [39].Tiim omurilik yaralanma sendromlart i¢inde BSS en yliksek iyilesme sansina sahip

olandir. (Sekil 2.10).

Lateral cortico-spinal
yol

SAG

Lateral spino-thalamik
yol

- Dedin duyu Kaybi P  vuzeysel duyu kaybs

I  rotor kavip

Agiry duyarh (hiperestezik) bolge

Sekil 2.10. Brown-Sequard sendromu (BSS)

2.4.2.3. Anterior kord sendromu
Spinal kordun anterior 2/3’liik kisminin etkilenmesi sonucunda olusur. Lezyon seviyesinin

altinda motor etkilenme ile agr1 ve 1s1 duyusu kaybi vardir. Posterior kolon korundugu i¢in ise



19

dokunma, pozisyon, iki-nokta ayrimi ve vibrasyon duyusu korunmustur. Fleksiyon yaralanmalari,
kemik parcalarima veya disk kompresyonuna bagli direkt travma veya anterior spinal arter
etkilenmesine bagl vaskiiler yetmezlik sonucunda olusur[40]. Kotli prognozludur, olgularin

%10-20’si arasinda motor iyilesme goriiltir[41]. (sekil 2.11).

Level
of injury

Shaded areas show injury

Hareket kaybi, agri ve
sicaklik hiss kayba.

Hala pozisyon, titresim ve
dokunma hissedebiliyor

Sekil 2.11. Anterior kord sendromu

2.4.2.4. Kauda ekina sendromu
Kauda ekina sendromu L1-S5 periferik sinirlerini iceren kauda ekina isimli yapinin etkilendigi

klinik durumdur. Alt motor ndron etkilenmesi sonrasi flasid paralizi, arefleks mesane, barsak ve

duyu etkilenme goriliir. Sakral refleksler (bulbokavernoz refleks) ve anal refleks kaybi vardir.

(sekil 2.12)

Effects of Cauda Equina Syndrome

Sagittal View of Lumbar Spine Spinal Nerve Damage

Areas Affected by Damage

j 2 Kidneys/Ureters

K S - ),
THESE IMAGES ARE COPYRIGHTEY )
BY AMICUS VISUAL SOLUTIONS. ss—
COPYRIGHT LAW ALLOWS A $150,000 s e
PENALTY FOR UNAUTHORIZED USE.
CALL 1-877-303-1952 FOR LICENSE.

Sekil 2.12. Kauda ekina sendromu
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2.4.2.5. Konus medullaris
Kauda ekina sendromuna goére konus medullaris sendromunda etkilenme daha rostraldedir. T12-
L2 aras1 vertebral travmalar sonrasinda olusabilir[42]. Yaralanma seviyesine bagl olarak konus
medullaris yaralanmalarinda alt ve iist motor noron etkilenimi goziikebilir. Kauda ekina
sendromuna goére daha fazla siklikta simetrik tutulum go6zlenir. Yiiksek seviyedeki konus

medullaris tutulumunda refleksler (bulbokavernoz, anal refleks) korunmus olabilir[43].

2.5. Fonksiyonel Degerlendirme

SKH’de fonksiyonel durumun degerlendirilmesi i¢in ¢esitli 6l¢cekler mevcuttur. Bu dlgeklerin bir
kism1 SKH hastalarina spesifik iken, digerleri genel fonksiyonel degerlendirme olcekleridir.
Fonksiyonel Bagmmsizlik Olgegi ve Modifiye Barthel indeksi bu hastalarda siklikla
kullanilmaktadir[44]. SKH hasta grubuna o6zgii olarak ise Spinal Kord Bagmmsizlik Olgegi
(SCIM), Kuadripleji Fonksiyonel Indeksi, SKH icin Yiiriime Indeksi, SKH Fonksiyonel
Ambulasyon Envanteri gelistirilmistir [45-46]. Hadley ve ark., yaptiklar1 derlemede SKH’li
hastalarin fonksiyonel degerlendirmesinde SCIM III (Spinal Kord Bagmmsizlik Olgegi III)’ii
onermektedirler [47].

SCIM IlI;

1) kendine bakim,

2) mobilizasyon,

3) respirasyon ve sfinkter kontrolii olmak iizere

ti¢ alt bagliktan ve toplam 17 sorudan olusan bir 6l¢ektir. Bluvstein ve ark., 261 hasta tizerinde
yaptiklar1 ¢calismada, SCIM III’iin spinal kord yaralanmali hastalarda duyarli, gegerli ve giivenilir
oldugunu yiiksek kanit diizeyi ile gostermislerdir [48,49].

2.6. Travmatik Spinal kord hasarin tam

Spinal kord travmasi veya siiphesi olan olgularin tan1 ve lezyon seviyesinin tespiti i¢in radyolojik

incelemeler yapilmalidir. Ilk asama direkt grafilerdir. Ozellikle bilinci kapali her hastanin tiim
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spinal aksi taranmalidir. Direkt grafilerde patoloji saptanan veya siiphelenilen bolgeleri detayli
olarak taramak amaciyla bilgisayarli tomografi (BT) ¢ekilmelidir. Vertebra fraktiirii gibi kemik
patolojileri en iyi BT ile gosterilir. Ciddi SKH olan hastalarda ligament hasari, disk hernisi,
hematom ve ndronal hasarlanma gibi yumusak doku patolojilerini gérmek amaciyla manyetik

rezonans goriintiilleme (MRG) ¢ekilmelidir [50]. (Sekil 2.13)

Sekil 2.13. SKH goriitiileme ( Rontgen , BT, MRG )

2.7. TRAVMATIK SPiNAL KORD HASARININ PATOFiZYOLOJIiSi VE TURLERI

Spinal kord travmasi sonras1 uzun yolaklarda ilerleyici ve geri doniissiiz harabiyete
bagli olarak norolojik defisit gelistiginin diisiiniildiigii ilk ¢alismalardan sonra 1950 yilinda spinal
korddaki kan akiminin azalmasina bagl olarak hasarin olustugu bulunmustur ve gilinlimiizde de
travma sonrast doku yikiminin iskemiye bagli oldugu diisiiniilmektedir[51]. Yillardir noérolojik
bilimsel aragtirmalarin en 6nemli konularindan biri olan spinal kordda meydana gelen hasarin
fizyopatolojik olarak gelisim siirecini ve mekanizmasini anlamak tedavi ¢6ziimii i¢in Onemli
fayda saglar. Spinal kord hasarinin patofizyolojisi en iyi ‘bifazik yaralanma’ olarak
tanimlanmistir. Bifazik yaralanma primer (direkt) ve sekonder (indirekt) olmak iizere iki
mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir [52,53]. Akut spinal kord yaralanmasi sonrasi gelisen nérolojik
hasar, birincil mekanik yaralanma ile birlikte yaralanma sonrasinda geligsen ikincil yaralanmay1

izleyen nekroz ve daha ge¢ goriilmeye 6 baslayan apoptozise baglidir [54]. Primer hasar mekanik
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etki ile ortaya ¢ikarken, sekonder hasar bir dizi biyokimyasal ve hiicresel reaksiyonlarin primer

hasar {lizerine eklenmesiyle ortaya cikar [55] (Sekil 2.14)

Primer hasari (< 24 saat)

|| -Kontizyon, spinal kord kompresiyon
-KBB hasari ve pargalanmasi

. — - ) - Endotel hiicreler hasar1

- = - Vaskiiler permiabiletinin artisi

- Hiicresel ekstravazasyon

- Odem , Kanama

Sekondar hasari ( haftalar/aylar)

-Proinflamasyon sitokinlerin salgilanmasi
- Immiine hiicrelerin invazyonu

- Noroinflamasyon reaksiyonu
-Apoptotik hiicresel 6liimii

-Glial skar olusumu

Sekil 2.14. Spinal kord hasarin Patofizyolojisi

2.7.1. PRIMER MEKANIK ZEDELENME

Travmanin kuvvetine bagli olarak dokulara uygulanan mekanik siddet, aksonlar1 harabiyet,
dokunun biitlinliglinii bozar, vaskiiler yapilariin yaralar 6deme sebep olur ve hiicre
membranlarini pargalar. Bunlarin hepsine primer hasari denir. Direkt olarak travma sonrasinda

spinal kord etrafindaki dokular tarafindan medulla spinalise basi olusabilecegi gibi, travmanin



23

direkt etkisi de bast olusturmadan spinal kord hasarina yol agabilir. Bu spinal kord hasarlarinin
kii¢iik kanamalardan komplet kesilere kadar olabildigi bilinmektedir.

Hasar genellikle fleksiyon, ekstansiyon, rotasyon, distraksiyon ve aksiyel yiiklenme sonucu
ortaya c¢ikar. Spinal kordda gelisen bir ¢ok biyokimyasal ve histopatolojik olaylar zinciri
sekonder hasar olarak adlandirilir ve spinal kordun daha fazla zarar gérmesine dolayisiyla travma
sonrast hiicre dliimiiniin devam etmesine neden olmaktadir [56,57]. Primer hasarin medikal veya
cerrahi tedavisi olmadigindan dolay1 yapilan tiim c¢aligmalar sekonder hasar1 6nlemeye yoneliktir.
Primer yaralanmanin derecesi, yaralanmaya neden olan giiclin genligine, etki siiresine ve
omurilik tarafindan absorbe edilen enerji miktarina gore degisir [58]. Spinal kordun uzun siire
bas1 altinda kalmasi, ndrolojik hasarin artmasina ve prognozunun daha kétii olmasina neden olur.

Sekil (2.15)

Primary Injury Secondary Injury
Immediate Early Acute Subacute
Hemorrhage Ischemia Macrophage infiltration
Cellular necrosis Increasing edema Keactive astrocytosis
Glutamate release Free radical production

Cytokine upregulation  lonic dysregulation
Glutaminergic excitoloxicity

Immune neurotoxicity

Sekil 2.15. Spinal kordun Primer mekanik zedelenme
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2.7.2. SEKONDER MEKANIK ZEDELENME

Spinal kord zedelenmesi sonrasi olusan patolojik hadiseler yalnizca primer travmaya
bagh degildir. Primer zedelenme sonrasi gelisen fizyopatolojik olaylar uzun siiregte sekonder
yaralanmay1 olusturur. Sekonder patolojik hadiseler iskemiyi i¢ceren 6nemli zedelenmelere neden
olur. Bunlar eksitotoksisite, hiicre i¢i noronal Ca++ artisi, serbest radikal olusumu ve lipid
peroksidasyonunda artmadir. Spinal kord hasari sonrasi ortaya ¢ikan iskemi, direkt olarak
sekonder patofizyolojik stirece katilir [59,60].

Bu mekanizmalarin yontemi, sekonder yaralanmanin ortadan kaldirilmasimi ve asgari diizeye
indirilmesini saglayabilir. Mekanizmalarin tiimiiniin altinda yatan patoloji, bozulmus kord
perfiizyonu ve hiicresel diizeyde enerji azalmasidir. Iskeminin travmatik omurilik
yaralanmasindan hemen sonra basladigi, tedavi edimez ise ilk 3 saat i¢inde kotiilestigi ve en az
24 saat boyunca devam ettigi bildirilmistir [61]. Iskemi gri cevherde en siddetli seviyede olup,
kranyale ve kaudale dogru uzanir [62]. Primer yaralanma bir ¢ok sekonder etkilere de neden olur.
Bunlar hiicre i¢i Ca++ konsantrasyonunda artig, hiicre 6limii, akson ve myelin birimlerinin
destriiksiyonu ve inflamasyondur [63,64,65,66,67]. Glutamat noéronlardaki NMDA reseptorlerine
baglanir ve hiicreler icin toksik olan yiliksek Ca++ akimina neden olur [68]. Hiicre i¢i serbest
Cat++ , lipaz aktivitesini, kaskad olaylarin1 ve proteinaz aktivasyonunu igerir [69]. Mitokondri
normal sartlarda ATP olusturmak tizere sitokrom-c ihtiva eder. Mitokondrial stres durumu soz
konusu oldugunda serbestlenen sitokrom-c , apoptotik hiicre 6liimiinde, kaspaz 3 aktivasyonu igin
onemli rol istlenir [70,71,72]. Ca++ bagimli bir sistein proteaz olan kalpain de omurilik hasari,
travmatik beyin hasar1 ve diger nérodejenaratif durumlarda doku haraplanmasi ve hiicre
oliimiinde etkilidir [73]. Spinal kord lezyonlarinda, yaralanmay: takiben kaspaz aracili apoptozis,
sitozolik sitokrom-c salinimi ve bax/bcl-2 oraninda artis goriiliir [74]. Spinal kord hasarinin
medikal tedavisinde yliksek doz metil prednizolon verilmektedir. Ancak bu tedavinin etkinligi
smirlidir  [75,76,77].Bu  tedavinin fonksiyonel tedaviden daha =ziyade palyatif bir etkisi
bulunmaktadir [78]. Yaralanma sonrasinda noronal hasara sebep olan sekonder yaralanma
mekanizmalarinin  anlagilmasi, gelismis tedavi sekillerinin uygulanmasinda en Onemli
faktorlerden biridir. Sekonder yaralanmada rol alan pek cok fizyopatolojik mekanizma

tanimlanmistir.[79,80] Bu mekanizmalar Sekil (2.16)’da aciklanir. Ve Tablo (7)’de 6zetlenir.
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25

Sistemik Etkiler (Norojenik | Kalp hizinda lusa siireli artis,
daha sonra uzun sureli bradikardi

K Kan basincinda kisa siireli art1s,
50 ) sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferik direncte azalma

Kardiyak debide azalma
Omurilik Dolaslmlnda Kapiller ve veniillerde

mekanik bozulma
Lokal Vaskiiler Hasar Ozellikle gri cevherde hemoraji

Mikrodolagimda kayip-mekanik,
tromboz, vazospazm

Biyokimyasal Degisiklikler Eksitotoksitite-glutamat

Norotransmitter birikimi
Ketakolaminler-noradrenalin,dopamin
Arasidonik asit salinmasi

Serbest radikal tiretimi

Eikosonoid iiretimi

Prostoglandinler

Lipid peroksidasyonu

Endojen opioidler sitokinler
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Elektrolit Kaymalari :

ektrolit aymaia Intaselliiler kalsiyumda artig
Ekstraselliiler potasyumda artis
Intraselliiler sodyumda artis

Yanoisal Yani Serbest radikal iiretimi

angisa amt Makrofajlar aksonal yikim

Miyelin artiklarinin salinim
Sitokinlerin salinmasi
Glial hiicre aktivasyonu
Oligodendrositlerde sitotoksik etkiler
Wallerian dejenerasyon

Odem

Apoptozis

Tablo 2.7. Spinal kord sekonder hasar mekanizmasi

2.7.3. SEKONDER MEKANIK ZEDELENMENIN MEKANIZMALARI

2.7.3.1. ENERJi METABOLIiZMASINDA KAYIP AZALMIS ATP URETIMI

Akut hasardan sonra kordda kanama, 6dem, aksonal ve noéronal nekroz kist formasyonu ve

enfarktin takip ettigi demiyelinizasyon gibi patolojik degisiklikler olusur. Akut hasarin sonrasi ilk

on bes dakikada gri cevher petesiyal kanamalar, beyaz cevherde 6dem gelisir.

Ik iki saatte gri cevherdeki kanamalar artar. Dért saatte cok sayida sismis silindir eksenleri

bulunur. Zaman gittik¢e patolojik degisiklikler kétiilesir, bu sekilde yaralanmadan alt1 giin sonra

ileri derecede nekroz gelisir ki bu islem otodestriiksiyon olarak adlandirilir.
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Yaralanmadan sonra bes dakika icinde gri cevherin muskiiler veniillerinin eritrositlerle sistigi
fakat aksonlarin degismemis oldugu goriiliir. Travma sonrasi on bes ve otuz dakika arasi
eritrositlerin postkapiller perivaskiiler bosluga ve muskiiler venlere ekstravazasyonu ile birlikte
kiiciik kanamalar olusur ve aksonal degisilikler goriiniir hale gelir. Dort saat sonra bozulmus
myelin kiliflar, aksonal bozulma ve iskemik endotelyal hasar saptanir, ilk birka¢ giin i¢inde
progresif aksonal degisiklikler ve nekrotik bolgeler geligir. Yaralanma bolgesinde 6dem gelisir ve
komsu segmentlere yayilir. Major travmadan 24-48 saat sonra 6zellikle daha 6nce kanla kaph

olan santral bolge olmak ilizere yaralanma alan1 nekrotiktir.

Birkag giin sonra hemorajik bdlge kavitasyon gosterir ve komsu alanlarda siklikla keskin sinirlar
olan yamasal nekrozlar goriliir. Bu ilerleyici degisiklikler, kavitasyon olusumu, enfarktlarin

patolojik 6zellikleridir. Bu isleme posttravmatik enfarkt denmektedir [80,81,82,83]. Sekil(2.17)
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Sekil 2.17. ATP metabolizmas1 ve hiicrenin hasari
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2.7.3.2. SERBEST RADIKAL FORMASYONU VE LiPiD PEROKSIDASYONU

Serbest radikal dis yoriingesinde ¢iftlenmemis serbest elektron bulunduran kimyasal bilesiktir. Bu
elektron baska biyolojik molekiillere aktarilarak oksidasyona yol agar. Serbest radikallerin asir
artist hiicre 6liimiine neden olur Normal hiicrelerde dogal olarak olusan antioksidan bilesikler bu
zararli etkileri kontrol etmesine ragmen omurilik yaralanmasi gibi patolojik durumlarda asiri
serbest radikal tiretimi antioksidan kapasiteyi asar. Serbest radikaller lipid peroksidasyonuna ve
bunun sonucunda hiicre membranlarinin ¢6zlilmesine yol acar. Santral sinir sistemindeki
antioksidanlar askorbat, glutatyon ve alfatokoferoldur. Bu antioksidanlar serbest radikalleri
notralize ederler. Travma ise bu maddeleri azaltir. Yogun serbest radikal olusumunun 6nlenmesi
hiicre yasami i¢in énemli bir ilk hayati adimdir. Ciinkii normal hiicresel solunum islemlerinde
devamli olarak potansiyel oksijen toksik metabolitleri olusturulur. Antioksidanlarin gérevi bu
serbest radikallarin azaltilmasi ve olusumunu engeller [83,84].

O, molekiiliiniin elektron atlatmasi, univalan oksijen rediiksiiyonu iizerinden gerceklesen bir ¢cok
reaksiyonda reaktif ara metabolitlerin olusturulmasini gerektirir. Bu, normal hiicresel oksidatif
fosforilasyon sirasinda ciddi serbest radikal olusumunun gergeklestigini diistindiiriir. Fakat
mitokondride, solunum zincirinde metabolize edilen oksijenin biiylik kismi belirgin bir ara
serbest radikal olusumu olmadan suya indirgenir. Bu antioksidan strateji; oksijenin suya,
sitokrom oksidaz ile “bir adim dort elektron” rediiksiyonu diye tanimlanir. Hipoksi gibi sitokrom
C 29 diizeyini azaltan durumlar; mitokondrial elektron transport zincirinden artmis oksijen
radikal diizeyi ile sonuglanir. Diger hiicresel toksik oksidan kaynaklari; peroksizomlar,
mikrozomlar, c¢ekirdek ve hiicre membranina bagli enzimler (siklooksijenaz, lipoksijenaz) ve
coOziilebilen enzimlerdir. Bu kaynaklar belirli araliklarla ciddi selliiler oksidan stres olusumuna
katkida bulunurlar. Normoksik durumda bu oksidanlarin bazal seviyeleri, lokal substratlarin
varhgma, Fe” iyonunun bulunurluguna ve antioksidanlarm konsantrasyonlarina baghdir. Bu
faktorlerin relatif dengesi olusturulan oksidanlarin yasamsal hiicresel potansiyel hedeflerden uzak
tutulma derecesine baglidir. Fe ve Cu gibi transizyonel metal iyonlari, oksidan kaynakli doku

hasar1 lizerinde major rol oynarlar. Bunlar,

1.Sitotoksik aldehitleri olusturan lipid peroksidasyonu.

2.Hidrojen peroksit (H2O2) ve O, den OH olusturan Haber-Weiss kimyasal reaksiyonunda etkili
olurlar.

Katalaz, SOD ve glutatyon redoks siklusundaki enzimler artmis oksidan stresiyle basa ¢ikacak

primer antioksidan defans mekanizmasidir. Hiicresel substratlari okside edebilecek oksijen ve
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H2O, yi elimine ederler. (")nleyici antioksidanlar olarak diisiiniiliirler. Bunlar serbest radikal
konsantrasyonlarini azaltarak serbest radikal zincir reaksiyonlarini 6nlerler. Bu antioksidanlar,
cesitli organlarda 6zel spesifik subseliiler lokalizasyonlarda bulunurlar.

Katalaz tetramerik hemoproteindir. H,O, varhiginda 2H,O,---- 2H,O + O, reaksiyonunu
katalizler. Redoks siklusunun hidroperoksitlerin rediiksiyonundan sorumlu ana enzimi glutatyon
peroksidazdir. Dort selenyum atomu bagli tetramerik bir proteindir. Travmadan sonra hasara
ugramis sinir sisteminde oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak rediikte olmasi sonucu
superoksid radikali (O2-) olusur. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile H,O2’ye (Hidrojen
peroksit) cevrilir, bu ise katalaz yardimi ile H,O ve Oj’ye donistiiriiliir. Hidrojen peroksit
(H202) genellikle iki siiperoksit radikalinin birbiriyle reaksiyona girmesi sonucu olusur. Zayif
oksidan ve zayif rediiktandir. Elektronlari ¢iftlenmis oldugu i¢in serbest radikal olarak kabul
edilmez. Fe** varliginda hidroksil radikalinin olustugu reaksiyona prekiirsérliik etmesi nedeniyle
onemlidir. Iskemi takiben reperfiizyon sirasindaki serbest oksijen radikali artis1 karsisinda,
endojen antioksidanlar, serbest oksijen radikal temizleyicileri ve peroksidazlar yetersiz
kalmaktadir. Hidroksil radikali (OH) bilinen en gii¢lii oksidan radikaldir, hidrojen peroksite bir
elektron ilavesi veya oksijen molekiiliine 3 elektron verilmesiyle olusur. Aktive notrofillerce
olusturulan hipoklorik asit (HOCI) giiglii bir oksidandir ve demir bagimli veya bagimsiz
reaksiyonlarla hidroksil radikalini olusturulabilir

.Endotel hiicreler, notrofiller, makrofajlar ve mikroglialar siiperoksit ve nitrik oksit olmak tizere
iki sekilde radikal olustururlar [85] (Sekil 2.18)

Lipid, niikleikasit, karbonhidrat veya protein gibi biyolojik molekiillere okside edici bir radikalin
etki etmesiyle karbon merkezli radikaller olusur ve O3 ile birleserek peroksil radikalini (ROO.)
olusturur ki bu radikal lipid peroksidasyonun baslamasina neden olur. Serbest demir veya demir
selatlar1 iki seviyede serbest radikal olusumunda etkili olur. Bunlardan birincisi siiperoksit iyonu
olusumunda Fe®'nin otooksidasyonu olup, ikincisi ise Fe*nin H,O, varliginda okside olup
hidroksil iyonu olusumuna sebep olmasidir [85]. Serbest radikaller hiicreyi olusturan tiim
yapilarla reaksiyona girebilirler ancak bu etkilesime en hassas yapilar lipidlerdir. Yiiksek oranda
poliansatiire yag asidleri i¢eren hiicre membraninin yikilmasi, serbest radikallere bagli néronal
hasar olusmasinin en 6nemli asamasidir. Serbest yag asitlerinin serbest radikal ile oksidasyonu
lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid peroksidasyon diizeyi lipid peroksidasyonu
sirasinda olugsan malondialdehit (MDA) gibi ara iirlinler araciligi ile tayin edilmektedir [84].
Viicutta asir1 serbest radiakal olusumunu engelleyen ya da olugsmus serbest radikalleri yok

edebilen antioksidan mekanizmalar mevcuttur.Bunlar;
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stiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi reaktif O, radikallerini daha az toksik
iirlinlere dontistiiren antioksidan enzim sistemleri, Alfa tokoferol, askorbat, iirik asid, glutatyon,
betakaroten gibi radikal nortralizatorleri ve ferritin, transferin, seriiloplazmin gibi reaktif O
radikallerinin olusumunu ve yayilmasini engelleyen, ayrica mitokondride olusan radikalleri suya
indirgeyen sitokrom oksidaz gibi antioksidan sistemlerdir. Hiicre membraninda meydana gelen
lipid peroksidasyonu membran lipoproteinlerinin oksidasyonu ve yapisal biitiinliigiin
bozulmasina yol agarak, anormal iyon girisiyle birlikte hiicre oliimiine neden olur. Bu olaymn
kontrol edilememesi halinde olusan zincir reaksiyon ile hiicresel 6liimiin yayilmasi ortaya ¢ikar.
Ayrica olusan lipid peroksidasyonu ile birlikte mikrovaskiiler endotel hasar1 olusarak kan beyin

bariyerinin bozuldugu deneysel ¢aligmalarda gosterilmistir [85].
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2.7.3.3. ivOoNiK MEKANIZMALAR
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a) Intraseliiler kalsiyum (Ca++)

Spinal kord beyaz cevher hasarinda Ca kanallarinin Gorevi :

Santral sinir sisteminde yaralanmayi takiben néronal dejenerasyonun patogenezinde kalsiyuma
kars1 olusan membran gecirgenligindeki degisiklikler dnemli yer alir. Mesela noronal kiiltiirlerde
glutamat sitotoksisitesi caligmalari, beyaz cevher hasarinda hipoksi caligsmalari, spinal kord
travmasi sonrasi aksonlarda Ca akiimiilasyonu ultrastriiktiirel ¢alismalari, optik sinir ve spinal
kordda aksonal ve glial Ca seviye degisikliklerini goriintilleme ¢aligmalar1 ve posttravmatik
spinal kord kan akimi ¢aligmalari néronal yaralanmanin Ca hipotezini kuvvetle desteklemektedir
[86]. Voltaj bagimli Kalsiyum kanallari, uyarilabilir hiicrelerde kalsiyum girisi i¢in énemli bir
reaksiyon olustururlar. Voltaj bagimliligi kinetik ve farmakolojik duyarlilik gibi birtakim
ozelliklerle karakterize heterojen bir grup olustururlar. Kalsiyum kanallarimin fonksiyonel
heterojenitesi esas olarak a-1 subiinitindeki farkliliklardan ¢ikarir. Son zamanlarda 33 a-1
sublinitinin 6 major subtipi tarif edilmistir. Fizyolojik o6zelliklerinin esasinda ve farmakolojik
ozelliklerine gore bu kanallar diisiik voltaj aktivasyonlu ya da T tip kanallar ve birkag¢ yiiksek
voltaj aktivasyonlu kanal olarak L, N, P, Q ve R tipleri seklinde siniflandirilabilirler [86]. Beyaz
cevher hasarinda kalsiyum’a bagli mekanizma ¢ok net degildir. Hipoksi iskemi ya da travmatik
hasara maruz kalan noronlarda iyonotropik glutamat reseptdrlerinin asir1 aktivasyonundan
kalsiyum asir1 yiiklenmesi bildirilmistir. Gliada AMPA/KA reseptorlerinin aktivasyonu merkezi
sinir sistemi beyaz cevherinde toksik hasara ile iliskilendirilmistir. Bu AMPA/KA reseptorleri Ca
akigin1 yonlendirirler. Hiicre i¢i Ca artis1 proteazlarin, endoniikleazlarin aktivasyonuna apopitoz,
nekroz, mitokondrial hasar ve asidoza Onciiliikk eder ve artmis serbest radikal iiretimi aksonal
yaralanma ile sonlandirir. Periaksonal gliada voltaj bagimli Ca kanallar1 boyunca Ca akis
posttravmatik aksonal iletim azalmasini hizlandirir. Oligodendrositlerde Ca kanallarinin yogun
aktivasyonu bu hiicreleri destriikkte eder. Bdylece myelini hasarlar. Bu kanallarin blokaj
oligodendrosit ve myelinlerini koruyabilir. Béylece travmatik yaralanmay1 takiben aksonal iletim

korunmasi yiikselir[86].

b) Potasyum (K+)
SKH’indan sonra subpial bolgesindeki kalan aksonlarda fonksiyonel gorevi ve ileti bozulur. Bu
aksonlarda refraktor zamani uzar, yiiksek frekansl ileti bozulur, aktivasyon esigi yiikselir, 1s1
bagimli ileti blogu olur ve ileti hiz1 diiser. Hizli aktive olan potasyum (K+) kanallar1 miyelin
tarafindan sarilmig olarak paranodal ya da nodal i¢cindeki bolgelerde yerlesmistir. Miyelin
yaralandiginda hizli potasyum (K+) kanallarinin aktivitesi yiikselir, membran potansiyeli

potasyum (K+) denge potansiyeline yakin olur ve aksonal ileti blogu gerceklesir[87].
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¢) Sodyum (Na+)
Sodyuma bagli hiicre hasariin potansiyel mekanizmalari,
1. Sitotoksik 6dem indiiksiyonu.
2. Hiicre i¢i fosfolipaz aktivitesinin simiilasyonu.
3.Na/H kapisi yolu ile intraseliiler asidoz.

4.Na/Ca degistiricisinin ters ¢aligmasi ile hiicre i¢i Ca artisi.

Travmatik aksonal hasara voltaj bagimli kanallar yolu ile Sodyum girisi sonrast sodyumda bir

ylikselme ile iligkilidir ve membran bagimli Na/K ATP az disfonksiyonu ile Na+ ¢ikist azalir. Na

artist Na/H degisimi yoluyla intraseliiler asidoza neden olur. Na/H degisimi hiicre i¢i pH’in

regililasyonunda primer role sahiptir [87]. (Sekil 1.19)
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Sekil 2.19. Hiicre hasarinda Ca ve Na imbalansi

2.7.3.4. ENDOJEN OPiOiDLER

Deneysel modeller SKH sonrasinda fazla endojen opioid peptid lokal salinimi oldugunu

gostermistir. Dinorfin kappa reseptorleri {lizerinden etkilidir. Mikrosirkiilatuar kan akimim

diistirtir,

sekonder hasar1 arttirir. Naloksan ve tirotropin releasing hormon gibi endojen
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antagonistler bazi sigan modellerinde spinal kord kan akimini artirtp noérolojik defisitleri
azaltmislardir. Bazi1 yapilan calismalarda ise ndrolojik diizelmeye katkilar1 olmamistir. NASCIS
grade II calismasinda naloksan plasebodan daha iyi klinik sonu¢lanmamistir. Fakat toplanan
verinin tekrar analizi yaralanma sonrasi ilk sekiz saatte fonksiyonel diizelmeye katkisini

gostermistir [88].

2.7.3.5. SPINAL SOK

SKH sonrasi yaralanmanin siddeti ve seviyesine bagh olarak sempatik tonus azalmasi, periferik
rezistans ve kardiyak debi azalmasina bagli agir hipotansiyon ve bradikardi gelismesidir. Spinal
sok nedeniyle spinal kord vaskiiler yataginda otoregiilasyonun bozulmasi ve perfiizyon basincinin
diismesine bagl olarak dokulara yeterli oksijen ulagsmasini1 engellenir. Spinal soktaki bir hastada
sistemik tansiyonun diismesi mutlaka kontrol altina alinmalidir. Ciinkii perfiizyon basinci,
sistemik kan basincina dogrudan baglidir.

Perfiizyon basinci = Sistemik kan basinci- lokal doku basinci seklinde formiile edilebilir [89].

2.7.3.6. VASKULER VE ENDOTEL HASARIN MEKANiZMALARI

SKH’l1 hastalarda primer ya da mekanik travma fonksiyonel hasari tam olmasina ragmen nadiren
tam transseksiyon nedenidir. Ek olarak kordtaki biyokimyasal ve patolojik degisiklikler hasar
sonrasi kotiilesebilir. Akut SKH sistemik etkileri hipotansiyon ve azalmis kardiyak outputu igerir.
Lokal etkiler hasarli spinal kord segmentinde otoregiilasyon kaybi, hem gri, hem de beyaz
cevherde oOzellikle hemorajik ve yakin bolgelerde mikrosirkiilasyonda belirgin azalmadir.
Mikrosirkiilatuvar otuz iki kayip yaralanma bdlgesinin proksimaline ve distaline yayilir. Spinal
kord kan akiminda yaralanmadan sonra zamanla kotiilesen bir spinal kord kan sirkiilasyonun
azalmas1 gerceklesir. Akut SKH’a bagli fonksiyonel defisitler motor ve somatosensoriyel
uyarilmig potansiyeller ile elektrofizyolojik olarak Ol¢lilmiis ve posttravmatik iskeminin
derecesine gore orantili olarak bulunmustur [90]. Histolojik etkiler yaralanma bolgesinde erken
hemorajik nekrozdan major enfarkta kadar goriiliir. Bu posttravmatik vaskiiler etkiler tedavi
edilebilir. Sistemik normotansiyon, voliim ekspansiyonu ya da vazopressorlerle saglanir. Ve
spinal kord kan akimi dopamin, steroidler, nimodipin yada voliim ekspansiyonu ile diizeltilebilir.
Bu sonuglar posttravmatik iskeminin 6nemli bir sekonder hasar mekanizmasi oldugunun
kanitidir. Deneysel kord travmasindan sonra mikrovaskiilarizasyonu gdstermek igin cesitli

anjiografik yontemler kullanilmigtir. Bunlarin hepsi mikrosirkiilasyonda major rediikstiyonu ve
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perfiizyon kaybini gostermektedir. Bu yontemlerden birisi kolloidal karbon anyiografisidir.
Kordun anterior spinal arter, anterior sulkal arter gibi biiyilk damarlari neredeyse agir kord
yaralanmalarindan sonra bile her zaman agik kalmistir. Neredeyse biitiin arastirmacilar agir
yaralanmadan sonra kan akiminda azalma saptamuslardir. 1k birkag saatte posttravmatik iskemide
progresif kotiilesme eger erken tedavi edilirse iskeminin 6nlenebilirligini géstermesi agisindan en

ilging bulgulardan biridir [90].

2.7.3.7. INFLAMASYON

SKH sonrast MSS enflamatuvar yanitlar1 periferik immiin hiicreler tarafindan baslatilir.
(Makrofaj, nétrofil, T hiicreleri). Yaralanmay:1 takiben lezyonun igine aktive astrositler ve
mikroglial hiicreler gog¢ ederler. T hiicreleri makrofaj aktivasyonu icin ve hiicresel immiin cevabi
olusturmak i¢in 6nemli gorev almaktadir. Makrofajlar ve notrofiller doku harabiyeti ve lezyonun
biliyiimesinde sebep olurlar. Makrofaj ve mikroglia sitokinlerin salinimiyla (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-10) sekonder patolojik ve inflamatuar yanitta rol alirlar. Sitokinler inflamatuar yaniti ek
sitokinlerin, kemokinlerin, nitrik oksidin (NO) relatif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin
ekspresyonunu indiikleyerek santral sinir sistemi enflamatuar cevabini hizlandirirlar. Aktive
l6kositler yara iyilesmesi i¢in 6nemli olan biliylime faktorleri ve proteolitik enzimleri de
salgilarlar. Enflamasyonun spinal kord yaralanmasi sonrast hem ndrokonstriiktif hem de
norodestriktif islemlere yardimeci olduguna inanilir. Erigkin MSS’i enflamatuar yanitinin diger

dokulara gore daha yavas hizda isledigi bildirilmistir [91]. (Sekil 2.20)
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2.7.3.8. NEKROZ VE APOPTOZ

SKH apopitotik hiicre 6liimii indiiklenebilir hiicreler tarafindan spesifik indiikleyici bir sinyal ile
aktif olarak regiile fizyolojik ya da programlanmis hiicre olimudiir. Akut SKH’1 takiben
apopitotik hiicre oliimii bilgisi noronal hiicre Oliimiinii sinirlamak ve ndrolojik fonksiyonu
iyilestirmek i¢in yeni ek yontemler saglayabilir. Birgok anti-apopitotik ajan gosterilmistir ki
bunlar SKH bélgesinde noéral doku 6liimiinii sinirlar. Bel-2 onkogeninin akut SKH’1 sonrasinda
histolojik sag kalimi artirdig1 gosterilmistir. Bcl-2 radikal jenerasyonunu, radikal diizenlenmesini
siirlayan antioksidan yolagi regiile ederek apopitotik hiicre 6liimiinii inhibe eder goriinmektedir.
Apopitotik hiicre 6liimii SKH’1 takiben 3 haftaya kadar saptanmaktadir. Apopitoz kesin olarak
regiile bir islem oldugundan bu bulgular apopitotik yolaklar1t maniiple ederek SKH’nda tedavi
firsat1 saglamaktadir. Kaspazlarin buradaki énemli rolii iyi bilinmektedir. Kaspaz-1 (IL-1 beta
konverting enzim)’in akut MSS hasarinda (iskemi ve travma) oldugu gibi kronik
ndrodejenerasyon (ALS, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligl) modellerinde de kritik bir
apopitoz mediyatdriidiir. Bu hayvan modellerinde kaspaz-1 aktivasyonu gosterilmistir ve kaspaz
inhibisyonunun doku hasarin1 azaltmakla kalmayip noérolojik fonksiyonlar1 diizelttigi de
goriilmistiir. Kaspas-3 aktivasyonun da spinal kord yaralanmasi sonrasi iskemi ve travmada rol
aldigr gosterilmistir. Biitiin spinal kord hiicresel komponentlerinde (noronlar, astrositler,
oligodendrositler ve mikroglia) apopitotik hiicre dlimii gergeklesir. Kiigiilmiis lezyon boyutu
iyilesen motor fonksiyon gibi biitiin farkli hiicre tiirlerinde hiicre 6liimii inhibisyonundan
kaynaklanir. Noronal koruma c¢ok acik olarak onemlidir, ¢ilinkii spinal korddaki noéronlarin
rejenerasyon yetenegi yoktur. Glianin rejenere olabilme faktoriine ragmen glial Sliimi
engellemek noronal korunmayi en azindan iki benzer mekanizma ile destekler. Birincisi glia
hasarli noronlara aksonal yolaklarin 6lmek {izere olan yarali hiicrelerin iyilesmesi i¢in gerekli
oldugu gibi nérotrofik yirmi sekiz ve metabolik destek saglar. ikincisi apopitoz sirasinda dlen
hiicreler; sitokinler, serbest radikaller gibi ek apopitoz mediyatorleri salgilar ki bunlar diger

komsu hiicrelere fazladan toksik etkilidir [92] (Sekil 2.21).
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2.8. SKH PATOLOJIiSi VE NOROIFLAMASYON

SKH’1 takiben baslayan sekonder hasar siireci akut, subakut ve kronik evre olarak siniflanabilir.
Hemoraji ve hizli nekrozu takiben, astrositler ve mikroglia aktif hale gelir, lezyon bolgesine
inflamatuar hiicreler gé¢ eder. Hasardan haftalar sonra skar dokusu olusur, beyaz cevherde

Wallerian dejenerasyonun degisik evreleri gézlenir [93] (Sekil2.22)’de 6zetlenir.
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2.8.1. AKUT EVRE

SKH’dan sonraki ilk degisiklikler, spinal kord gri cevher mikrovaskularitesindeki
degisikliklerdir. Santral kanal ¢evresi ve 6n boynuzdaki multifokal petesial hemorajiler saatler
icinde akut olarak yayilma egilimindedirler. Mikrotrombiislerin gézlenmesi ve kanin ekstravaze
olmasi ilk 24 saatte belirgin olur. Hasardan dakikalar sonra endotel bileskeleri agilmaya baslar.
Santral petesiler genisledikce glial reaksiyon ve ndronal dejenerasyon belirginlesir. Noronlarda
nekrozun ilk gostergeleri birinci saatte ortaya cikar. Sitoplazmik eozinofili, hayalet hiicreler,
Nissl cisimciginin kaybolmasi, kii¢iilmiis noronlar, hiperkromatizasyon, irregiiler sekil nekrotik
degisiklik gostergeleridir. Gri cevherdeki nekrotik degisiklikler ilk saatlerde artar, 8. saatten
sonra beyaz cevhere yayilmaya baslar. On boynuz hiicrelerinde arka boynuz hiicrelerine gore
nekroz daha erken fark edilir. Hem ndronlar hem de glial hiicrelerde ayni zaman araliginda hiicre
oliimii goriiliir. Intraseliiler Ca++ artis1 sonucu nukleazlar, proteazlar, kinazlar, lipazlar ve Nitrik
oksit (NO) sentetazin aktivasyonu ile hiicre hasari artar ve hiicre 6liimii nekroz ya da apopitoz

seklinde olur. Travma sonras1 saatler iginde akson ve miyelin kilifi arasinda olusan ayrilma, 6dem
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ve intramiyelinik vakuoller nedeniyledir. Bu tip miyelin degisikliginin yayilmasi1 11k
mikroskopisinde beyaz cevhere slinger goriintiisii verir. Bu aksonal degisiklikler yaralanma

merkezinden radial olarak yayilip birkag giinde pial ylizeye ulasir [94].

2.8.2. SUBAKUT EVRE

SKH sonras1t aktive olmus mikroglia ve astrositler reaktif gliozis olusturmaya baslarlar.
Mikroglia, ndronal dejenerasyon varliginda, kimyasal uyarilar altinda sitotoksik makrofajlara
doniislir. Bu hiicreler lezyon santralinde ¢alisirlar ve nadiren yayilirlar. Saglam ya da az
yaralanmig hiicreleri oldiiriip 6ldiirmedigi heniliz anlagilamamistir. Yaralanmaya cevap olarak
astrositler hipertrofi ve proliferasyon gosterirler. Astrositlerde glial fibrillary acidic protein ile
boyanan ara filamanlarda yaralanmamis spinal kord dokusuna goére daha biiyiik ve fazla proses
goriiliir. Oksidatif ve lizozomal enzimler ytikselir. Reaktif astrositler 1. haftada lezyon yaninda
birikmeye baslar. Astrositik yanitt 14. giinde en fazla iken, 28. giine kadar ortaya c¢ikar.
Yaralanmis kan beyin bariyerine (KBB) bagli 6dem olusumu hasardan sonra erken saatlerde
baslar, radial ve longitudinal olarak ilerler, ilk 24 saatte belirginlesir. Sekizinci giine kadar siiren
odem hidrostatik veya filtrasyona baglidir. Odem, pia elastisitesi olmadig1 igin vaskiiler
rezistansin artmasina ve dolayisi ile omurilik kan akiminin azalmasina neden olur. inflamatuar
hiicrelerin hasarlt spinal kordun dokusuna gég¢iinde iki faz vardir. Birincisinde, polimorfonuklear
granulositler hasardan saatler sonra lezyon bolgesine gelerek sitotoksik etkileri ile ndronofaji
yapabilirler, 24 saatte maksimum diizeye ulasirlar, 3. giinde kaybolurlar. ikinci fazda, lezyon
bolgesine monosit ve makrofajlar gelir ve hiicre debrisini fagosite ederler. Schwann hiicreleri,
meningeal hiicreler ve fibroblastlar lezyon bolgesine goc eden diger periferal hiicrelerdir.
Schwann hiicrelerinin hasarli akson miyelinini tamir ederek ve norotrofik faktorleri salgilayarak
aksonal rejenerasyonda rol aldiklar1 gosterilmistir. Meningeal hiicrelerin  gorevleri tam
anlasilamamakla birlikte glia limitansi kurmak olabilir. Fibroblastlar meninks kaynakli olabilir.
Travma sonrasi bazik fibroblast biiylime faktorii saliniminin artmasi fibroblast proliferasyonu ve

neoanjiogenez ile iligkili olabilir [94,95].

2.8.3. KrRONIK (GEC) EVRE

SKH’den haftalar ve aylar sonrasi, akut ve subakut evre olaylarinin ¢oziilmeye baslamasi ile

santral kanala yayilmis olur, beyin-omurilik sivisi (BOS) ile dolu kistik kaviteler olusur. Spinal
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kordda yara iyilesmesi kistik kavite olusmasi ile sonuglanir. Guizar-Shagun ve arkadaslar1 SKH
sonrasi kist gelismesinde ii¢ faz oldugunu bildirmislerdir.

Nekroz fazi: ilk 24 saatte baslar ve travmadan sonraki 1-2. haftaya kadar siirer;

Tamir fazi: travmadan sonraki 2. ve 8. haftalar arasindadir;

Stabilizasyon fazi: lezyondan sonraki 8. haftadan 1. yila kadar degisir.

Travmadan sonraki 3. giinde parankimatoz hemorajiler, vaskiiler trombozis, 6dem, aksonal
segmentasyon ve enflamatuar infiltrasyon ile birlikte mikrokistik kaviteler goriilmeye baslar.
Kontlizyondan 2-3 hafta sonra nekrotik dokuyu rezorbe eden makrofajlar lezyon bolgesini terk
ederken degisik hacimde kaviteler olusturmustur. Travmadan 4-5 hafta sonra trabekiiler sistem
icindeki kistlerin sinirlar1 gozlenir. Geg lezyonun 6nemli bir komponenti de miyelin kaybidir.
Orta siddetteki travmalarda akson devamliliginin korundugu, ancak selektif demiyelinizasyon
oldugu gosterilmistir. Demiyelinizasyon ilk giinde baslar, 2. haftada maksimum seviyesine ulagir.
Ugiincii haftada remiyelinizasyon baslar. Remiyelinizasyonda oligodendrositlerin rolii olabilecegi
gibi, lezyon sahasina dorsal root giris zone bolgesinden Schwann hiicrelerin gocti, bu hiicrelerin

de remiyelinizasyonda rol aldiklarini diisiindiirmektedir [95,96].

2.9. SKH’INDA NF-kB YoLu

Glintimiizdeki son arastirmalarda ortaya ¢ikan NF-kB kompleksi pek ¢ok canlida bulunmaktadir
[97] ve ilk olarak Sen ve Baltimore adli bilim insanlarinin yaptiklari ¢alisma ile tarif edilmistir.
Immiinoglobiilin p ve k giiclendirici dizilere baglanan proteinleri bulmak amaciyla yapilan bu
calisma sonucunda O ve B olmak iizere iki farkli zinciri bulunmustur. NF-kB’nin bu dizilerden B
dizisine baglandigr ve x hafif zincirinin ekspresyonunu saglayan proteinlerden biri oldugu
gosterilmistir [98]. NF-kB, DNA’ya dogrudan baglanarak gen ekspresyonu kontroliinde rol
oynadig1 i¢in bir transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica NF-kB hormonlar gibi cesitli uyarici
molekiiller tarafindan aktive olan ve ¢ok sayida genin transkripsiyonunu diizenleyen sinyal yolagi
olarak goérev almaktadir [99].

NF-xB, B ve T lenfositleri, biiyiime faktorleri, monositler, makrofajlar, keratinosit ve fibroblaslar
tarafindan eksprese edilip [100]; sitokinler kemokinler, sitokin reseptorleri, stres proteinleri,
biiylime faktorleri, 16kosit adezyon molekiilleri, immiin diizenleyiciler gibi bagisiklikta etkin olan
cok sayida genin uyarilabilir ekspresyonu i¢in 6nemli bir diizenleyici proteindir [100,101].

Yapilan ve yapilmakta olan pek ¢ok calisma ile NF-kB’yi baglayan bolgeler bulunduran ve
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dolayisiyla NF«B ile iliskilendirilen yiizlerce gen bulunmustur. Bu bolgelerin varligi NF-kB’nin
olas1 gorevlerini aydinlatmak i¢in Onemlidir. Bu bélgelerin varligi NF-kB’nin hematopoez,
transformasyon, hiicre proliferasyonu, immiinite, hiicre sagkalimi, metastaz, anjiogenez ve
invazyon gibi gorevleri oldugunu gostermektedir [102].

Santral sinir sisteminde de NF-kB’nin varligi ve énemi tespit edilmistir. Spinal kordda, beyinde
serebral kortekste, hipokampuste (graniill ve piramidal hiicrelerde), serebellumda ve
hipotalamusta bulunur. Beyinde bulunan NF-xB’nin ndronal plastisitede, 6grenmede, ve bellek
olusumunda gorev aldigi bilinmektedir. Ayrica néronlarin proapoptotik ya da antiapoptotik
etkilerine aracilik eder [103]. NF-xB’nin olagan dis1 aktivasyonu ve inhibisyonu metabolik,
inflamatuar ve norodejeneratif ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin patofizyolojik siire¢lerinde rol

oynar [101,102,103]. (Sekil 2.23)
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2.9.1. NF-KB’NiN AKTiVASYONU

NF-kB, Rel domaini igeren ve memeli genomunda 5 alt birimden (p52, p50, RelA, RelB, c-Rel)
olusan bir protein ailesidir [101, 104]. Normal kosullarda hiicrede inaktif halde bulunan NF-
«kB’nin aktive olabilmesi i¢in bu alt birimlerin homodimer ya da heterodimer olusturmasi gerekir

[104].
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NF-«B ailesi iiyelerinin ortak bulundurdugu bolge, immiinglobiilin benzeri tekrar bolgeleri i¢eren
ve NF-kB’nin DNA’ya baglanmasini, alt birimlerle dimerizasyonunu ve ¢ekirdege tasimnimini
saglayan Rel-domain bolgesidir. Bes farkli alt birimden yalnizca iki alt birim (p50 ve p52)
prekiirsorler seklinde sentezlenir ve islemlenmeler sonucunda aktive olurlar. P50 alt birimi,
prekiirsorii olan pl05°in devamli proteolitik islenmesi sonucu olusurken; p52 alt birimi ise
prekiirsorii olan p100°lin fosforilasyon ve ubikitinasyon basamaklari sonucu olusur. Her iki alt
birim de TA bdlgesi igermedigi i¢in transkripsiyonel agidan inaktiftir. Bunun tersine RelA, RelB
ve cRel alt birimleri hiicrede prekiirsorii olmadan sentezlenirler ve TA bdlgesi icerdikleri icin
hedef genlerin transkripsiyonunu baglatirlar [104]. NF-kB ailesi iiyelerinin homo ve
heterodimerizasyonu ile 15 farkli transkripsiyon faktorii olusturabilmetedir. p50-RelA; p52-RelA;
RelA-RelA; cRel-RelA; cRel-cRel; p50-cRel; p52-cRel; p50-RelB; p52-RelB dimerleri hiicrede
transkripsiyonel aktivatordiir [105]. TA bolgesi igermeyen p50 ve p52°nin homo ve heterodimer
formlar1 ise transkripsiyonel agidan inaktiftir [104, 105]. RelA-RelB; cRel-RelB; RelB-RelB
dimerleri ise DNA’ya baglanamaz [105]. NF-«xB aktive olabilmesi i¢in alt birimlerin
dimerizasyonu 3 farkli yolakla gerceklesir. Bu yolaklar; geleneksel (canonical), alternatif (non-

canonical) ve DNA hasar1 durumunda devreye giren yolaklardir. (Sekil 2.24)’te dzetlenir.
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2.9.2.GELENEKSEL (CANONICAL) YOLAK

Bu yolak ile NF-kB aktivasyonu, immiin yanitta inflamasyonun diizenlenmesi i¢in lenfoid
hiicrelerin ¢ogalmasindan ve yikimindan sorumludur [105]. En sik goriilen aktif formlardan biri
olan p50/RelA dimeri bu yolakla olusur. NF-kB dimerleri (p50/RelA) dinlenim durumundayken
IxB ad1 verilen inhibitor proteinlere bagli oldugu icin inaktif formdadir ve DNA’ya baglanamaz.
Inaktif formdaki bu dimerler, pro-inflamatuar sitokinlerce (TNF-a, IL-18 vb.) veya LPS ile
uyarilarak inflamatuar stimiilasyon saglanir. Ardindan dimerleri inaktif formda tutan IxB
proteinleri inhibitér kappa B kinaz (IKK) enzimi tarafindan fosforillenir [105, 106]. Bu olay
IxB’yi ubikitinasyona hazir hale getirir ve ubikitinasyondan sonra IkB’nin ubikitin-proteozom
sistemi aracili1 ile degredasyonu gergeklesir. Sitoplazmada IxB/NF-kB kompleksinde serbest

kalan NF-xB(p50/RelA dimeri) niikleer lokalizasyon sinyali ile ¢ekirdege gecer [104].

2.9.3. GELENEKSEL OLMAYAN (NON-CANONICAL) YOLAK

Bu yolak ile NF-xB aktivasyonu, immiin yanitta gorevli olan lenfoid organlarin gelisiminden
sorumludur.

En sik goriilen diger bir aktif form olan p52/RelB dimeri bu yolakla aktive olur. Geleneksel
olmayan yolak geleneksel yolaga gore daha yavas bir kinetige sahiptir. Bu ylizden bu yolakta
goriilen pS2/RelB dimer aktivitesi ge¢ gerceklesir, ancak daha uzun siireli aktivasyon saglanir.
Sitoplazmada dinlenim durumunda inaktif form seklinde bulunan p100/RelB dimeri, lenfotoksin
3, B-hiicre aktive edici faktér (BAFF) ve CD40 ligandlar1 varliginda stimiile olur [104,105].
Ayrica yapilan ¢alismalarla bu uyaricilarin geleneksel yolagi da aktive ettigi gosterilmistir [107].
p52 monomerinin Onciilii olan pl100, IKK homodimeri tarafindan fosforile edilir. Bu
fosforilasyon sonucunda p100’tin p52’ye doniisiimii gerceklesir, transkripsiyonel acgidan aktif
olan p52/RelB dimeri serbest hale gelir ve niikleer lokalizasyon sinyali ile ¢ekirdege geger [104,
105, 107].

2.9.4. DNA HASARI

Bu yolak ile NF-kB aktivasyonu DNA hasarina karsit olusan cevaptan sorumludur [97]. Bu
yolakta, geleneksel ve geleneksel olmayan yolaktan farkli olarak IKK aktivitesine gerek yoktur.

Ozellikle DNA nin ¢ift zincir kirik hasariyla devreye giren bu yolagin iki paralel siireci vardir. i1k
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olarak PIDD adi verilen ve ‘6liim (death)’ bolgesi igeren p53 ile uyarilan protein aktive olur ve
cekirdege gecer. Cekirdekte bulunan IKK/NEMO’nun, bir ¢esit kinaz olan RIP1 (Reseptorler
etkilesen protein 1) ile birlesip kompleks olusturmast ve SUMO ve ubikitin yoluyla
modifikasyonu bu yolaktaki ilk siireci olusturur. Ikinci siiregte ise SUMO ve ubikitin yoluyla
modifiye edilen IKK/NEMO kompleksi sitozole gecer ve IKK’yi aktive ederek NF-xB

aktivasyonunu saglar [104].

2.9.5. NF-KB’NiN INHiBiSYONU

Aktive olup cekirdege gegen NF-kB, transkripsiyon faktorii olarak gérevini yaptiktan sonra tekrar
sitozole geger. Sitozolde dinlenim durumundayken NF-kB ile etkilesen ve onun inhibe hale
gelmesini saglayan inhibitor, kappa B (IkB) proteinleridir. IkB proteinlerinin NF-kB ile protein-
protein etkilesimleri, IkB’nin yapisinda bulunan ankrin tekrarlar1 sayesinde olur. IkB’nin ankrin
tekrarlari, NF-kB’nin yapisinda bulunan RHD’ye baglanarak NF-kB’nin ¢ekirdek lokalizasyon
sinyalini tanityan bolgenin maskelenmesini saglar [97,105,107] Dogal siirecte inhibisyonun
yanisira ¢esitli ilaglar, disardan aliman dogal maddeler ve bazi hastaliklar sonucunda da NF-kB
inhibisyonu gerceklesir. NF-kB aktivasyonun inhibisyonu kanser, koroner kaynakli kalp
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ornegin kirmiz1 saraptaki resveratrol maddesi NF-
kB aktivitesini inhibe eder. Bu 06zelligi sayesinde koroner kalp hastaliklar1 ve bazi kanser
tiirlerinde 6liim oranlarini diisiirebilecegi diistiniilmektedir [ 108]. Ayrica Umezawa ve arkadaglar
tarafindan dizayn edilen antibiyotik kokenli DHMEQ (dehydoroxymethyl-epxyquinomicin)

maddesi kanser hiicrelerinde aktive olmus NF-xB’yi inhibe etmektedir [109].

2.10. SKH’iN TEDAViSi

SKH sonrasi tedavinin asil amaci, olusabilecek ikincil hasar1 engellemektir. Hem cerrahi hem de
medikal tedavi ile travmatize olmus spinal kordda koruyucu noéroprotektif ajanlarin kullanilmasi
bilinen tedavi yontemleridir. SKH sonrasi ilaglar, tek veya etkilerini potansiyelize edip
etmediklerini saptamak amaciyla kombine sekilde deneysel g¢alismalarda denenmistir [54].

Giliniimiizde tedavi yaklasimi ise hasarli olmus spinal korddaki -6zellikle- aksonlarin yeniden
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gorevlerini yapabilecegi rejenerasyon c¢alismalaridir. Ayrica kafa travmasi, kardiak arrest ve

serebral iskemi tedavisinde kullanilan hipotermi de giincel tedavi yontemleri arasindadir [110].

2.10.1. SKH’NIN CERRAHI TEDAVISi

Yaralanma sonrasi primer hasara neden olan kanama, hematom, kemik ve disk fragmanlar1 gibi
yer kaplayan olusumlarin ¢ikarilmasini igeren dekompresif yaklasimlar erken donemde fayda
saglayabilir. Yaralanma sonrasi ilk 24 saat icinde acil dekompresyon, yapilmamas: durumunda
kotiilesecek olan noérolojik durumu iyilestirebilir. Ayrica yapilacak olan stabilizasyon anatomik

pozisyonda diizelmeyle ikincil hasarin siddetlenmesini engelleyebilir [111].

2.10.2. SKH’DE CERRAHI OLMAYAN (MEDIiKAL) TEDAVi

SKH iizerine yapilan deneysel c¢alismalarda bir¢ok farmakolojik ajan kullanilmistir. Bazi ilag
gruplarinin  etkinligi deneysel olarak gosterilse de bu ilaglarin  klinik  kullanimi
gerceklesitrilmemistir. Metilprednizolon basta olmak {izere gangliozidler, opiyat reseptor
antagonistleri ve nimodipin insanlarda faz 3 galismalari tamamlanmis ve onaylanmis, giincel

kullanimi olan ilaglardir [112].

2.10.2.1. METILPREDNiZOLON (MPZ)

SKH sonras1 travmanin ilk 8 saati i¢inde uygulanmasinin 6 hafta, 6 ay veya 1 sene icinde faydali
(motor ve duyu fonkisyonlarinda) etkilerini gosteren ¢aligmalar vardir [57,113]. Ulusal akut SKH
calismalar1 (NASCIS 1, II, III), hasar sonrasi ilk 8 saat icerisinde uygulanan yiiksek doz MPZ’nin
norolojik diizelme sagladigini desteklemektedir. Antiddem, antioksidan ve lizozomal membran
stabilizatorii olarak gorev yapan MPZ bu etkiyi membrandaki Na-K ATPaz enzimini koruyarak,
lipid peroksidasyonuna (LPO) bagli membran harabiyetini engelleyerek yapmaktadir
[114,115,116]. MPZ tedavisi, belirgin yan etkileri nedeniyle uzmanlar arasinda tartismali
olmasina ragmen giincel ve etkili tek medikal tedavi yontemidir [113].

Tedavi protokolii su sekildedir; Ilag konsantrasyonu: Tiim soliisyonlar 62.5 mg/ml olacak sekilde

karistirilir. 17 bolus: 30 mg/kg baslangigta 15 dakika igerisinde iv bolus seklinde verilir. Idame:
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45 dakika beklendikten sonra idame tedavisine gecilir. 5.4 mg/kg/saat’ten en fazla 48 saat siirekli

inflizyon tedavisi uygulanir. Eger cerrahi tedavi gerekiyorsa cerrahi sirasinda da inflizyona

devam edilir [113,117].

2.10.2.2. NALOKSAN

Opiat reseptor antagonisti ilagtir, SKH’yi Onlemede etkin oldugu NASCIS II caligmasinda
gosterilmistir. Opiat reseptor antagonistlerinin norolojik travma tizerindeki olumlu etkilerini,
spinal kord kan akimini arttirarak yaptiklari bilinmektedir [118]. Tedavi dozu olarak 5,4 mg/kg
yiikleme sonrasinda 24 saat boyunca 4 mg/kg idame dozunda denenmis ve basarili sonuglar

vermistir [52].

2.10.2.3.GANGLIOSIDLER

Glikosfingolipid yapisinda ilagtir. Deneysel ¢alismalarda néron gelisimi iizerine olumlu etkileri
ve apoptozisi Onleyici etkisi gosterilmistir. Klinik ¢alismalarda 600 mg yiikleme dozu sonrasinda
56 giin boyunca 200 mg/giin idame dozu uygulandiginda ilk 6 saat sonrasinda belirgin norolojik

diizelme oldugu gosterilmistir [119].

2.10.2.4.NiMODiPIiN

Akut SKH sonrasinda, hiicre membraninin hasara ugramasi ile Ca kanallar1 depolarize olur ve
kalsiyumun hiicre icine akist gergeklesir. Ca dogrudan ndrotoksik etkisi haricinde vaskiiler diiz
kas hiicreleri tizerinde de kasilmaya yol acarak vazospazma neden olur. Bu sekilde Ca hem
dogrudan hiicreyi etkileyerek hiicre apoptozuna yol agmakta, hem de kan akimini azaltip enerji
metabolizmasini etkileyerek diger hiicrelerde ikincil hasarlanmaya neden olmaktadir [120].
Merkezi sinir sistemine yiiksek selektif oldugundan dolayr Ca kanal blokérleri arasinda
nimodipinle yapilan deneysel calismalarda, noroprotektif etkiden ¢ok posttravmatik kan akimin
arttirdig1 ve bu sayede spinal kordu iskemiden korudugu saptanmistir. Nimodipinin spinal kord

tizerindeki etkilerinin kisith olmasi ve farkli goriisler olmasindan dolay: klinik kullanimi yoktur

[120].
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2.11. ISOALANTOLACTONE (IAL)

2.11.1 GENEL BiLGi

Dogal bir ekstrat lakton olan Izoalantolakton (IAL), tibbi bitki Asteraceae familyasinin Inula
helenium (elecampane) tiirii de dahil olmak iizere bir¢ok bitki tiirlinde bulunan fitokimyasal bir

karisimdir. iki izomerik ekstrat lakton, alantolakton (ALT) ve izoalantolakton (IAL) karisimidir.

1895 yilinda Alman bilim adamlar1 Julius Bredt ve Wilhelm Posh helenini Inula helenium'dan
cikardi ve fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini belirledi [121]. Cin Farmakopesi ve Avrupa
Farmakopesi kayitlarina gére ATL ve IAL'nin hizli bir baslangici vardir ve normal hayvan doku
ve organlarma onemli zarar vermez [122, 123]. ATL ve [AL'nin antitimor 6zellikleri, akciger
kanseri, karaciger kanseri, kolon kanseri ve 16semi dahil periferik timorlerde gosterilmistir [124].
Bununla birlikte, bugiine kadar, ATL ve tiirlerinin etkilerini uyguladig1 ayrintili anti-kanser ve
anti-enflamatuar mekanizmalar karakterize edilmemistir. Ayrica, ugucu yag bilesiklerinin kiigiik
bir molekiilii olan TAL, geleneksel Cin Tibb1 “yukar1t dogru-beyne dogru” teorisi ile tutarlidir ve

KBB'ye niifuz etme potansiyeline sahiptir.

2.11.2 DOGAL KAYNAKLAR

Izoalantolaktone (IAL) ve (ATL), Inula helenium ve diger Inula tiirlerinin koklerinde olusur.
Helenin, yaklasik %40 alantolakton ve %60 izoalantolakton igeren bir karisim elde etmek icin
alkol veya diger polar olmayan c¢oziiciiler kullanilarak Inula helenium'un koklerinden elde

edilebilir [125] (Sekil 2.25).
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ALANTOLACTONE

Sekil 2.25. Inula helenium ve Isoalantolactone kimyasal yapisi

2.11.3 BiYOLOJIiK AKTIVITE

Izoalantolakton ve Alantolakton dahil olmak ftizere cesitli in vitro biyokimyasal ozelliklere

sahiptir.

Akciger skuamoz kanser hiicrelerinde apoptozis ve hiicre siklusunun durmasina neden olur, IAL
ve tlrleri insan skuamoz akciger kanseri hiicrelerinin biiylimesini inhibe ederek apoptoz ve
G1/GO hiicre dongiisii durmasina sebep olmustur. IAL ile indiiklenen apoptoz asagi regiilasyon
yoluyla Bcl-2’nin ve Bax’in regiilasyonunun ardindan aktivasyonu kaspaz-9, -8 -3 ve PARP.
ALT ve IAL aracili hiicre dongiisii durmasi belirgin bir azalma ile iliskiliydi. Siklin D1, siklin
D3, CDK4'lin protein ekspresyonunda, ve CDK6. Bu nedenle, AL ve tiirlerinin akciger SCC igin
terapotik etkisi gosterilmistir [10].

Kemokin tiretimini ve STATI1 fosforilasyonunu inhibe ederek antiinflamatuar etkilere sahiptir,
antiinflamatuar S. lappa ve alantolactone tiirleri, STAT1’i inhibe ederek TNF-a ve IFN-gamma

sekresyonu azalttig1 i¢in dermatit tedavisi i¢in kullanilmistir [126].

Antifungal, antimikrobiyal etkiye sahiptir, yeni sentez edilen lakton tiirleri analize edilmistir.
Cunningham mantar1 ve Cunninghamella echinulata'ya kars1 aktivitelerin degerlendirilmesinde.

In vitro mantar kiiltiirlerde antifungal aktivitesi pozitif oldugu goriilmiistiir [127].
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Yapilan arastirmalarda lakton tiirleri Gram pozitif bakteri karsisinda MurA enzimini inhibe edip
sitoplazmadaki peptidoglikan biosentezini durdurarak bakterinin ¢ogalmasini engellemistir. Bu in
vitro ¢alismada, I. helenium'un 6nemli antistafilokokal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir

[128].

Son yapilan calismada, NF-kB ve MAPK sinyal yollarinin bastirilmasiyla Alantolakton ve
Izoalantolaktonun anti-noroinflamatuar etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ALT ve
tiirlerinin aktif B hiicrelerinin (NF-kB) ve mitojenle aktif olan protein kinazin (MAPK) sinyal
yollarinin niikleer faktor kappa hafif zincir gelistiricisini baskilayarak proinflamatuar faktorlerin
ekspresyonunu diistirdligiinii gosterilmistir. Orta serebral arter tikanmasi ve reperfiizyon (MCAO
/ R) sigan modeli kullanilarak yapilan ileri degerlendirme, ALT'nnn serebral iskemi-reperfiizyon
hasarin1 hafifletebilecegi sonucunu desteklenmistir. Norolojik defisitleri, beyin enfarktiis
hacmini, beyin ddemini, ndronlarin apoptozunu ve nekrozu azaltmistir. ALT ve tiirleri, MSS
hasarinin iyilegsmesine katkida bulunan anti-noéroinflamatuar ozellikler gostermis ve MSS

yaralanmasinda daha ileri uygulamalar i¢in umut verici bir aday olarak diisiintilmiistiir [129].

2.12. DENEYSEL SPINAL KORD TRAVMA MODELLERI

SKH olusturmak amactyla bir¢ok deneysel model gelistirilmistir. Giincel kullanimi1 olan modeller
yiiksekten agirlik diigiirme ve klips ile spinal kord kompresyonudur [56,130].

Ik olarak Allen tarafindan ortaya konan ydntemde; bilinen bir agirlik, belirli bir yiikseklikten
laminektomi sonras1 agiga cikarilan spinal kord {izerine distiriiliir [130]. Genellikle hazirlanan bir
diizenek yardimiyla agi8a ¢ikarilan spinal kord iizerine 5 cm yiiksekten 10 g agirlik (50 g/cm) bir
boru igerisinde vertikal olarak serbest diisiise birakilir ve travma modeli olusturulur.

Ikinci yontemde, anevrizma klips kullanilarak spinal kord hasari olusturulur. 24 g giiciinde
Yasargil anevrizma klibi, laminektomi sonrasi spinal kordun ekstradural kompresyonu amaciyla
1 dakika kapali tutulur ve travma olusturulur [131].

Bu ¢aligmada spinal kord travmasi olusturmak amaciyla agirlik diistirme yontemi kullanilmagtir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI VE BARINMA KOSULLARI

Bu arastirma, Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisii Sinir
Sistemi Arastirmalart Laboratuvarlari’nda yiiriitiilmistiir. Calismada, agirligi 250 — 350 gram
arasinda olan toplam 32 adet eriskin Wistar Albino erkek sican kullanilmistir. Standart barinak
kosullarinda, polikarbon kafeslerde, 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik dongiisiinde 22+1°C
sicaklik, % 30-55 nem orani ve su ile yiyecege sinirsiz erisim (ad libitum) saglanmistir. Siganlar
izerinde uygulanan tiim deney paradigmalari, ulusal ve uluslararast hayvan deneyleri mevzuatina
ve kilavuzlarina uygun olup; Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

tarafindan 30.04.2019 tarih ve 2019/04-01 karar numarali izni ile gergeklestirilmistir.

3.2. DENEY GRUPLARI VE PROTOKOL

(Calismada toplam 32 adet sican kullanilmistir. 4 ayr1 grup ve her grupta 8 sican (n=8)
olacak sekilde gruplandirilmistir. Siganlara 10 cm yiikseklikten 15 gr serbest agirlik diisiiriilerek
spinal kord travmasi modeli olusturulmustur. Travma sonrasi 22. ve 23.saatte norolojik muayene
yapildiktan sonra 24. saatte siganlar sakrifiye edilmistir. Sakrifisyon sirasinda 6nce atriumdan

serum Ornegi alinmis, sonra doku perfiizyonu yapilmistir. Sicanlarin gruplara gore dagilimi su

sekildedir:

1) Grup 1: Sham grubu (Torakal insizyonu + Torakal laminektomi) (n=8): Ketamin
+ Xylazine anestezisi altinda, sicanlarda sadece alt torakal orta hat insizyonu ve T10 -
T11 laminektomi yapilarak, medulla spinalis ekspoze edilmistir. Ardindan
paravertebral adaleler ve cilt insizyon sirayla 3.0 ipek iple dikilmistir. 23. saatte

norolojik muayene yapildiktan sonra 24. saatte sicanlar sakrifiye edilmistir.

2) Grup 2: Spinal kord travmasi sonrasi kontrol: (n=8): Ketamin + Xylazine
anestezisi altinda, siganlarda alt torakal orta hat insizyonu ve T10-T11 torakal
laminektomi yapilarak medulla spinalis ortaya konulmustur. Sicanlar agirlik diisiirme
diizenegine yerlestirilerek 10 cm yiikseklikten 15 gr agirliginda, carpma alani yaklagik

10 mm? olan silindirik serbest agirhk medulla spinalis tizerine diisiiriilmiistiir.
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Sedasyon altinda 4.0 ipek dikis ile paravertebral adaleler ve insizyon sirayla suture
edilen sicanlar kafeslerine alinmistir. Travmadan 30 dakika sonra sig¢anlara
intraperitoneal (IP) serum fizyolojik enjeksiyonu yapilmistir. 23. saatte ndrolojik

muayene yapildiktan sonra 24. saatte sicanlar sakrifiye edilmistir.

Grup 3: Spinal kord travmasi sonrasi intraperitoneal MPZ (60 mg/kg) (n=8):
Ketamin + Xylazine anestezisi altinda, sicanlarda alt torakal orta hat insizyonu ve
T10-T11 torakal laminektomi yapilarak medulla spinalis ortaya konulmustur. Siganlar
agirlhik diisiirme diizenegine yerlestirilerek 10 cm yiikseklikten 15 gr agirliginda,
carpma alan1 yaklagik 10 mm? olan silindirik serbest agirlik medulla spinalis {izerine
diistiriilmiistiir. Sedasyon altinda 4.0 ipek dikis ile paravertebral adaleler ve insizyon
sirayla suture edilen siganlar kafeslerine alinmistir. Travmadan 30 dakika sonra
sianlara intraperitoneal (IP) MPZ (60 mg/kg) enjeksiyonu yapilmistir. 23. saatte

norolojik muayene yapildiktan sonra 24. saatte sicanlar sakrifiye edilmistir.

Grup 4: Spinal kord travmasi sonrasi intraperitoneal ALO (20 mg/kg) (n=8):
Ketamin + Xylazine anestezisi altinda, sicanlarda alt torakal orta hat insizyonu ve
T10-T11 torakal laminektomi yapilarak medulla spinalis ortaya konulmustur. Siganlar
agirhik diisiirme diizenegine yerlestirilerek 10 cm yiikseklikten 15 gr agirliginda,
arpma alan1 yaklasik 10 mm? olan silindirik serbest agirlik medulla spinalis iizerine
disiiriilmustiir. Sedasyon altinda 4.0 ipek dikis ile paravertebral adaleler ve insizyon
sirayla suture edilen sicanlar kafeslerine alinmistir. Travmadan 30 dakika sonra
sianlara intraperitoneal (IP) ALO (20 mg/kg) enjeksiyonu yapilmistir. 23. saatte

norolojik muayene yapildiktan sonra 24. saatte siganlar sakrifiye edilmistir.
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Z g ‘ ‘Round head screw
(&) ‘Length 20 mm

‘Diameter 2 mm
T9 T10 T11 *Thread pitch 0.3 mm

Sekil 3.1. Si¢an torakal spinal travma modeli gdsteren simatik resimler

3.3. ANESTEZi VE YASAMSAL BULGULARIN TAKIiBi

Deney baslangicinda agirlik 6l¢timiinii takiben, genel anestezi indiiksiyonu intraperitoneal
(IP) Ketamin (90mg/kg) + Xylazine (10 mg/kg) ile gerceklestirilmis, anestezi derinligi parmak
kistirma yontemi ile kontrol edilmistir. Sicanlar anestezi altinda agirligin diisiiriilecegi diizenege
yerlestirilmistir. Tiim islemler siiresince genel anestezi saglanmistir. Deney esnasinda siirekli
olarak kalp atim sayis1 ve kan oksijen satlirasyonu pulse oksimetre ile (V3304 Digital Table-Top
Pulse Oximeter, SurgiVet, ABD) monitorize edilmistir. Tiim islemler boyunca ortalama 3 L/dk
oksijen destegi saglanmis ve sicanlar kendiliginden solunum devam eder vaziyette takip edilmis,
bu siire icinde homeotermik battaniye yardimi ile (Harvard Apparatus Limited, Ingiltere) viicut

sicakligi 37.0+0.2°C’de tutulmustur.

3.4. SPINAL KORD TRAVMASININ OLUSTURULMASI

Ketamin + Xylazine anestezisi altinda sigcan torakal bdlgenin cildi orta hat insizyonu ile
acilarak paravertevral adaleler disseke ederek T10-T11 laminalar goriinecek sekilde ortaya
konmustur. T10-T11 laminektomi yapildiktan ve medula spinalis ekspozisyonu saglandiktan

sonra hayvanlar travma diizenegine alinmigtir. (Sekil 3.2.) de goriilen agirlik diisiirme
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diizeneginin altina sigan, medula spinalisi tam olarak silindirik agirligin temasi yiizeyine denk
gelecek sekilde yerlestirilmis, sedasyon ve O2 destegi altinda silindir bigimindeki 15 gram’lik
celik agirlik 10 cm ylikseklikten diistirtilmiistiir. Travmanin hemen sonrasinda agirlik kaldirilmais,
adaleler ve cilt insizyonu 3.0 ipek iple dikilmis, sicanin ayilmasi beklenmistir. Ayilma esnasinda

02 destegine devam edilmistir.

Sekil 3.2. Agilik disiirme diizenegi ile spinal kord travmasinin
olusturulmasi. Silindirik tip 10 cm uzunlugunda 15 gram
agirhginda metal agwhk uvgun vikseklikten brrakilmaktadsr.

3.5 INTRAPERITONEAL MPZ , ALO HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

0,02 gr/2 ml’ lik flakon seklinde bulunan Metilprednizolon, 10 mcg/2ml’lik ampulde bulunan
Izoalantolakton, % 0,09’ luk sodyum kloriir ile seyreltilerek travma grup 3’e ve travma grup 4’e

islem sonrasi 30. dakikada intraperitoneal olarak uygulanmistir.
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3.6. NOROLOJIiK DEGERLENDIRME

3.6.1. EGiK pUZLEM (INCLINED PLANE) TESTi: Sicanlarin fonksiyonel iyilesmeleri, Rivliv ve
Tator tarafindan tanimlanan ve deneysel akut omurilik yaralanmalarinda sik¢a kullanilan egimli
alan (egik diizlem) yontemi ile degerlendirildi [132]. Si¢an, diizglin zemin iizerinde yere paralel
olarak yerlestirilmis bir tabla iizerine kondu. Daha sonra tabla sabit olmayan kaldira¢ tarafindan
kaldirilarak egimi arttirildi. Hayvanin, tabla tizerinde 5 saniye boyunca diismeden durabildigi en
yiiksek ac1, egik diizlem acis1 olarak kabul edildi. Test esnasinda sicanlara besin motivasyonu
yapilabilir. Bu ¢alismamizda biitlin gruplardaki siganlara cerrahi 6ncesi ve sonrasi 23. Saatte egik

diizlem (inclined plane) testi uygulandi (Sekil 3.3).

3.6.2. KLINIK MOTOR MUAYENE :-
Calismamizda sicanlarin fonksiyonel iyilesmelerini degerlendirmek i¢in diizenli olarak motor
muayeneleri yapildi. Siganlarin motor fonksiyonlar1 cerrahi islem Oncesi ve sonrasi 23. saatte

Drummond ve Moore kriterleri ile degerlendirildi [133].

Drummond ve Moore Kriterleri

0: Paraplejik, alt ekstremitelerde motor fonksiyon yok.

1: Alt ekstremitede motor fonksiyon zayif, sadece yer ¢cekimine kars1 zayif hareket.

2: Orta derecede alt ekstremite motor fonksiyonu, yercekimine karsi gii¢ 1yi fakat bacaklarini
viicudun altina ¢gekemiyor.

3: Motor fonksiyon ¢ok iyi, bacaklarini viicudun altina ¢ekip ziplayabiliyor, fakat tam normal
motor fonksiyon degil.

4: Normal motor fonksiyon.

Sekil 3.3. Egik diizlem (inclined plane) testi
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3.7. SAKRIFIKASYON, SPINAL KORDLARIN CIKARILMASI VE FIKSASYON

Sicanlar 24 saat izlem sonrasi immunhistokimyasal ve histopatolojik calisma i¢in
orneklerin alinmas1 amaci ile sakrifiye edildi. Bunun icin yiiksek doz kloralhidrat anestezisi
altindaki sicanlara torakotomi yapilarak kalp ortaya konuldu. Once sag ventrikiilden serum &rnegi
alindiktan sonra sol ventrikiilden hayvanin karacigeri beyazlagincaya kadar heparinli soliisyon
verildi, sonrasinda ise hayvanin viicudu sertlesinceye kadar sabit hizda %4 paraformaldehit (0,1
mol/L sodyum fosfat tamponu icinde, pH: 7,4) ile damarlar perfiize edilerek doku fiksasyonu
yapildi. Ardindan sicanlar dekapite edilerek omurgalar1 ¢ikarildi ve spinal kordu izole edildi,
%4’ liik paraformaldehit soliisyonu icerisinde fikse edildi. Fikse edilmis spinal kordlar +4°C’de
muhafaza edildi. Alinan serum 6rnekleri hemen EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)’l1 tiiplere
alindi. Oda 1s1sinda 1 saat bekletildikten sonra santrifiij edilerek plazma 6rnekleri alindi ve — 80

derecede saklandi.



Sekil 3.4. Sakrifiye etmek ve spinal kordu ¢ikarilmasi

3.8. KESITLERIN ALINMASI, IMMUNHISTOKIMYA VE HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Sigan spinal kordlarinin tiimi sakrifikasyon sonrasi alindi. Dokular %10 tamponlu formaldehit
icinde 48 saat tespit edildi. Doku 6rnekleri takip cihazina alindi. Takip cihazinda dehidratasyonu
saglamak i¢in sirayla %70, %80, %90 ve %100’luk alkollerden gegirildi. Seffaflastirma i¢in doku
ornekleri birer saatten 2 kere ksilolden gecirildikten sonra parafine alistirma igin 2,5 saat saf
parafinde bekletildi. Doku takip cihazindan alinan 6rnekler Leica Egl 150H parafin istasyonunda
saf parafine gomiilerek parafin bloklar elde edildi. Elde edilen parafin bloklardan 5 mikron
kalinliginda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler 30 dakika 70 C etiivde birakildiktan sonra 2 saat
ksilende tutularak deparafinize edildi. Ornekler dereceli alkol serilerinden (%100, %95, %75 ve
%350) gegirilerek rehidrate edildi. Doku kesitlerinin bir kism1 Hematoksilen & eozin (H-E) ve
NeuN (noronal nukleer antijen) ile boyandiktan sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi.

Immunhistokimyasal boyama i¢in hazirlandi. IL-6, Iba-1, CD3, F4/80 ve NF-xB P65 igin 10 mM
pH 6 sodyum sitrat tampon 80°C su banyosuna konulup isitildiktan sonra 1sitilmig tamponun
icine deparafinize lamlar yerlestirilerek 1siya maruz birakildi. Boylece 1s1 araciliiyla antijenler

aciga c¢ikarildi (antigen retrieval). Lamlar oda sicakliginda 25-30 dakika bekletildi. NLRP3



56

boyamasi i¢in ise doku kesitleri 1:20 oraninda distile su ile diliie edilmis proteinaz K ile oda
sicakliginda 15 dakika tutuldu. Tiim 6rnekler distile su ile yikanip 1 saat bloklama soliisyonu ile
inkiibe edildi.
IL-6, Iba-1, F4/80,CD3 ve NF-kB P65 igin fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) iginde %1°lik sigir
serum alblimini (BSA) ve %10’luk normal goat serum (NGS) ile, NLRP3 i¢in ise %1’lik BSA,
%0.02’lik Triton X, %0.05’lik sodyum asit, %0.4’luk EDTA ve %10’luk normal donkey serum
(NDS) karistirilarak bloklama soliisyonu hazirlandi. Sonrasinda kesitler bir gece +4°C’de,
NLRP3 ise oda sicakliginda primer antikor ile inkiibe edilip yikandi. NLRP3 disindaki kesitler 1
saat oda sicakliginda 1:200 oraninda sekonder antikor (Cy3 goat anti rabbit) ile, NLRP3 ise 2 saat
sekonder antikor (donkey anti goat) ile oda sicaklifinda inkiibe edildi. Son olarak lamlar
yikandiktan sonra DNA’y1 boyayan dolayistyla hiicre ¢ekirdekleri goriiniir hale getiren, bir mavi
floresan boyasi olan Hoechst 33342 damlatilarak lameller kapatildi.

Kesitler Leica DM 6000B mikroskobu ile 20X ve 40X biiylitmede incelendi ve hasarin net
goriildiigl travma ve travmanin distal bolge bileskesinden DC 500 model Leica dijital kamera ile
fotograflar ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi. Sag ve sol spinal kordun alinan kesitler i¢in

ilgilenilen belirteg ile pozitif boyanan hiicreler, toplam hiicre sayisina oranlandi.

3.9.SERUM VE DoKU IL-6, TNF-A DUZEYLERININ ELISA iLE BELIRLENMESI

Kardiyak perfiizyon sonrast EDTA’1 tiipe alinan serum 6rnekleri, 2 ml protein LoBind tiipe
(Eppendorf) konulduktan sonra, ( 15 dk, 1200 rpm ) santrifiij edildi ve -80 C° de muhafaza edildi.
ELISA 6ncesi drnekler 1200g de 15 dk + 4 santigrad derecede santrifiij edildi. Ardindan

stipernatantlardan 100’er ml ayrildi. RIPA tamponlu (Radioimmunoprecipitation assay buffer) ve

RIPA’siz olacak sekilde ornekler ayrildi. RIPA’siz 6rnekler igin 25 pl serum 75 pl diliisyon
tampon ile 3 kat diliie edildi. RIPA lizis tamponu uygulanacak ornekler icin 75 mcl serum
ornegine 8 mcl RIPA eklenerek 150 ml diliisyon tampon ile 3 kat diliie edilerek hazirlandi.
TNF-a ve IL-6 rat ELISA kitinde bulunan soliisyonlar kullanim 6ncesi oda sicakligina
alind1. Ornekler iki tekrar seklinde kuyulara yiiklendi. Serum 6rnekleri ¢oziindiikten sonra 1200
rpm’ de 15 dakika santrifrlij edildi. Siipernatantlar kuyulara yiiklenmek iizere Eppendorf

tiiplerine alindi.
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Standart 1 ml 6rnek diliisyon tampon ile sulandirildi. Stok standart ¢ozeltisinin son
konsantrasyonu 200 — 100 — 50 — 25 - 12.5 - 6.25 - 3.12 pg/ ml olacak sekilde standartlar seri
olarak diliie edildi ve kuyulara 100’er pl olacak sekilde yiiklendi. Serum 6rnekleri de kuyulara
100’er pl olarak yiiklenip plate 37 C°’ de 2 saat inkiibe edildi. Kuyulardaki sivilar ¢ekildikten
sonra her kuyuya 100’ er pl Biotin-antikor soliisyonu konuldu ve 1 saat 37 C°’de inkiibe edildi.
Kuyulardaki soliisyon aspire edildikten sonra 3 defa yikama soliisyonu ile yikandi. Daha sonra
kuyulara 100’er  ul HRP-avidin soliisyonu eklenip, 1 saat 37 C° de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra sivi aspire edilerek 5 defa yikama soliisyonu ile yikandi. Ardindan her
kuyuya 90’ ar pl TMB substrat1 konulup, yaklasik 30 dk 37 C°’ de inkiibe edildi. Bu basamak
karanlik ortamda gergeklestirildi.

Kuyularda renk degisimi olduktan sonra 50” ser pl stop soliisyonu eklenip, 450 nm dalga
boyunda 6l¢iim yapildi. Elde edilen standart egri grafigine gore orneklerdeki TNF-a ve IL-6
konsantrasyonlari belirlendi. (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. ELISA yontemi

3.10. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismada elde edilen verilerin degerlendirilmesi icin GraphPad Prism 7 for Mac programi
kullanildi. Ikiden fazla sayida bagimsiz grubun ortalamalarmnin karsilastirilmasinda tek yonlu
varyans analizi, iki bagimsiz grubun ortalamalarinin karsilastirilmasinda ise Mann Whitney U
testi kullanildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. TRAVMA SIiDDETININ ETKiSi

Sicanlara orta siddette spinal kord travmasi olusmustur. Travma gruplarinda travma
bolgesinde minimal kanama, kontiizyon goriiniimii olugsmustur. Travma gruplarinin sakrifikasyon

oncesi muayenelerinde paraparezi goriilmiistiir. Spinal kord travma modelinde mortalite hig

izlenmemistir.

Sekil 4.1. Travma gruplarinin sakrifikasyon sonrasi makroskopik goriiniimleri: Orta siddetli
spinal kord travmaya bagli bulgular: Travma bdlgesinde minimal kanama ve kontlizyon

goriilmektedi. Travmanin proksimalinde ve distalinde spinal kord saglam gortilmektedir
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4.2. SICANLARDA NOROLOJIK DEGERLENDIRILMESI

4.2.1 EGIiK DUZLEM (INCLIiNED PLANE) TESTI:

Cer . 95% CI of .
Egik diizlem testi Mean diff, Anlaml P degeri

SHAM vs.

TRAVMA 60 45,62+53,13 Evet < 0,0001
SHAM vs. MPZ 60 22,08+36,67 Evet < 0,0001
SHAM vs. IAL 60 20,62+36,88 Evet < 0,0001

TREVIAYS 1 1063 | 27,66:1234 |  Evet 0,0002
TRAVMA vs. IAL | 10,63 | -28,56+12,69 Evet 0,0003
MPZ vs. IAL 30,63 | -15,11+13,86 | Hayir 0,9989

Tablo 4.1. Deney gruplardaki Inclined Plane (Egik-Diizlem) derecelerinin degerlendirilmesi

Sicanlara egik diizlem testi travma Oncesi ve travmadan sonraki 23. saatte yapilmistir. Biitlin
gruplarin travma Oncesi ve sham grubunda herhangi bir parazesi gelismedigi i¢in egik diizlem

derecesi 60 derece olarak olgiilmiistiir.

Travmanin 23. Saatinde hesaplanan egik diizlem derecelerinde gruplar arasinda istatistiksel

olarak ileri diizeyde anlamli fark bulunmustur (Tablo 4.1).

Sham grubu diger gruplarla istatistiksel olarak ¢ok anlamli fark gostermistir (Tablo 4.1.)
(p<0,0001).

MPZ ve IAL alan travma gruplarinda, travma grubuna gore ndrolojik diizeyinde artis
farkedilmistir. Bu iki grup, travma + MPZ (p=0,002), travma + IAL (p=0,003), travma grubu ile
karsilastirildiginda anlamli istatistiksel fark goriilmiistiir. (Tablo 4.1).

Travma + MPZ, Travma + I[AL gruplarinda nérolojik diizelme olmasina ragmen, iki grup

arasinda ise fark izlenmemistir (p=0.9) (Sekil 4.2).
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Inclined Plane
(Egik-Diizlem)
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Sekil 4.2. Deney gruplarina gore Egik diizlem (dereceleri) karsilastirilmasi

4.2.2. DENEY GRUPLARINDA MOTOR FONKSiYON SKORLARI DEGERLENDIRILMESI
(DRUMMOND VE MOORE KRITERLERI)

Motor Fonksiyonu Mean 95% CI of diff, | Anlamh Ozet P degeri
SHAM vs. TRAVMA 2,5 1,902+3,098 Evet Fhkk <0,0001
SHAM vs. MPZ 1,625 1,027+2,223 Evet Fkkx <0,0001
SHAM vs. 1AL 1,25 0,6519+1,848 Evet Fkkx < 0,0001
TRAVMA vs. MPZ -0,875 -1,473+-0,2769 Evet Fx 0,0023
TRAVMA vs. IAL -1,25 -1,848+-0,6519 Evet Fkkx <0,0001
MPZ vs. IAL -0,375 -0,9731+0,2231 Hayir Ns 0,3367

Tablo 4.2. Deney gruplarinda Motor fonksiyon skorlar1 degerlendirilmesi

Biitiin sicanlar, travma oncesi yapilan muayenelerde, motor kayip olmadigi i¢in 5 skoru
almistir. Sham grubunda spinal kord hasar1 olmadig1 i¢in bu gruptaki siganlarin motor kuvveti
saglam kalmistir ve 5 skoru verilmistir. Travmanin 23. saatinde yapilan norolojik ve motor
fonksiyon degerlendirme sonucuna goére, sham grubunda noérolojik defisit olmayip, diger
gruplarda defisit oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak Sham grubu ile diger gruplar arasinda

ileri diizeyde anlamli fark izlenmistir. (p<0,0001) (Tablo 4.2).

Travma grubunun, travma + MPZ ve Travma + IAL gruplarina gore norolojik olarak daha geri

oldugu goriilmistiir. Travma ile travma + MPZ gruplar1 arasinda istatistiksel olarak belirgin bir
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fark saptanmasina ragmen (p=0.002), travma ile travma + IAL grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel farki daha anlamli gériilmiistiir (p<0,0001).

Travma + MPZ, Travma + AL gruplarinin norolojik olarak diger gruplara gore daha iyi oldugu

izlenmistir, ama iki grup arasinda anlamli fark saptanmamistir. (p=0.3). (Sekil 4.3)

Motor fonksiyon

*k*k
6 -

SHAM
TRAVMA
MPZ

-I_ -I_ Iml AL

*k*k

IRy |

Kuveet derecesi

SHAM TRAVMA MPZ IAL

Sekil 4.3. Deney gruplarina gore Motor fonksiyon skoru karsilastirilmasi

4.3. ELiSA iLE DOKU IL-6, TNFA DUZEYLERININ iINCELENMESI

Travma grubunda sham grubuna gore doku TNF-a konsantrasyonunun daha disiik oldugu
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlanmli saptanmstir (0,1280 to 0,4453) (p=0,002).

Sham grubunda, travma + MPZ (0,06074 to 0,3780) ve travma + IAL (0,07686 to 0,3941)
gruplarina gore serum TNF-o konsantrasyonunun da artmis oldugu goriilmiis, istatistiksel olarak

anlaml1 gortilmistiir (p=0,002).
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Travma grubu, travma + MPZ (0,2259 to 0,09139), travma + IAL (0,2098 to 0,1075) gruplarin
arasinda doku TNF-a ve doku IL-6 seviyelerinde anlamli diisiis goriilmemistir ve anlamli
bulunmamaistir. ( Sekil 4.4).

DOKU-TNF
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Sekil 4.4. Deney gruplarmim ELISA yéntem ile doku TNF-a konsantrasyonu gruplar arast

karsilastirilmasi.

Sham grubuna gore, travma (0,1093 to 0,2955) , travma + MPZ (0,1069 to 0,07936) , travma +
IAL (0,1062 to 0,07998) gruplarinda doku IL-6 azalmis goriilmiistiir , istatistiksel olarak anlamli
fark goriilmistiir (p<0,002) (Sekil 4.5).

DOKU IL-6 SEVIYESI
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Sekil 4.5. Deney gruplarimin ELISA yéntem ile doku IL-6 konsantrasyonu gruplar

arasi karsilagtirilmasi
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4.4, HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Sham grubu:

Sham grubunda 151k mikroskobik incelemede farkli biiyiitmelerde spinal kordun beyaz cevher
yapis1 ve bu yapida yer alan aksonlar ve miyelin kiliflar1 ile gri cevherde 6n boynuzda bulunan
multipolar motor ndronlar (ok) dkromatik ¢ekirdek yapisi, belirgin ¢ekirdekgik yapisi ve hiicre

govdeleriyle birlikte normal yapida gozlenmektedir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Sham grubu Hematoksilen-eozin boyamasi. Sham grubunda longitudinal kesiti hem
beyaz hem de gri cevher saglam ve temiz goriilmekte, ek olarak goriilen spinal kordda akson
yapist (x) ve etrafin1 saran miyelin kiliflar normale yakin histolojik yapida gozlenmekte. (4X

bilyiitme, A), (20X biiyiitme, B, C) (40X biiyiitme, D).
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Travma Grubu

Travma uygulanan ikinci grupta, 151k mikroskobik incelemede farkli biiyiitmelerde spinal kordun
gri cevherinde 6n boynuzdaki motor néronlarda genelde iskemik hiicre yapisi koyu bazofilik
hiicreler (—) goriilmekte. Ayrica beyaz cevherdeki miyelinlerde yogun dejeneratif degisiklikler

ve sismeler (O) ile hemorajik alanlar dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Travma grubu Hematoksilen—eozin boyamasi; Koyu renkli iskemik hiicre yapist (Ok)
ile goriilmekte. Yogun dejeneratif degisiklikler ve sismeler (O). (4X biiyiitme, A), (20X biiyiitme,
B) (10X biiyiitme,C,D).
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Travma grubunda spinal kordun boyuna kesitlerinde 2 farkli goriintiide de beyaz cevherdeki
aksonlar ve aksonu saran miyelin kiliflarinda yogun dejenerasyon ve sismeler (yildiz) ile

aksonlarda yer yer kopmalar (licgen) gozlenmektedir.(Sekil 4.8)

Sekil 4.8. Travma grubu Hematoksilen—eozin boyamasi, Hemorejik alanlar ve aksonlarda
kopmalar (40X biiyiitme, E,F).

Travma + MPZ

Metilprednizolon uygulanan grubun (Grup3) 151k mikroskobik incelemesinde farkli biiyiitmelerde
medulla spinalisin beyaz cevherdeki aksonlar ve aksonlar1 saran miyelin kiliflar1 () ile, gri

cevherinde 6n boynuzdaki motor noronlarda Okromatik niikleus, belirgin niikleolus ve
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perikaryonda ergostoplazmik retikulumdan kaynaklanan tigroid alanlariyla normale yakin yapi
goriilmekte (kalin ok) ancak bir, iki hiicrede iskemik hiicre yapisi koyu bazofilik hiicre ve

cekirdek ve ¢ekirdek¢igin secilemedigi dikkat cekmekte (O). (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Travma + MPZ grubu Hematoksilen—eozin boyamasi: motor noéronlar, 6kromatik
niikleus, belirgin niikleolus ve perikaryonda ergostoplazmik retikulumdan kaynaklanan bazofilik
hiicre ve ¢ekirdek ve cekirdekc¢igin segilemedigi hiicreler. (4X biiylitme, A), (20X biiyiitme, B)
(40X biiyiitme,C,D).

Travma + |AL

Izoalantolakton uygulanan grupta (Grup 4) spinal kordun 1sitk mikroskobik olarak yapilan
incelemelerinde azalmis hasar dikkat ¢cekmekte. Gri cevher, beyaz cevher, kanalis sentralis yapisi
(—) ve kanalis sentralisi doseyen ependim hiicreleri ile gri cevherde 6n boynuzdaki multipolar

motor noron hiicreleri (0) normale yakin histolojik yapida gorilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. IAL verilen Travma grubunun hematoksilen-cozin boyamasi: Diger travma gruplara
gore hemorajik alan, ayrilmis miyelin kilifi, halo hiicreler azaldigi, saglam ndronal hiicrelerin
sayisinin arttig1 goriildi. (4X biyiitme, A), (10X biiylitme, B) (20X biiyiitme,C) (40X biiyiitme,
D).

4.5. IMMUNHISTOKIMYASAL BULGULAR

Travma sonrasi 24. saatte sakrifiye edilen sicanlarin spinal kord dokularindan alinan
kesitlerde ayr1 ayr1 IL-6, CD3, Iba-1(Mikroglia), F4/80(Makrofaj), NF-xB isaretleme yapilmus.
Spinal kordun beyaz ve gri cevheri, sag ve sol olarak 40x biiylitmede komsu 4 ayri alan

incelenmis, isaretlenen ortalama hiicre sayilar1 karsilastirilmistir.
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4.5.1. IL-6 Sinyalinin Degerlendirilmesi

SHAM

TRAVMA

MPZ

IAL

Sekil 4.11. Spinal kord travma modeli olusturulduktan 24 saat sonra sakrifiye edilen siganlarin
spinal kord dokularinda IL-6’nin epifloresan mikroskop ile goriintiilenmesi (40X biiyiitme, 6lgek
20 um). Birinci ve ikinci satirda hiicre ¢ekirdeklerini isaretleyen Hoechst goruntuleri ile IL-6 ile

pozitif boyanan hiicreler.

Travma ve inflamasyonda proinflamatuar sitokin olan IL-6 antikoru ile immunreaktivite gosteren
noronlar, travma grubunda en yiiksek sayida tespit edildi. IL-6 pozitif hiicre sayis1 belirgin
artmustir (3,213+13,36) (p<0,0001). Travma sonrast MPZ (31,85+42,00) ve IAL (34,68+44,82)
uygulanan gruplar sadece travma uygulanan grupla karsilastirildiginda, IL-6’la isaretli hiicrelerde
artis gozlendi (p<0,0001). IAL verilen grupta, sham (3,213+13,36), travma + MPZ (31,85+42,00)
gruplarina gore pozitif hiicre sayisinda azalma saptanmistir. Travma + [AL grubu, diger gruplarla
belirgin istatistiksel fark gostermistir, lakin IAL+ travma ile MPZ + travma (-2,249+7,898 )
gruplar arasinda fark ¢cok anlamli bulunmamistir (p=0,4394).

IAL alan travma grubunda doku IL-6 seviyesi, immiinhistokimyasal olarak ELISA’ye gore
azalmig goriilmiistiir. Bunun nedeni, canli dokuda IL-6 inhibisyonu hiicrsel seviyede daha anlamli
ve hizli goriilmektedir, yani ELISA yontem ile 24 saat iginde IL-6 seviyesinin diismesi i¢in
yeterli zaman olmamustir, ama hiicresel olarak immiinhistokimyasal [L-6’nin diisiisii daha hizli

fark edilir ve anlamli sonug verir.
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Sekil 4.12. Gruplar arasi IL-6 isaretli hiicre sayilarinin gruplar arasi karsilastirilmasi.

4.5.2. T LENFOSIT AKTiVASYONU CD3 iLE iSARETLENEN HUCRE SAYILARININ
DEGERLENDIRILMESI

Inflamasyonda énemli gorev alan T lenfositlerin aktivasyonu gostermek icin belirteci CD3 ile
immunfloresan isaretleme yapilmistir. Hiicre sayilarinda travma grubunda Sham grubuna gore
belirgin artis gézlenmistir.(16,70+5,583) (p<0,002). Total boyanan hiicre sayilarina gore IAL +
travma grubunda, travma (12,14+23,26) grubuna gore T lenfosit aktivasyonunda ¢ok belirgin bir
azalma gorilmistiir (p<0,0001). Ek olarak IAL + travma grubunda, MPZ + travma (1,743+12,86)
grubuna gore CD3 pozitifliginde azalma goriilmiistiir, T lenfosit azalma miktar1 2 grupta da

istatistiksel olarak yakindir.(p=0,0084).
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Sekil 4.13. Gruplar aras1 CD3 isaretli hiicre sayilarinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.14. Spinal kord travma modeli olusturulduktan 24 saat sonra sakrifiye edilen siganlarin
spinal kord dokularinda CD3 ile isaretlenmis T lenfositlerin epifloresan mikroskop ile

goriintiilenmesi (40X biiyiitme, 6l¢ek 20 um).

4.5.3. MiKROGLIA AKTiVASYONU IBA-1 iLE iSARETLENEN HUCRE SAYILARININ
DEGERLENDIRILMESI

Travma sonrasit mikroglial hiicre aktivasyonun gosterilmesi i¢in mikroglia/makrofaj spesifik
kalsiyum baglayici bir protein olan iyonize kalsiyum baglayici adaptdr molekiil-1 (Iba-1) tercih
edilmistir. Iba-1, aktin demetleme aktivitesine sahip olup aktive mikroglialarda fagositozda rol
almaktadir [134].

Travma sonrasit olusan inflamasyonda mikroglial hiicrelerin aktive olmasiyla hiicrelerin
morfolojileri, gen ekpresyonlar1 ve fonksiyonlar1 degismektedir. Morfolojik olarak dallanmus,

ince uzantilar1 olan mikroglialar doku hasar1 veya patojen invazyonu s6z konusu oldugunda buna
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yanit olarak infiltre olmus makrofajlardan zor ayirt edilebilen, hipertrofik ve ameboid bir hal

alirlar [135] (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Spinal kord travma modeli olusturulduktan 24 saat sonra sakrifiye edilen siganlarin
spinal kord dokularinda Iba-1 ile isaretlenmis Mikroglial hiicrelerin epifloresan mikroskop ile
goriintiilenmesi (40X biiyiitme, 6l¢ek 20 pm). Yildizli isaretli hiicreler dallanmis, ince uzantilari

halindeki aktif ameboid mikroglialar.

Iba-1 ile isaretlenen tiim mikroglialar incelendiginde, Sham grubu; travma (4,252+2,352) ve
travma +IAL (3,102+3,502) gruplar ile karsilastirildiginda, Iba-1 sinyali ilag verilen grupta
azalmasina ragmen bu diisiis anlamli bulunmamustir (p=0,9248). Ancak travma grubu ile travma
+ MPZ (6,777+-0,1731) grubuna bakildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak ¢ok az anlamli
fark oldugu goriilmiistiir (p=0,0363). Travma ile travma + IAL (3,102+3,502) gruplarinda,
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mikroglial gogiin daha az oldugu goriilmesine ragmen, gruplar kiyaslandiginda anlamli bir fark

bulunmamaktadir (p=0,9984) (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Iba-1 ile isaretlenmis hasarli dokuya go¢ etmis tiim mikroglialarin gruplar

arasinda karsilastirilmasi.

4.5.4 F4/80 iLE MAKROFAJ AKTIiVASYON HUCRE SAYILARININ DEGERLENDIRILMESI

Inflamasyon sonrasi dokuda Makrofaj aktivasyonun gosterilmesi igin F4/80 boyama ile
immunfloresan hiicrelerin isaretleme yapilmistir. Travmanin 24. saatinde travma bolgesine gog

etmeye baglayan anti inflamatuar hiicre olan makrofajin hesaplamasi yapilmaistir.
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Sham grubunda aktif hale gelmeyen makrofajlar, travma (21,56+8,567), travma + MPZ
(12,13+0,8582) ve travma + IAL (-14,48+-1,492) gruplarda goriilmektedir. Sham ile diger gruplar
arasinda ¢ok anlamh fark goriilmiistiir (p<<0,0001). Ayrica travma grubu ile travma + MPZ
(2,929+15,92) ve travma +IAL (0,5793+13,57) arasinda az anlamli fark saptanmistir (p=0,0025).

Travma + MPZ ile travma + IAL (8,846+4,146) arasinda anlamli fark goriilmemistir (p=0.7575).
(Sekil 4.17) (Sekil 4.18)
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Sekil 4.17. Spinal kord travma modeli olusturulduktan 24 saat sonra sakrifiye edilen siganlarin
spinal kord dokularinda IL-6’nin epifloresan mikroskop ile goriintiilenmesi (40X biiyiitme, 6lgek

20 um). Birinci ve Ikinci satirda hiicre ¢ekirdeklerini isaretleyen Hoechst gériintuleri ile IL-6 ile

pozitif boyanan hiicreler.
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Sekil 4.18. F4/80 ile isaretlenmis hasarli dokuya go¢ etmis tiim Makrofajlarin gruplar

arasinda karsilastirilmasi.

455 NF-KB YOLAK AKTiVASYON HUCRE SAYILARININ DEGERLENDIRILMESIi

Test Mean 95% ClI of diff, anlamli? Ozet P degeri
Sham vs. Travma -31,50 -54,26+ -8,739 Evet faleel 0,0031
Sham vs. MPZ 14,83 -2,194+31,86 Hayir ns 0,0811
Sham vs. IAL 40,17 21,54+58,80 Evet ** 0,0019
Travma vs. MPZ 46,33 29,54+63,13 Evet Frx 0,0006
Travma vs. IAL 71,67 56,92+86,42 Evet Fkrx <0,0001
MPZ vs. IAL 25,33 16,31+4,35 Evet il 0,0006

Tablo 4.3. NF-«xB yolak aktivasyonu gruplar arasinda degerlendirilmesi

Hiicrenin sitoplazmasinda inaktif halde bulunan NF-«xB kompleksi, Spinal kord
travmasinda inflamasyonun uyarisi sonucuna aktiflesip ve apoptoza gidisi artiran NF-kB’nin alt
birim P65 immunohistokimyasal isaretlemesinde; igaretlenen total hiicre sayisina gore travma

grubunda sham grubuna oranla anlamli artis izlenmistir (p=0,0031) (Tablo 4.3). Travma
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grubunda NF-KB Isaretli néron sayisi, travma + MPZ ve travma + IAL gruplariyla
karsilastirildiginda daha anlaml artis gostermistir ( p=0,0006, p<0.0001) (Sekil 4.19).

Isaretlenen total ndron sayisinda travma + MPZ ve travma + IAL verilen gruplarin
karsilastirmasinda; TAL verilen grupta NF-«kB immunoreaktivitesinde belirgin azalma tespit
edilmistir (P=0.0006) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. NF-«xB isaretli hiicrelerin gruplar arasi karsilagtirilmasi; pozitif boyanan total hiicre

sayis1 tabloda gosterilmistir. (****: p<0,0001)
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$ham Travma

Sekil 4.20. Nf-KB immiinohistokimyasal Mikroglial hiicrelerin isaretlemesi : Sham grubu,

Travma grubu, MPZ verilen travma grubu, 1AL verilen travma grubu izlenmektedir.

(Indirekt immunoperoksidaz-hematoksilen, x40 biiyiitme).
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5. TARTISMA

Bu uzmanlik tez ¢alismasinda, siganlarda serbest agirlik diisiirme yontemi ile olusturulan
spinal kord travmasi modelinde; intraperitoneal 1zoalantolakton (IAL) uygulanmasinin 24. saatte

noroinflamasyon iizerine etkileri incelenmistir.

Spinal kord hasarinin (SKH); diinyada goriilme sikligiin yiiksekligi, fiziksel aktivite,
psikososyal ve ekonomik agidan olusturdugu hasarin biiylikliigli ve evrensel kabul goren bir
tedavi protokoliiniin ~ dlizenlenememis olmast nedeniyle gilinlimiizde halen O6nemini
siirdiirmektedir. Bunun ile baglantili olarak 6zellikle travma sonrasi gelisen noral hasarin
azaltilmas1 ve motor fonksiyonlarin korunmasina yonelik molekiiler ve hiicresel diizeyde klinik

caligmalar devam etmektedir [89].

Stirekli gelistirilmeye ¢alisilan etkin farmakolojik tedavi yontemleri hasar sonrasi
gelisen siireclerin patofizyolojisinin iyi anlagilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Hasar
sonrasindaki ilk birkag giin igerisinde omurilikte olusan lezyonun patolojik goriintiisiindeki ciddi

degisiklikler klinik ve deneysel gbzlemlerin en 6nemli noktasini olusturmaktadir.

1911 yilinda Allen képeklerde olusturdugu kontlizyon tipi omurilik yaralanmasi sonrast
uygulanan myelotominin ve posttravmatik hematomyelinin kaldirilmasinin = nérolojik
fonksiyonlarda diizelme saglamasi, daha once bu konu ile ilgili yapilan deneysel calismalarin
belirli kriterlere baglanmasini saglamis ve ayni zamanda sekonder hasar konseptinin de

onciiliigiini yapmustir [136,137].

Bir¢ok travma spinal kord hasarina (SKH) neden olabilir. Travma, omuriligin
kendisini veya etrafindaki vertebral kolonu etkileyebilir. Hasarin boyutu, farkli biyomekanik
faktorlere dayanir. Ekstansiyon, fleksiyon, dislokasyon veya rotasyonla ilgili distraksiyonel
kuvvetlerin hepsi, noronal elemanlarin kendisinde veya spinal kord damarlarinda gerilme veya
yirtilmaya neden olur. Diger ¢esitli mekanik nedenler; kemik kisimlardan, ligamanlardan veya
spinal kanal i¢indeki kanamadan kaynaklanan kompresyonu icermektedir. Bu kuvvetler, sadece
yaralanma esnasinda akut olarak degil; ayn1 zamanda kalic1 deformiteye ikincil ve kronik olarak
da omuriligi harabiyeti yapabilir. Mekanik kompresyon; instabilite veya destriiktif ek kuvvetler
yiikleyen posttravmatik kifoz gibi daha ileri yapisal deformasyonlara gotiirebilir ve norolojik

defisit artisina sebep olabilir [62,64].
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Medulla spinalise darbe oldugu ilk anda noronlarda olusan yaralanma primer hasar
olarak adlandirilmakta ve primer hasarin tetikledigi mekanizmalarla olusan norolojik yaralanma

ise sekonder hasar olarak tarif edilmektedir [83,87,88,90].

Mekanik etkiler ile ortaya ¢ikan birinci hasar takiben spinal kordda gelisen bir dizi
biyokimyasal ve histopatolojik olaylar zinciri ikincil hasar olarak adlandirilir ve spinal kordun
daha fazla zarar gérmesine, dolayisiyla travma sonrasi hiicre 6liimiiniin devam etmesine neden
olur. Primer hasarin medikal veya cerrahi tedavisi olmadigindan dolay1 giincel kok hiicre

caligmalar1 disinda yapilan tiim ¢aligsmalar sekonder hasar1 6nlemeye yoneliktir [55,56].

Spinal kord travmasina maruz kalan hastalarda doku hasari, iskemi ve hemorajiye kars1
akut bir fizyolojik yanit olarak genellikle ilk saatlerden itibaren inflamatuar olaylar ortaya cikar.
Sitokinler ve diger endojen mediatdrlerin salgilanmasi ve karmasik bir etkilesimini igeren olaylar
zinciri dogal iyilesme siirecini saglamaya yoneliktir. Inflamatuar yanitin asir1 olmasi organizma
aleyhine olup, sistemik inflamasyon cevabi ve multipl organ disfonksiyonu sendromu ile
sonuclanabilir. Travmaya sekonder ortaya ¢ikan inflamasyon yanitta primer rolii IL-1, IL-6 ve

TNF-a rol oyar [138].

Akut inflamasyonun ortaya ¢ikmasindaki en 6nemli etken hasar bolgesindeki vaskiiler
yanittir. Travmadan hemen sonra kisa siiren bir vazokonstriiksiyon ve sonrasinda arterioler
vazodilatasyon olusur. Bu da kapiller yatakta konjesyona ve takiben vaskiiler permeabilitede
artisa neden olur. Hasar bolgesine inflamatuar hiicre infiltrasyonu, polimorfontiikleer 16kositlerin
(PMNL) hasar bolgesini birkag saat i¢inde infiltre etmesiyle baglar ve travmanin 24. saatinde en
yiiksek seviyeye ulasir. Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Farkli uyaranlara kars1 yanit
olarak Ozel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davramisini etkilerler.
Sitokinler immiin ve inflamatuvar yanitin etkin mekanizmalarinin ¢oguna katilirlar. IL-1 beta, IL-
6 gibi sitokinler, proinflamatuar sitokinler olarak bilinir ve inflamatuar degisikliklerin
olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik cevabinin ortaya ¢ikmasinda
gorev alirlar. IL-6, akut faz cevabin asil olusturucusudur ve TNF-a ile ortak olarak, IL-6; atesi
olusturan bir endojen pirojen olarak dnemli rol oynar. Gram negatif bakteriyel enfeksiyon ve

inflamatuar reaksiyonlardan sonra dolasimdaki seviyeleri artmig bulunmustur [139].
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NF-kB, noronlarda yaygin olarak eksprese edilir ve aktivasyonu noronal bilginin
islenmesiyle iliskilidir. Kemokinler, sitokinler, proinflamatuar enzimler, adezyon molekiilleri,
proinflamatuar transkripsiyon faktorleri gibi noronal sagkalimi modiile eden molekiillerin gen
regiilasyonu ile ilgilidir Noronlarin yani sira, glial hiicrelerde ve serebral kan damarlarinda NF-
kB transkripsiyon faktorleri bol miktarda bulunur ve noronal ortam etrafindaki inflamatuar
reaksiyonu da diizenler. Bu sekilde noroinflamasyonu, néronal korumay1 veya norotoksisiteyi

modiile eder [140].

Travma sonrasi hem glia hem noronlarda NF-«xB isaretli hiicre sayisinin artmis olmasi,
NF-kB ekspresyonun artmis olabilecegini ve inaktif durumdan aktif hale gectigini diisiindiirtir.
Bu sekilde noroinflamasyon ve ndrotoksisite yolaklarini yonetir. Artmig NF-kB mikroglial
aktivasyonu, salinan reaktif oksijen tiirleri ve proinflamatuar sitokinler (IL-6 ve TNF-a gibi) ile

iliskili sekonder ndrotoksisitede merkezi rol oynar [141].

Deneysel SKH sonrasi farmakolojik ajanlar tek baslarina veya Metilprednizolon (MPZ)
ile kombine bir sekilde gruplar olusturularak uygulanmigtir. Yapilan ¢alismalarda kombine ilag
kullaniminin tek basina Metilprednizolon (MPZ) kullanimina istiinliigli saptanmamustir [54]. Bu
nedenle kombine ilag kullanimi1 yerine hasar mekanizmalarini 6nlemeye yonelik yan etkileri daha
az olan ajanlarla ¢alismanin SKH tedavisine yon gosterecegi diisiiniilmektedir. SKH kalic1 ve geri
doniigsiiz norolojik defisitlere sebep oldugundan dolayr SKH geciren hastalarin yasam kalitesi
ciddi sekilde azalmistir [142]. Yiiksek doz kortikosteroidlerin ndrolojik faydalar1 gdsterilmis olsa
da yan etkileri de mevcuttur. Patolojisi ve farmakolojik tedavisi ile ilgili soru isaretlerini

cevaplamak amaciyla SKH ile ilgili deneysel ¢aligsmalar hala devam etmektedir.

SKH sonrasi IAL NF-kB yolagin inhibisyona bagli néroinflamasyonun ve ikincil hasar
mekanizmalarinin engellenmesi oksidatif stress, hiicre disfonksiyonu, inflamatuar yanit ve
apoptozun olusumunu engeller. Boylece noronal sagkalimin artmasina ve nodrolojik fonksiyon

bozukluklarinin engellenmesine katkida bulunabilir.

IAL ve tiirleri, nonspesifik fosfodiesteraz inhibisyonunu ve direkt STAT3 aktivasyonunu
inhibe ederek, antiinflamatuar ve antimikrobiyal etki gosteren ilaglardir.. Klinikte akcigerde
bakteriyel enfeksiyona bagli inflamasyon ve parankimal hasari tedavi etmek i¢in kullanilmistir
[143, 144].
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En son yapilan ¢alismalarda IAL ve benzeri ilaglarin, sigan modelinde, kafa travmasi ve
beyin hasarinda NF-kB {izerine inhibe edici etkisi gosterilmistir ve ona bagli néronlarda

antiinflamatuar 6zelligi saptanmistir [129, 145].

Bu caligmalar g6z oniline alindiginda daha 6nce SKH’ye bagli noroinflamasyonda ve
hayvan spinal kord travmasi modellerinde denenmemis olan Izoalantolactonun (IAL) sigan spinal

kord travmasi modelinde bu etkileri incelenmistir.

NF-xB isaretli hiicre sayis1 travma grubunda sham grubuna gore anlamli olarak yiiksek

saptanmustir. (p=0,0031).

MPZ verilen travma grubunda ise travma grubuna gore isaretli hiicre sayisinda anlamli
diistis vardir (p=0,006), ama IAL verilen travma grubunda, travma grubuna gore bu diisiis daha

anlamli gortilmistiir (p<0.0001).

Travmada artmis mikroglia/makrofaj aktivasyonu noéroinflamasyonda onemlidir. Bu nedenle
tedavi hedeflerinden biri mikroglia/makrofaj aktivasyonunu baskilamaktir. Bu nedenle spesifik
mikroglia/makrofaj belirteci olan Iba-1/ F4,80 kullanilmigtir. Travma grubunda Sham grubuna
gore anlamli olarak pozitif hiicre sayist artmistir (p<0,00001). Travma sonrast MPZ ve IAL
verilen siganlarda travma grubuna gore pozitif glia hiicre sayisi azalmig, hatta sham grubuna
yakin degerlere ulasmistir (p=0,0025), (p=0,0363). Bu bulgular 1AL’nun, MPZ etkisi gibi

mikroglia/makrofaj aktivasyonunu baskilayan etkisini travma modelinde desteklemektedir.

Tim bu bulgular travmatik spinal kord hasar1 sonrasi noroinflamasyon yolaklarindan
birinin NF-kB yolagi lizerinden gelistigini ve IAL’nun bu yolak iizerinden noroinflamasyonu

baskilayabilecegini gostermistir.

Bu c¢alismada sican spinal kord travma sonrast serum IL-6, TNF-a diizeyleri ELISA
yontemi ile belirlenmistir. Literatiir bilgisine paralel olarak, travma grubunda sham grubuna gore
doku IL-6, TNF-a konsantrasyonu artmistir. Ancak istatistiksel olarak kismen anlamlh
bulunmustur. Bunun sebeplerinden birisi travma siddeti, digeri travma sonrasi doku IL-6 ve TNF-

a diizeylerin bakilma siiresi olabilir. Calismamizda siganlarda orta siddette spinal kord travmasi
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olusturulmustur. Yapilan ¢aligmalarda IL-6, TNF-a seviyelerinin travma siddeti ile korele oldugu

bildirilmistir [138, 142, 145]. Bu nedenle dokuda beklenilen diizeyleri saptanamamuis olabilir.

ELISA sonuglarma goére, MPZ ve |AL verilen gruplarda; doku TNF-o, IL-6
konsantrasyonu diger gruplara gore anlamli bir sekilde azalmistir (p=0,002). Literatiirde bu
durumu agiklayacak herhangi bir bilgi bulunamamistir. Ancak bu durum, IAL verilen grupta
noroprotektif 6zellikteki NF-kB deki artigla iligkili olabilir.

Caligmamizda TAL’nin omurilik travmasindaki néroenflamasyon etkisi arastirildi. Bu
amagla, omurilik travmasi uygulanan sicanlara IAL verilerek ndrolojik muayene ve

degerlendirme yapildi.

Sicanlarin motor ndrolojik muayeneleri; Drummond ve Moore kriterleri ve egik diizlem
test sonuclarma gore degerlendirildi. Egik diizlem testi sonucunda; travma ve travma sonrasi
MPZ ve IAL uygulanan sicanlarin, sham grubu ile karsilastirildiklarinda egik diizlem

derecelerinin anlamli olarak diistiigii goriilmiistiir (p<0,0001).

MPZ ve IAL uygulanan ilag gruplarinda ise verilen ilaglarin etkisiyle egik diizlem test
sonuglar1 23. saatte artis gosterdi. IAL ilaci verilen siganlarla, sadece travma uygulanan si¢anlar
arasinda egik diizlem dereceleri agisindan 23. saatte istatiksel olarak anlamli farkliliklar gelistigi

goriilmistiir (P=0,003).

Drummond Moore kriterleri kullanilarak yapilan motor fonksiyon skorlari incelendiginde;
omurilik travmasi olusturulan sicanlar sham grubu ile karsilastirildiginda motor fonksiyon

skorlarinin anlamli olarak diistiigli gozlenmistir (p<<0,0001).

MPZ ve IAL uygulanan ilag gruplarinda ise, siganlarin motor fonksiyonlar1 23. saatte artis
gostermeye baslamistir. TAL uygulanan siganlarla, sadece travma uygulanan sicanlar arasinda

motor fonksiyon skorlari agisindan 23. saatte anlamli bir fark goriilmiistiir (p<0,0001).
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Makroskopik olarak travma sonrasi sakrifiye edilmis sicanlarin spinal kordu
incelendiginde; travma grubunun, sham grubuna gore hiperemik ve ddemli oldugu, travma

sonrast MPZ ve IAL verilen grupta travma grubuna gore bu bulgularin azaldig goriilmiistiir.

Histopatolojik incelemelerde travma grubunda yaygin olarak tespit edilen édem, IAL
verilen grupta; belli bir alanda tespit edilmistir. Damarlar sham grubundan farkli olarak, kollabe
degil acik limenli olarak goriilmiistiir. Travma grubunda siklikla goriilen karyoreksis, karyolizis
ve hayalet ndron goriiniimleri, nadiren bulunmustur. Bu bulgularin IAL’in n&roprotektif

etkisinden kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.

Ayrica travma sonrast IAL verilen grupta piamater, travma grubuna oranla az, MPZ
verilen gruba oranla da artmis miktarda infiltratif hiicreler icermis ve travma grubuna oranla daha
az 0demli alanlar goriilmiistiir. Yine travma sonrasi IAL verilen grupta sayica norodejeneratif
hiicrelerde azalma dikkat ¢ekmis ve bu grupta sitoplazmik kondensasyon bulgusu olan
hipereozinofilik sitoplazma goriiniimlerine travma grubunun aksine rastlanilmamistir. Travma
grubunda yaygin olarak goriilen dilate ve eritrosit igeren vaskiiler yapilar yine IAL verilen travma

grubunda izlenmemistir.

Tim bu histolopatolojik bulgular l1zoalantolacton’un (IAL) spinal kord travmasinda
noroprotektif 6zelliklere sahip oldugunu ve ndroinflamasyonu azalttigin1 diistindiiren kuvvetli

bulgulardir.

6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Wistar cinsi siganlarda serbest agirlik diisiirme metoduyla olusturulan orta
siddetteki sican spinal kord travmasi modelinde Izoalantolakton’un (IAL) noroprotektif ve
noroinflamasyonu baskilayic1 06zellikleri; postravmatik ndronlarin hasar1 engelleyci etkileri

incelenmistir.

1) 1AL, travmatik spinal kord hasarindaki inflamasyonu g¢esitli yollarla azaltmaktadir,

bunlardan birisi NF-xB yolagidir.
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IAL kullanarak spinal kord hasarinda ndrolojik olarak anlamli bir iyilesme ve diizelme

saglandig1 diistintilmistiir (p<0,0001).

IAL verilen grubunda diger gruplara gore NF-kB isaretli total hiicre sayis1 azalmistir.
(p<0,0001). Bu bulgulara gore sican spinal kord travmasi modelinde NF-xB yolagi
izerinden gelisen noroinflamasyon yolag1 gosterilmistir. [AL’un NF-xB yolag: lizerinden

gelisen noroinflamasyonu inhibe edici etkisi gosterilmistir.

IAL verilen grupta doku TNF-a, IL-6 diizeyleri azalmistir (p<0,002), Ancak istatistiksel
olarak anlamli degildir (p=0,068). Bu durumun Orneklem sayisinin yetersizliginden

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.

IAL verilen grupta IL-6 ve TNF-a salinimi anlamli olarak azalmistir (p=0,002).

Iba-1 ve F4/80 ile mikroglial ve makrofaj hiicreler degerlendirildiginde, IAL ile
mikroglial ve makrofaj gociin anlamli olarak daha az oldugu goriilmektedir (p=0,0025),
(p=0,0363).

IAL travma sonrasi gelisen mikroglia aktivasyonunu baskilayarak noéroinflamasyonu

azaltan etkiler gostermistir ( p<0,0001)

CD3+ T lenfositler, IAL alan grupta anlamli olarak azalmistir (p=0,0084).

IAL histopatolojik olarak travma sonrasi 6demi belirgin olarak azaltmistir Norodejeneratif

hiicre sayisin1 azaltmasi ayrica noroprotektif 6zelliklerini kanitlar.

Sonug¢ olarak travmaya bagli noroinflamasyonda NF-kB aktivasyon yolagi onemlidir.

[zoalantolakton bu yolak iizerinden etki ederek ndroinflamasyonu baskilayici 6zellik gosterir.

Ayrica bulgular Izoalantolakton ndroprotektif etkilerinin oldugunu gostermektedir.
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