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1. GIRIS VE AMAC

Santral sinir sisteminin (SSS) travmatik hasarlanmasi elli yas altindaki
olim ve fonksiyonel kayiplarm en 6nemli nedenlerindendir [1]. Ozellikle
travmatik spinal kord hasarmin (SKH) travmaya ugramis kisi lizerindeki fiziksel
ve emosyonel etkileri sonucu kisinin yasam kalitesindeki bozulma ve toplum
iizerindeki sosyoekonomik etkileri c¢ok ciddi problemler olarak karsimiza
¢ikmaktadir [2].

Yillik insidans ¢ogu tilkede 15- 40 /1.000.000 arasinda degismekte ve tiim
yas gruplarmi etkilemekle beraber ortalama 16-30 yaslarinda goriilmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil 12.000 yeni parapleji veya kuadripleji
olgusu ortaya ¢iktigi tahmin edilmekte, 4.000 olgu hastaneye yetistirilemeden
Oliirken, 1.000 olgu hastane izlemi sirasinda kaybedilmektedir [3]. Bu degerler
akut SKH’nin toplum {izerinde yarattig1 etkinin biiylikliigli hakkinda ¢ok net bilgi
vermektedir.

Tedavideki  arastrmalar, modern yaklasima degerli  katkilarda
bulunmaktadir, ancak kalic1 ve anlamli derecede etkili ve ayn1 zamanda evrensel
bir tedavi protokolii halen gelistirilebilmis degildir [2, 4, 5].

Travmatik SKH’inda patofizyolojik siirecleri daha iyi anlamak, tedavide
yeni secenekler gelistirebilmemize katki saglar. Yapilan deneysel caligmalar,
travma sonrasi olusan hasarmn; birincil ve ikincil olarak iki asamada gelistigini
ortaya koymustur. Birincil yaralanma, travma aninda ger¢eklesmekte olup, doku
hasar1 ve hiicre 6liimii sonucu meydana gelir. Ikincil yaralanma ise endojen hiicre
Olimii yollarinin aktivasyonu ile sonuglanan, birincil yaralanma ile baslatilmis
hiicre 6liim kaskatmin bir sonucudur. Deneysel calismalar ve klinik gozlemler
spinal kord lezyonlarinin daha ¢ok ikincil hasar mekanizmasiyla genisledigini
gostermektedir. Gegerli olan kanitlar, serbest radikallerin olugsmasmin ve hiicre
membrani lipid peroksidasyonunun ikincil hasar siirecinde 6nemli rol oynadiklar1
yoniindedir [6]. Giiniimiizde ikincil hasarlamadan, apoptozis, intraseliiler protein
sentezi ve glutaminerjik mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir [7].

Spinal kordda iskemik hasarin 6nlenebilmesi amaci ile yapilan deneylerde

polietilen glikol, superoksid dismutaz, desferroksamin, papaverin, hidroklorid,



kalsiyum kanal blokerleri, barbitiiratlar, kortikosteroidler, perflorokarbonlar,
naloksan gibi farmakolojik ajanlar, topikal veya sistemik olarak uygulanmistir [8-
20].

Son yillarda tavsanlarda olusturulan deneysel spinal kord iskemi
modellerinde siklohegzimid, caffeik asit, fenil ester, riluzole, ketamin, memantin,
aktive protein C, intratekal tetrakain, iloprost, trimetazidin gibi maddelerin spinal
kord hasarlanmasi iizerine etkileri arastirilmis ve sistemik kan basincinin
arttrilmasi, Tirotropin Releasing Hormon (TRH), hipotermi, BOS basincinin
azaltilmasi gibi pek ¢ok tedavi sekli denenmistir [13, 21-28].

Eritropoezisi uyaran bir sitokin hormon olmasi nedeniyle giinlimiizde kronik
bobrek yetmezligi olan ve diyaliz uygulanan hastalarda aneminin tedavisi i¢in
kullanilmakta olan eritropoetinin (EPO), SSS'nde fizyolojik ve patolojik
olaylardaki rolii yakin zamanda arastirilmaya baslanmistir. EPO reseptorlerinin
hipokampal ve kortikal néronlarda saptandigi ve kemirgenlerde astrositlerin EPO
drettigi bildirilmistir. EPO noronlar lizerinde in vitro trofik etki gostermektedir.
EPO’in in vivo ve in vitro global ve fokal serebral iskemi modelinde ndéron
koruyucu etkisi oldugu da kanitlanmistir [29-31].

Travmatik SKH c¢alismalarinda  hayvan modellerinin ~ kullanimu,
uygulamanin basit ve ucuz olmasi, neden-sonug iligkisi acisindan insanlarla
benzerlik gostermesi nedeniyle oldukca yaygindir [32]. Deneysel hayvan
modelleri i¢inde klip kompresyon metodu insanlarda spinal kordun akut
kompresyon travmasimi en iyi bi¢cimde taklit edebilen model olarak seg¢ilmistir
[33, 34]. Sicanlar, temin edilmelerinin kolay olmasi, yapilan cerrahi miidahalelere
oldukea direngli olmalar1 ve spinal kord vaskiiler sisteminin insanlara son derece
benzerlik gostermesi nedeniyle deneysel SKH’inda son yillarda tercih edilen
deney hayvani olmustur [6, 32, 35, 36].

Giliniimiize kadar elde edilen bilgiler 1s18inda calismamizda siganlarda klip
kompresyon metoduyla gergeklestirilen deneysel SKH modelinde intraperitoneal
(IP) uygulanan EPO’nin, HO-1 ve NOS enzimlerine olan etkinligi ile ndronal

koruma sagladigini géstermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Kord Anatomisi

Spinal kanal, vertebra korpus ve arkuslar1 tarafindan olusturulur. Spinal
kordu ve sinir koklerini, damarlari, spinal kordu saran zarlari, yag ve destek
dokusunu cevreleyerek korur.

Vertebral kolon 33 vertebradan olusur. Eriskinde sakral ve koksigeal
vertebralarin birlesmesi nedeniyle 24 vertebra fonksiyon goriir. Her vertebra
korpus, arkus, eklem ¢ikmtilar1 ve eklem yiizeylerinden olusur. Dort eklem
cikintisinin asagi ve yukari ¢ikintilar ile olusturdugu faset eklemler, posterior
stabilite yaninda vertebranin fleksiyon, ekstansiyon ve lateral rotasyonunu da
saglar. Anterior ve posterior ligamentler, vertebra ©On elemanlarmi kafa
kaidesinden sakruma kadar uzanarak sararlar ve vertebral kolonun fleksiyon ve
ekstansiyonda stabilitesini saglarlar. Yaklagik 40-50 cm. uzunlugunda, 1 cm.
capinda, 30 gram agrhiginda olup, en kalin oldugu yerde el basparmagi
genisligindedir.

Spinal kord, beyin sapindan baslayip eriskinde L1-2, bebekte L3 seviyesinde
bulunan konus medullarise kadar uzanir. Bu diizeyden sonra filum terminale
olarak 1.koksigeal segmente kadar devam eder. Spinal korddan ¢ikan kanalis
vertebralis i¢inde bulunan 6n ve arka kokler (radix anterior ve posterior), foramen
intervertebrale’de biraraya gelerek spinal siniri olusturur. 3 koksigeal segmentin
son ikisi rudimenter oldugu i¢in spinal sinir ¢ikmaz. Bu nedenle 33 medulla
spinalis segmentinden 31 ¢ift spinal sinir ¢ikar. 31 ¢ift spinal sinirin dagilimi 8
servikal, 12 torasik, 5 lumbal, 5 sakral ve 1 koksigeal sinir seklindedir [37].

Segmental spinal sinirler korda her iki taraftan girer ve ayrilirlar. Spinal
kordun her segmenti sol ve sagda bir ventral bir de dorsal kok olmak iizere dort
koke sahiptir. Birinci servikal segment genellikle dorsal koklerden yoksundur.
Spinal korddan ¢ikan 31 ¢ift spinal sinirin her biri ventral ve dorsal koke sahiptir.
Her kok 1-8 ince sinir lifi demetinden yapilmistir. Spinal sinirin dorsal kdkiinde,
ventral kokle birlesme yerine yakin olarak, icinde sinir hiicre govdelerini

bulunduran dorsal kok ganglionu (ganglion spinale) bulunur.



Kolumna vertebralisin disindaki bir spinal sinir parcasma periferik sinir
denir. Spinal sinirler, medulla spinalis segmentlerine karsilik gelen gruplara
boliindir.

Gri1 cevher spinal noronlar1 igerir ve santral kanali "H" seklinde c¢evreler.
Arka boynuz, sensoriyel fonksiyondan (agri, pozisyon hissi, dokunma ve 1s1)
sorumlu iken; 6n boynuz, motor fonksiyon ve spinal reflekslerden sorumludur.
(Sekil 2.1). Cevrede yer alan beyaz cevher ise, miyelinli ve miyelinsiz lifler
aracilig1 ile asag1 ve yukar1 merkezlerin iliskisini saglar.

Spinal sinirler, vertebra ile 6zel bir iliski icindedir. Sinir kokleri, foramen
intervertebrale araciligi ile kolumna vertebralisten ¢ikar. Sekiz servikal sinir ve
sadece yedi servikal vertebra oldugu i¢cin segmental spinal sinirler, 7. servikal
vertebraya kadar ayn1 numarali vertebranin iizerindeki foramenden, bu seviyenin
altinda 8. servikal sinir 7. servikal vertebranin altindan ¢ikar [38]. Omurganin alt
parcasinda numaralandirilmis kokler, kendilerine karsilik gelen vertebralarin

altindan ¢ikarlar.
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Sekil 2.1. Spinal kordun transvers kesiti.

2.1.1.Spinal Kordun Kan Dolasim

Gri ve beyaz cevher igerisindeki kan damarlarinin segmental dagilimi
vaskiiler yapilar1 disardan gelecek travmaya karst duyarliligini arttirdigindan,
spinal kordun damarsal yapist1 Onemlidir. Ayni1 zamanda vaskiiler yapilarin
anatomisi spinal kordun tiim ekseni boyunca ikincil hasar gelismesi hakkinda

ipucu saglar.



Spinal kord kan akimi serebral kan akimmin yaklasik %40' 1, servikal ve
lumbosakral bolgelerdeki kan akimi ise torasik bolgedekinin iki kat1 kadardir.
Otoregiilasyon ve kimyasal regiilasyon yoniinden spinal kord kan akiminin
diizenlenmesi serebral kan akimima benzerlik gosterir. Otoregiilasyon; perflizyon
basmcim 60-150 mmHg smirlar1 arasinda kaldigi zaman miimkiin olup, bu
sinirlar disinda kan akimi basinca bagimli hale gelir. Spinal kordun perfiizyon
basinci otoregiilasyon smirinin altinda tutulursa iskemi geligebilir. Ayni sekilde
spinal kord kan akimi, oksijen ve karbondioksit parsiyel basinglarindaki
degisimlerden serebral kan akimina benzer sekilde etkilenir. Kan akimi
hipokapnide azalirken, hipokside vazodilatasyon sonucu artar. Bunlarin disinda
spinal kord kan akimini etkileyen baska faktorler de vardir. Bunlar anestezik
ajanlarin etkisi, travma ve siddeti, fokal kanama alanlari, 6dem varlig1 ve hasarl
noronlardan vazokonstriktor nérotransmiterlerin saliverilmesidir [38, 39].

Omuriligin ana besleyici arteri olan arteria spinalis anterior, her iki vertebral
arterden cikan iki dalin 2. servikal vertebra seviyesinde birlesmesiyle meydana
gelir. Arteria spinalis anterior orta servikal ve torakal bodlgelerde segmental
radikiiler arterlerle anastomoz yapar. Omurili§in posteriorunu besleyen
posterolateral arterler de her iki posterior inferior serebellar arter ya da her iki
arteria vertebralisten cikarlar ve asagiya dogru seyrederler. Arteria spinalis
anterior ve posteriorlar foramen intervertebralislerden vertebral kanala giren
arteria radikularislerce desteklenirler [39].

Radikiiler arterler, servikal bdlgede omurganin iki yaninda vertebral
foramenlerde seyreden vertebral arterlerden, tiroservikal ve kostoservikal
trunkustan kan alirlar. Torakolomber bolgede lomber ve interkostal arterden,
sakral bolgede lateral sakral ve iliolomber arterden beslenirler [39] (Sekil 2.2. ve
Sekil 2.3.).

Omuriligin dorso-lumbosakral béliimii (T8-konus medullaris) Adamkiewicz
ad1 verilen en biiyiik anterior radikiiler arter ile beslenir. Adamkiewicz % 80 sol
interkostal lomber arterden koken alip T9-L2 sinir koklerine kadar ulasir. Biiyiik
bir anterior, daha kiigiik posterior bir dali vardir. Anterior radikiiler dal omuriligin

anterior boliimiine ulasarak yukari dogru yiikselir [39].



Spinal venler, spinal arterlere benzer bir dagilim gosterir. Anteromedian ve
anterolateral venler, spinal kordun 6n ylizii boyunca 6-11 tane anterior radikiiler
vene acilir, oradan da epidural vendz pleksusa bosalirlar. Epidural venoz pleksus
(internal vertebral vendz sistem), eksternal vertebral vendz sisteme ve kaval
venlere acilir (Sekil 2.4). Epidural sistemdeki venlerde valvler bulunmadigindan
gebelik, sismanlik, intraabdominal basing artisi veya inferior vena kavada
obstriiksiyon gibi bazi durumlarda venéz gollenme kaginilmazdir. Spinal kordun

baz1 bolgeleri azalmis kan akimina 6zellikle hassastir. Anterior spinal arter i¢in

T1 ve L1 seviyeleri, posterior arterler i¢in ise T1-4 seviyeleri en fazla risk altinda

bulunan bolgelerdir [11, 38].

Posterior spinal arteries

Anterior spinal artery
Anterior radicular artery
Posterior radicular artery

Branch to vertebral body
and dura mater

Spinal branch

Dorsal branch of
posterior intercostal artery

Posterior intercostal artery
Paravertebral anastomoses
Prevertebral anastomoses

Aorta

Sekil 2.2. Spinal kordun arteryal dolasimini saglayan radikiiler arter, anterior
spinal arter ve posterior spinal arterin kesiti,



Right posterior spinal artery

Sulcal (central) branches Peripheral branches from pial plexus
to right side of spinal cord
Sulcal (central) branches
to left side of spinal cord

Anterior radicular artery Left posterior spinal artery

Zone supplied by penetrating
branches from pial plexus
Pial arterial plexus

Zone supplied by central branches
Zone supplied by both

central branches and branches
from pial plexus

Posterior radicular artery

5 . Posterior radicular arter
Anterior spinal artery Rl
Anterior radicular artery

Pial arterial plexus

Sekil 2.3. Anterior spinal arter, posterior spinal arter ve radikiiler arter arasindaki
anostomoz.
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Sekil 2.4. Spinal kord venleri.






2.2. Spinal Kord Travmasinin Tarihgesi

Akut SKH yiizyillardir bilinen bir patolojik durum olup, toplumu sosyal ve
ekonomik ag¢idan derinden etkilemektedir. SKH, ciddi ve harap edici bir norolojik
problem olmast ve evrensel kabul goren bir tedavi protokoliiniin
diizenlenememesi nedeniyle glinlimiiziin en ciddi saglik sorunlarindan biri olmaya
devam etmektedir [2, 40]. Hayvan modellerinde fizyopatolojik stireglerle ilgili
toplanan bilgi birikimine ve tedavide basarili ilaglarin gelistirilmesine karsin,
klinik planda sonuclar hala tatmin edici degildir.

Spinal kord yaralanmalariyla ilgili ilk yazili belge 5000 yil o6nce
(M.0.3000-2500 yillar1 arasinda) yazilmis olan ve 1930 yilinda Bearsted’in
terclime ettigi Edwin Smith papirusudur. Bu papirusta eski Misirli cerrahlar spinal
kord yaralanmal1 bir olguda motor, total duyu ve idrar kontroliiniin kayb1 oldugu
ve tedavisinin olmadigindan bahsetmislerdir. Spinal travma ve hasarlanmasi
konusunda Hipokrat ve Galen donemine kadar 6nemli bir gelisme s6z konusu
degildir. Hipokrat paraplejiyi tarif etmis, kirik ve dislokasyonlar:1 rediikte etmek
icin kendine 6zgl bir traksiyon cihazi gelistirmistir [41].

SKH’nm patofizyolojisini arastirmak ve ndroprotektif ajanlarin etkilerini
degerlendirmek amaciyla ¢esitli deneysel modeller gelistirilmistir.

Bilinen ilk omurilik insizyonunu M.O 2. yy’da Galen yapmustir [42]. 1911
yilinda Allen’in deneysel spinal kord travma modelini gelistirmesi ile konuya ilgi
artmistir. Kopeklerde laminektomi sonrasi spinal kord lizerine agirlik diisiirerek
kontiizyon tipi omurilik hasar1 olusturmus ve uygulanan myelotominin ve
posttravmatik hematomiyelinin kaldirilmasinin, nérolojik fonksiyonlarda iyilesme
sagladigim1 ortaya koymustur. Bu calisma daha 6nce yapilmis olan deneysel
calismalarin belirli kriterlere baglanmasini saglamis, ayrica sekonder hasar
konseptinin de Onciiliiglinii yapmistir [43-45].

Rivlin ve Tator tarafindan 1978 yilinda gelistirilen anevrizma klibi ile
ekstradural kompresyon modelinde, spinal kord c¢esitli zaman araliklarinda
anevrizma klipleri ile kliplenmekte ve bu sayede degisik miktarlarda travma
olusturulabilmektedir. Bu modelde, klip kapanma giicii ve kompresyon siiresi

degistirilerek istenen siddette yaralanma olusturulabilmektedir [44, 45].



Watson, 1986’da lazer ile omurilik kesisi yapmistir [46]. Stokes ve Reier,
1990°da omurilige yapilacak darbenin siddetini ve hizin1 6nceden belirleyip darbe
sonunda Ongoriilen travmanm olup olmadigini denetleyen elektromekanik bir
cthaz gelistirmistir [47]. Omurilik yaralanmasi modellerinin tarihsel gelisimi

Cizelge 2.1°de goriilmektedir.

Cizelge 2.1. Spinal kord yaralanma modellerinin tarihsel gelisimi

Arastirmaci Tarih Model

Galen 2.yy Omurilik insizyonu

Watson 1891 Kopekleri yiiksekten diisiirme
Allen 1911 Omurilik lizerine agirlik diistirme
McVeigh 1923 Omurilik lizerine parmakla basma
Tarlov 1953 Epidural aralikta balon

Fontaine 1954 Klemp ile omuriligi sikistirma
Rivlin 1978 Omurilige anevrizma klibi
Watson 1986 Omurilige lazer ile insizyon
Benzel 1990 Omurgay1 klemp ile sikistirma
Stokes 1990 Elektromekanik kontiizyon
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2.3. Deneysel Spinal Kord Yaralanma Modelleri
Omurilik yaralanma modelleri Tator tarafindan smiflandirilmistir (Cizelge

2.2).

Cizelge 2.2. Deneysel spinal kord yaralanma modelleri

A-TRAVMATIK YARALANMA

1. Akut kinetik kompresyon
Kaf
Klip
Balon
Vertebral dislokasyon
Impaktor
2. Akut statik kompresyon
Agirlik uygulanmasi
3. Agirlik diistirme
4. Akselerasyon — deselerasyon
5. Distraksiyon
6. Transeksiyon
Parsiyel, komplet

Lazer, bisturi

B- NON-TRAVMATIK YARALANMA

1. Iskemi

Aort okliizyonu

Selektif arter ya da ven okliizyonu
2. Tiimdr kompresyonu

3. Kimyasal
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2.3.1. Kliple Bas1 Modeli

Rivlin ve Tator tarafindan 1978’de gelistirilmis olup, mekanik travma
yaninda damarsal etkilenme ile iskemiye yol agar. Laminektomi sonrasi lateralden
konulan anevrizma klibi ile belli bir siire spinal kord sikistirilir. Klip kapanma
giicii ve basi siiresi degistirilerek farkli siddetlerde yaralanma olusturulabilir. Klip
basist insandaki travma tipine daha uygundur. Kii¢iik hayvanlara uygulanabilir

[48].

2.3.2. Ventral Bas1 Modeli

Insan spinal kord yaralanmasinda omurga ve bag dokusunun etkisi oldugu
diisiiniilerek omurganin da hasar gordiigli bir model olarak ongoriilmiistiir. L1
diizeyinde lateral yaklasimla vena kava ve abdominal aorta omurgadan siyrilir.
aort klempi yerlestirili. Bu modelde kompresyon giicii sabittir. Farkli tiir

deneklerde farkli yaralanma yaratir [49-51].

2.3.3. Kontrollii Kontiizyon

Spinal kordda olusturulacak yaralanmanimn siddeti ve hiz1 degistirilebilir. C6
ve C7 spindz ¢ikintilar1 klemplerle sabitlenip laminektomi yapmadan interlaminer
araliktan spinal kord yaralanmasi olusturulur. Travmanin siiresi ve hiz1 sabittir.
Ikincil travmalarm 6nlenmesi, transduserlerin kullanilmasi ile her hayvan igin

travma siddetinin nicel olarak belirlenmesi avantajdir.

2.3.4. Yiiksekten Agirhk Diisiirme Modeli

Allen, 1911°de ilk kez kedi spinal korduna agirhik diisiirmiistiir. Kinetik
enerjinin tamami spinal korda aktarilamamaktadir. Cismin cam tiipte siirtiinmesi,
cevre dokulara enerji dagilimi, cismin omurilige birden ¢ok ¢arpmasi, omuriligin
farkli hayvanlarda, farkli segmentlerde farkli ¢apa, kan akimmma ve BOS
dolasimina sahip olmas1 agirlik diistirme yonteminin dezavantajlaridir.

Agirhik distirme modeli en yaygmn kullanilan, kolay, nispeten tiim

deneklerde degismez yaralanma yaratan bir modeldir.
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Klip ve balon ile basi modellerinde mekanik travma yaninda damarsal

yaralanma da s6z konusudur [48].

2.3.5. Kesi Modeli

Spinal kordun bistiiri ya da lazer ile yatay diizlemde kismi ya da tam olarak
kesilmesidir. Kordun rejenerasyonunu inceleyen arastrmalar i¢in daha uygun
olup klinik spinal kord yaralanmalarina benzememektedir. Lazer ile yapilan
kesilerde cerrahi travma sabittir.

Baz1 kesi modelleri 6zel traktuslarin kesilmesini hedefleyecek sekilde
Ozellestirilmistir. Li ve ark. dorsal kolon lezyonu olusturmak icin elektrolitik
teknik ile spinal kordun bir tarafindaki kortikal traktusu kesmisler ve trasplante
ettikleri olfaktor hiicrelerin bu traktusta rejenerasyona neden olup olmadigmni

arastirmiglardir [52].

2.3.6. Spinal Kord Iskemi Modeli
Spinal kord iskemisi ile ilgili caligmalarda kullanilmak {izere gelistirilmistir.
Sol renal arterin hemen distalinde aortun kapatilmas: spinal kord iskemisi

olusturur.
2.3.7. Radyofrekans Akimla Segmental Spinal Kord Yaralanmasi

Bu yontem diger yontemlere gore daha az invazdir. Mekanik olarak spinal

kord elemanlarinda tahribat olusturmaz.
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2.4. Spinal Kord Travmasinda Hasar Mekanizmalar

Arastirmacilar ¢esitli yontemler kullanarak insan spinal kord yaralanmasina
benzer deneysel model olusturmaya calismaktadirlar. Cesitli yontem ve deney
hayvanlarmin denenmesi ile dokunun travmaya yanit1 incelenmistir. Bu deney
modellerinden elde edilen sonuglar ile SKH’nin patofizyolojisi anlasilmaya
calisiimastir.

Hasarm fizyopatolojisi, primer ve sekonder olarak iki mekanizma ile

olusmaktadir.
2.4.1. Primer Hasar Mekanizmalari
Primer spinal kord hasarmin 4 karakteristik mekanizmasi1 vardir (Cizelge

2.3).

Cizelge 2.3. Primer Hasar Mekanizmalar1

Mekanik Giic¢ Hasar Mekanizmasi

1. Persistan kompresyon ile darbe Patlama fraktiirti, fraktiir-dislokasyon
2. Transient kompresyon ile darbe Hiperekstansiyon

3. Distraksiyon Hiperfleksiyon

4. Laserasyon ve transeksiyon Patlama fraktiirii, laminar fraktiir,

atesli silah yaralanmasi

SKH’nda en sik goriilen mekanizma persistan kompresyon ile darbedir.
Akut disk riiptiiriinde, fraktiir-dislokasyonda ve retropulse kemik fragmanin spinal
korda bastig1 patlama kiriklarinda belirgindir. Ikinci mekanizmada (transient
kompresyon ile darbe) gegici bir siire kompresyon mevcuttur ve altta yatan
dejeneratif servikal omurga hastaligi 6n plandadir.

Spinal kordun aksial planda kuvvetle gerilmesine yol acan distraksiyon tipi
iiclincli mekanizmada, spinal kordun gerilmesi ve yirtilmasi s6z konusudur. Son

mekanizma laserasyon ve transeksiyondur.
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Laserasyon, mermi ile yaralanma, kemik fragmanlarin dislokasyonu veya
spinal korda ciddi gerilme sonucu meydana gelir ve mindr hasardan komplet
kesiye kadar cesitli derecelerde olabilir [40].

Spinal kord i¢indeki kanama, mekanik hasar sonrasi erken donemde ortaya
cikarken, kan akiminin kesintiye ugramasi daha ge¢ olusur, hipoksi ve iskeminin
neden oldugu lokal enfarkt ile sonuglanir. Gri cevherin hasarlanmasi, néronlarin
fiziksel olarak kesintiye ugramasi ve myelin kalinliklarinda azalma meydana
gelir. Hasarlanan alandaki 6dem ve makrofajlar, sinir iletisinin bozulmasinda

diger etkenlerdir [53].

2.4.2. Sekonder Hasar Mekanizmalan

Sekonder hasar, vaskiiler degisiklikleri (6dem, iskemi, hipoksi), eksitotoksik
biyokimyasal olaylar1 (serbest radikaller ve NO formasyonu, proteaz salinimi) ve
hiicresel cevabi (immiin hiicrelerin invazyonu, glial hiicrelerin aktivasyonu,
noronlarin 6limii) igerir. Travma sonrasi olusan sekonder hasar, baslangigtaki
primer hasarm c¢evresindeki alanda ndral dokunun hasar gormesine ve Oliimiine
neden olur. Travma ¢evresinde yer alan bu risk altindaki alanin sekonder hasardan
kurtarilmas1 veya sekonder hasarin en alt diizeye indirilmeye ¢alisilmasi, spinal
kord hasar1 i¢in gelistirilen tedavilerin temel hedefidir.

Sekonder hasar olusumununda etkili olan mekanizmalar Cizelge 2.4’te

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Spinal kord yaralanmasinda sekonder hasar mekanizmalar1

Sistemik Etkiler (Norojenik sok)

Kalp hizinda kisa siireli artis, daha sonra uzun siireli bradikardi
Kan basincinda kisa siireli artig, sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferik direngte azalma

Kardiak debide azalma
Lokal Vaskiiler Hasar

Kapiller ve veniillerde mekanik bozulma
Ozellikle gri cevherde hemoraji

Mikrodolasimda kayip-mekanik, tromboz, vazospazm

Biyokimyasal Degisiklikler

Eksitotoksitite-glutamat
Norotransmitter birikimi
Ketakolaminler-noradrenalin, dopamin
Aragidonik asit salinmasi

Serbest radikal tiretimi

Eikosonoid iiretimi

Prostoglandinler

Lipid peroksidasyonu

Endojen opioidler

Sitokinler

Elektrolit Degisiklikleri

Intraselliiler kalsiyumda artis
Ekstraselliiler potasyumda artis
Intraselliiler sodyumda art1s

inflamatuar Yanit

Serbest radikal iretimi

Makrofajlar

Aksonal yikim, miyelin artiklarinin salinimi
Sitokinlerin salmmast

Glial hiicre aktivasyonu
Oligodendrositlerde sitotoksik etkiler

Wallerian dejenerasyon

Odem

Apopitozis

Enerji metabolizmasinda kayip

ATP iiretiminde azalma
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2.4.2.1. Sistemik ve Lokal Vaskiiler Etkiler

Norojenik sok, vazomotor yanitin ciddi paralizisinin neden oldugu yetersiz
doku perfiizyonu olarak tarif edilmektedir ve kardiak output’un depresyonu ve
periferik rezistanstaki azalma ile olusan hipotansiyon ve bradikardi ile
karakterizedir. Bu etkiler sempatik tonusun azalmasi ve artan vagal tonusa bagh
myokardial fonksiyon bozulmas: ile iliskilidir. Norojenik sok tablosu, tedavi
edilmezse ndral doku hasarini siddetlendirir [40].

SKH’inda, erken ve gec sathalarda vaskiiler hasara bagh ciddi degisiklikler
olusmaktadir. En sik goriilen etki, 6zellikle gri cevher ve spinal kord santralinde
goriilen hemorajidir.

Baslangicta vaskiiler hasar, hemorajik ve iskemik zedelenmeyi beraberinde
getirmektedir. Mekanik travmaya bagli olarak mikrosirkiilasyonu olusturan
veniiller ve kapillerdeki hasar, 6zellikle travma bolgesinde olusmakta ve rostral-
kaudal olarak uzanim gostermektedir. Noronlarin yiiksek metabolik ihtiyaclar1 gri
cevheri iskemik hasara son derece duyarli hale getirir. Bununla birlikte normalde
spinal kord mikrovaskiiler hemodinamiklerin siki kontroliinii saglayan
otoregiilatuar mekanizmalarin kaybi, bu hassasiyeti daha da siddetlendirir.
Mikrosirkiilasyonun bozulmasma, direkt mekanik etkiye bagli ortaya cikan
vazospazm yaninda, travma sonrasi aciga ¢ikan katekolaminler, glutamat ve
prostoglandinlere bagli ortaya ¢ikan vazospazm da etkili olmaktadir. Spinal kord
hasarinda ortalama sistemik arteriyel kan basincinda ani fakat gegici bir artisi
derin bir hipotansiyon takip eder. Travma sonras1 2 saat icinde kan akimi 6nemli
sekilde diismekte ve spinal kord iskemisini arttrmaktadir. Kan basinci
arttirilmaya calisilirken normal simirlarin iizerine ¢ikarilmasindan kac¢milmals,
intramediiller hiperemi ve hemorajiyi 6nlemek amaciyla kan basinci normotansif
seviyede tutulmalidir [54].

Iskemik hasar;

1. Kan- Spinal kord bariyerinin bozulmasina bagli vazojenik 6dem
2. Dokularin dogrudan basist

3. Gri cevherin ¢ogunu besleyen arteriyel damar aginin vazospazmi
4. Tromboz veya trombosit agregasyonu

5. Eksitator aminoasitler
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nedenleri ile ortaya cikabilir.

Iskemi donemini takiben spinal kord reperfiizyon dénemine maruz kalir. Bu
donemde fagositik hiicrelerin aktivasyonu ve hemoglobin degradasyonu sirasinda
yiiksek konsantrasyonda bulunan metal iyonlarinin serbestlesmesi ile sekonder
hasar1 daha da alevlendiren serbest radikaller belirgin bicimde artar. Hiicre
membranlari, serbest radikal hasarma duyarli olan ¢oklu doymamis zincirli yag
asitleri acisindan zengindirler.

Hem oksigenaz (HO) hem’in biliverdin, CO ve demire degradasyonunda yer
alan hiz kisitlayict bir enzimdir. Bu arayol safra pigmentlerinin giiclii bir
antioksidan oldugunun gosterilmesi agisindan Onemlidir. Safra pigmentlerinin
serbest radikal hasarma bagli hiicre hasarma karsi hiicresel savunmada 6nemli
fonksiyonlar1 vardir [55]. SSS’de HO’1n alt tipleri; mikroglial formu olan HO-1,
yapisal formu olan HO-2 ve HO-3 formu bulunur. Spinal kord hasarmna bagh
posttravmatik kanama HO-1’in giigli bir indiikleyicisidir [56]. HO-1
overekspresyonu yapan transgenik farelerde serebral iskemiden sonra hiicre

hasarinda bir azalma oldugu bildirilmistir [55, 57] .

2.4.2.2. Eksitotoksisite ve Elektrolit Bozukluklar

Glutamat SSS’nin en 6nemli eksitator norotransmitteridir. Sinaptik araliga
salinan glutamat postsinaptik ucta bulunan spesifik reseptorleri aktive ederek
etkilerinin ortaya c¢ikmasini saglar. Sinaptik araliga salinan glutamat normal
kosullarda geri alim tasiyicilarla hizla ortamdan uzaklastirilir. Bu tastyicilar néron
ve glial hiicrelerin membranlarinda bulunur. Glial hiicre i¢ine aliman glutamat
glutamin sentetaz enzimi araciligi ile glutamine doniistiikten sonra tekrar
glutaminerjik sinir uclarina génderilir.

Glutamat spinal kordda arka koklerde yiiksek konsantrasyonda bulunur.
Glutamatin duyusal iletimin saglanmasinda, motor aktivite ve spinal reflekslerin
diizenlenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir. Aspartatin da spinal korda eksitator
noronlarda iletici olmasi, motor ve spinal reflekslerin diizenlenmesinde rol almasi
olasidir [58].

Glutamatin hiicre membranindaki reseptorleri aktive etmesi ile hiicre igine

sodyum girisi artar, sitotoksik 6dem baslar.
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Bunun yani sira kalsiyumun hiicre i¢ine akimi artar. Hiicre i¢i kalsiyumun
artmasi, kalsiyuma bagimli proteazlarin ve lipazlarin aktivasyonuna yol acar. Bu
enzimlerin aktivasyonu hiicre membraninin ve ndroflamanlarin hasarmna neden
olur.

Glutamat reseptorleri metabotropik ve iyonotropik reseptorler olmak {izere
ikiye ayrilir. Metabotropik reseptorler uyarildiklarinda hiicre depolarindan
kalsiyum serbestlenmesine yol acar. Iyonotropik reseptorler ligand kapili iyon
kanallaridir. Bu reseptorler kendilerini selektif olarak aktive eden bilesiklere gore
3 alt tipe ayrilir:

1. N-metil D-aspartat (NMDA),
2. Delta-amino-3-hidroksi—5-metil-4-izoksazol-propionik asit (AMPA),
3. Kainat reseptorleridir (Quisqualat reseptorleri).

NMDA reseptorleri temel olarak hiicre i¢ine kalsiyum iyonunun girisine
aracilik eder. AMPA reseptorleri GLURI-4 (Glu RA-D) adlandirilan 4 alt
iiniteden olusur. Bu alt grup esas olarak sodyum iyonu gecisine aracilik eder.

En aktif olanti NMDA reseptoriidir. Travma sonucu fazla miktarda
eksitotoksik aminoasit salmimi, akut hiicre sigmesine yol agan sodyum ve klorun
hiicre i¢1 artig1 ve hiicre i¢i kalsiyum artis1 izlenir. Bu durum lipolitik (lipaz ve
fosfolipaz) ve proteolitik (Calpain I ve diger kalsiyum bagimli proteazlar)
enzimleri aktive eder. Proteolitik enzimler plazma membranini ve hiicre iskeletini
yikar. Lipolitik enzimlerin aktivasyonu ise ndral membrandaki fosfolipidlerden
arasidonik asid salinmasina, yani arasidonik asid dongiisiiniin baglamasina neden
olur. Bu dongiide prostoglandinler, lokotrienler ve tromboxanlar ortaya ¢ikar.
Serbest radikal ve lipid hidroksiperoksidlerin yapimiyla kisir bir dongii icinde
ilerleyerek ndron 6liimiiyle sonuglanir.

Sodyum dengesinin bozulmasi beyaz cevherin aksonal ve glial yapilarinin
hasarinda onemlidir. Aksiyon potansiyeli voltaj kapili sodyum (Na) kanallarmnin
aktivasyonu araciligryla gegici olarak sodyumun hiicre i¢ine akisina yol agar.
Hiicre icine klor (Cl) iyonuyla suyu da beraberinde ¢ekerek akut hiicre sismesine
neden olur. Degisen membran polarizasyonu kalsiyumun (Ca) hiicre icine

girmesine ve eksitator aminoasitlerin sinaptik vezikiillerden salinmasina yol agar

[6].
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Hiicresel fonksiyonlar i¢in hiicrenin Na-K gradiyentlerinin dengelenmesi
gerekir. Intraselliiler Na konsantrasyonu ekstraselliiler alandan daha diisiikken, K
konsantrasyonu yiiksektir. Gradiyentin devami i¢in hiicre membrant ve bu
membrana bagli enzim olan Na/K ATPase aktivitesinin normal olmasi gerekir.
SKH’nda aksonal iletim kesintiye ugrar. Akut evrede iletimin kesintiye ugramasi
ozellikle elektrolit degisikliklerine bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ekstraselliiler
K artis1 asir1 depolarizasyon ve spinal soktan sorumlu tutulmaktadir. Membran
bozuklugu ile birlikte olan daha siddetli mekanik aksonal yaralanmada kalici
iletim bozuklugu gortlebilir [59].

Spinal kord hasari, doku magnezyum (Mg) konsantrasyonunu da etkiler. Mg
yaklagik 300 enzimin maksimum aktivitede g¢alisabilmesi i¢cin gerekli olan bir
iyondur. Oksidatif fosforilasyonla yiliksek enerji metabolitlerinin iiretimi ig¢in
gereklidir. Fosfolipidlerle stabil kompleksler olusturarak, hiicre membraninin
hareketini, permeabilitesini ve hiicre membranmna bagli enzimlerin aktivitesini
etkiler. Protein sentezinde temel bir role sahiptir ve dogal bir Ca iyonu
antagonistidir.

Kalsiyumun hiicre i¢i artis1, iskemi ve travmada daha fazla olmak {izere, tiim
noral yaralanmalarda basrol oynamaktadir. Ca iyon konsantrasyonu ekstraselliiler
aralikta hiicre icine gore 1000 kat daha fazladir. Spinal kord yaralanmasinda, bu
biiyiik gradient farki ile hiicre i¢cine Ca iyon girisi olur.

Hiicre i¢inde asir1 Ca birikimi sonucunda, serbest yag asitlerinin salinimi,
fosfolipaz A2 aktivasyonu, Ca bagimli Adenozin 5'trifosfotaz aktivasyonuna bagl
enerji rezervlerinin tiikenmesi, toksik eikosonoid sentezi, serbest radikal olusumu,
reseptor proteinlerin kovalent modifikasyonu, hiicre iskeletinin mikrotiibiiler ve
noroflament  komponentlerinin  modifikasyonu, = mitokondrial  oksidatif
fosforilasyonun bozulmasi, aksonal dejenerasyon, proteaz, fosfotaz, endoniiklaz

gibi litik enzimlerin aktivasyonu meydana gelir.
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2.4.2.3.Serbest Radikal Olusumu ve Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller dis yoriingelerinde c¢iftlenmemis elektron bulunduran
molekiillerdir. Bu tek elektron, ¢iftlenme egiliminde oldugu i¢in reaktiftir ve canli
hiicrede bulunan tiim molekiillerle reaksiyona girebilir.

Normal kosullarda oksijene dort adet elektron eklenebilir. Bir elektron
eklenmesi siiperoksit anyonun (O2-) olusumuna neden olur. Iki elektron
eklenmesi hidrojen peroksit (H202), {iciincii elektronun eklenmesi hidroksil
radikalinin (*OH) olugmasina neden olur. Son olarak, dordiincii elektron eklenirse
su (H20) olusur. Siiperoksit anyonu ve hidroksil radikali, enerji ihtiyaclarmi diger
molekiillerden elektron alarak giderdikleri i¢in, bunlara okside edici ajanlar adi
verilir. Bu {i¢ serbest radikalin olusmasini serbest veya proteine bagli demir
katalizleyebilir. Oksijenin (O2) nitrik oksit (NO) ile birlikte interaksiyonuyla
yapilanan diger bir yiiksek diizeyde reaktif madde peroksinitrittir.

Reaktif oksijen tiirevleri arasinda siiperoksit anyonu (O2-), hidrojen peroksit
(H202), hidroksil radikali (OH), peroksil radikali (RCOO), Nitrik Oksit ( NO) ve
peroksinitrit (ONOO) sayilabilir. Viicudumuzda olusabilen bu radikaller icinde
02- ve NO devamli ve yogun olarak iiretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal
reaktif tiirlerin olusumunu baslatabilecek 6zelliktedirler.

NO, kii¢iik molekiil agirlikli ve renksiz, kokusuz, kisa yar1 6mre sahip toksik
bir gazdir. Kiiclik boyutu ve notral yiikiinden dolayi, NO hiicre zarindan igeriye
girer, otokrin ve parakrin davranig gostererek efektor molekiil olarak rol oynar.
Bazi metal kompleksleri (hemoglobin/miyoglobin, guanilat siklaz, sitokrom p450)
ve yuksek enerjili radikallerle direkt olarak tepkimeye girer. Endotelyal hiicre
relaksasyonunun fizyolojik mediatorii olarak tanimlanmig ve trombosit
agregasyon ve adezyonunu Onlemede, vazodilatasyonda, norotransmisyon ve
noromodiilasyonda rol aldig1 ve mikrobisitik, sitostatik, sitotoksik etkileri oldugu
gosterilmistir. NO, O2 radikali veya molekiiler O2 ile reaksiyona girerek reaktif
nitrojen tiirleri (RNOS) ad1 verilen cesitli reaktif ara iirlinlerin olusumuna neden
olur.

NO’in, RNOS olusumu aracilig1 ile indirekt etkileri ortaya ¢ikar. Biyolojik
molekiillerin oksidasyonu, nitrozasyonu, nitrasyonu ve nitrolizasyonu seklinde

olabilir.
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Olusan bu RNOS, oksidatif ve nitrozatif stres olusturarak toksik sonuclara
neden olarak inflamasyon, dolasimsal sok ve iskemi-reperflizyon
fizyopatolojisinde NO’in yol actig1 sitotoksisitenin temelini olusturur.

Oksijen radikallerinin aksine, insan viicudunda NO sentezini saglayan
mekanizmalar oldukg¢a kisithdir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize
edilmesi haricinde, endojen NO olusturan tek kaynak nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimleridir. NO endotelyum ve sinir hiicreleri olmak tizere makrofajlar,
trombositler ve diiz kas hiicrelerinde meydana gelir. Sentezi sirasinda
kalmoduline (CaM ), substrat olarak O2 ve NADPH’a, kofaktor olarak ise
tetrahidrobiopterin (BH4), FAD (flavin adenin diniikleotid), FMN (flavin
mononiikleotid) ve hem’e (protoporfirin IX) ihtiya¢ vardir (Sekil 2.5).

NADPH+
L Argini
OI

NADP
NOS
> 4;&5«:&&.
FMN
FAD NO
BH

Ca'/CaM_

Sekil 2.5. Nitrik Oksit sentezi

Bu enzimatik reaksiyonu katalizleyen NOS sitokrom p-450 homologudur ve
Konstitiitif NOS (cNOS), Noronal NOS (nNOS; Tip I), Endotelyal NOS (eNOS;
Tip III), indiiklenebilir NOS (iNOS; Tip II) olmak iizere izoformlar1 mevcuttur.

Artmis hiicre ici kalsiyum ¢cNOS aktivasyonuna yol agar ve diisiik miktarda
kisa siireli NO sentezine yol acar. iINOS endotel hiicreleri, makrofajlar,
hepatositler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bulunur. Ozellikle septik sok
patogenezinde Onemlidir. Protein sentez inhibitorleri ve antiinflamatuar ilaglar
(glukokortikoidler) indiiksiyonu yavaslatabilir ya da durdurabilir.

SSS tiim noronlarnda nNOS bulunmaktadir. Bazi astrositlerin eNOS
aktivitesine sahip oldugu ve hipokampal ve striatal noronlarda eNOS’un
bulundugu gosterilmistir. Normal beyin fonksiyonu i¢in iNOS gerekli degildir.
Fakat serebral iskemi gibi patolojik durumlarda astrositlerden, noronlardan ve

endotelyal hiicrelerden iNOS aracili NO salinmaktadir [60].
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INOS aracilig1 ile iretilen NO’in daha yiiksek miktarlarda oldugu ve
oksidasyon, nitrozasyon ve nitrasyon olan indirekt etkilerinin buna bagli olarak
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. nNOS ve eNOS araciligi ile NO radikalinin kisa
sireli ve az miktarlarda {iretildigi, dolayisiyla direkt etkilerinin goriildiigii
bildirilmistir.

INOS patolojik siireclerde inflamatuar mediatorler ve sitokinler tarafindan
stiimiilasyonu sonucu makrofajlar ve glial hiicreler, endotelyal hiicreler,
fibroblastlar, noronlar ve vaskiiler diiz kas hiicreleri tarafindan iiretilir. Ozellikle
patolojik kosullarda iNOS’a bagli NO radikalinin agir1 iiretimi ve peroksinitrit
olusumu; protein hasari, lipid peroksidasyonunun artisi, DNA hasariyla birlikte
"Poly-ADP Riboz Sentetaz" (PARS) aktivasyonu ile hiicresel enerji kaybi,
mitokondrial elektron transport zinciri enzimleri olan kompleks 1-2 ve akonitaz’in
demir siilfiir merkezlerine etki ederek inhibisyonu ile mitokondrial respirasyonun
durmasi, DNA replikasyonunun inhibisyonu ile hiicre 6liimiine neden olur [61].
Peroksinitrit ve konjuge asidi, lipidler, tiyoller, aminoasit rezidiileri, DNA bazlari,
cinko yapilar ve diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar reaksiyona girebilen
okside edici ajanlardir. Bunlarin sonucunda da lipid peroksidasyonu baslar.

Serbest radikaller sinyal iletiminde hiicresel iletici, apopitoz ve fizyolojik
proteolizin mediatorleri olup kemotaksisi, sitokin liretimini, mikrovaskiiler tonisii
diizenlerler. Bu nedenle gerek enfeksiyoz gerekse de enfeksiyoz olmayan
inflamasyonda hiicre savunma sisteminin onemli mediatorleridir. Ama belirli
durumlarda doku ve hiicrelere zarar verme potansiyeline sahiptirler. Cogu
durumlarda antioksidanlarla notralize edilirler. Serbest radikallerin olusum hizi ile
etkisizlestirilme hizi dengede oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden
etkilenmez. Buna karsilik, savunma azalir veya bu zararl bilesiklerin olusum hizi
sistemin savunma giicilinii asarsa, denge bozulur ve serbest radikallere bagl zararl
etkiler ortaya cikar. Oksijen radikallerinin fazla yapimmin neden oldugu etkiler

oksidatif stres olarak adlandirilir.
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Antioksidanlar, okside edilebilir substratlarla kiyaslandiginda ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda olduklarinda bile substratin oksidasyonunu onleyen ya da
geciktirebilen maddelerdir.

Temel antioksidan savunma enzimleri siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz'dir. Enzimatik savunma sistemi ilk basamaginda
siiperoksit dismutazin yer aldigi bir dizi reaksiyonla hiicreleri oksidatif strese

kars1 korur (Sekil 2.6).

Peroksizom Fe™ « Fe'™"
: Fenton
Siiperoksit dismutaz reaksiyonu

[0 > H:0- « OH

| ol

Siiperoksit Hidrojen peroksit Hidroksil radikalt

* Mitokondriyal Katalaz Glutatyon

oksidasyon ’ percksidaz
* Sitokrom oksidaz
* Ksantin oksidaz
* Sitokrom p450
* Difer nksidazlar
HO H O

Sekil 2.6. Oksidatif strese karsi enzimatik savunma mekanizmalar1

Iskemi swrasinda dokuda Adenozin trifosfat (ATP) kullanilmakta ve
Adenozin monofosfata (AMP) doniismekte, bu da niikleotidlerine yikilarak
hipoksantin olusmaktadir. Ksantin Dehidrogenaz (XD) ile ksantine sonrasinda
iirik asite ¢evrilebilmektedir. Fakat iskemi sirasinda ATP depolar1 tiikenir boylece
hiicre disma Ca pompalanmas1 ¢alismamaktadir. Hiicre disina pompalanamayan
Ca proteazlar: aktive ederek ksantin dehidrogenazi (XD) ksantin oksidaza (XO)
cevirmektedir. XO tekrar oksijenli ortam olustugunda hipoksantinle reaksiyona
girerek ksantini olusturmakta fakat bu swrada O2 ortaya ¢ikmaktadir. Bu da
siiperoksit dismutaz (SOD) katalizorliigii ile hizla dismutasyona ugrarayarak
hidrojen peroksite (H202) doniismektedir. H202 de katalazla suya
dontismektedir. Fakat H202 asir1 miktarda olusursa ortamdaki demir iyonlari ile
hidroksil radikallerini olusturmakta daha sonra bu radikal de basta lipidler olmak

iizere ortamdaki organik bilesikleri okside edip parcalamaktadir.
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Patolojik durumda serbest radikaller antioksidan aktivitenin {izerine
cikmakta, hiicre ve dokular ana yapiminda zedelenmeye neden olmaktadir.

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller membran fosfolipidlerinin varligi
nedeniyle oksidatif ataklara karsi hassastirlar. Hidroksil radikalinin membran
fosfolipiderinden coklu doymamis yag asitleri iizerindeki etkisi, hiicresel oksidatif
hasarda baslica etkin faktor olarak yorumlanmaktadir. Serbest radikal hasarinin en
onemlilerinden olan lipid peroksidasyonu sonucunda membran fonksiyonu
bozulur, lizozomal frajilite artar, mikrozomal enzimlerde degisiklik ile
membrandaki iyon pompalar1 ve permeabilite degisir. Sonugta membrana bagh
enzimler inaktive olur, protein sentezi inhibe olur, DNA replikasyonu Onlenir,
mitokondrial solunum durur. Membranda yag asidi yan zincirinin devamli aldehit
ve pentan gibi hidrokarbonlar iiretmesi membran biitiinliigiiniin tamamen
kaybolmasina yol agar. Bu yolla lizozom membranlarinin yirtilmasiyla hidrolitik
enzimler hiicrenin geri kalan kismina bosalir ve hasarin daha da artmasma yol
agar [6].

Lipid peroksidasyonunun yapisal hasara yol agmasinin yani sira yapisal
hasarlarin da lipid peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Travmanin
etkisi ile membran stabilizasyonunu saglayan Na/K-ATPaz enziminin yikilmasi
sonucunda, hiicre i¢inde Ca artar ve mitokondride oksidatif fosforilasyonunun
durmasina, ATP yapiminin azalmasma, fosfolipazlarin aktivasyonuna neden olur.
Ayrica primer hasar bdlgesinde biriken l6kositlerden fosfolipazlarin aktivasyonu
membran fosfolipidlerinden arasidonik asidin salinmasina neden olur. Arasidonik
asitten lipooksijenaz ve siklooksijenaz yollar1 ile 16kotrienler, prostoglandinler ve
tromboksan olusur. Olusan bu eikozonoidler, vazokonstriksiyon ve trombosit
agregasyonunu tetikleyerek iskemiye neden olurlar. Iskemi ise serbest radikallerin

olusmasina ve lipid peroksidasyonu ile hasarm ilerlemesine yol agar [62].
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2.4.2.4. inflamatuar / Immunolojik Yamt

SKH sonug¢ fazinda inflamasyon ve demiyelinizasyon gelisir. Periferdeki
l16kositler lezyon bolgesine go¢ eder. Erken fazda notrofiller baskindir.

Litik enzimler vaskiiler, néronal ve glial hiicrelerde daha fazla hasar
olusturur. Makrofajlar kanamali ve nekrotik dokularin ortadan kaldirilmasinda rol
oynarlar. inflamasyon SKH’nm ilk 24 saatinde baslar ve birka¢ giin devam eder.
Wallerian dejenerasyonu ve skar dokusu olusumu ile sonug¢lanan bu olayda
astrositler ve diger glial hiicreler agirlikli rol oynar, fibroblastlar da ayrica katkida

bulunurlar [43] (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Akut spinal kord hasarinin mekanizmalar1
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Bir grup arastirmaci makrofaj ve mikroglialarin Tiimér Nekrozis Faktor
(TNF) ve NO sentezini arttirarak oligodendrosit lizisi, noronal 6lim ve
demiyenilizasyona yol ag¢tigin1 savunurken; diger bir grup ise bu hiicrelerin
noronal rejenarasyona katildiklarini savunmaktadir [40].

SKH sonras1 notrofiller ve diger reaktif hiicreler TNF-a, interlokinler ve
interferonlar gibi inflamatuar yanita aracilik eden sitokinleri fiiretirler.
Fosfolipazlar arasidonik asidi hiicre membranindan ayirabilir. Arasidonik asidin
siklooksijenaz metabolizmas1 tromboksan, prostasiklin ve prostoglandinlerin
meydana gelmesine neden olur ki bu iirlinlerin hepsi inflamatuar siirecglere etki
eder. Tromboksan A2 (TxA2) trombosit agregasyonu ve vazokonstriksiyon ile
vendz tromboz ve iskeminin kotiilesmesine neden olurken, Prostasiklinin (PGI2)
inflamasyonun oldugu bolgede damar gecirgenligini ve O6demi arttrma gibi
vazodilatator 6zellikleri vardir.

Sitokinler Siklooksijenaz-2 (COX-2) salinimma neden olarak, arasidonik
asidin, damar gecirgenligi ve trombosit agregasyonuna aracilik eden
proinflamatuar prostanoidlere (prostaglandinler, prostasiklin ve tromboksanlar)
yikilmasini saglar. Ayrica artmis hiicre i¢i Ca fosfolipazlar1 aktive edebilir. Bu da
hiicre membranindaki fosfolipidlerden arasidonik asitin olusmasma neden olur.
Spinal kord hasarindan sonra hem COX-1 hem de COX-2’nin arttig1
gosterilmistir.  Ancak yiiksek diizeyde indiiklenebilir COX-2 izoformunun
iizerinde daha fazla durulmustur [6].

Sitokinlerden TNF-a aktive l0kositlerin kandan spinal kord igine
migrasyonuna aracilik eder ve ilave sitokin iiretimini stimiile eder. Hayvan
deneylerinde TNF-a’nin hem ndrotoksik hem de noroprotektif o6zelliklerinin
oldugu agiga ¢ikmustir. Ornegin SSS hasarindan sonra TNF-o’nmn antikorlarla
veya diger sitokinlerle inhibisyonunun fonksiyonel iyilesmeye katki sagladiginin
gosterilmis olmast TNF-a’nin sitotoksik bir roliiniin oldugunu akla getirir. Tersine
in vitro yiirlitilen bazi calismalarda ise TNF-a’nin eksitotoksik Oliime karst

noroprotektif etkisinin oldugu gosterilmistir [6].
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2.4.2.5. Apopitoz

Apopitoz Olen hiicrenin fagositozu ile sonuglanan, niiklear kromatinin
kondensasyonu, sitoplazmik organellerin paketlenmesi ve plazma membraninda
degisiklikler ile karakterize bir hiicre Ooliimii seklidir. Apopitoz intraselliiler
proteolitik bir silire¢ tarafindan regiile edilir. Apopitoz, protein sentezi ve enerji
gerektiren hiicrenin aktif 6liimiidiir [63]. Primer olarak sistein proteaz enzimi olan
kaspaz ailesinin iiyelerinin, proteolitik olarak birbirlerini ve birgok intraselliiler
anahtar hedef proteinini bolerek aktiflemesi ile hiicre 6liimiiniin gergeklestirilmesi
esasina dayanir. Apopitoz sitokinlerin salinimi, inflamatuar hasar, serbest radikal
hasar1 ve eksitotoksiteteye bagli olarak tetiklenebilir. Insanlarda travmatik SKH
sonras1t apopitozun varligi gosterilmistir. SKH, 06zellikle kaspaz enzim
aktivasyonunu anlamli derecede arttirmaktadir [40].

Kaspaz 1 akut SSS hasarinda (iskemi ve travma) oldugu gibi kronik
norodejenerasyon (Amyotrofik lateral skleroz (ALS), Parkinson, Huntington
hastalig) modellerinde de kritik bir apopitoz mediyatoriidiir. Hayvan
modellerinde kaspas-1 aktivasyonu gdsterilmistir ve kaspaz inhibisyonunun doku
hasarin1 azaltmakla kalmayip norolojik fonksiyonlar1 diizeltigi de goriilmiistiir.
Kaspaz-3 aktivasyonunun SKH sonrasi iskemi ve travmada rol aldigi
gosterilmistir.

Noronal koruma c¢ok Onemlidir, c¢linkii spinal korddaki néronlarin
rejenerasyon yetenegi yoktur. Glianin rejenere olabilme faktoriine ragmen glial
Olimii inhibe etmek ndronal korunmayi en azindan iki benzer mekanizma ile
destekler. Birincisi; glia hasarli noronlara norotrofik ve metabolik destek saglar.
Ikincisi; apopitoz 6nlenerek len hiicrelerden; sitokinler, serbest radikaller gibi ek
apopitoz mediyatorlerinin salgilanmasi ve diger komsu hiicrelere fazladan toksik

etki olusmas1 Onlenir [64].
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2.5. Spinal Kord Hasarimin Patolojisi

Spinal kord hasarinda noropatolojik bulgular hasar1 olusturan etkenin
siddetine, sliresine ve yaralanmadan sonra gecen zamana bagl olarak degisiklik
gostermektedir. Patolojik siire¢ akut, subakut ve ge¢ faz olarak 3 kisimda

incelenir.

2.5.1. Akut Faz

Akut hasarin en erken makroskopik bulgular1 zedelenmenin siddetine baglh
olarak kordda yumusama, yuvarlaklasma ve pembe-kirmizi renk degisikligi
olugmasidir. Bu renk degisikligi mikro kanamalara ve vendz staza baghdir. Erken
doneme ait morfolojik degisiklikler travmayi takiben 4. saatte baslar, 8 ila 24 saat
arasinda nekroz 151k mikroskobu ile goriilebilir diizeydedir. Ilk belirtiler gri

cevherde petesial kanamalar, beyaz cevherde 6demdir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Akut histopatolojik degisiklikler.

Akut Histopatolojik Degisiklikler

1. Santral hemoraji  (ozellikle gri maddede kapiller, veniiller ve arteriollerden
kaynaklanir. Nadiren biiyliik hematomyeli olusur)

Uzak kanamalar

Santral hemorajik nekrozis

Posttravmatik infarkt

Subaraknoid kanama

Subdural veya ekstradural hematomlar

A o

Odem (lokal veya yaygin)
8. Aksonal hasarlanma [transeksiyon, aksolemma yirtilmasi, sisme, dev aksonlarin
olusmasi, graniiler kayip (Kromatolizis), organellerin toplanmasi]

9. Moyelin kilif1 hasar1 [riiptiir, vezikiiler hasar (vakuolizasyon), periaksonal bosluklar]

10. Inflamasyon (makrofaj ve mikroglia)
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2.5.2. Subakut Faz

Subakut dénem 5. giin ile 3 ay arasindaki donemi kapsar. Odem bu dénemde
biliylik oranda azalmistir. Kii¢iik boyuttaki kanamalar geri emilmistir. Biiyiik
alanlar1 isgal eden kanamalar ise organizasyonla giderilmeye calisilir. Bu nedenle
mevcut damarlarda rekanalizasyon izlenir. Eger santral hemorajik nekroz
olusmugsa, onarim boru seklinde kistik bosluk olarak gerceklesir. Nekrotik
dokularin rezorbsiyonu ile Liickenfelder denilen bos kistik alanlar olusur [59].
Damarlarm ¢gogunun liimeninde fibrin trombiisleri vardir.

Akut donemdeki Polimorf Niiveli Lokosit (PNL) infiltrasyonunun yerini
lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu almistir. Lipit yiiklii (6len néron ve pargalanan
myelini fagosite etmis) veya kanamayr fagosite etmis hemosiderin yiikli
makrofajlar cogunluktadir. Fagositik hiicreler hasarin oldugu alanda ozellikle
damarlar ¢evresinde rozetler halinde gruplanirlar [65].

Onarim dokusu hem glial hiicrelerin hem de gen¢ myofibroblastlarin
iremeye baslamasiyla gelisir. Geng myofibroblastlar zamanla kollajen iireten
olgun fibrositlere doniisiir ve ortamda nedbe dokusu meydana gelir. Aktive olmus
mikroglia ve astrositler reaktif gliozis olusturmaya baslarlar. Mikroglia, néronal
dejenerasyon varliginda, kimyasal uyarilar altinda sitotoksik makrofajlara
doniisiir. Hasara cevap olarak astrositler hipertrofi ve proliferasyon gosterir.
Reaktif astrositler lezyon yaninda birinci haftada birikmeye baslar 14. giinde pik
yapar ve 28. giine kadar goriilebilir [66].

Noronda sitoplazmanin belirgin homojenizasyona ugradigi ve sistigi,
cekirdegin ise kenara itildigi santral kromatolizis goriiliir. Travmadan etkilenen
noronlarm aksonlarinda kesi oldugunda aksonun distal kisminda Wallerian
dejenerasyon olusur. Wallerian dejenerasyon da pargalanan akson ve myelinin

makrofajlar tarafindan fagosite edilerek ortamdan uzaklastirilmasidir [32, 59, 66].
2.5.3. Kronik Faz

Hasar sonrasi 3-9 ay arasinda izlenen degisikliklerdir. Travma bolgesinde

duramater ve araknoidal membran kalinlagmistir.
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Eski hemorajiler nedeniyle kahverengi-gri renk almistir. Mikroskobik olarak
fibrozisin gelistigi ve meningial hiicrelerin prolifere oldugu goriliir. Adheziv
araknoidit tabloya daima eslik eder.

Polimorf niiveli 16kositler kronik fazda yerlerini makrofajlara birakirlar.
Makrofajlar da olusan debrisi fagosite eder. Travmanin oldugu yerde kaviteler
gelisir, bunlar birleserek santral kavitasyonu olustururlar. Degisik derecelerde
intramediiller skar ve fibrozis gelisir. Travmanin en ciddi hasar olusturdugu
bolgede glial ve ndronal hiicreler hasara ugramis oldugundan iyilesme yalnizca
geng bag dokusu hiicreleriyle yani skar dokusu ile gergeklesir. Travma hasarmin
daha hafif oldugu durumlarda ise skar dokusunun c¢evresinde astrositlerin artigina
bagl astrogliozis meydana gelir.

Wallerian dejenerasyon bu donemde de devam eder. Geg lezyonun onemli
bir komponenti miyelin kaybidir. Demiyelinizasyon ilk 24. saatte baglar, 2.
haftada maksimum seviyesine ulasir. Remiyelinizasyon ise 3. haftada baslar ve

rejenerasyon ii¢ yila kadar yavas hizla devam eder [59, 66] (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. Kronik donemdeki patolojik degisiklikler

Kronik Donemdeki Patolojik Degisiklikler

1. Santral kavitasyon

. Aksonlarin subpial rimlerinin kalic1 olmas1

. Post-travmatik infarkt (hasarli bolgede veya uzaginda)
. Post-travmatik siringomiyeli

. Kistik miyelomalazi

. Demiyelinizan ve diskomplet nekrotizan alanlar

. Inflamasyon-makrofaj

. Wallerian dejenerasyon

O o0 N N WD Bk~ WD

. Skar ve gliozis
10. Araknoidit
11. Atrofi

12. Rejeneratif proges (aksonlarda, schwan ve ependim hiicrelerde proliferasyon)
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2.6. Modern Farmakoterapi Calismalar

Spinal kord yaralanmalar1 {lizerine yapilan arastirmalar olmasina ragmen,
tedavi secenegi halen bulunamamistir. SKH patofizyolojisinin iyi anlasilmasi,
hasardan geriye kalan spinal kordun fonksiyonel biitiinliglinii azami diizeye
cikarmak i¢in bir¢ok noroprotektif tedavinin klinik uygulamalarma hiz
kazandirmistir. Birincil hasar beklenmedik nedenlere bagli oldugu i¢in genellikle
engellenemez ve siddeti degistirilemez. Bu nedenle birincil hasarin medikal ya da
cerrahi tedavisi yoktur, ancak ikincil hasar1 engellemek teorik olarak miimkiindiir.
Gilintimiizde akut spinal kord yaralanmasi olan hastalara medikal ve cerrahi
miidahalelerin amaci ikincil hasar1 en aza indirerek mekanik hasardan kurtulan
noronal yapilarin korunmasidir [59].

Birgok ajanin tedavide iimit verici etkilerine ragmen, yalnizca
metilprednizolon genis klinik ¢alismalarda kabul goren tedavi sekli olmaya devam
etmektedir [67].

Spinal kord travmasi, sempatik tonus kaybima bagl olarak, vaskiiler tonusta
azalma ve kanin periferde gollenmesi ile birlikte hipotansiyon, bradikardi ve
soguk ekstremitelerden olusan triad tablosu ile karsimiza norojenik sok tablosu ile
cikabilir [1]. Bu asamada etkili tedavi, iskemik hasarmn siddetlenmesine neden
olabilecek sistemik hipotansiyon ve hipoperfiizyondan korunmaya yonelik
olmalidir [1, 67]. Invaziv hemodinamik monitdrizasyon ile vasopressor destek ve
sivi tedavisinin  O0zenle uygulanmasi, tedavi silirecinin ilk basamagmi
olusturmaktadir [67]. Resiisitasyon sonrasinda ndrolojik fonksiyonlar1
gelistirmeye, bu fonksiyonlarin devamina yonelik cerrahi ve/veya spesifik
patofizyolojik ~ hedeflere yonelik farmakolojik  tedavi  yontemleri

degerlendirilmelidir [1].

2.6.1. Kortikosteroidler

Metilprednizolon (MP) sentetik bir glukokortikoid olup uzun zamandir
beyin 6demi ve kord yaralanmasinda kullanilmaktadir [68]. MP’un SKH’nda
radikal kurtarici, anti lipid peroksidasyon ve noroprotektif etkilerinden dolayi

yararli oldugu gosterilmistir [69].
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Kortikosteroidlerin ndroprotektif etkilerinin kesin mekanizmalar1 tamamen
anlasilmamis olmasina karsin bu mekanizmalarin lipid peroksidasyonunun
inhibisyonu, inflamatuar sitokinlerle birlikte inflamatuar ve immiin cevaplarin
modiilasyonu, vaskiiler perflizyonun iyilestirilmesi ve hiicre i¢ine Ca girisinin ve
birikiminin engellenmesi oldugu siiriilmektedir [70]. Lipid peroksidasyonunun
inhibisyonunun glukokortikoidlerin en etkili noroprotektif o6zelligi oldugu
varsayllmaktadir. Bu bakimdan MP diger glukokortikoidlerle karsilastirildiginda
ozellikle etkili goriinmektedir. Klinik calismalarda MP, diger kortikosteroidler
olan Deksametazon ve Hidrokortizon’a gore daha gii¢lii antioksidan 6zelligine
sahip olmasi ve hiicre membranindan daha kolay ge¢mesi nedeniyle 6n plana
cikmustir [71]. Glukokortikoid etkisi MP’dan fazla olan deksametazonun sadece
notrofillerin perisit bazal membraninin penetrasyonunu inhibe ettigi ancak endotel
hiicreleri lizerine adhezyonunu inhibe etmedigi gosterilmistir [72].

Anderson ve ark. MP’un spinal kord travmasida mikrovaskiilarite ve
metabolizmaya etkilerini incelemislerdir. Yiiksek doz MP (HDMP, 15 mg/kg/24
saat) alan kediler tedavi almamis grupla karsilastirildiginda 8.saatte hasarl spinal
kordun mikrovaskiiler perflizyonunun 6nemli Olgiide korundugu gosterilmistir
[73]. MP’un 30 mg/kg dozda IV bolus uygulanmasindan sonra iyilesme
gozlenmis ve bu miktar viicuttaki glukokortikoid reseptorlerini aktive etmek
icin gereken dozun 1000 kat1 oldugu bildirilmistir [74]. Terapdtik sonuglar igin
gereken klinik kullanimdaki dozlar ile hayvan modellerinde lipid peroksidasyonu
ve noroflamentlerin inhibisyonunda en etkili oldugu gdsterilen dozlar birbirine
benzerdir [75].

SKH’ndan sonra yiiksek bir dozda (intravendz, 30 mg/kg) MP verilmesinin
lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve ATPase gibi membrana bagli enzimleri ve
norofilamentler gibi intraselliiler molekiiler baglantilar1 korudugu ve laktik asidin
biyolojik olarak zararl artigimni tersine dondiirdiigii bulunmustur.

MP’un belirgin bir antioksidan etkinliginin oldugu, insanlara ve hayvanlara
antioksidan dozlarda verildigi zaman spinal kord hasarinda norolojik iyilesmeyi
hizlandirdig1r gosterilmisti. MP’un bu etkisi steroidlerin  glukokortikoid

reseptorlerine baglh etkilerinden bagimsizdir [32].

33



MP ile ilgili ilk klinik ¢alisma National Acute Spinal Cord Injury Study
(NASCIS) dir. Bu calismada MP’un klinik yararinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu
calismaya yonelik elestiriler olmus, travmadan 24 saat sonra da uygulamalarin
baslatildigi, dozun diisiik oldugu, plasebo grubunun olmadigi belirtilmistir. Bu
elestiriler goz Oniine almarak 1985°’te NASCIS 2 planlanmistir. Bu ¢aligmanin
sonuglar1 1990’da yayinlanmis ve spinal kord yaralanmasinda devrim olarak
kabul edilmistir. Bu calisma sonrasinda travmadan sonraki ilk 8 saat icinde 30
mg/kg IV metilprednizolon bolus uygulanmasi, daha sonra da 5,4 mg/kg IV
inflizyona 23 saat devam edilmesi omurilik yaralanmasinda kabul edilen bir

tedavi haline gelmistir [76-78].

2.6.2. Gangliozidler

Gangliozidler sialik asit iceren bir glikosfingolipid grubudur ve SSS
dokularinda hiicre dis membraninda oOzellikle sinaptik alanda yiiksek
konsantrasyonda bulunur [43].

Monosialotetraheksosilgangliozid (GM-1 Gangliozid), SSS’de ndronlarin
aksonlarinda, myelin kiliflarinda ve beyaz cevher igerisindeki glial hiicrelerde
bulunur [79]. Deneysel SSS travmalarinda GM-1 gangliozid’in sinir
rejenerasyonunu stimiile etti§i ve anterograd-retrograd dejenerasyona karsi
koruyucu oldugu gosterilmistir. Protein kinaz C’nin inhibisyonu posttravmatik
iskemiden korunmada Onemli goOriinmektedir ve gangliozidlerin etki
mekanizmalar1 da eksitatdr aminoasidlerin salmimini azaltmalarina, protein kinaz

C regiilasyonuna ve NO olusumunu engellemelerine baghdir [67, 80].

2.6.3. Opioid Reseptor Antagonistleri

Deneysel modeller SKH sonrasinda belirgin olarak bir endojen opioid
peptidin lokal salinimi oldugunu gostermistir. Bu peptid Dinorfin kappa
reseptorleri tizerinden etkilidir. Mikrosirkiilatuar kan akimini azaltir ve sekonder
yaralanmay1 arttirir. Naloksan ve TRH gibi endojen antagonistler baz1 havyan
modellerinde spinal kord kan akimini artirip ndrolojik defisitleri azaltmistir.

Calismalarda opioid reseptdr antagonistlerinin yararl etkileri gésterilmistir [80].
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Naloksan, iizerinde en ¢ok calisilan opioid reseptor antagonistidir ve SKH
sonrast norolojik fonksiyonlarda 1iyilesmeyi arttirdigi gosterilmistir [67].
Sicanlarda klip kompresyon metodu ile gergeklestirilen omurilik yaralanmasi
sonras1 uygulanan Nalorfin’in faydali etkisinin Na-K/Mg ATPaz inaktivasyonu ve
lipid peroksidasyonunun inhibisyonu yoluyla oldugu ileri stiriilmiistiir [81].

K-reseptOr antagonisti olan Norbinolterfimin’in kedilerde olusturulan akut
SKH sonrast sonuglart anlamli derecede diizelttigi gosterilmistir [82]. Opioid
antagonistlerin ilag doz programi ve tedavi zamanlamasinin tespiti i¢cin baska

calismalara ihtiyac vardir [67].

2.6.4.Aminosteroidler

Yiiksek doz MP ile olusan lipid peroksidasyonu inhibisyonu, glukokortikoid
reseptor bagimli gibi goriilmemektedir. Glukokortikoid reseptdr aktivasyonu
olmaksizin lipid peroksidasyonu inhibe edecek bir analog sentezlenebilir diye
diisiiniilmiistiir. Spinal kord travmasimnin sekonder hasarina kars1 koruyucu olabilir
ve glukokortikoidlerin klasik yan etkilerinden ve serbest mineralokortikoid
aktiviteden sakinilabilir [67]. Bu 2I-aminostreroidlerin (Lazaroidler) kesfini
saglamistir. U-74600F, kafa travmasi, spinal kord yaralanmasi, subaraknoid

kanama ve stroke tedavisi i¢in parenteral bir ajan olarak gelistirilmistir.

2.6.5.Serbest Radikal Tutucular

Travma sonras1 ndronal harabiyette oksijen radikallerine bagli olusan lipid
peroksidasyonu kritik bir faktor gibi goriinmektedir.

SKH sonrasi kanamayi takiben hemoglobin iirlinleri agiga c¢ikar.
Hemoglobin yikilmasi ile demir iyonu serbestlesir. Polimorf l6kositlerin
etkinlesmesi, prostoglandin, lokotrien sentezi, arasidonik asit salinimi, serbest
radikallerin olusumuna yol agar. Serbest radikaller kararsiz molekiiller olup, hiicre
icinde ve zarinda lipid peroksidasyonuna ve hiicre 6liimiine yol agarlar.

E vitamini serbest radikalleri indirger, hiicre zarina girerek poliansatiire yag
asidlerinin oksidasyonunu engeller. Selenyum hidrojen peroksidi indirgeyen
glutatyon peroksidazin kofaktoriidiir. Hiicre i¢indeki hidrojen peroksidi ve diger

bazi lipid peroksitleri temizler [39].
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Travma sonrasit a-tokoferol, retinoik asid, askorbik asid, selenyum,
koenzim-q gibi antioksidanlarin seviyeleri hizla diismektedir [83]. Bu nedenle
antioksidanlarin replasmani lipid peroksidasyonuna bagli hasarin azaltilmasinda
etkili olabilir. Deneysel SKH calismalarinda Vitamin A ve Vitamin C tedavisinin
faydali oldugu gosterilmistir [67]. Yapilan SSS yaralanma modellerinde o-
tokoferol tedavisinin doku hasarini azalttig1 gosterilmistir [80].

Melatonin antioksidan ajan olarak noroprotektif etki gosterir. SKH’nda hem
melatonin hem de MP’un néron, akson ve mitokondri ve nukleusu igeren hiicresel
organelleri korudugu, ayrica melatoninin MP’dan daha noéroprotektif oldugu
gosterilmistir [84].

Dextrometorphan ve melatonin uygulamasmin spinal kord travmasi sonrasi
ikincil hasar1 azalttig1 bildirilmektedir [85] . Resveratrol ve MP kombine
tedavisiyle sadece yiiksek doz MP tedavisine gore iyilesmenin daha iyi oldugu

bulunmustur [86].

2.6.6.Glutamat Reseptorii ve iyon Kanah Antagonistleri

SKH’ndan sonra eksitotoksik hasarda NMDA ve non-NMDA
(AMPA/kainate) reseptor aktivasyonun mevcut olmasi iizerine farmakolojik
miidahalelerin gelistirilmesi amaglanmistir [87].

Selektif ve nonkompetitif NMDA reseptor antagonisti olan Dizocilpine
(MK-801) ile yapilmis olan ¢alismalarda lokal uygulamasmin norolojik defisiti
kotiilestirdigi, sistemik uygulamasmin ise klinik diizelmeyi arttwrdigi ve
histopatolojik degisiklikleri azalttig1 bildirilmistir [58, 88]. Dizocilpine hasarli
spinal korda kan akimini arttirip, 6demi azaltmaktadir [89]. Travma sonrasi lipid
peroksidasyonunu ve apoptozisi belirgin olarak azalttigi gozlenmistir [90, 91].
Agmatin travma sonrast hem asir1 iNOS aktivasyonuna bagli NO sentezini hem de
NMDA reseptorleri tizerinden olusan glutamat toksitesini azaltir [92].

Gacyclidine (GK-11) SKH’ndaki nérolojik defisiti Dizocilpine'den daha
etkili olarak azalttig1 gosterilmistir [93]. Non-kompetetif antagonist Memantin,
SKH sonrasi olusan norolojik defisiti azaltirken, klip kompresyonu ile olusturulan

hasarda etkili olmamuistir [23].
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SKH’m takiben uygulanan NBQX'in (spesifik non-NMDA antagonisti)
fonksiyonel defisiti diizelttigi ve doku kaybini azalttig1 bildirilmistir [94].

Hiicre i¢i Ca asir1 artist hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Nimodipin,
subaraknoid kanama sonrasi olusan vazospazm tedavisi i¢in kullanilan Ca
antagonistidir. Spinal kord travmasi sonucu Nimodipin kullanimi, lezyon
merkezinde etki gostermezken, lezyonu c¢evreleyen penumbra alaninda
kalsiyumun hiicre i¢ine girisini azaltarak etki gosterir. Ayrica spinal kord kan
akimni arttirtp, hipoperfiizyonu tersine ¢evirdigi gosterilmistir [95].

Potent giiclii bir voltaja bagh Na kanal blokeri olan Tetrodotoxin’in spinal
kord hasarindan sonra verilmesi ile Na kanallarmmn bloke edilmesinin beyaz
cevherde belirgin noéroprotektif etkisinin oldugu ve fonksiyonel sonuclari
tyilestirdigi gosterilmistir [96, 97]. Na kanal blokeri olan Riluzole’un benzer
noroprotektif etkileri bir sigan modelinde spinal kord klip kompresyon hasarindan
sonra beyaz ve gri cevherdeki hasarini azaltmasiyla ve lokomotor fonksiyonlar:
tyilestirmesiyle gosterilmistir [98].

SKH sonras1 miyelin kayb1 olmaktadir. Demiyelinizasyon uzun donemde
motor ve duyusal bozukluklara yol acan 6nemli bir faktordiir. Miyelin kaybi1
aksonlarin internodal boélgelerinde K kanallarinin agilmasina, ndéron i¢ine K
akisina neden olur. Akson i¢inde K fazlalig1 aksiyon potansiyelinin blokajma yol
acar. Artmis ekstraseliiler K noronlarin depolarize olmasma yol agar. Bu da
noronal iletimi etkiler ki bu durum spinal sokun altta yatan kritik sebebidir.
Potasyum kanallarinin bloke olmasi demyelinize internodlardan ndrondronal ve
noromuskuler akmmi saglamistir [67]. 4-aminopyridin (4-AP), internodal
bolgelerdeki K kanallarmin blokeridir. 4-AP, aksiyon potansiyelinin siiresini
uzatarak demiyelinize alanlarda sinir iletisini arttirir. K kanal blokerlerinin kronik
donemde noronal fonksiyonun yeniden saglanmasinda olumlu etkilerinin

olduguna inanilmaktadir.

2.6.7. Magnezyum
Magnezyum, SKH sonrast NMDA reseptor blokaji ile noral yapilarda
glutamat toksisitesini Onler. Eksikligi endotel hiicrelerinde serbest radikal

kaynakli intraseliiler oksidasyon ve sitotoksisiteye neden olmaktadir.
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Iskemi reperfiizyon hasar1 glutamat ve serbest radikal olusumunda belirgin
yiikselmeye neden olur. Iskemide vaskiiler sistemde serbest radikallerin ilk hedefi
ozellikle endoteldir. Magnezyumun lipid peroksidasyon yan fiiriinlerini glutamat
antagonizmasindan kaynaklanan indirekt etkisi ile azalttig1 bildirilmektedir.
SKH’ndan sonra serbest radikal ve glutamatin vaskiiler yapida hasarmin
yonlendirilmesinde anahtar rol oynar.

Serbest radikal diizenlenmesini azaltarak noral yapilarda vazoproteksiyon
saglar. Ayrica endotelyal prostasiklin salinimini stimiile ederek spinal kordu
besleyen damarlarda dilatasyona neden olur [99].

Inkomplet serebral iskemi reperfiizyon sonrasi iki NMDA antagonisti olan
ketamin ve magnezyum karsilastirildiginda magnezyum’un ketamine gore daha

etkin noroprotektif etkileri oldugu bildirilmistir [ 100].

2.6.8. Immiinsupresanlar

Siklosporinin, apopitozis inhibisyonu i¢in mitokondriyal membrana etki
ettigi, beyin ve spinal kord travma modellerinde dokunun canli kalmasini
sagladig1 ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Siklosporin-A’nin
cNOS aktivitesiyle birlikte nNOS ve eNOS salinimini inhibe ettigi gosterilmistir.
FK506’nin ise fonksiyonel iyilesmeye neden oldugu ve SSS’nde aksonal
yenilenmeyi arttirdig1 gosterilmistir [101, 102].

2.6.9. Non-Steroidal Antiinflamatuvar Ajanlar

Membran fosfolipidlerinin fosfolipaz A2’nin kataliziyle hidrolizleri
sonucunda arasidonik asit gibi serbest yag asitlerinin ve lizofosfolipidlerin tiretimi
olmaktadir. Metabolitleri eikozonoidler veya giiclii bir inflamatuar ajan olan
Platelet-Activating Factor (PAF) gibi inflamatuar mediatorlerin 6n maddesi olarak
gorev yapar. Arasidonik asidin tromboksan, prostaglandinler ve lokotrienlere
doniisiimiinden sorumlu olan enzim inhibisyonunu hedef alan tedavi girigimleri
incelenmistir [67].

Prostasiklin (PGI2), vaskiiler endotelden salman gii¢lii vazodilatator ve
platelet agregasyon inhibisyon etkisi olan dogal bir arasidonik asit metabolitidir

[103].
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Siklooksijenaz  inhibitorleri, tromboksan sentetaz inhibitorleri ve
prostoglandin 12 ile yapilan kombine tedavinin rat omurilik yaralanmasinda

noroprotektif etkinligi gosterilmistir [67, 80].

2.6.10. Norotransmitter Reseptor Agonistleri

Spinal aksonlar, GABA, Norepinefrin ve Serotonin gibi ndrotransmitter
reseptorlere sahiptir. Quipazine, c¢esitli adrenerjik agonistler ve GABA
antagonistleri gibi ¢esitli sentetik reseptor agonistlerinin spinal aksonlar {izerinde

kuvvetli eksitator etkileri vardir ve noroprotektif oldugu bildirilmistir [104].

2.6.11. Norotropik Faktorler
Norotropik biiylime faktoriiniin, SKH sonrasi ndronal dejenerasyondan
korunmada etkin olabilecegi gosterilmistir [67]. NT3, hasar sonrasi aksonlarda

goriilen atrofi ve retrograd hiicre 6liimlerinin 6nlenmesi amaciyla uygulanmistir

[104, 105].

2.6.12. Sistemik Hipotermi

Hipoterminin noroprotektif mekanizmalari; serbest radikal iiretiminin
azaltilmasi, beyin Odeminin azaltilmasi, intraseliler Ca konsantrasyonunun
azaltilmasi, artmis GABA salinimi ve glutamat salinimmnin engellenmesi,
inflamatuar cevaplarin engellenmesi, polimorf niiveli l6kositlerin birikiminin

engellenmesidir [106].

2.6.13. Antikoagiilan Ajanlar

Tromboemboli SKH olan hastalarin mortalite ve morbiditesinin 6nemli bir
nedenidir. Serin proteazi olan Aktif Protein C (APC) 6nemli bir fizyolojik
antikoagiilandir [6, 85]. APC, faktor Va ve VIlla’y1 inaktive ederek pihtilasma
sistemini diizenler. Ayrica APC monositlerden TNF-a {iretimini baskilayarak
inflamatuar siirecin diizenlenmesine de katilir.

TNF-a noétrofillerin kuvvetli bir aktivatorii olduguna gore yine APC’nin
notrofil aktivasyonu inhibisyonu yoluyla travma nedenli spinal kord sekonder

hasarmi engellemesi miimkiindiir [107].
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[lioprostun tedavisinin I6kosit aktivasyonu iizerindeki inhibitor etkisinden
dolay1r SKH’n1 azalttig1 ve bunu TNF-a iiretiminin inhibisyonuyla gerceklestirdigi
bildirilmistir [6, 108, 109].

Sentetik bir proteaz inhibitorii olan Gabexate Mesilate pihtilagsma kaskadi ve
inflamatuar siire¢ sirasinda ortaya cikan cesitli serin proteazlarini inhibe eder.

SKH’n1 da TNF-a iiretimini baskilamasiyla 6nledigi diistiniilmektedir [6].

2.6.14. Minosiklin

Tetrasiklin antibiyotik olan Minosiklin’in eksitotoksisiteyi inhibe ettigi ve
mikroglial aktivasyonun inhibisyonuyla noroprotektif etkilerinin oldugu
gosterilmistir. SKH bolgesindeki doku hasarini ve apopitotik hiicre Olimiinii

azaltmakta ve l6komotor fonksiyonlar1 iyilestirmektedir [110].

2.6.15. Immiinsupresanlar

Siklosporin ve FKS506 (tacrolimus) periferik sinir hasar1 durumlarinda
faydali etkileri gosterilmis olan immiinsupresanlardir. Siklosporin apopitozisi
engellemek icin mitokondriyal membrana etki ettigi; dokunun canli kalmasini
sagladig1 ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Siklosporin-A’nin
cNOS aktivitesiyle birlikte nNOS ve eNOS salinimini inhibe ettigi bildirilmistir
[101]. FK506 ise hasar sonrasi fonksiyonel iyilesmeye neden oldugu ve SSS

icerisinde aksonal yenilenmeyi arttirdigi gosterilmistir [102].

2.6.16. NOS (Nitrik Oksit Sentaz)

Nitrik oksit sentazin (NOS) selektif uzun donem inhibitorleri SKH’nda
noroproteksiyonu indiikleyebilir. NOS, hasarli néronlarda NOS upregiilasyonunu
gerceklesir. Bu da NO’in norotoksik oldugunu gosterir. Torasik spinal kordda
NOS (+) hiicreler dorsal boynuzda, dorsolateral funikulusta, lateral spinal
noronlarda ve santral kanal ¢evresinde bulunurlar. Dorsal boynuzun spinal kord
lamina 1 ve 3 de NOS noéronlar1t GABA, Glisin ve asetilkolin icerirler. Bu NO ve
diger norotransmitterlerin etkilesiminin  SSS  regiilasyonunda 6nemli rol
oynadigin1 gosterir. NOS noronlart spinal kord kan akimimna etki eder ve kan-

spinal kord bariyeri fonksiyononu regiile etmektedir.
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Dorsal boynuzda spinal kord iskemisi veya periferik sinir yaralanmasini
takiben NOS ekspresyonu goriiliir. Kord hemiseksiyonu ya da darbe yaralanmasi
NOS(+) interndronlarda 6zellikle lezyon rostralinde upregiilasyonla sonuglanir.
NOS ekspresyonunun selektif inhibitorlerle blokaji SKH’nin indiikledigi kan-
spinal kord bariyer tahribati, 6dem formasyonu, hiicre reaksiyonlarinin azaltilmasi

ve diizelmis motor fonksiyonlarla iligkilidir [98].

2.7. Hem Oksijenaz Enzim Sistemi

2.7.1. Hem Oksijenaz izoformlari ve Molekiiler Ozellikleri

Hem yikilim yolunda etkin mikrozomal bir enzimdir. Bu yolda {iretilen
karbonmonoksitin (CO) hiz kisitlayici enzimidir. NO {tretimi gibi CO {iretimi de
guanilat siklaz tarafindan diizenlenir. Sinyal iletim yollarinin diizenlenmesinde
HO-1 aktivitesi veya aktivitesi sonucu ortaya ¢ikmis CO miktarlart bu proteinin
antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik etkilerine aracilik etmektedir [111].
Ayrica 6dem, lokosit adezyonu ve diger inflamatuar sitokinlerin liretimini inhibe
edici etkileri vardir [112].

Hem oksijenazin genetik olarak farkl iki izoformu indiiklenebilir HO-1 ve
yapisal formu HO-2’dir. HO-1 ve HO-2 ayni reaksiyonlar1 katalize ederler.
Farkli enzim kinetikleri, Km degerleri, termostabiliteleri ve immiinoreaktiviteleri
vardir. Bu enzimler farkli gen {riinleri olmalarina ragmen aminoasit veya
niikleotid dizileri, amino asit kompozisyonlar1 ve transkrip numaralar1 benzerlik
gosterir. HO-1 ayn1 zamanda stress proteini HSP32 olarak da bilinir [113].

HO-1 biiytlik oranda eritrositlerin par¢alandigi organ olan dalakta, karaciger
retikiiloendotelyal hiicrelerinde ve kemik iliginde eksprese olmaktadir. Hemoliz
gibi kan hemoglobin diizeyinin asir1 derecede arttigi durumlarda HO-1 enzimi
bobrek, makrofaj ve karaciger parankim hiicrelerinde ciddi bir artis gosterir.

Yapisal izoform HO-2, en fazla testis ve beyinde bulunur. Ayrica damarlar,
merkezi sinir sistemi, gastrointestinal sistem, karaciger ve bobrekler de yiiksek
miktarda HO-2 igerir. HO-2, cevresel stres ile aktive olamaz ancak beyinde

adrenal glukokortikoidlere cevap verebilir [114].
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Hem oksijenaz endoplazmik retikulum ile iligkili protein olarak kabul edilir.
Mikrozomal hiicre fraksiyonlar: yiiksek oranda HO aktivitesine sahiptir. Yapilan
calismalar HO enziminin diger hiicre kompartmanlarinda da bulundugunu
gostermektedir [115].

Yapisal hem oksijenaz formu olan HO-2 sadece adrenal glukokortikoidlere
yanit verirken, HO-1 kimyasal ve fiziksel uyarilardan etkilenir. HO-1 ve HO-2
arasindaki bu farklilik enzimlerin promotor bolgelerinde regiilator elementlerden
kaynaklanir. Ornegin niikleer faktor kappa B, heat shock faktdr, aktivator protein
veya metal regiilator element gibi regiilator elementlerin baglanma bdlgelert HO-
I’in promotdr bolgesinde bulunur. Buna karsin HO-2 geni sadece fonksiyonel
glukokortikoid cevap elementi igerir. HO-1 geni reaktif oksijen tiirleri gibi
hiicresel oksidatif stres olusturan ajanlar ve kimyasallar tarafindan giiclii bir
sekilde indiiklenir. Bu nedenle strese yanit veren gen olarak bilinir. H202,
kinonlar, menadion bu sekilde etki gosteren indiiktorler arasindadir.

HO, hem molekiiliiniin par¢alanmasi ile gelisen hiicre farklilagsmasi, eritrosit
dongiisii ve demir konsantrasyonunu dengede tutmak gibi etkilerinin yanisira
reaksiyon iirlinleri iizerinden gelisen 6nemli sitoprotektif etkilere de sahiptir.

Sekil 2.8’de CO, bilirubin ve Fe/Ferritin {izerinden gelisen etkiler kisaca

Ozetlenmistir.
HEM
e
IMADF aH:0 MADFHNADE
Fe{lf) Biliverdin Bilirubin
@ Biliverdin rediiktaz o, oo
mw * Antinitrosafif
m * Anfiinflamatuvar?
* Antiapoptotik (NF-kB)
* Antioksidan i
FI8 MAFK
ERK 12 GUAMNILAT SIKLAZ
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Sekil 2.8. Hem molekiiliiniin parcalanma tirtinleri ve fonksiyonlari
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2.7.2. Hem Oksijenaz ve Nitrik Oksit Sentaz Arasindaki Iliski

HO ve NOS, aktivasyonlar1 ve regiilasyonlar1 bakimindan benzerlik gosterir.
Reaksiyon iirtinleri olan CO ve NO’de biyolojik etkilerini guanilat siklaz enzimini
aktive ederek gostermektedir [116]. Ancak bu molekiiller hedef proteinlere farkli
sekillerde baglanirlar. NO, CO molekiiliine gore daha gii¢lii bir guanilat siklaz
aktivatoriidiir.  Fizyolojik kosullarda ortamda bulunan NO, guanilat siklaz
aktivasyonundan sorumlu ana molekiildiir. NO biyoaktivitesinin azaldig1 patolojik
durumlarda ise CO devreye girerek guanilat siklaz aktivasyonu {izerinden regiile
edici etkilerini gosterir.

NOS, aktif bolgesinde 2 adet hem molekiilii iceren hemoproteindir. HO-1,
NOS sentezi i¢in gereken serbest hemi pargalayarak veya NOS’un aktif
bolgesinde bulunan hemin direkt pargalanmasi ile enzim aktivitesini azaltabilir.
Her iki enzim de katalize ettigi reaksiyonlarda kofaktor olarak NADPH kullanir.

Siklosporin toksisitesine maruz kalan, ancak HO-1 ekspresyon diizeyleri
artirilmis transgenik farelerin bu ilacin nefrotoksik etkilerinden korundugu
gosterilmigtir [117].

Anjiotensin II ve yiiksek tuz diyeti ile koroner skleroz, damar diiz kas
hiperplazisi ve inflamatuar damar degisiklikleri olusturulan HO-1 ekspresyonu
artirilmig  transgenik farelerin bu kardiovaskiiler degisikliklerden korundugu
gosterilmistir. Bu farelerde oksidatif DNA hasarinin gostergesi 8-hidroksi-deoksi-
guanozin (8 OhdG) ve reaktif oksijen hasarinin gdostergelerinden olan 3-
nitrotirozin diizeylerinin anlamli olarak diistik ¢iktig1 gdsterilmistir [118]. HO-1
ekspresyonu artirilmig transgenik farelerin yliksek glukoz diizeylerinin
olusturdugu oksidatif hasardan, tromboemboli ve vaskiilit gibi inflamatuar

degisikliklerden korudugu belirtilmistir [111, 119].
2.8. Eritropoetin (EPO)
2.8.1. Yapisi ve Fizyokimyasal Ozellikleri
EPO, temel olarak bobreklerden salgilanan glikoprotein yapisinda bir

hormon olup ayni zamanda SSS’nde bulunan ve doku koruyucu etkileri olan

endojen sitokin mediyatorleridir [120].
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Molekiil agirligr 30.400 dalton ile 34.000 dalton olup, yapisinda %30-49
oraninda karbonhidrat bulunur. Bu karbonhidratin %11'ini sialik asit, %11'ini
heksoz ve %8'in1 N-asetilglukozamin olusturmaktadir [121, 122]. Molekiiliin
helikal yapisinin, 2 uzun ve 1 kisa sarmal baglantiyla birbirine paralel olmayan 4-
a-heliksten olusan bir globiiler protein oldugu kabul edilmektedir [123].

Plazmadaki eritropoetinin molekiil agirhigi 30400 dalton'dur. Ve gen
aracilig1 ile tretilen 193 aminoasitlik bir proteindir. Salgilanma 6ncesinde N
terminalinden 23 aminoasitlik bir rezidiiel boliimii ayrilarak periferik kana verilir.
Periferik kana salgilandiginda karboksil terminalinde 166. pozisyondaki arjininin
uzaklastirildigi gosterilmistir. Bu nedenle dolasimdaki EPO 165 amino asit
icermektedir.

Karbonhidrat kisminda terminal N-asetilnoraminik asit EPO metabolizmasi
icin 6nem tasimaktadir. Plazmadaki asialo-eritropoetin, galaktozun karacigerdeki
galaktoz reseptorlerine baglanmasi nedeniyle dolasimdan hizla uzaklastirilir.
Plazma EPO’ni goreceli olarak sicakliga karsi stabil olan a-2 globulin yapisinda
olup, pH 3-4 arasinda izoelektrik noktada saptanir.

Eritropoetinin o formu, klinikte EPOjen olarak kullanilmaktadir ve f
formuna gore daha yiiksek oranda karbonhidrat kompozisyonu igerir [124].

EPO’nun hematopoetik etkisi noroprotektif etkilerinden farklidir. Ciinkii her
bir fonksiyon i¢in molekiil konsantrasyonu ve reseptor afinitesi farklhidir. Sicanda
spinal kord yaralanmasinda EPO lipid peroksidasyonunu azaltmis ve
ultrastriiktiirel noroproteksiyon saglamistir. Apoptoz inhibisyonu, inflamasyon
reduksiyonu, eksitabilite modiilasyonu, ve néronal kok hiicrelerinin modiilasyonu

ve proliferasyonuna katkida bulunur [125].

2.8.2. Yapim Yeri ve Etki Mekanizmasi

EPO, renal peritiibiiler interstisyel hiicreler, hepatositler ve kupffer hiicreleri
tarafindan sentezlenmektedir [126-128].

Bilateral nefrektomi yapilan ratlarda EPO iiretiminin meydana gelmedigi
belirtilmis, EPO'nun esas iiretim yerinin bobrekler oldugu bildirilmistir. Kronik
bobrek yetersizligi (KBY) ve siddetli anemisi olan hastalarda serum EPO

seviyesinin olduke¢a diisiik oldugu, bilinen klasik bilgiler arasindadir.
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Ancak renal transplantasyondan sonra bu seviyenin normale dondigi bir
calisma ile ortaya konulmustur [129]. Anemi olustuktan 1-1,5 saat sonra anemik
fare ve ratlarm bobreklerinde ve karacigerlerinde EPO-mRNA's1 tespit edilmistir.
Kanamadan sonra bobreklerde EPO-mRNA diizeyi, normale gére 200-1000 kat
artiy gostermistir [130, 131]. Anemi olusturulan ratlarda yapilan c¢aligmada
karacigerde eser miktarda EPO-mRNA belirlenmesine karsin dalak, beyin, kas ve
akcigerlerde tespit edilmemistir. Aneminin yani sira hipoksinin de EPO mRNA ve
EPO diizeylerini etkiledigi bilinmektedir [132, 133].

Anemide proksimal arterlerin daralmasi ve ug¢ bolgelerde mevcut oksijenin
kullanilamamasina bagli olarak gelisen hipoksi sonucunda, renal tubulus
hiicrelerinin bulundugu bolgede fokal hipoksi alanlar1 ortaya ¢ikmaktadir. EPO,
hipoksiye cevap olarak sentezlenir ve hormonun birikimi olmamasi1 nedeniyle
plazmada sadece biyolojik olarak aktif formda bulunmaktadir [134] .

Karacigerin total EPO iiretimine katkisinin %10-15 oldugu saptanmistir
[127, 135, 136]. EPO iiretimi fetal donemde bobrek ve karaciger tarafindan
sentezlenirken, dogumdan sonra biiylik oranda sentezlenme bdbreklerde
olusmaktadir [137].

Yas, cinsiyet, menstriiel siklus ve sigara i¢imi dolasimdaki EPO seviyesini
etkilememektedir. Serum seviyesi, hipoksi ya da kanama olmadikg¢a sabittir.
Serumdaki EPO'nun sabah en diisiik, aksam en yiiksek seviyede seyrettigi, ancak
klinik olarak ©6nemli olmadigi bildirilmektedir [138, 139]. Dalakta da EPO
aktivitesinin oldugu bildirilmistir [ 140, 141].

Yikim esas olarak karaciger ve bobreklerde yapilmaktadir. Esas fonksiyon
karacigerde olmasina ragmen, nefrektomi yapilan ya da treterleri baglanan
kopeklerde EPO'nun yar1 Omriiniin uzamasi, bobregin EPO metabolizmasinda
gorev aldigini diistindiirmektedir [129, 142].

Hematopoezis, hematopoietik kok hiicrelerden olgun kan hiicrelerinin
olusumuna kadar gecen siiretir. Ilk hematopoietik seri 6n hiicreler, ¢ok yonlii
(multipotent) farklilasma kapasitesine sahiptir. Olgunlagsma ilerledikce
farklilasma, tek bir yonde oOzelleserek periferik kanda goriilen olgun hiicreleri

meydana getirir [73].
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EPO, primer olarak eritroid seri 6n hiicrelerin ¢ogalmasi ve olgunlagsmasini
uyarmak icin kemik iligi iizerine etki eder. En az iki biiylime faktorti (IL-3, GM-
CSF) tarafindan uyarilan ¢ok yonlii (pluripotent) hematopoietik kok hiicreler,

EPQO’ya cevap veren eritroid seri 6n hiicrelere doniisiirler [76].

2.8.3. Eritropoetin Reseptorleri

EPO, son zamanlarda tanimlanan biiytime faktorii reseptorleri ailesinin bir
iiyesi olan spesifik EPO reseptoriine baglanir [143]. Yapilan ilk g¢alismalarda
reseptorler sadece insanlarda, sican eritroid hiicrelerinde, eritrolokemik
hiicrelerde, eritroid elementlerinden zengin fetal karaciger dokusunda, fare ve rat
plasentasinda ve megakaryositlerde tespit edilmistir [144, 145].

Iki tip EPO reseptorii bildirimistir [146]. Ilk olarak eritroid seri on
hiicrelerinde gosterilmistir [147].

Eritroid hiicrelerdeki EPO reseptorlerinin sayis1 az ve degiskendir.
Reseptoriin ekstrasitoplazmik boliimii EPO baglayic1 bolge 6zelligine sahiptir.
Intrasitoplazmik C terminali ise sinyal iletimi ile ilgilidir.

Insan EPO reseptdriindeki 508 ardisik aminoasit sirasmin yaklasik %80'inin
fare EPO reseptorii ile homolog yapida oldugu saptanmistir. Reseptorlere
baglanmay1 takiben EPO, endositoz yoluyla hizli bir sekilde hiicre igine alinir
[144, 146]. Ardindan hiicre i¢i Ca konsantrasyonu, cAMP, cGMP, tirozin spesifik
protein kinaz, fosfotidilinositol ve protein-kinaz C diizeylerinde artis goriilmesi,
EPO'nun bu yolla etkili oldugunu diisiindiirmektedir [127, 146].

Onceleri EPO'nun hematopoetik sistem hiicrelerindeki reseptorlere spesifik
olarak baglandig1 diisiiniiliirken, epitelyal hiicrelerde, ndral orijinli hiicrelerde de
EPO reseptorleri bulundugu bildirilmistir [148-150]. Ratlarda hipokampusta ve
primer hipokampal noron kiiltiirlerinde EPO reseptorlerinin - varligi  da

gosterilmigtir [151, 152].

2.8.4. EPO Farmakokinetigi ve Metabolizmasi
EPO metabolizmasinda primer organ karaciger olup, bobreklerde ve
karacigerde depolanmamaktadir. Dolasimdaki EPO'nun konsantrasyonu, iiretim

oranini etkilemezken, plazma klirensi ¢ok yavastir ve plazma EPO seviyesinden
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bagimsizdir [153]. EPO 0.5 ml/dk oraninda bdbreklerden yavas bir sekilde
atilmaktadir [154].

EPO vyarillanma Omriiniin yaklasik ratlarda 1,5-3,5 saat, tavsanlarda 8-10
saat, koyunlarda 11 saat ve kopeklerde 9 saat oldugu saptanmistir. Normal
insanlarda piirifiye thEPO ve endojen EPO'nun yarilanma 6mrii 4-12 saattir [155].

EPO’nun eliminasyon yarilanma omrii saglikli insanlarda da, son dénem
bobrek yetmezligi olan hastalarda da 2-13 saat olarak bildirilmistir. Plazma EPO
klirensi yaklagik 10 ml/dk'dan azdur.

EPO’nun %3-10 kadar1 degismeden idrarla atilir. Subkutan uygulamada
daha diisiik ancak, daha kalici EPO diizeylerinin olmasi, tedavide daha etkili
olmaktadir. Subkutan verilen dozun sadece %?25°1 absorbe olur, intravendz ve
intraperitoneal uygulamadan daha etkindir [156, 157].

Ancak farelere haftada 3 kez IP olarak EPO enjekte edildiginde hematokrit

cevabinin fazla oldugu tespit edilmistir [158].

2.8.5. EPO ve Santral Sinir Sistemi

Eritropoetin, eritrosit {iretiminin kontroliinii saglamasi nedeniyle doku
oksijenizasyonunun temel belirleyicisidir [148]. Eritrosit formasyonunun
stimiilasyonu EPO’nun fizyolojik fonksiyonudur. Bununla birlikte son
zamanlarda yapilan c¢aligmalarda EPO’nun norotropik  fonksiyonunun
bulundugundan da s6z edilmektedir [151, 152].

Glia ve noronlarin EPO, makrofaj koloni stimiilator faktér (M-CSF) ve
graniilosit stimiilator faktér (G-CSF) gibi hematopoetik sitokinler ve c¢esitli
interlokinler iirettikleri bildirilmistir. Bu hiicrelerde beyin gelisimi siiresince ve
homeostazisin saglanmasinda parakrin ve otokrin etkilesim yeteneginin her
ikisinin de bulundugunu diisiindiiren peptidlere ait reseptorlerin iiretiminin varligi
bildirilmektedir [148].

Primer astrosit kiiltiirlerinde, diisiik oksijen basinglarinda EPO {iretiminin
mRNA’smin artisi ile stimiile edildigi, ayrica travmatik beyin yaralanmasi olan
hastalardan elde edilen BOS da EPO saptandigi rapor edilmistir. Kemirgenlerde
yapilan calismalarda serebral iskemide EPO’nun santral sinir sistemine direkt

uygulanmasi ile néron Sliimiiniin anlamli bir sekilde azaldigi bildirilmistir [31].
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Infantta BOS’da pikomolar miktarlarda EPO varh§ bildirilmistir.
Gelismekte olan insan beyninde, diferansiye olmamis noroepitelyal hiicrelerde
EPO ve EPO reseptdor immiinoreaktivite varligi ac¢iga cikarilmistir.
Diferansiyasyon ile birlikte EPO reseptorlerinin astrositlerde ve noronlarda
saptandig1 bildirilmistir. Santral sinir sisteminde EPO’nun, hem astrosit hem de
noron kaynakli olmasi, otokrin ve parakrin yollar araciligi ile fonksiyon
gosterdigini diisiindiirmektedir. EPO ve EPO reseptorlerinin gelismekte olan
beyinde bulunmasi ve daha sonra da matiir beyinde varligini siirdiirmesi nedeniyle
EPO’nun gelisimsel ve daha sonra da homeostazisde rol aldigi goriisleri one

siirtilmistiir [149].
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3. ARACLAR VE YONTEM

Bu ¢alismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etik Kurulu onay1
alinarak basland1. Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1
Laboratuvarinda tretilmis 33 adet eriskin disi Wistar albino cinsi rat ¢calismaya

dahil edildi.
3.1. Gruplar ve Yontem

1- Sham grubu (Grup S, n=3)

2- Iskemi grubu (Grup I, n=10)

3- Eritropoetin grubu (Grup E, n=10)

4- Metilprednizolon grubu (Grup M, n=10)

Ratlar randomize olarak dort gruba ayrildi.

Ratlar intraperitoneal Etil karbamate [Urethan] 1.2-1.4 gr/kg ile anestetize
edildi. Ratlarin yanit1 agrili uyaran verilerek kontrol edildi. Ratlar tespit
tahtalarma prone pozisyonunda yerlestirilip, el ve ayaklar1 sabitlenip, torakal
bolge 6nce povidon iyodin (Battikon, Adeka, Samsun) ile sterilize edildikten
sonra traglanip tekrar povidon iyodin ile cilt silinerek lokal antisepsi saglandi
(Sekil 3.1). Vertebra prominens palpe edilip interskapular mesafe referans
almarak T5-T12 seviyesinde yaklasik 3 cm’lik bir cilt insizyonu (15 nolu bistiiri
ile) ile cilt, cilt alt1 siyrilip, paravertebral kas fasyasi gecilerek kaslar laterale
dogru kiint diseksiyon ile ayrildi (Sekil 3.2). Torakal 6-10 laminalar1 goriilecek
sekilde spinoz progesler ve laminar arklar1 mikrocerrahi ile ¢ikartilarak total

laminektomi uyguland1 (Sekil 3.3).
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Sekil 3.1. Ratlarin preoperatif hazirhig:.

Sekil 3.2. Cilt insizyonu ve diseksiyon.
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Sekil 3.3. Laminektomi sonrasi spinal kord goriiniimii.

Grup S (Sham grubu n=3); Anestezi uygulandiktan sonra herhangi bir
girisim yapilmadan T 6-10 seviyesinden laminektomi uygulandiktan sonra
kanama kontrolii saglanip operasyon sahasi kapatildi. Operasyondan 2 saat sonra
anestezi uygulanip laminektomi yapilan saha acilip, yaklasik 2 cm. spinal kord
orneklemesi yapildi.

Grup I (iskemi grubu n=10); Anestezi uygulandiktan sonra, Grup S’deki
prosediirleri takiben spinal korda 11 mm. uzunlugunda ve 70 gr. kapanma basingl1
klip (sugita gegici anevrizma klibi) ile 3 dakika kompresyon uygulanarak travma
olusturuldu (Sekil 3.4), herhangi bir farmakolojik ajan verilmedi ve travmadan 2
saat sonra spinal kord 6rneklemesi yapild1.

Grup E (Eritropoetin grubu n=10); Ratlara anestezi, laminektomi ve
travma prosediirleri uygulandiktan ve klip ¢ikarildiktan hemen sonra
reperflizyonun baslangicinda rekombinant insan eritropoetini (r-hEPO)’nin
(Epobel 5000 1.U., epoetin zeta, Nobel ilag San.A.S.) 5000 U/kg intraperitoneal
(IP) olarak uygulandi. 2 saat sonra spinal kord 6rneklemesi yapildi.

Grup M (Metilprednizolon grubu n=10) ; Ratlara laminektomi ve travma
prosediirleri uygulandiktan ve klip ¢ikarildiktan hemen sonra 30 mg/kg IP.
metilprednizolon (Prednol, metilprednisolon, Mustafa Nevzat Ilag San.A.S.)

uygulandi. 2 saat sonra spinal kord 6rneklemesi yapildi.
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Sekil 3.4. Spinal kordun klemplenmesi.

Spinal kord drneklemesinde siganlar pron pozisyonunda sabitlenerek daha
once kapatilmis olan cerrahi insizyon yeri tekrar agilarak hayvanlarin spinal
kordlar1 incelenmigtir (Sekil 3.5). Tim sicanlarin spinal kordlar1t T 6-10
seviyesinde epicenterin 1 cm. rostral ve 1 cm. kaudal kismindan kesilerek
cikartilmistir (Sekil 3.6). Histopatolojik inceleme i¢in epicenterin 1 cm. rostral
kismi % 10’luk formaldehit igine konularak histopatolojik incelemelerin
baslayacagi giine kadar +4° C’de saklanmistir. Biyokimyasal inceleme icin
epicenterin 1 cm. kaudal kismi sivi nitrojende dondurularak  -80°C’de

saklanmustir.

Sekil 3.5. Cerrahiden 2 saat sonra spinal kord goriiniimii.
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Sekil 3.6. Orneklenen spinal kord goriiniimii.

3.2. Biyokimyasal Degerlendirme
Tiim biyokimyasal analizler Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya

A.D. tarafindan yuriitiilmiistiir.

3.2.1. Nitrit ve Nitrat Olciimii

Dokular fosfat buffer salin (PBS) tamponu i¢inde homojenize edilmistir.
Sonrasinda 20 dakika siireyle 10.000 x g’de santrifiij edilmistir. Elde edilen
siipernatant nitrit ve nitrat 6lgiimii i¢in Amicon Ultra 0.5 (Millipore, Cork,
Ireland, 780051) ile filtre edilmistir. Nitrit ve nitrat Sl¢liimii, elde edilen filtrattan
Nitrate/Nitrite Fluorometric Assay Kit (Cayman, MI, USA) ile yapilmis ve
sonuglar florometrik plate reader (Synergy Mx, BioTek Instruments Inc, Vermont,
USA) ile okunmustur. In vivo olarak nitrik oksitin son metabolik iiriinleri nitrit
(NOy) ve nitrat (NOs) dir ve biyolojik sistemlerde genellikle bu sekilde
tanmimlanir. Nitrik oksit metabolitlerinin Ol¢lilmesinde sistemde var olan tiim
nitrat, nitrat rediiktaz enzimi ile nitrite donistirilir. Olusan nitrit 2,3,-
diaminoaphthalene (DAN) ile reaksiyona girerek 1-naphthotriazole olusturur.

Olusan iiriin florometrik olarak ol¢iiliir.
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3.2.2.Hem Oksijenaz-1 Ol¢iimii

Dokular fosfat buffer salin (PBS) tamponu i¢inde homojenize edilmistir.
Sonrasinda 20 dakika stireyle 10.000 x g’de santrifiij edilmistir. Elde edilen
siipernatant Hem Oksijenaz-1 (HO-1) él¢iimii i¢in kullanilmustir. Olgiim Enzyme-
linked Immunosorbent Assay Kit For Heme Oxygenase, Decycling (HO1)
Organism: Rattus norvegicus (Rat) (USCN Life Science Inc, Wuhan, China,
E90584Ra) kiti ile yapilmis ve sonuglar spektrofotometrik plate readerda (Biotek
Micro Quant, BioTek Instruments Inc, Vermont, USA) okunmustur. Kullanilan
kit HO-1’in in vitro 6l¢iimii i¢in hazirlanmis bir sandvi¢ enzim immiinassaydir.
Plate HO-1 i¢in spesifik monoklonal antikorlar ile kapli kuyucuklar igermektedir.
Standart ve 6rnekler kuyucuklara HO-1 i¢in spesifik olarak hazirlanmis biyotin-
konjuge poliklonal antikorlar ile ilave edilir ve 1 saat siireyle 37°C’da inkiibe
edilir. Daha sonra avidin ile konjuge Horseradish Peroksidaz (HRP) kuyucuklara
eklenir ve 30 dakika siireyle 37°C’da inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda TMB (tetramethylbenzidine) substrat eklenir ve
enzim-substrat reaksiyonu siilfirik asit eklenerek durdurulur. Olusan kromojen

450 nm’de okunur.

3.2.3.Protein Miktarinin Tayini

Protein tayini modifiye Bredfrod yontemine dayanan kit ile yapilmistir.
Reaktif olarak Standart soliisyon; 2 pg/ pl bovin serum albiimin (Alblimin
Bovina, Sigma, A-8022) ve CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay
Reagent, Pierce-1856210 ) kullanilmistir. Protein tayini igin 1 pl doku
siipernatant1 999 pl distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra iizerine 1 ml
CPPA reaktifi eklenmis ve 595 nm’de absorbans spektrofotometrik olarak
okunmustur. Standart calismasi ise, numune yerine artan konsantrasyonlarda

1:1000 sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir.
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3.3. Patolojik Degerlendirme

Calismamizdaki patolojik degerlendirmeler Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi T1ibbi Patoloji Anabilim Dali tarafindan yapilmistir.

Reperflizyon sonrasinda 2. saatte yapilan cerrahi islem ile ratlarin spinal
kordlar1 T 6-10 seviyesinden ¢ikarilarak spinal kordun 1 cm. rostral kism1 %10
formalin i¢cinde fikse edilmistir. Fiksasyon islemi tamamlandiktan sonra spinal
doku, makroskobik transvers kesitleri almnarak parafin bloklara gémiilmiistiir.
Standart patolojik yontemle hazirlanan 4 pum kalinliktaki ardisik kesitler,
hematoksilen-eosin ile boyandiktan sonra 151k mikroskobisi ile incelenmistir.

Spinal kord %70, %80, %90’lik absolii (absolute) alkol ve ksilolden birer
saat stireler ile gecirildikten sonra parafinde iki saat bekletildi. Her blok horizontal
olarak 4 um.’lik kesitler halinde kesildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemi
icin kesitler etiivde 60°C de 60 dakika bekletildikten sonra sirasiyla onar dakika
siire ile ii¢ kez taze ksilolden birer dakika siire ile ikiser kez absolii ve % 96’lik

alkoller ile distile sudan gegcirilerek kesitler hematoksilen eozinle boyandu.

Boyama yontemi;

1) Deparafinize ve rehidrate edilen kesitler ilk olarak iki dakika siire ile
hematoksilen boyasinda bekletilmistir.

2) Cesme suyunda bir dakika yikanmustir.

3) % 1’lik asit alkol solusyonuna bir dakika batirilip ¢ikarilmistir.

4) Cesme suyunda bir dakika yikanmustir.

5) % 1’lik amonyakli suya bir kez batirilip ¢ikarilmastir.

6) Cesme suyunda bir dakika yikanmistir.

7) % 96°lik alkolde 30 saniye bekletilmistir.

8) Eozin boyasinda bir dakika bekletilmistir.

Dehidratasyon islemi;

Boyanan kesitler sirasiyla onar saniye siire ile % 96’lik alkolden 30 saniye
stire ile ikiser kez, absolii alkol ile 30 saniye siire ile bir kez, bir dakika siire ile iki
kez ksilolden gegcirilerek {izerlerine iki damla entellen damlatilip lamelle

kapatilmistir.
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Kesitlerde spinal kord hipoksik degisiklikleri gri-beyaz cevher ayirimi, glial
hiicrelerde kayip ve parankimde vakuolizasyon degerlendirilerek noniskemik,

hafif ve siddetli iskemik degisiklikler olarak smiflandirilmistir.

3.4. istatistik

Calismamizin istatistiksel degerlendirilmesi, Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali tarafindan yapildi. Sonuglar SPSS 19.0
(Statistical Pacekage for Social Sciences) kullanilarak analiz edildi. Orneklemi
tanimlamak i¢in frekans dagilimi, ortalama, standart sapma gibi tanimlayici
istatistikler kullanildi. Siirekli degiskenlerin gruplara gore karsilastirilmasinda
Tek Yonlii Varyans Analizi kullanildi. Analizlerde farkliliklarin belirlenmesi igin
% 95 anlamlilik diizeyi (ya da a=0.05 hata pay1) kullanild.

Biyokimyasal degerlendirmede ise gruplardan elde edilen verilerin
istatistiksel analizi Sigma Stat software kullanilarak yapilmistir. Gruplar
arasindaki farklilik Kruskal-Wallis tek yonlii ANOVA analizini takiben Dunn’s
Method ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Biitiin gruplarda her rat i¢in anestezi ve cerrahi islemle birlikte takip edilen

toplam siire 150 dakika olarak belirlendi.

Ratlarin agirliklarinin gruplara gore dagilimi Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Ratlarin agirliklar1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermedi (p>0.05).
Grup S : Sham Grubu Grup M : Metilprednizolon Grubu
Grup I : iskemi Grubu Grup E : Eritropoetin Grubu
Cizelge 4.1. Ratlarin agirliklarinin (gr) ortalama ve + SS degerleri.
Standart
Grup n Minimum [ Maximum |Ortalama |Sapma Ortanca
GrupS |3 230 240 234 5,29 232
Grup I 10 200 260 228,5 17,6 225
GrupM |10 205 250 229,7 16,6 232
GrupE |10 200 260 2342 18,6 237,5
235 _
234 -
233 4
232 -
= 231
S
E 430 M AgiIrhik
< 229
228 |
227 4
226 -
225
Grup S Grup | Grup M Grup E

Sekil 4.1. Gruplara gore rat agirliklarinin karsilastirilmas.
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Ratlarin gruplara gore patolojik degerlendirme sonuclar1 Cizelge 4.2°de
gosterilmigtir. Kesitler 151tk mikroskobi ile incelendiginde Grup S de % 100 non-
iskemik, Grup I’de 1 siganin 6rneklemesi siniflanamamis olup, % 100 oraninda
hafif iskemik bulunmustur. Grup M’de % 20 non-iskemik, %20 hafif iskemi ve %
60 siddetli iskemi, Grup E ise % 50 hafif iskemi ve % 50 siddetli iskemi

saptanmustir.

Cizelge 4.2. Gruplara gore patolojik degerlendirme sonuglari.

Non-iskemik (%) | Hafif iskemik (%) | Siddetli iskemik(%)

Grup S %100 (n=3)

Grup I % 100 (1=9)

Grup M %20 (n=2) %20 (n=2) %60 (n=6)

Grup E %350 (n=5) %50 (n=5)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

M Noniskemik (%)

W Hafif iskemik (%)

@ Siddetliiskemik(%)

Grup S Grup | Grup M GrupE

Sekil 4.2. Gruplara gore patolojik degerlendirme sonuglarinin karsilastirilmas.

58



Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°de ratlarin 151k mikroskop ile incelenmesi sonucunda
gbzlenen noronlarda hafif iskemik degisiklik ve siddetli iskemik degisiklik (gri-
beyaz cevher ayirimi yapilmamasi, parankimde vakuolizasyon, glial hiicrelerde

kayip) gosterilmistir.

yapilamryor, parankimde vakuolizasyon, glial hiicrelerde kayip).
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Ratlarin Hem Oksijenaz (ng/mg protein) degerlerinin gruplara gore
karsilastirilmas1 Cizelge 4.3°de gosterilmistir. Veriler ortalama + Standart Hata
olarak verilmistir. Gruplardan elde edilen verilerin istatistiksel analizi Sigma Stat
Software kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kruskal-Wallis tek
yonlii ANOVA analizini takiben Dunn’s Method ile degerlendirilmistir.

Grup I’de Hem Oksijenaz-1 aktivitesi Grup S’e gore istatistiksel olarak
anlamli artig gosterirken (p<0.05), Grup M ve Grup E’de Hem Oksijenaz-1
aktivitesi Grup S’e gore artig gostermis ancak bu farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir. Grup I’de 1 rat ¢caligma dis1 birakilmistir.

Cizelge 4.3. Ratlarin Hem Oksijenaz (ng/mg protein) ortalama ve + SH degerleri.

n Ortalama Std Dev. Std. Hata

Grup S 3 0,47 0,0265 0,0153
Grup I 9 0,903 0,348 0,116
Grup M 10 0,675 0,254 0,0804
Grup E 10 0,656 0,195 0,0616
1,00 —

%‘ 0,80 +

°

‘.%_.: 0,60

% 0,40

3

£

£ 0,20
0,00

Grup S Grup | Grup M Grup E

Sekil 4.5. Gruplara gore Hem Oksijenaz 1 sonuglarinin karsilastirilmasi.

60



Ratlarm Nitrit ve Nitrat (umol/mg protein) degerleri gruplara gore
karsilastirilmasi Cizelge 4.4 ‘de gosterilmistir. Veriler ortalama + Standart Hata
olarak verilmistir. Gruplardan elde edilen verilerin istatistiksel analizi Sigma Stat
software kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farklilik tek yonli ANOVA
analizi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaistir (p>0.05).

Cizelge 4.4. Ratlarin Nitrit ve Nitrat (umol/mg protein) ortalama ve =+ SH

degerleri.
n Ortalama Std. Dev Std. Hata
Grup S 3 2,99 0,65 0,375
Grup I 10 3,562 0,864 0,273
Grup M 10 2,657 0,873 0,276
Grup E 10 3,092 0,945 0,299
4,00
§ 3,00 -
£
f:z 2,00 -
,g
% 1,00
=
0,00 !
Grup 5 Grup | Grup M Grup E

Sekil 4.6. Gruplara gore Nitrit ve Nitrat sonuglariin karsilastirilmas.
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5. TARTISMA

Gilinitimiizde gelisen cerrahi tekniklere karsin spinal kord hasari, elli yas
altindaki 6liim ve sakat kalmanin en 6nemli nedenlerinden biri olarak, ekonomik
acidan maliyetinin yiiksek olmasi ve standart bir tedavisi olmamasi nedeni ile
halen ciddi bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Toplum iizerindeki
fiziksel, emosyonel ve sosyoekonomik etkileri ile birlikte travmaya ugramis
kisinin yasam kalitesindeki bozulma, ¢ok ciddi problemler olarak karsimiza
¢ikmaktadir [159].

Yapilan deneysel caligmalar, travma sonrasi olusan omurilik hasarinin
karmagsik oldugunu; birincil ve ikincil hasar olarak iki agsamada gelistigini ortaya
koymustur. Birincil hasar travma aninda gerceklesir, doku hasar1 ve hiicre 6liimii
sonucu meydana gelir. ikincil hasar ise birincil yaralanma ile baslatilmis bir¢ok
mekanizmayla olusan hiicre 6lim kaskadi sonucunda meydana gelen norolojik
hasardir. Deneysel ¢aligmalar ve klinik gozlemler spinal kord lezyonlarinin biiytik
oranda ikincil hasar mekanizmasiyla genisledigini gostermektedir [6]. Travmaya
bagl spinal kord yaralanmalarinda oOzellikle ikincil hasar1 6nlemeye yonelik
olarak denenen tedavilerden yliksek doz metilprednizolon tedavisi hari¢ higbiri
rutin tedavi yontemleri arasina girememistir.

Caligmamizda sicanlarda klip kompresyon metoduyla gergeklestirilen
deneysel SKH modelinde intraperitoneal (IP) uygulanan EPO’nin, serebral
korumada etkili olan HO-1 ve NOS enzimleri lizerine olan etkinligini gdstermeyi
amagcladik.

Deney hayvani olarak siganlarin tercih edilmesinin sebebi kolay bulunabilir
olmalari; uzun siireli anesteziye diren¢li olmalar1 ve vaskiiler islevlerinin insanlara
benzerligidir [35]. Bu nedenle calismamizda deney hayvani olarak Wistar rat
kullandik.

Calismamizda standart travma saglayabilmek amaci ile Rivliv ve Tator
tarafindan tarif edilen klip kompresyon modeli uyguladik. Bu modelde klip
kapanma giicli ve kompresyon siiresi degistirilerek istenen siddette yaralanma
olusturulabilmektedir. Bu modelin avantaji omuriligin tamaminin travmaya maruz

birakilarak, ayn1 zamanda iskemiye yol agmasidir ki bu da insanlarda meydana
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gelen travma sonrast omurilik yaralanmasina benzer bir model olmaktadir. Biz de
calismamizda Sugita gecici anevrizma klibi ile spinal korda 3 dakika kompresyon
uygulayarak iskemik hasarin olustugunu yaptigimiz 6n ¢alisma ile tespit ettik.

Deneysel akut spinal kord yaralanmasi sonrasi degerlendirilmede pek c¢ok
kriter kullanilmaktadir. Bunlar klinik muayene, histolojik degerlendirme (151k ve
elektron mikroskobik degerlendirme), goriintiileme (6rn. Manyetik rezonans),
anjiografi, spinal kord kan akimi, biyokimyasal tetkikler, norofizyolojik testler
(uyarilmis potansiyeller) olarak sayilabilir. Calismamizda deneklerin deney
sonrast degerlendirilmesinde biyokimyasal tetkikler ve histopatolojik olarak 151k
mikroskopik degerlendirme uyguladik.

Gelistirilmeye calisilan etkin farmakolojik tedavi yontemleri, travma
sonrast gelisen stireglerin patofizyolojisinin 1yi anlasilmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Travma sonrasindaki ilk birka¢ giin icerisinde omurilikte olusan
lezyonun patolojik goriintiisiindeki degisiklikler, klinik ve deneysel gozlemlerin
en dnemli noktasini olusturmaktadir [160]. Bizim ¢alismamizda siganin 6rnekleri,
gruplar agisindan “kor” olan bir patolog tarafindan 151k mikroskopik olarak
degerlendirildi ve iskemi smiflandirilmas: yapildi.

Spinal kord hasarinin son yillardaki histopatolojik incelemeleri bir goriintii
analiz sistemi kullanilarak oOl¢iilmektedir [161]. Bu sekilde bulgular objektif
olarak degerlendirilmekte ve uygun istatistiksel yontemlerle daha kesin sonuglara
ulagilabilmektedir. Ancak bu calismada boyle bir teknik kullanilmadigindan
histopatolojik olarak kesin sonuglara ulasmak miimkiin olmada.

Iskemi reperfiizyon hasarinda serbest oksijen radikallerinin rolii
ayrintili olarak arastirilmistir. Kalp, akciger, karaciger, bobrek, intestinal sistem
ve diger dokular iizerinde serbest oksijen radikallernin etkileri hakkinda genis
bilgiler elde edilmesine ragmen, spinal kord iizerine olan etkileri konusundaki
bilgiler smirli kalmistir. Spinal kord hasarinin yalnizca iskemi sirasinda degil,
reperflizyon fazinda da gelistigi diisiiniilmektedir [162].

Reperflizyon hasari, molekiiler oksijenin toksik metabolitleri ile olusur.
Oksijen, karbondioksit ve suya metabolize olur. Hipoksi sonucu, elektron
transport sisteminde bozulmaya bagli olarak, reperfiizyon doneminde ani olarak

artan oksijen, su ve karbondioksit yerine sitotoksik serbest oksijen radikallerine
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donlismeye baslar [163]. Aerobik hiicrelerde olusan en onemli sitotoksik oksijen
metabolitleri, sliperoksid anyonu (O2 -), hidrojen peroksit (H202) ve serbest
hidroksil radikalidir (OH-). Serbest oksijen radikallerinin membran lipidlerinin
peroksidasyonuna neden olarak membranin kompozisyonunu, morfolojisini ve
fonksiyonunu bozdugu diisiiniilmektedir [164].

Hayvan deneylerinde EPO'nun in vivo olarak fokal ve global beyin
iskemisine karst noronlar1 korudugu gosterilmistir [165, 166]. EPO'un
noroprotektif etkisini, glutamik asit toksisitesine aracilik eden nitrik oksit'in fazla
yapimimi Onlemek ve hipoksik-iskemik beyin hasarmin patofizyolojisinde rol
oynayan serbest oksijen radikallerini azaltmak yoluyla yaptigi belirtilmektedir
[167]. EPO'nun in vitro olarak olusturulan hipoksi modelinde, ndronlardaki
apopitotik hiicre dliimiinii azalttig1 gosterilmistir [168]. Aydin ve ark. yaptiklar1
hayvan ¢aligmasinda, in vivo olarak EPO'nun beyinde gelisen hipoksi iskemiye
karst koruyucu oldugunu belirtmislerdir [169]. Sakanaka ve ark., beyinde
olusturulan ndronal iskemi 6ncesinde EPO verildiginde noronlarda iskemiye bagli
hiicre 6liimiine kars1 6nemli koruyucu etkisi oldugunu belirtmislerdir [170]. Junk
ve ark., EPO’nun bu ndroprotektif etkisinden hareketle iskemik retina iizerinde
koruyucu etki gosterdigini belirtmislerdir [171].

Siren ve ark., EPO’nun serebral iskemi sonras1 anti-apopitotik etki gostererek
hiicre kayb1 ve nekrozu onledigini [172], Solaroglu ve ark., intrauterin serebral
iskemi-reperflizyon olusturmus olduklar1 ratlarda verilen EPO’nun, oksidatif
hasar1 6nlemek suretiyle ndroprotektif etki gosterdigini [173], Calapai ve ark. ise
beyin iskemisinde EPO’nun noroprotektif etkisinin oldugunu ve bu etkisinin nitrik
oksit formasyonunun inhibisyonu araciligiyla gercgeklestirdigini belirtmislerdir
[174].

Sadamato ve ark., gecici serebral arter okliizyonu olusturduklar1 ratlarda
EPO'nun kortikal enfarkt, talamik dejenerasyon, yer ve yon bulma bozuklugunu
diizelttigini gostermislerdir. Ayrica EPO reseptor sayisindaki artigin, noronlarda
EPO'nun sinyal gecisini kolaylastirdigini ve hasarli alanin geniglemesini
onledigini diisiindiiren serebrokortikal enfarkt ¢cevresinde EPO-mRNA'sinda artis
olustugu da gosterilmistir [152]. Sakanaka ve ark., gerbillerde olusturduklar1

serebral iskemi modelinde lateral ventrikiile soliibl EPO reseptor inflizyonu
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yaptiklar1 bir calismada, EPO'nun néron yasamini arttirdigini bildirmisler, solubl
EPO reseptdr infliizyonunun EPQ'ya yanit latans siiresini ve noron hiicre
dansitesini anlaml1 derecede azalttigini saptamislardir [166].

Klinikte subkutan, intravendz yollarla kullanilan EPO, deneysel ¢calismalarda
intraperitoneal, intraserebroventrikiiler, intravendz yollarla uygulanarak iskemiye
kars1 noron koruyucu etkisi arastirilmaktadir [174]. Marti ve ark. EPO'nun kan
beyin bariyerini gegemedigini, serum ve BOS’ta EPO konsantrasyonlar1 arasinda
bir iligki bulunmadigini, kan beyin bariyer biitiinliigli bozuldugunda BOS EPO
miktarlarinda artis gdzlendigini bildirmislerdir [175]. iskemi, hipoksi, travma,
immiinite araciligi ile olusan enflamasyon ve asir1 ndronal eksitasyon gibi
durumlarda periferik yolla enjekte edilen r-hEPO, beyin dokusunda koruyucu etki
olusturabilmektedir. EPO'nun kan beyin bariyerinde kapillerlerde EPO
reseptorlerinin  bulunmasi, biyotinlenmis r-hEPO'nun periferik enjeksiyonun
sonrasinda biiylik damarlar disinda sadece kan beyin bariyerindeki kapillerlerde
yogunlastigimi goézlenmesi ve EPO'nun beyine spesifik reseptdr aracili bir
transport ile gectigini diisiindiirmektedir. Travma sonrasinda meydana gelen
enflamatuar yanit, kan beyin bariyerinde permeabilite artisina ve nonspesifik
transportun baglamasima neden olmaktadir.

Intratekal EPO uygulamalarinda ¢ok kiigiik miktarlara ve ¢ok daha diisiik
dozlara gereksinim duyulmaktadir. Intratekal yolun klinik uygulamada pratik
olmamasi1 ve etki lokalizasyonunun smirli kalmasi nedeniyle, sistemik EPO
uygulamalar1 daha yaygin kullanilmaktadir. Deneysel calismalarda EPO, ratlara
iskemik hasar1 6nlemek amaciyla genellikle intraperitoneal olarak 500-5000 U/kg
dozunda uygulanmistir [171, 176-178]. Bizde ¢calismamizda intraperitoneal yolla
5000 1U/kg EPO vermeyi tercih ettik.

Siren ve ark., primer rat spinal motor noron Kkiiltiirlerinde kainik asit
uygulamasi ile olusturulan apopitozisin EPO ile 6nlendigini ve EPO'nun hiicre
koruyucu etkisinin hem noron/glia, hem de piirifiye motor ndron kiiltiirlerinde
ortaya ¢cikmasinin noronlarda direkt olarak EPO reseptorleri araciligi ile olusan
EPO etkisini gosterdigini bildirmislerdir [172].

Calismalardan anlasilacagi tizere, EPO’nun olusturulan iskemi-reperfiizyon

modellerinin hepsinde hiicre koruyucu etki gdsterdigi, apopitozisi ve nekrozu
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onledigi anlasilmaktadir. Ratlarda spinal kordda olusturulan iskemi-reperfiizyon
modeline EPO’nun etkisine yonelik olarak yapilmis yeterli ¢alisma yoktur ve bu
etkilerin olusumuna aracilik eden mekanizmalar ve molekiiler yolaklar heniiz tam
olarak aydmlatilamamistir. Calismamizda EPO’nun noroprotektif etkisi
arastirilmig, gecici spinal iskemi sonrasinda reperfiizyon baslangicinda
intraperitoneal verilen EPO'nun, diger gruplara oranla tedavi grubunda spinal
kordun histopatolojik degerlendirmesinde iskemik motor ndron hasarini
azaltmasin1 bekledigimiz halde, ¢alismamizda EPO kullanilarak tedavi uygulanan
grupta, diger gruplara gore iskemik motor noron hasarmin siddetinde anlamli
azalma saptanmamustir.

Sekonder hasarin ilerlemesinde onemli diger bir mekanizma travma sonrasi
meydana gelen asir1 nitrik oksit sentezidir. NO diisiik derisimlerde diizenleyici ve
koruyucu etkiler gosterir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise, siiperoksid radikali
veya molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek oksidatif ve nitrozatif stres
olusturarak toksik sonucglara neden olur; inflamasyon, dolasimsal sok ve iskemi-
reperflizyon fizyopatolojisinde nitrik oksitin yol agtig1 sitotoksisitenin temelini
olusturur. NO kisa yar1 d6mrii ve kararsiz yapisindan dolay1 kararlh tiriinleri nitrit
ve nitrat ve son iirlin olan nitrotirozin diizeylerinin 6l¢ciimii ile dolayli olarak
Olciiliir [179]. Kahraman ve ark. deneysel spinal kord yaralanmasinda
metilprednizolon tedavisinin nitrit/nitrat diizeylerini azalttigin bildirmistir [ 180].

Caligmamizda gruplarm tiim biyokimyasal incelemeleri Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda her grup ayni giin ve
aynt kosullarda olmak iizere yapilmistir. Gruplarin Nitrit/nitrat diizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. EPO etkinliginin bu
yolakla aktive olmadigi goriisiine ulasilmistir.

Mitokondri fizyolojik kosullarda hiicrede ATP {iretimi, intraselliiler kalsiyum
regililasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve apoptoz gibi bir ¢ok hiicresel
olayda onemli rollere sahip oldugu icin ve ozellikle siiperoksit iiretimine bagl
apoptotik kaskadin baslamasi hiicrenin canlilig1 agisindan 6nemli oldugundan son
yillarda antioksidan proteinlerin mitokondriye hedeflenmesi ve bu proteinlerin
mitokondriyal apoptotik proteinler iizerindeki regiile edici etkilerinin incelenmesi

yeni terapOtik bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir [181]. Converso ve Ark.
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karaciger mitokondrisinde HO-1 varligin1 gostermislerdir ve mitokondriyal HO-1
indiiksiyonunun hemoproteinlerden olan NOS enzim ekspresyonunu azaltarak
mitokondride NO’ya bagli oksidan iiretiminin bloke oldugunu bildirmislerdir
[115]. Bu etki HO inhibisyonu ile geri ¢evrilmistir. HO-1"in hiicrenin mitokondri
ve sitoplazmik kompartmanlarinda lokalize olmasi antioksidan olarak bu enzimin
CO ve bilirubin iizerinden veya hem diizeyini degistirerek mitokondride
siiperoksit liretiminden sorumlu hemoproteinlerin regiilasyonunda rol alarak
mitokondri aracili apoptotik siirecte regiile edici etki gosterebilecegini
vurgulamaktadir. Caligmamizda SKH sonrasi tiim gruplarda HO-1 diizeyi
biyokimyasal analizler ile incelenmistir. Grup I’de Hem Oksijenaz-1 aktivitesi
Grup S’e gore anlamli olarak artis gosterirken (p<0.05), Grup M ve Grup E’de
Hem Oksijenaz-1 aktivitesi Grup S’e gore anlamli farklilik gdstermemistir. Ve

EPO etkinliginin bu yolakla aktive olmadig1 kanaatine ulasilmistir.
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6. SONUC

Akut spinal kord hasar1 gerek meydana getirdigi sonuglar, gerekse etkin bir
tedavi protokoliiniin olusturulamamis olmasi nedeniyle onemli bir sorun olma
ozelligini devam ettirmektedir. Gilinlimiizde buna yonelik tedavi denemelerinde,
ozellikle travma sonrasi olusan ilerleyici hasarin engellenmesinde bir¢ok hedefe
yonelik ilag protokolleri 6nem kazanmistir. Eritropoetin, son zamanlarda in vivo
ve in vitro ¢alismalarda, travma sonrasi noroprotektif etkisi konusunda 6n plana
cikmustr.

Sonu¢ olarak, EPO’nin daha once yapilmis ¢aligmalarda gosterildigi gibi
noroprotektif etkili oldugu diistiniilmektedir. Fakat noroprotektif etkinligini hangi
mekanizma ile yaptig1 bilinmemektedir.

Calismamiz sonucunda, deneysel olarak spinal kord iskemisi gelistirilen
deneklerde yapilan patolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler sonuglarinda,
Grup I’de Hem Oksijenaz-1 aktivitesi Grup S’e gore anlamli olarak artis
gosterirken, Grup M ve Grup E’de Hem Oksijenaz-1 aktivitesi Grup S’e gore
anlamlh farklilik gostermemistir. Nitrit/Nitrat diizeyinde ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

Calismamizda EPO’nin noroprotektif etkinliginin Nitrik Oksit Sentaz ve
Hem Oksijenaz 1 yolaklari tizerinden olmadig1 sonucuna vardik.

Ancak klinikte rutin kullanimi i¢in ileri ¢alismalarla desteklenmesinin
gerektigi, noronal hiicre diizeyinde olusacak etkilerin molekiiler diizeyde

calismalarla aydinlatilmasinin uygun olacagi kanaatindeyiz.
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7. OZET

RATLARDA AKUT SPINAL KORD YARALANMASINDA
NOROPROTEKTIF ERITROPOETININ HEM OKSIJENAZ-1 (HO-1)
VE NITRIiK OKSIT SENTAZ (NOS) ENZIMLERI UZERINE OLAN
ETKILERININ ARASTIRILMASI

SKH’mnda birincil yaralanma, travma aninda gerceklesmekte olup, doku
hasar1 ve hiicre 6liimii sonucu meydana gelir. Ikincil yaralanma ise endojen hiicre
Olimii yollarinin aktivasyonu ile sonug¢lanan oliim kaskatnin bir sonucudur.
Deneysel c¢alismalar ve klinik gbzlemler spinal kord lezyonlarinmm daha ¢ok
ikincil hasar mekanizmasiyla genisledigini gostermektedir.

Gilintimiize kadar elde edilen bilgiler 1s1831nda ¢alismamizda siganlarda klip
kompresyon metoduyla gergeklestirilen deneysel SKH modelinde intraperitoneal
(IP) uygulanan EPO’nin, HO-1 ve NOS enzimlerine olan etkinligi ile ndronal
koruma sagladigini géstermeyi amacladik.

Calismada 33 adet eriskin disi Wistar albino cinsi ratlar dort gruba ayrildi.
Etil karbamate 1.2-1.4 gr/kg ile anestetize edildi. Torakal 6-10 seviyesinden
laminektomi uygulandiktan sonra spinal kord iskemisi olusturulan gruplarda 11
mm. ve 70 gr. kapanma basimgl klip ile 3 dakika kompresyon uygulandi. Sham
grubuna sadece laminektomi uygulandi, iskemi grubuna ise laminektomi sonrasi
farmakolojik ajan verilmedi. Reperflizyon baslangicinda Eritropoetin grubuna
5000 U/kg IP EPO, Metilprednizolon grubuna ise 30 mg/kg IP MP verildi ve 2
saat sonra spinal kord 6rneklemesi yapildi. Patolojik olarak 151k mikroskobisi ile
degerlendirildi, biyokimyasal olarak ise Hem Oksijenaz 1 ve Nitrit/Nitrat diizeyi
incelendi. Grup I’de Hem Oksijenaz-1 aktivitesi Grup S’e gore anlamli olarak
artig gosterirken, Grup M ve Grup E’de Hem Oksijenaz-1 aktivitesi Grup S’e gore
anlaml farklhilik gostermedi. Nitrit/Nitrat diizeyinde ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

Sonug¢ olarak; EPO’nin noroprotektif etkinliginin Nitrik Oksit Sentaz ve
Hem Oksijenaz 1 yolaklar1 lizerinden olmadigi sonucuna vardik. Ancak ileri
calismalarla desteklenmesinin gerektigi, noronal hiicre diizeyinde olusacak
etkilerin molekiiler diizeyde ¢alismalarla aydmlatilmasinin uygun olacagi
kanaatindeyiz.

Anahtar sozciikler: Spinal Kord Hasari, Eritropoetin, Hem Oksijenaz 1, Nitrik
Oksit Sentaz
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8. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NEUROPROTECTIVE
ERYTHROPOETINE ON HEME OXYGENASE 1 AND NITRIC OXIDE
SYNTASE ENZYMES IN RATS WITH ACUTE SPINAL CORD INJURY

Primary injury in Spinal Cord Injury (SCI) occurs at the time of trauma that
arises from tissue trauma and cell death. Secondary injury is the result of death
cascade caused by the activation of endogenous cell death paths. Experimental
studies and clinical observations show that spinal cord lesions expand by means
of secondary injury mechanisms.

We aimed to show that intraperitoneal administration of EPO has neural
protection by its effects on HO-1 and NOS enzymes in experimental SCI models
using clip compression in light of the ongoing knowledge.

33 adult, female Wistar albino rats were divided into four groups in our
study. They were anaesthetised by etil carbamate using 1.2-1.4 gr/kg. After spinal
cord ischemia was performed following laminectomy at the levels of thoracal 6 —
10, compression was administered for 3 minutes with a clip of 11 milimeters and
70 gr closing pressure. Sham group only received laminectomy, in ischemia
group no pharmalogical agents were administered after laminectomy. At the
beginning of reperfusion, 5000 U/kg IP EPO was given to group Erithropoetine
and 30 mg/kg IP MP was given to group Metile Prednisolone and spinal cord
sampling was performed after 2 hours. Samples were evaluated pathologically by
means of light microscopy, Heme Oxygenase 1 and levels were investigated
biochemically. Heme Oxygenase 1 activity was significantly high in Group I with
respect to Group S, whereas its activity was not significantly different between
Group S, Group M and Group E. For the levels of Nitrit/nitrate, no significant
differences were seen between the groups.

As a result, we concluded that neuroprotective effects of EPO does not rely
on Nitric Oxide Syntase and Heme Oxygenase 1 pathways. But we believe that
advanced studies should be performed and studies on molecular levels would be

appropriate to enlighten the effects occuring on the basis of neoronal cell.

Key Words: Spinal cord injury, Erytropoetine, Heme Oxygenase 1, Nitric Oxide
Syntase.
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