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OZET

Deneysel travmatik spinal kord hasari yapilan sicanlarda bir EGFR antagonisti
olan Panitumumab’in tek basma ve antioksidan molekiiller ile kombine
kullaniminin, spinal kord hasari sonrasi gozlenen oksidatif stres ve histopatolojik
parametreler Uzerine etkilerinin arastirilmasi

Amag: Sicanlarda olusturulan deneysel spinal kord hasari sonrast uygulanan
Panitumumab’in, hasarin akut déneminde biyokimyasal markerlar (Total antioksidan
aktivitesi ve Glutatyon Peroksidaz) ve histopatolojik parametreler Uzerinden
etkilerinin arastirilmasidir.

Gereg veYontem: Bu calisma, Saghk Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlart Merkezi, Saglik Bilimleri Universitesi Haydarpasa Numune Egitim
Arastirma Hastanesi Klinik Biyokimya ve Klinik Patoloji Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Calisma, 6 gruptan olusmakta olup, kontrol grubunda 6 adet, diger
gruplarda 8 adet olmak uzere toplamda 46 adet Sprague-Dawley sigan iizerinde
calisildi. Kontrol grubuna cerrahi islem uygulanmadi. Sham grubuna T9-10-11
laminektomi yapildi ve serum fizyolojik uygulandi. Diger dort gruba, T9-10-11
laminektomiyi takiben dura ortaya kondu ve Yasargil Anevrizma Klibi ile dura ve
omurilik kompresyonu yapilarak dura ve spinal kord hasari olusturuldu. Travma
sonrast Panitumumab grubuna 6mg/kg Panitumumab, Panitumumab+ Alfa Lipoik
Asit grubuna 6 mg/kg Panitumumab + 50mg/kg Alfa lipoik asit, Panitumumab + N-
Asetil Sistein grubuna 6 mg/kg Panitumumab + 100 mg/kg N-Asetil Sistein,
Panitumumab + Alfa Lipoik Asit + N-Asetil Sistein grubuna 6 mg/kg Panitumumab +
50 mg/kg Alfa Lipoik Asit + 100 mg/kg N-Asetil Sistein intraperitoneal olarak
uygulandi. Deneklerin 10.dakika, 24.saat ve 5.glin vendz kanlar1 alind1 ve santrifuje
edildi. Serum ornekleri Elisa kitlerinde (GPX-1 ve TAS) ¢alisilarak biyokimyasal
parametrelerin ¢alisildi. Denekler, cerrahi islem sonras1 120.saatte sakrifiye edilerek,
spinal kord orneklemesi yapildi ve patolojik inceleme icin klinik patoloji
laboratuvarina gotiirtildii.

Bulgular: Biyokimyasal parametleri TAS ve GPX-1 Uizerinden degerlendirdigimizde,
PAB, PAB+LA, PAB+NAC ve PAB+LA+NAC gruplarinda 10.dakika, 24.saat ve
5.gln verilerinde anlamli sonuglar saptanmistir. Histopatolojik olarak baktigimizda ise
PAB+LA grubunda nekroz oranin anlamli olarak daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Sonug: Bu calismadaki veriler esliginde travmatik spinal kord travmasi tedavisinde
bir EGFR antagonisti olan Panitumumab’n tek basina kullanimin etkili olabilecegi,
ancak noroprotektif ve antioksidan etkinligi olan LA ve NAC ile kombine kullanilmasi
durumunda biyokimyasal parametreler ve histopatolojik degerler acgisindan
bakildiginda bu etkinliginin daha da artig1 deneysel olarak gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Travmatik Spinal Kord Hasari, Panitumumab, Oksidatif Stres,
Epidermal Blylme Faktori, EGFR
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ABSTRACT

Investigation of the effects of Panitumumab, an EGFR antagonist alone and in
combination with antioxidant molecules, on oxidative stress and histopathologic
parameters observed after experimental traumatic spinal cord injury in rat

Aim: Spinal cord injury is a major health problem due to the disability it causes. The
aim of this study was to investigate the effects of panitumumab applied after
experimental spinal cord injury in rats on biochemical markers (Total antioxidant
activity and Glutathione peroxidase) and histopathological parameters in the acute
period of injury.

Material and Metod: This study was performed at Saglik Bilimleri University
Medical Faculty Experimental Animal Center, Clinical Biochemistry and Clinical
Pathology Laboratories of Haydarpasa Numune Training and Research Hospital,
Istanbul, Turkey. 46 Sprague-Dawley rats were seperated in 6 random groups. Control
group was 6 rats and the other five groups were 8 rats in each group. Surgery was not
performed in the control group. Sham group underwent only laminectomy and saline
was applied. In the other four groups, dura and spinal cord compression was performed
with the Yasargil Aneurysm Clip after T9-10-11 laminectomy and dura and spinal cord
injury was created. 6 mg/kg Panitumumab was administered by intraperitoneal to
Panitumumab group, 6 mg / kg Panitumumab + 50 mg / kg Alpha Lipoic Asid was
administered by intraperitoneal to Panitumumab + Alpha Lipoic Asid group, 6 mg /
kg Panitumumab + 100 mg / kg N-acetyl Cysteine was administered by intraperitoneal
to Panitumumab + N-acetyl Cysteine group, 6 mg / kg Panitumumab + 50 mg / kg
Alpha Lipoic Acid + 100 mg / kg N-Acetyl Cysteine was administered by
intraperitoneal to Panitumumab + Alpha Lipoic Asid + N-Acetyl Cysteine
group.Venous blood was collected at 10th min, 24th hours and 5th days and
centrifuged. Serum samples were studied in Elisa kits (GPX-1 and TAS) and
biochemical parameters were studied. The subjects were sacrificed at 120 hours
postoperatively, and the spinal cord was sampled and taken to the clinical pathology
laboratory for pathological examination.

Results: When we evaluated biochemical parameters TAS and GPX-1, PAB, PAB +
LA, PAB + NAC and PAB + LA + NAC groups showed significant results at 10th,
24th and 5th day. Histopathologically, the rate of necrosis was significantly lower in
the PAB + LA group.

Conclusion: In this study, it was shown that Panitumumab, an EGFR antagonist, may
be effective in the treatment of traumatic spinal cord trauma. However,
Panitumumumab has been shown to be more effective in terms of biochemical
parameters and histopathological values when combined with neuroprotective and
antioxidant activity LA and NAC.

Key Words: Traumatic spinal cord injury, Panitumumab, Oxidative stress, Epidermal
growth factor, EGFR
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1. GIRIS ve AMAC

Travmatik spinal kord hasar1 (TSKH), siklikla ciddi norolojik patolojilere sebep
olarak, her sene binlerce bireyin yasam kalitesinin degigsmesine sebep olan dnemli bir
saglik problemidir (1). Hasta ve hasta yakinlarinin duygusal, sosyal vefinansal olarak
bliylik kayiplar yagsamasina sebebiyet veren spinal kord hasarinda, patolojik stirecin

anlasilmasinda halen siirli hiicresel ve molekiiler bilgiye sahibiz.

2018'de TSKH i¢in yayinlanan insidans oranlari, ABD'de bir milyon insan i¢in
yaklasik 54 vaka veya her yil yaklagik 17.700 yeni vakadir (1999'da 10.000) (2).
Ulkemizde yilda ortalama 1600-2000 civar1 travmatik omurilik yaralanmas1 vakasi

gerceklesmektedir (3).

TSKH’nin baglica nedenleri arasinda motorlu tasit kazalar1 (% 38,3), diismeler (%
31,6), siddet (% 13,8) ve spor (% 8.,2) bulunmaktadir (4). Erkek ve kadin cinsiyet
arasindaki oranlar, ¢esitli serilerde 1,5-4/1-1,5 gibi degerlerde oldugu goriilmiistiir (5).
Yaralanma seviyelerine baktigimizda servikal bolgedeki yaralanmalarin en sik
gorildiigli servikal bolgedeki yaralanmalarin %36,8’inin C4-6 seviyelerinde oldugu
goriilmiistiir. Bunu torakal ve lomber boélgelerdeki yaralanmalar izlemektedir.
Hasarlanan seviye ne kadar yukarida olursa klinik bulgularin da daha agir oldugu

gozlenmistir (6).

TSKH temel olarak 2 fazdan olusur; primer hasar mekanizmasi (baslangictaki
mekanik hasar) ve sekonder hasar mekanizmas1 (vaskiiler, biyokimyasal
degisiklikler). Primer hasarda; yaralanma sirasinda, etkilenen bolgede akson ve
ndronlarin mekanik olarak parcalanmasi goriiliir ve buna bagl olarak omurilik i¢in
gerekli olan kan akimi azalir. Birincil hasara neden olan yaralanmalar arasinda;
yirtilma veya kesilme, patlama kiriklari, dislokasyon fraktiirleri, yabanci cisim
yaralanmalar1 veya atesli silah yaralanmalar1 sayilabilir. Beklenmedik nedenlere bagli
oldugu i¢in genellikle engellenemez ve siddeti degistirilemez (7,8,9,10). Sekonder
hasar; elektrolit degisiklikleri, serbest radikal formasyonu, vaskiiler iskemi, édem,
posttravmatik vaskiler reaksiyon, apoptozis gibi vaskiler ve biyokimyasal
degisiklikleri kapsamaktadir (11). Sekonder hasarin gelismesinde, mikroglial



aktivasyonun major rol oynadigint ve TSKH sonrasi doku hasarim1i ve
morfolojik/fonksiyonel iyilesmeyi baskiladigini destekleyen yayinlar bulunmaktadir

(12,13,14) (Sekil 1).
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Sekil 1:Spinal kord hasar1 sonrasi gelisen primer ve sekonder hasarin sematik gosterilmesi.

Tarih boyunca giinlimiize kadar TSKH tedavisinde bir¢cok ajan denenmis ve
arastiritlmistir. TSKY nda etkinligi kanitlanmis bir tedavi protokolii mevcut degildir.
Sadece metilprednizolon (MP) tedavi protokolii mevcut olup, etkinligi tartismalidir.
Metilprednizoliin tekrarlanabilir yararli etkileri yoktur ve yan etkisi fazladir (15,16).
Artik, akut spinal kord hasar1 tedavisinde MP protokolii 6nerilmemektedir ve tedavi

protokoliinden de ¢ikarilmistir (17).



Epidermal growth faktor reseptort (EGFR), transmembran reseptor tirozin kinaz
olup, hiicresel fonksiyonlari (hiicre proliferasyonu, migrasyon, protein sekresyonu,
differansiyasyon ve survi) diizenler (18). Santral sinir sistemi gelisiminde EGFR, noral
progenitor hucre proliferasyonu ve astrogliozisten sorumludur (19). Norotravma
sonrasi lezyon bolgesinde ve astrositlerin ¢cevresinde, EGFR ve ligandlarinda hizl artig
gozlenir (20). EGFR aktivasyonu astrosit reaktivitesini tetikler ve blylme
molekiillerinin sekresyonunu diizenler. Boylelikle lezyon sahasinda glial skar1 arttirir
ve akson rejenerasyonunu inhibe eder (21). Siganlarda TSKH sonrasi, EGFR spesifik
inhibitdr ile yapilan tedavide glia skar formasyonunda azalma, aksonal rejenerasyon
ve fonksiyonel yenilenmede artis gézlenmistir (22). EGFR yolagini iki sekilde inhibe

edebiliriz;
1-Ekstraselliiler bolgedeki EGFR’nin monoklonal antibody’ler ile inhibisyonu
2-Oral tirozin kinaz inhibitorleri ile (EGFR, tirozin kinaz aktivasyonunu sagliyor)

Panitumumab(PAB), human 1gG2 monoklonal antibody olup, epidermal growth
faktor (EGF) antagonistidir ve EGFR’ye direkt etkilidir (23). EGFR’ye spesifik olarak

baglanir ve EGFR ligandlarini yarigmali olarak inhibe eder.

Mikroglia aktivasyonu ve oksidatif stres, TSKH sonrasinda ndroinflamasyonu
baslatan esas olaylardir. TSKH sonrasi, serbest oksijen radikalleri ve proinflamatuar
sitokinler orantisiz olarak sekrete edilirler. Hidrojen peroksit, stiperoksit anyonlari,
IL- lbeta, IL-6, IL-12, TNF-alfa bunlardan birkagidir (24). Hiicresel membranlarin
lipid peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu ve DNA fragmantasyonu sekonder
hasara katki saglayan diger hiicresel hasarlardir (25,26). Reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS), zararh etkileri, mitokondrial disfonksiyonda anahtar rolii oynar. Mitokondrial
fonksiyonlar1 korumak i¢in serbest oksijen radikallerinin hasarin1t minimize etmek
hedeflenmelidir. Organizmalarda, ROS’un zararli etkilerine karsi koymak igin
antioksidan sistemler gelismistir. En gelismis antioksidan olarak glutatyon
gosterilebilir. Glutatyon, kompleks bir molekdl olup, sistein, glisin ve glutamattan
meydana gelmektedir. Alfa-lipoik asit (LA) ve N-asetil sistein (NAC), thio
derivasyonlar1 olup, glutatyondan iiretilmektedir ve antioksidan sistemin olmazsa

olmaz elemanlaridir (27,28). LA, Krebs siklusundan identifiye edilmis bircoenzimdir



(29). Sadece metal iyonlarini selate etmekle kalmayip, ROS’u etkisizlestirme ve
glutatyonu restore etme etkileri de vardir (30). NAC, thiol derivasyonu olup,
mitokondrideki redoksan seviyesinin korunmasindan sorumludur. NAC’in
noroprotektif etkisi, antioksidan ve antienflamatuar etkilerinin birlikte gbzlenmesi ile
saglanmaktadir (31). Noral dokunun antioksidan kapasitesi mevcut olup (32), LA ve
NAC gibi potansiyel maddeler, ROS’un zarali etkilerini azaltarak noroproteksiyon

saglamaktadir.

Bu c¢alismada; Deneysel travmatik spinal kord hasar1 yapilan sicanlarda bir
EGFR antagonisti olan Panitumumab’in tek basina ve antioksidan molekiiller ile
kombine kullaniminin, spinal kord hasar1 sonrasi goézlenen oksidatif stres ve

histopatolojik parametreler lizerine etkilerinin arastirilmasi ¢alisilmistir.



2. OMURILIK TRAVMASI TARIHCESI

Travmatik spinal kord yaralanmalari insanlik tarihi ile paralellik gosterir. Omurilik
travmalar1 ve yaralanmalari ile ilgili en eski yazili kaynaklar Misirlilar zamanina dek
uzanmaktadir. 1930 yilinda Breasted tarafindan terciime edilen Edwin Smith

Papiiriisii’nde bu konuyla ilgili bilgilere rastlanmigtir (33).

Antik Yunan Medeniyeti’nde yasamis olan ve tibbin babasi olarak adlandirilan
Hipokrat omurilik travmalari ile ilgilenmis, klinik bulgular tizerine yaptigi tespitlerini

ekstremite paralizileri ve parapleji olarak belirtmistir (34).

18.yiizyllda TSKH ile ilgilenen kisiler artmis ve calismalar cogalmistir. ilk
fizyopatolojik c¢aligma 1890 yilinda Schamus tarafinda yaymlanmistir. Agirhik
diisiirme modeli ile yapilan bu ¢aligmada, tavsanlarin travma sonrasi omurilikleri
incelenmis olup travmaya bagli dejeneratif ve kavitasyon bulgular1 gézlenmistir. 1897
yilinda Lundberg, kobaylarda gergeklestirdigi ¢alismasinda ise travma sonrasi kord
yaralanmasi ve kontlizyon olusumunu ve bunun sonucunda beyaz cevher

dejenerasyonunu gostermistir (35).

Travmatik spinal kord hasar ile ilgili bilgi birikimi, 2. Diinya Savasinin meydana
gelmesiyle artmistir. 1978 yilinda Tator ve Rivlin agirlik diistirme modelinden farkl
sekilde klip kompresyon modeli tanimlamislardir. Bu yontem ile degisik derecede
kuvvet uygulayabilen anevrizma klipleriyle degisen siddette ve siirede travmalarin
olusturulmasina imkan saglamigtir. Bu yontemin bir diger avantaji klipleme siresince
omuriligin iskemiye maruz birakilarak insanlardaki benzer travma 6zelliklerinin daha

1yi bir sekilde gdzlenmesine yarar saglamasidir (36).



3. OMURILIK EMBRiIYOLOJISI

Sinir sistemi, embriyonik donemin 3.haftasinda noral plak olusumu ile baglar.
Ektoderm kalinlasarak noral plagi olusturur. Noral plaktan fissurlar gelisir ve noral
oluk olusmaya baslar. Noral oluk derinlestikge kenarlar1 belirginlesir, ndral katlantilar
olusur. Katlantilar birleserek tiibiiler yap1 olusturulur. Noral tiibin ventrali motor
hiicrelere, dorsali duyusal hiicrelere doniisiir. Maturasyon ilerledikce, noral tiipte 3
katman olusur; ventrikiiler katman, orta katman, marjinal katman. Ventrikiiler
katmandan; ventrikiil ve spinal kordaki santral kanalin i¢ ylizeyi, orta katmandan;
merkezi sinir sistemi gri cevheri, marjinal katmandan da; merkezi sinir sistemi beyaz
cevheri geligir. Noral tiiblin kapanmasi (noriilasyon) ile gelismekte olan sinir sistemi,
yiizeyel ektodermden ayrilir. Noriilasyon, noral tiibiin ortasindan baslar, anteriyor ve
posteriyor noroporlara dogru ilerler. Anteriyor (sefalik) ve posteriyor (kaudal) porlar
en son kapanir. Norulasyon 4. Haftada tamamlanir ve merkezi sinir sistemi uzun sivi

dolu tiibtiler bir yap1 haline gelir (37,38,39) (Sekil 2).
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Sekil 2:Noral tiip gelisimi (University of Michigan, Anatomy Department)



4. OMURILIK ANATOMISI

Omurilik vertebral kolon iginde yer alan ve servikalden lomber bolgeye dek
uzanan bir yapidir. Agirligr 30-45 gram, uzunlugu da 40-50 santimetre araliginda
degismektedir. Intrauterin hayatta kanalin tamamini kaplayan omurilik erigkin
donemde ise kanalin iist 2/3 kismini doldurmaktadir. Yenidogan doéneminde L3
vertebra hizasinda sonlanan omurilik eriskin donemde L1 vertebra hizasinda sonlanir.
Kranial bolgeye dogru beyin sap1 yapilartyla eden spinal kord, kaudal yénde de konus
medullaris ve kauda equina lifleriyle devam etmektedir. Filum terminale internus
olarak S2 seviyesine kadar intradural olarak devam eder ve S2 seviyesinde duranin

disina ¢ikarak filum terminale eksternusu olusturup koksikste sonlanir (40,41).

Omuriligi gevreleyen 3 zar mevcuttur. En digtaki zara dura mater, ortadaki zara
araknoid mater ve en igteki zara da pia mater ad1 verilir. Araknod ve pia mater arasinda
Beyin-Omurilik Stvisi’nin yer aldigi subaraknoid aralik bulunmaktadir. Dura mater ve
araknoid mater arasinda subdural bosluk yer almaktadir. Omurilik subdural aralikta

ligamentum denticulatum ad1 verilen baglar sayesinde dura matere baglanir (38).

Omurgada 33 vertebra bulunmakta olup 7’si servikal, 12’si torakal, 5’1 lomber
5’1 sakral ve 4’li de koksigeal vertebradir (Sekil 3). Bir ¢ift spinal sinir 6n ve arka
koklerin birlesmesiyle olugsmakta olup omurilikten 31 ¢ift spinal sinir ¢ikmaktadir.
1.servikal sinir ve koksigeal koklerin arka kokleri bulunmamaktadir. Spinal sinirlerin
8 c¢ifti servikal, 12’si torakal, 5’1 lomber, 5’1 sakral ve 1’1 de koksigeal segmentten
cikmaktadir (Sekil 4). 1.servikal ¢ift spinal sinir, oksipital kemikteki foramen magnum
ile C1 vertebra arasindan ¢ikmaktadir. C7 ve T1 vertebralar1 arasindan da C8 ¢ift spinal
siniri ¢ikmaktadir. Dolayisiyla servikal bolgedeki sinirler alt seviyedeki vertebranin
seviyesi ile adlandiriimaktadir. Torakal ve lomber bolgede ise seviyeden ¢ikan kok bir

iist vertebra seviyesi ile adlandirilmaktadir (42).



plexus
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Sekil 4:Spinal kord ve spinal sinirler, A:Lateral bakig B:Posteriyor bakis (Netter Atlas of Human
Anatomy)



Omurilik, gri ve beyaz cevher denen yapilardan olusur. Gri cevherde hiicre
govdeleri, aksonlar, noroglial hiicreler ve kan damarlar1 bulunurken, beyaz cevherde
ise myelinli sinir lifleri, noroglial hiicre ve besleyici vaskiiler yapilar bulunmaktadir
(38). Ust ekstremitelerdeki kas gruplarina giden liflerle alt ekstremitelere giden liflerin
bulundugu seviyelerde gri cevher miktarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (42).
Omuriligin 6n tarafinda yerlesmis olan genis yariga fissura mediana anterior adi
verilir. Yan taraflarinda, sulcus anterolateralisler bulunmaktadir. Arkada ortada, sulcus
medianus posterior ve yanlarinda sulcus posterolateralisler bulunmaktadir. Ayrica bu
iki yapinin arasinda da sulcus intermedius posterior yer alir (41). Bu yapt T6 ve
Uzerindeki seviyelerde gorilmekte olup fasiculus gracilis ve fasciulus cuneatusu
birbirinden ayirir. Sulcus posterolateralislerden duyu kokleri medulla spinalise giris
yaparken sulcus anterolateralisten de motor kokler medulla spinalisten ¢ikis

yapmaktadir.

4-1.0muriligin Vaskiiler Yapisi

Omuriligin beslenmesi Arteria Vertabralis’in dallar1 olan Anterior spinal arter (1

adet), Posterior spinal arter (2 adet) ve radikuler arterler sayesinde olur (43).

Anterior spinal arter, arteria vertebralislerden koken alarak, fissura mediana
anteriyorda, konus medullarise kadar inerek filum terminale ve kauda equinaya kadar

uzanan liflere ayrilarak vaskiiler beslemeyi saglar.

Posterior spinal arterler ise omurilik arka kisminda yer alan sulcus
posterolaterlisler i¢inde seyreder. Bu bdlgeden asagi inerken de radikiiler arterlerin
arka dallar1 ile anastamozlar olusturur (44). Radikuler arterlerin en biiyiigii orta torakal
bolgenin altinda lumbosakral omurilik segmentinin 6n kismini besleyen Arteria
Radicularis Magna (Adamkiewicz arteri) olup T9-L2 arasinda, %75-80 sol interkostal

lomber arterden koken alan arterdir (Sekil 5).

Omurilik venlerinin yerlesmesi arterlere paralellik gosterir. Ust vertebral bélgenin
venleri, internal jugular vene ve vena cava superiyora bosalirken, alt vertebral bélgenin

bosalimi inferiyor vena kavaya olmaktadir (Sekil 6).
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Sekil 5: Omurilik arteryal beslenmesi (Anatomy of spinal blood supply)
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Sekil 6: Omurilik vendz drenaji (Anatomy of spinal blood supply)
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5. SPINAL KORD TRAVMASININ FiZYOPATOLOJISI

Travmatik spinal kord hasarinin patofizyolojisi kompleks olup, heniiz tamolarak
anlagilamamustir. Primer hasar ve sekonder hasar olmak iizere iki mekanizma ile

olusmaktadir (45).
5-1.Primer Hasar

Travma aninda mekanik zedelenmeye bagli olan hasardir. Mekanik etkinin
siddetine bagl olarak; kiiciik hemorajik odaklardan, spinal kordun tam kat kesisine

kadar genis bir yelpaze yayilan hasar olabilir.

Primer hasarda; yaralanma sirasinda, etkilenen bolgede akson ve noronlarin
mekanik olarak par¢alanmasi goriiliir ve buna bagli olarak omurilik icin gerekli olan
kan akimi azalir. Birincil hasara neden olan yaralanmalar arasinda; yirtilma veya
kesilme, patlama kiriklari, dislokasyon fraktiirleri, yabanci cisim yaralanmalar1 veya
atesli silah yaralanmalar1 sayilabilir. Beklenmedik nedenlere bagli oldugu igin

genellikle engellenemez ve siddeti degistirilemez (6,7,8,9).
Primer hasarda 4 farli mekanizma goriiyoruz.

Kalict kompresyon etkisi: En sik goriilen primer hasar mekanizmasidir. Darbe aninda
olusan ve sonrasinda da devam eden omurilik kompresyonudur. Patlama kiriklar
sonras1 kemik yapilarin dura ve omurilik kompresyonuna yol agmalari, dislokasyon
fraktirleri, travmatik disk rapturleri, enfeksiyon, timdr, osteoporoz, metabolik

hastaliklar gibi durumlar 6rnek gosterilebilir (46).

Gegici kompresyon etkisi: Oncesinde varolan dejeneratif durumlara bagli olarak
kompresyona ilaveten, darbe aninda olusan ve gecici bir siire devam eden
kompresyondur. En sik dejeneratif servikal omurga hastaligi olan kisilerde

hiperekstensiyona bagli olarak olugan hasarda goriilmektedir.

Distraksiyon mekanizmasi: Darbe aninda, spinal kolonun aksiyel planda kuvvetle
gerilmesidir. Mekanizmaya bagli hem spinal kord hem de ¢evresinde bulunan yapilar

etkilenmektedir.
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Laserasyon ve Traksiyon mekanizmasi: Ozellikle atesli silah ve delici kesici alet
yaralanmalarinda goriilen mekanizmadir. Travmatik cisimlerin hem spinal kord
tizerinde hasar olusturmasi hem de komsu dokularda meydana getirdigi hasar ile
olusur. Bu durumda hasar mindr hasardan tam omurilik kopmasina kadar genis bir

pencere de gerceklesebilir (47).

5-2.Sekonder Hasar

Ik kez 1911 yilinda, Allen tarafindan sekonder yaralanma konsepti ortaya atilmistir
(48,49). Sekonder hasarin gelismesinde, mikroglial aktivasyonun major rol oynadigini
ve TSKH sonras1 doku hasarin1 ve morfolojik/fonksiyonel iyilesmeyi baskiladigini
destekleyen yayinlar bulunmaktadir (11,12,13). Travmay1 takiben ilk dakikalarda, gri
cevherde mikro kanamalar ile beyaz cevherde 6dem goriilmeye baslar. Bu durum ilk
saatlerde giderek artarak devam eder. 1.saat civarinda hiicresel diizeyde degisiklikler
gorulebilir. Bu degisiklikler sitoplazmada eozinofili, hayalet formu kazanmis hiicreler,
noronlarda kiigiilme, ¢ekirdekte hiperkromatizasyon seklinde goriilmektedir. Takiben
gri cevherdeki artan kanamalar, posttravmatik 8.saat civarinda beyaz cevhere de
yayilarak oncelikle 6n boynuz hiicrelerini etkilemeye baslar. Bu durum posttravmatik
8-24 saatlerde 151k mikroskopu ile saptanabilir (11). Posttravmatik 3.giin civari akut
enflamasyon bulgulart maksimuma ¢iktig1 belirtilmistir. Takibinde posttravmatik
6.g0n civarinda da nekrozun ileri derecede ilerleyerek otodekstriiksiyon denilen olayin
gergeklestigi goriliir. Takibinde hemorajik bolgede baslayan kavitasyon, enfarkt
gelisimine yol agarak posttravmatik enfarkt denilen durumu meydana getirir (50).
Sekonder hasar mekanizmasmin etkilerini engellemeye yonelik farmakoterapik
calismalar yogun olarak devam etmektedir. Olusan néronal hasarin etkilerinin en aza

indirilmesi hedeflenmektedir.

Sekonder yaralanmadaki fizyopatolojik degisiklikler; sistemik vaskiiler
mekanizmalar, lokal wvaskiiler hasar, biyokimyasal degisiklikler, -elektrolit

bozukluklari, ddem, enerji metabolizmasinin bozulmasi ve apopitoz ile olusmaktadir.
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5-2-1.Sistemik Vaskuler Mekanizmalar

Travmatik omurilik yaralanmalarinda multisistemik etkilenme olmaktadir.
Ozelllikle kardiyovaskiiler ve hemodinamik degisiklikler 6n planda olabilir. Bu etkiler
ndrojenik sok ve solunum yetmezligi olarak gortlebilir. Norojenik sok; yaralanmanin
siddeti ve seviyesine bagli olarak kardiak outputun diismesi, perferik rezistansin
azalmasit ve buna bagli olarak sempatik tonusun diismesi sonrasinda gelisen
hipotansiyon ve bradikardi tablosuna denmektedir. Kanlanmanin bozulmasi
sonucunda kord yeterli olarak beslenemez ve iskemi geliserek hasar olugsmaya baglar

(51,52).

5-2-2.Lokal Vaskiler Hasar

Spinal kord hasar1 sonrasinda olusan iskeminin sadece travmaya bagl vaskiiler
zedelenmeler sonucu degil, ayrica bazi ajanlarin da etki ettii ve vazospasmi
tetikleyerek iskemiye sebep oldugu diisiiniilmektedir (53,54). Tator ve ark. yaptiklar
travma modelinde, kompresyon sonras1 omurilikte hem kranial hem de kaudal kisimda
kan akimmin durdugunu gostermislerdir (48). Saghkli pinal kordta, kan basinci
degisikliklerine kars1 kan akimini sabit tutan otoregiilasyon mekanizmasi bulunmakta
olup, travma sonrasi1 bozulmasi da bu hasar1 derinlestirir. Kan basincinin ve akiminin
azalmasi gri cevherde daha da fazla olmak tizere beyaz cevherde de hipoperfiizyona
yol acar. Buna bagl olarak vaskiiler otoregiilasyon mekanizmalarindaki bozukluk
derinlesir, doku perfiizyonu azalir ve doku flizerine toksik etkileri olan metabolik
artiklar birikmeye baglar. Hiperemi ve 6dem gelisimi tetiklenir. Posttravmatik iskemi
nedenlerine dzetlersek; mekanik hasara ve vazoaktif maddelerin salinima bagli gelisen
vazospazm, endotel hasari, hiicresel sisme, hemoraji, tromboz, trombosit agregasyonu

ve sitotoksik 6zellik tastyan maddelerin salinimini sayabiliriz (55).
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5-2-3.Biyokimyasal Degisiklikler

Elektronlarin birbirleriyle diizenli sekilde iliskili olmas1 bilesige kararli bir yap1
kazandirir. D1 yoriingesinde bir veya daha fazla ¢iftlesmemis elektrona sahip bilesik
veya elementlere ‘serbest radikaller’ adi verilir. Serbest radikaller etkilerini hiicresel
yasam icin biiyiik 6nem tastyan DNA, protein ve yaglara karsi gosterirler. Bu
radikaller metabolizmanin normal yan tiriinu olarak uretilebilmekle beraber gevresel
faktorlerin etkisi ile de olusabilmektedir. Hiicrede elektron transfer zincirinin yetersiz
olmas1 sonucunda SOR molekiilleri olusmaktadir. Bu molekuller normalde stiperoksit
dismutaz ile hidrojen peroksite (H202) doniisiir. Hidrojen peroksit de katalaz enzimi
yardimiyla su (H20) ve oksijene (O2) cevrilir. Bdylece bu molekillerin toksik
etkilerinden korunulmus olunur. Fakat oksidatif stres artis1 engellenemez ise serbest
oksijen radikalleri nukleik asitlerin, proteinlerin ve lipidlerin oksidasyonuna neden
olurlar (56). Daha spesifik olarak bu molekdller, mitokondrial respiratuar zincir
enzimlerinin inaktivasyonu, gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenazin inaktivasyonu, Na-K
ATPaz inhibisyonu ve Na membran kanallarmmin inaktivasyonuna yol agar. Kisaca
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinden ortaya ¢ikan oksidatif stresin, spinal kord
hasarina katkida bulundugu ve diger mediatorlerle yakindan iligkili oldugu agiktir (57).
Reaktif iirtinlerin olusturdugu etki, antioksidan koruma sistemleriyle kontrol altinda
tutulmaya caligilir. Antioksidan maddeler olarak; Vitamin E, Vitamin C, karotenoidler,
glutatyon metabolitleri, Urik asit, stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,

glutatyon reduktaz gibi hiicre koruyucu antioksidan enzimler sayilabilir (58,59).

5-2-4 Antioksidan Savunma Sistemleri

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalara ‘antioksidan savunma
mekanizmalar1 ya da antioksidanlar’ adi verilir. Antioksidanlar; lipit
peroksidasyonunu engellerler ve okside olan substratlara gore daha az
konsantrasyonlarda bile substratin oksidasyonunu geciktirirler ve inaktif duruma
getirirler (60). Bir antioksidanin etkisini gdsterebilmesi igin, o maddenin serbest

radikalleri indirgeme hiz1 yeterli seviyede olmasi gerekir. Antioksidanlarin ¢ogunun
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tek bir mekanizma tizerinden etkisinin ¢ok olmadigi ve birden fazla mekanizma ile asil
etkisinin olustugu sdylenebilir (61) (Sekil 7). Eksojen ve endojen kaynakli olarak ikiye
ayrilabildigi gibi fonksiyonlarina goére de radikallerin dokudaki etkilerini 6nleyen
(E vitamini, ubikinon, retinoik asit, glutatyon, lrat) ve radikal olusumunu Onleyen
(SOD, katalaz, metal selatorler ve glutatyon peroksidaz) antioksidanlar olmak {izere

ikiye ayrilirlar (Sekil 8).
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Sekil 7: Antioksidan savunma mekanizmasi (Armstrong 1998)
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Sekil 8: Antioksidan savunma sistemi
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5-2-4-1.Enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Hicrelerde meydana gelen hidroperoksitlerin
uzaklagtirilmasinda gorevli enzimdir ve molekiil agirligi 85000 Dalton’dur. Her
sublinit bir selenyum atomu igerir. Bu yiizden hiicreleri ¢esitli hasarlara karsikoruyan
bir selenoenzim oldugu diisiiniilmektedir (62). GSH-PX, lipitleri peroksidasyondan
koruyan 6nemli bir enzimdir. GSH-Px, rediikte glutatyonu yiikseltgerken H202’1 de

suya cevirir ve boylece membran lipitlerini ve hemoglobini oksidan strese kars: korur.

SuUperoksit dismutaz (SOD) : Siiperoksit dismutaz antioksidan savunmanin ilk
basamag1 olan siiperoksitin H202’e dismutasyonunu katalizleyen enzimdir. SOD

genelde biitiin canlilarda bulunmaktadir.

Katalaz (KAT): Dort tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Bu enzimin en
onemli gorevi hidrojen peroksiti, molekuler oksijen ve suya katalizlemektir. Katalaz
enzimi daha c¢ok peroksizomlarda lokalizedir ve blyik molekdlld lipit
hidroperoksitlerine etki etmez. CAT, kan, mukoz membranlar, karaciger, kemik iligi

ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (63).

Glutatyon Reduktaz (GSSG-R): Glutatyon redilktaz, glutatyon S-transferaz ve
glutatyon peroksidazin katalizledigi reaksiyonlar sirasinda olusan okside glutatyonu
(GSSG), rediikte glutatyona (GSH) doniistiiren ve antioksidan etki gosteren bir

enzimdir.
5-2-4-2.Non-Enzimatik Antioksidanlar

Glutatyon (GSH): Glutamik asit, sistein ve glisinden olusan diisiik molekiil agirlikli
blylk bir tripeptitdir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda hiicre sitozollinde
bol miktarda bulunur (64).

Glutatyonun gorevleri:

1- Bir antioksidan olarak direk serbest radikal temizleyicisi olarak,

2- Detoksifikasyon sirasinda GSH-S transferazlar igin kofaktor olarak,
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3 Glutamini GSH’dan diger aminoasitlere transfer eden gamaglutamil

transpeptidazlar icin substrat olarak kullanilir.

Hicrenin okside-rediiksiyon dengesinde 6nemli bir rol oynanan glutatyon,
hiicreden toksik metabolitleri uzaklastirir ve indirgenmis formu sayesinde
hicrelerdeki silfhidril grubunun devamliligini saglar (65). Plazma, kan hiicreleri,
beyin, akciger, bobrekler gibi bir¢ok doku ve organda bulunur fakat temel kaynagi

karacigerdir.

Vitamin E: E vitamini yagda ¢oziinen bir vitamin olup gorevi lipitleri oksidatif
hasardan korumaktir. En aktif formu o-tokoferoldiir.Serbest radikallere kars: glutatyon
peroksidaz birbirlerine tamamlayici etki gosterirler. Enzim, peroksitleri yok ederken,

E vitamini peroksitlerin sentezini engeller (66).

Vitamin C: Suda eriyen bir vitamin olan ve sulu ortamda serbest radikallerle
reaksiyon verebilme yeteneginde olan askorbik asit, serbest radikallerin etkilerini
ortadan kaldirmaya yardimci olmaktadir. Rediikleyici bir ajan ve radikal siipiiriicii
olarak askorbik asit, reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyucu etki saglar. Bununla

birlikte serbest radikal kaynagi gibi hareket edebilme 6zelligide bulunur.

5-2-5.Elektrolit Bozukluklar:

Spinal kord yaralanmalarinda, biyokimyasal ve sivi-elektrolit bozukluklar1 6nemli
bir role sahiptir. Hicre icindeki Na* ve hiicre disindaki K* konsantrasyonlarinda
meydana gelen degisikliklerin hiicresel iletiyi durdurdugu gosterilmistir. Na+ /K+
dengesinin saglikli saglanabilmesi i¢in, biitlinliigii bozulmamis bir hiicre membranina
ve membran lizerinde saglikli calisan Na+ /K+ ATPaz aktivitesine ihtiya¢ vardir
(70,71). Iskemiye bagli Na+ /K+ ATPaz aktivitesinde bozulma gerceklesir. Hiicre
homeostazisi bozulmaya baslar; Na+’un hiicre i¢in girisi ve K+ un hiicre digina ¢ikist
artar. Na+ beraberinde suyuda gekerek hiicre sismesi meydana gelir. Tabloya Ca+2’un

hiicre igine girisi ve eksitator aminoasitlerin salinimi eklenir.

Hiicre hasarinin mekanizmasinda Ca*2 iyonunun rolii fazladir. Kalsiyumun hiicre

i¢i konsantrasyonunun artisi pek ¢cok doku i¢in hiicre 6liimiiniin son ortak noktasi
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olarak gorulmektedir (67). Ca*? artisi ile proteaz, fosfolipaz, niikleaz gibi proteolitik
enzimler aktifleserek norotoksisiteye yol agar ve hiicresel hasar1 baslar. Sonucunda
hiicre membranindaki lipitler parcalanarak arasidonik asit ve yag asitlerini
serbeslestirir. Serbestlenen molekiiller siklooksijenaz ve lipooksijenaz yolagi ile
prostoglandin ve Iokotrienlere cevrilir. Ca*? aym1 zamanda, mitokondrideki elektron
transport zincirini bozarak serbest oksijen radikallerinin olusmasina sebep olur ve

molekiiler diizeyde hiicre hasar1 ilerler (68,69).

5-2-6.Enflamasyon

Enflamasyon, canli dokunun her tiirli zedelenmeye karsi gosterdigi ortak bir
reaksiyondur. Spinal kordun travmatik hasar1 gii¢lii enflamatuar yanita yol agar.
Enflamatuar yanit; notrofil (6-24saat), makrofaj (24saat-2hafta) ve T Hucreleri
(periferik immin hiicreler) tarafindan baslatilir (72). Aktive astrositler ve mikroglial
hiicreler, travmay1 takiben lezyonun igine go¢ ederler. Makrofajlarin aktivasyonu ve
hiicresel immiin yanit i¢in T hiicre aktivasyonu gereklidir. Sitokinler, genelde otokrin
ve parakrin 6zelliklere sahip olan kigtk proteinler olup hilicresel duizenleyici proteinler
olarak gorev alirlar. Sitonkinlerin (TNF, IL-1, IL-2, IL-6) salinimiyla, makrofajlarda
ve migroglialarda sekonder patolojik ve enflamatuvar yanit goriiliir. Sitokinler;
kemokinlerin, nitrik oksidin, reaktif oksijenin ve nitrojen tlrevlerinin ekspresyonunu
arttirarak SSS enflamatuar cevabini hizlandirir. Aktive 16kositler, yara iyilesmesi igin
Onemli olan biiyiime faktorleri ve proteolitik enzimleri de salgilarlar. Enflamasyonun,
hem noérokonstriiktif hem de norodestriktif islemlere yardimc1 oldugunu

distiniilmektedir.

5-2-7.Apoptozis

Ik kez Kerr ve arkadaslar tarafindan 1972 de tanimlanan apoptozis, biyolojik
gorevlerini tamamlamis yapisal elemanlar1 ya da DNA’s1 hasar gérmiis hiicrelerin,
iliskili oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek bir bicimde ortadan kaldirilmasini
saglayan, genlerle kontrol altinda tutulan ve gergeklesmesi i¢in enerjiye ihtiyag
duyulan programli hiicre Oliimiidiir. Nekrozdan farkli olarak komsu hiicrelerde
etkilenme gorilmez.
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Apoptozisi fizyolojik olarak yasamin her donemimde gorebiliriz. Patolojik
apoptozis ise otoimmun ve norodejeneratif hastaliklar, kanser, kalp hastaliklar: ve viral
enfeksiyonlar gibi birgok hastaligin patogenezi ile yakindan iliskilidir. Apoptozis emri
alan bir hiicrede kromatin yogunlasmasi goriiliir ve hiicrenin boyutlar1 kiigiilmeye
baglar. Daha sonra apoptotik cisimciklere ayrilirlar. Bu apoptotik cisimcikler
yuzeylerinde yeni reseptorlerle birlikte, yakindaki fagositik sistem htcrelerini

cagirarak fagositoz ile uzaklastirilir (73, 74).
5-3.Spinal Kord Travmasinda Medikal Tedavisi

Farmakolojik tedavi basamagi primer hasardan ziyade sekonder hasarin
gelismesini Onlemeye yonelik adimlart i¢cermektedir. Spinal kord yaralanmalarini
kabaca 3 gruba; akut, iyilesme ve kronik donemi olmak iizere ayirabiliriz. Akut

donmedeki tedaviler noroprotektif ilaglar1 icermekte olup, dort gruba ayirabiliriz (75):
-Antioksidanlar,

-Norotransmitter reseptor blokerleri,

-Fosfokinaz stimulatorleri,

-Fosfataz inhibitorleri.

Iyilesme fazi ilaglari, fonksiyonel geri doniisiimiin kapsam ve hizini artirirlar.
Aksonlarin remiyelinizasyonunun ve denerve dokularin plastisitesinin iyilesmesine
katkida bulunur. lyilesme fazi ilaglari, hiicre onarimi ve biiyiimesinde anahtar rol
oynayan inflamatuar faktorleri icerir. Kronik tedaviler, rejenerasyon ve

remiyelinizasyon yoluyla fonksiyonlarin restorasyonunu saglar.

Metilprednizolon: Kortikosteroid maddeler, spinal kord hasari tedavisinde uzun
zamandan beri kullanilmaktadir. En sik kullanilan ajan metilprednizolon (MP)
olmakla birlikte, deksametazon ve hidrokortizon kullanirm: da mevcuttur.
Metilprednizolon’un lipid peroksidasyonunun inhibisyonu, doku kan akimi ve aerobik
enerji metabolizmasii diizenlemesi, posttravmatik iskemiden korumasi, hiicre ici

Ca?* birikimini engellemesi, prostoglandin F2a ve Tromboksan A2 olusmasinini
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engellemesi, spinal néronlardaki eksitabiliteyi azaltmasi etki mekanizmalari arasinda
sayilabilir (76).

NASCIS (The National Acute Spinal Cord Injury Study) ¢alismasi metilprednizolon
ile ilgili bir referans calismast olup, c¢alisma sonucunda MP’un ilk 8 saate
uygulanmas1 sonucunda norolojik diizelmeyi belirgin oranda sagladigi gosterilmistir.
1998 yilinda tamamlanan NASCIS-3 calismasinda da MP’un 24 ve 48 saatlik
uygulanmasi degerlendirilmistir. Sonug olarak, yaralanmanin ilk 3 saatinde MP
tedavisi alan hastalarin 24 saat siire ile tedavi almalari, 3-8 saat araliginda gelen
hastalarin ise 48 saat boyunca MP tedavisi almas1 gerektigi bildirilmistir. Yapilan
analizlerde travma sonrasi ilk 8 saatte MP kullaniminin etkinligi goriilmiistiir (77, 78).
Ancak, son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda, MP’un yiksek komplikasyon riski ve
etkinligini kanitlayan yeterli kanit olmadigindan otiirii, akut spinal kord hasari
olgularinda kullanilmamas1 gerektigi 6nerilmektedir (79,80,81,82) ve The Handbook
of Neurosurgery 8th Edition by Mark S. Greenberg kitabindan metilprednizolon

tedavisi ¢ikarilmistir.

Opiat Antagonistleri: Opiat reseptorlerini bloke ederek ikincil hasara karsi etki
gosterir. Naloksan, Tirotropin salinma hormonu (TRH) ve TRH analogu YM-14673
gibi opiat reseptor blokerleri yaralanma sonrasi endorfin salinmasini nétralize ederek

omurilik kan akimini artirmaktadir (83).

Kalsiyum Kanal Blokerleri: Spinal kord hasari sonrasi hiicre i¢inde Ca?* artisi
olmasina bagh olarak, kalsiyum kanal blokerlerinin kalsiyumun hiicre i¢ine girisini
engelleyerek omurilik yaralanmasinda noroprotektif etkili olabilecegi diisiintilmiistiir.
Ancak doku hasarmni azaltmada veya norolojik fonksiyonlarin diizelmesinde belirgin
etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Yaralanmadan sonra en ge¢ 1 saat i¢inde verilmesi

gerekmektedir. Bu siireden sonra olumlu etkisi olmadig1 belirtilmistir (84).

Larazoidler (Trilazad Mesylat): 21-aminosteroiddir. Steroid olmasina ragmen
steroidlerin yan etkilerini tasimaz. Antioksidan etkisi metilprednisolon’dan fazladir.
Lipid peroksidasyonunu inhibisyonu saglar, membrani stabilize eder ve omurilik kan

akimini arttirir (85).
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Serbest Radikal Tutuculari: Spinal kord hasari sonrasi olusan serbest radikalleri
antioksidanlar nétralize ederler. E vitamini serbest radikalleri redukte eder, hticre
membranina girerek poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonunu engeller. Selenyum,
hidrojen peroksidi rediikleyen glutatyon peroksidazin kofaktoriidiir. Hiicre i¢indeki

hidrojen peroksidi ve diger bazi peroksidleri temizler (86).

Antiinflamatuar Ajanlar: Spinal kord hasarinda, indometazin, glukokortikoid,
siklooksijenaz inhibitorleri ve lipooksijenaz inhibitorleri gibi anti inflamatuar ajanlar
eikosanoid serbestlesmesini azaltip arasidonik asit metabolizmasini bozarak etki
gosterirler ancak noroprotektif etki gosterecek dozlarmin toksik oldugu belirtilmistir
(87).

Gangliozid (GM-I): Asidik glikolipidler olup hiicre membran dis lipid tabakasindaki
ana maddedir. Eksojen gangliosidler lipid tabakasina yerlesip endojen gangliosid gibi
davranirlar. Dokudaki hiicre rejenerasyonunu (aksonal bitylimeyi) arttirirlar. Eksitator
aminoasitlerin norotoksisitesini azaltirlar. Deneysel calismalarda noéroprotektif ve

noronal fonksiyon restorasyonunda potansiyel etkileri bulunmustur (88).

Hiperbarik Oksijen: Vazokonstruksiyonu azaltarak vazojenik 6demi azalttigi ve
kanamanin yayilimmi durdurdugu bildirilmistir. Omurilik yaralanmasinin erken
doneminde (ilk 6 saat) uygulandiginda iskemiyi onleyerek akson ve miyelin hasarini
azaltarak noronal rejenerasyonu sagladigi ve Omurilik Yaralanmalarinin Medikal

Tedavisi norolojik iyilesme iizerine etkili oldugu yaymlanmistir (89,90).
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6. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik kurulunun 2018-05/16 sayili toplantisinda yerel etik kurulu onay1 (EK 1) ve
Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2018/093
proje numarali destek alindiktan sonra, Subat 2018—Mart 2018 tarihleri arasinda Saglik
Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Merkezi, Saglik Bilimleri
Universitesi Haydarpasa Numune Egitim Arastirma Hastanesi Klinik Biyokimya ve
Klinik Patoloji Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Kullanilan denekler Saglik
Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Merkezi’nden elde edilmistir
ve Avrupa Konseyi’nin 6nerdigi standartlara (European Convention for the Protection
of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes) (ETS

123) uyulmustur.

Calismamizda toplam 46 adet, ortalama agirliklar1 240-310 gr aras1 degisen 10-12
haftalik Sprague-Dawley tiirli erkek cinsiyet erigkin sican kullanilmistir. Hayvanlar
ortama adaptasyonlar1 i¢in 1 hafta dncesinden kafeslerine yerlestirildi. 12 saat aydinlik
ve 12 saat karanlikta, yaklasik % 55 nemli ortamda, 20-22 °C’ de musluk suyu ve
standart rat yemi ile beslenmeleri saglandi. Denekler rastlantisal olarak her biri 8 adet

hayvan igeren 6 gruba ayrilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1: Deney gruplarinin sematik gosterimi

Kontrol Grubu 6
Sham Grubu 8
Panitumumab Grubu

(PAB) °
Panitumumab+Alfa Lipoik Asit Grubu

(PAB+LA) °
Panitumumab+N-Asetil Sistein Grubu

(PAB+NAC) °
Panitumumab+Alfa Lipoik Asit+N-Asetil sistein Grubu
(PAB+LA+NAC) °

Kontrol Grubu: Bu gruptaki 6 denege herhangi bir cerrahi islem yapilmadi ve
medikal tedavi verilmedi. Sakrifikasyon oOncesi intra vendz kan alimi (0,2cc)

gergeklestirildi.

Sham Grubu: Bu gruptaki 8 denege laminektomi ve anevrizma klibi ile spinal kord
hasari uygulamasini takiben; 5 giin boyunca giinde tek doz %0.9 NaCl 2ml/kg
intraperitoneal olarak uygulandi. Takibinde, 10.dakika, 24.saat ve 5.gun intraventz

kan alimi (her seferinde 0,2cc) gerceklestirildi.

Panitumumab Grubu: Bu gruptaki 8 denege laminektomive anevrizma klibi ile
spinal kord hasar1 uygulamasini takiben;tek doz Panitumumab 6mg/kgintraperitoneal
olarak uygulandi. Takibinde, 10.dakika, 24.saat ve 5.gun intravenz kan alimi (her

seferinde 0,2cc) gergeklestirildi.

Panitumumab+Alfa Lipoik Asit Grubu: Bu gruptaki 8 denege laminektomive
anevrizma klibi ile spinal kord hasar1 uygulamasini takiben; tek doz Panitumumab

6mg/kg intraperitoneal ve 5 glin boyunca ginde 2 kez Alfa Lipoik Asit 50mg/kg
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intraperitoneal olarak uygulandi. Takibinde, 10.dakika, 24.saat ve 5.glin intraven6z

kan alimi (her seferinde 0,2cc) gergeklestirildi.

Panitumumab+N-Asetil Sistein Grubu: Bu gruptaki 8 denege laminektomive
anevrizma klibi ile spinal kord hasari uygulamasini takiben; tek doz Panitumumab
6mg/kg intraperitoneal ve 5 giin boyunca giinde 2 kez N-Asetil Sistein 100mg/kg
intraperitoneal olarak uygulandi. Takibinde, 10.dakika, 24.saat ve 5.gln intraventz

kan alim1 (her seferinde 0,2cc) gergeklestirildi.

Panitumumab+Alfa Lipoik Asit+N-Asetil Sistein Grubu: Bu gruptaki 8 denege
laminektomive anevrizma klibi ile spinal kord hasar1 uygulamasini takiben; tek doz
Panitumumab 6mg/kg intraperitoneal, 5 giin boyunca giinde 2 kez Alfa Lipoik Asit
50mg/kg intraperitoneal ve 5 gun boyunca giinde 2 kez N-Asetil Sistein 100mg/kg
intraperitoneal olarak uygulandi. Takibinde, 10.dakika, 24.saat ve 5.gin intravendz

kan alimi (her seferinde 0,2cc) gerceklestirildi.

6-1.Anestezi Teknigi

Tim gruplardaki si¢anlara intraperitoneal (5-10mg/kg) xylazin hidroklortr
(RompunR, Bayer, Istanbul) ve (50-60mg/kg) ketamin (Ketalar, Eczacibasi, istanbul)

ile genel anestezi saglandi.
6-2.Cerrahi Teknik ve Omurilik Travmasi

Kontrol grubuna herhangi bir cerrahi islem uygulanmadi. Diger gruptaki
hayvanlara anestezik ajanlar verilip sedasyonun saglandiktan sonra ratlar sirt bolgesi
tiras edilerek ameliyat masasina prone pozisyonda yerlestirildi. Cerrahi islem sirasinda
asepsi ve antisepsi kurallarma uyuldu. Proflaktik olarak 100 mg/kg Cefamezin (Iespor
I.LE. ULAGAY lla¢ Sanayii TURK A.S./Istanbul) intraperitoneal olarak uygulandi.
Polivinil pirolidon iyod (Polyod %10 solusyon, Drogsan, Ankara) ile yapilan lokal
antisepsiden sonra, T9-12 vertebralar hizasindan cilt ve cilt alt1 insizyonu yapilarak
paravertebral adaleler bilateral subperiostal olarak siyrildi. T9-10-11 laminektomiyi
ve flavektomiyi takiben dura ortaya konuldu. Dura ortaya konulduktan sonra cerrahi

alanin tam ortasinda yer alan dural keseye 1 dakika boyunca 25 gram
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basing uygulayan Yasargil Anevrizma Klibi ile dura ve omurilik kompresyonu
yapilarak dura ve spinal kord hasar1 olusturuldu.Travma olusturulduktan sonra katlar
3/0 keskin ipek ile anatomiye uygun kapatildi ve steril gazli bez ile pansumanlari
yapildi. Kontrol grubundaki denekler haricindeki biitiin gruplardaki deneklere bu
yontemle spinal kord hasart olusturuldu. Takibinde tedavi grubundaki deney
hayvanlarina, denek gruplarina uygun ila¢ uygulamalar1 yapildi ve biyokimyasal
parametler icin 10.dakikada ve 24.saatte intravenoz kan alimlar1 (0,2cc)
gerceklestirildi. Sar1 kapakli kuru tiiplere alinan her kan 6rnegi, Total Antioksidan
aktivitesi (TAS) ve Glutatyon Peroksidaz aktivitesi (GPX-1) calisilmak iizere, 3000
devirde, 20 dakika santrifuje edildi. Elde edilen serumlar eppendorf tiiplere alinarak,
Elisa’da calisilana dek, -80 derecede muhafaza edildi. Denekler uygun ortamda
bakimlarina devam edilmek iizere kafeslerine yerlestirildi. Deneklerin gilinliik

bakimlar1 ve pansumanlari eksiksiz olarak yapildi.

5 giinlik medikal tedavi ve bekleme siiresinin tamamlanmasindan sonra,
sakrifikasyon Oncesi anestezi islemi uygulanarak deneklerden 120.saat vendz kan
alimlar1 (0,2cc) yapildi. Ardindan denekler sakrifiye edildi. Sakrifikasyonu takiben
steril olarak operasyon sahalari agilarak lezyon sahasi ortaya konuldu. Proksimal ve
distalinden 5 mm’lik saglam omurilik ve dura dokusunu da icerecek sekilde spinal

kord, dura ve cevre dokular birlikte eksize edildi.

6-3.Patolojik Inceleme

Patolojik inceleme icin alinan 6rnekler %210 Formalin icinde Haydarpasa Numune
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Klinigi’ne transfer edildi. Spinal
yaralanma bolgesi ortada olacak sekilde 3 cm’lik bir spinal kord Kesiti ¢ikarilarak
%10’1uk formalin solisyonu icerisinde 24 saat sure ile fikse edildi. Yaralanma bolgesi
ortada olacak sekilde 2 mm kaudal, 4 mm rostral alan iceren kesitler alinarak doku
takip islemi yapildi. Parafin bloklara gomiilen bu dokulardan mikrotom ile 3
mikronluk transvers seri kesitler alindi. Lezyon alanlari, kavitasyon ve kollajen doku
degerlendirmesi; hematoksilen eozin (H-E) boyasi ile pembe mor boyandi. Patoloji

preparatlar1 0dem, nekroz, enflamatuar hiicre durumu ve kanama bulgulari ve ilgili
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ajanlarin spinal kord hasar1 iizerine olan koruyucu etkileri incelendi. Odem,
enflamatuar hilicre durumu ve kanama parametreleri mevcut (Pozitif:P) ve mevcut
degil (Negatif:N) olarak degerlendirildi. Nekroz alanlar1 ise, mevcut nekrozun

yiizdelik degeri tizerinden degerlendirildi.

6-4.Biyokimyasal inceleme

Orneklerden GPX-1 ve TAS Cahlsilmasi: Orneklerin serum GPX-1 ve TAS
duzeyleri YH Biosearch (Shangai Yehua Biological Technology Co. Ltd., Shangai,
China) tarafindan iretilen kitler ile sandwich-ELISA yontemi kullanilarak analiz
edildi.

Farkli konsantrasyonlardaki standartlar ve ornekler daha once belirlenmis ve
monoklonal antikor (anti-GPX-1 antikoru, anti-TAS antikoru) kaplanmiskuyucuklara
uygun hacimlerde aplike edildikten sonra sadece ornek kuyucuklarima GPX-1 ve
TAS’a 6zgii biyotinlenmis saptama antikoru aplike edildi. Sonra koér kuyucugu harig
tim kuyucuklara uygun hacimde Streptavidin-Horseradish Peroxidase (HRP)
konjugati aplikasyonu yapildi. Ardindan plaka 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildikten
sonra 5 kez yikama yapildi. Sonra her kuyucuga kromojen A ve B soliisyonlari eklenip
37 °C'de yaklasik 10 dakika inkiibe edildi. Bu islemler sonucunda GPX-1 ve TAS
iceren kuyucuklar mavi renk aldiktan sonra her kuyucuga asit sollisyonu (stop
solution) eklendi. Asit solisyonu ilavesiyle birlikte mavi renkli kuyucuklarda
reaksiyon sonlandirildig i¢in sar1 renk olustu (Sekil 9). Son olarak her bir kuyucugun
optik dansitesi 450 nmdalga boyunda ELISA okuyucu ile okundu. ELISA Kitinde
sunulan standartlardan elde edilen kalibrasyon grafigi (standart grafigi) ¢izilerek
kalibrasyon formiilii hesaplandi. Bu formiil kullanilarak rat 6rneklerinden elde edilen
absorbans verilerinden sonuglar hesaplandi. Temin edilen ELISA Kkitlerinin

performans verileri Tablo 2’de sunulmustur.
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Sekil 9: Biyokimya kitinin reaksiyon sonras1 goriiniimii

Tablo 2: GPX-1ve TAS ELISA kitleri performans verileri

. . L Intraassay | Interassay
Analit Olgiim aralig1 | Sensitivite
% CV %CV
GPX-1 1-300 ng/mL | 0.51 ng/mL | <% 10 <% 12
(ng/mL)
TAS 0.3-90 pg/mL | 0.15 pg/mL | <% 10 <% 12
(pg/mL)

CV: Varyasyon Katsayisi, GPX-1: Glutatyon peroksidaz-1, TAS: Total
antioksidan durum)
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6-5.istatistiksel incelemeler

Istatistiksel analizler i¢cin NCSS (NumberCruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayic istatistiksel metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran,
minimum, maksimum) kullanildi. Nicel verilerin normal dagilima uygunluklar
Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk testi ve grafiksel degerlendirmeler ile
smanmustir. Normal dagilim géstermeyen verilerin iki grup karsilastirmalarinda Mann
Whitney U testi kullanildi. Normal dagilim goéstermeyen ii¢ ve iizeri gruplarin
kargilastirmalarinda ise Kruskal Wallis test ve ikili karsilagtirmalarinda Dunn-
Bonferronitest kullanildi. Nitel verilerin karsilastirilmasinda ise Fisher-Freeman-
Halton Exacttesti kullanildi. Normal dagilim gostermeyen degiskenlerin takiplerinin
degerlendirilmesinde Friedman test ve ikili karsilastirmalarin degerlendirilmesinde

Dunn- Bonferroni test kullanildi. Anlamlilik en az p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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7. BULGULAR

Calisma Subat 2019 ve Mart 2019 tarihleri arasinda Saghik Bilimleri
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Merkezi, Saglik Bilimleri Universitesi
Haydarpasa Numune Egitim Arastirma Hastanesi Klinik Biyokimya ve Klinik Patoloji
Laboratuvarlarinda 46 sigcan ile yapilmistir. Kontrol grubunda 6, SHAM, PAB,
PAB+LA, PAB+NAC, PAB+LA+NAC gruplarinda 8’er sican calismaya dahil

edilmistir.

7-2.BiyokimyasalBulgular

TAS Olgiimlerine iliskin Degerlendirmeler

Tablo 3: Gruplarda 10.dakika TAS Olciimlerinin Degerlendirilmesi

10. dakika TAS Ikili karsilastirmalar;

ol¢iimleri p

'"KONTROL Min-Mak (Medyan) 2 27-2,52 (2,34)
Ort+Ss 2,37+0,11

2GHAM Min-Mak (Medyan) 2,29-2,45 (2,32) pi1-2: 0,897
Ort+Ss 2,34+0,06

3PAB Min-Mak (Medyan) 2 42-2,69 (2,57)  p1-3: 0,028*
Ort+Ss 2,56+0,12

‘PAB+LA Min-Mak (Medyan) ~ 2,72-2,94 (2,83)  pi1-4: 0,002**
Ort+Ss 2,84+0,07

*PAB+NAC Min-Mak (Medyan)  2,64-2,79 (2,7) p1-5: 0,002**
Ort+Ss 2,71+0,06

SPAB+LA+NAC  Min-Mak (Medyan) 2 76-2,93 (2,89)  p1-s: 0,002**
Ort+Ss 2,87+0,06

9MannWhitney U Test **p<0.01 *p<0.05

Kontrol grubu ile SHAM grubunun TAS 6lgtimleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik saptanmamuistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile PAB grubunun TAS 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmistir (p=0.028; p<0.05); PAB grubunun TAS Odl¢limleri,

kontrol grubundan daha ytiksektir.
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Kontrol grubu ile PAB+LA grubunun TAS dl¢limleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.002 p<0.01); PAB+LA grubunun TAS

olcumleri, kontrol grubundan daha yuksektir.

Kontrol grubu ile PAB+NAC grubunun TAS 6l¢iimleri arasinda istatistiksel
olarak anlamh farklilik saptanmistir (p=0.002 p<0.01); PAB+NAC grubunun TAS

Olcumleri, kontrol grubundan daha yuksektir.

Kontrol grubu ile PAB+LA+NAC grubunun TAS 6l¢iimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.002 p<0.01); PAB+LA+NAC

grubunun TAS 6lgumleri, kontrol grubundan daha yiiksektir.

10. dakika TAS ol¢cumleri
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Sekil 10: 10.dakika TAS odl¢iimleri dagilimi
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Tablo 4:Takiplerdeki TAS Olgiimlerinin Degerlendirilmesi

TASolciimleri
10.dakik 24.saat 5.giin
a p ‘p
1SHAM Min- 2,29- 2,21- 2,42- 0,001*  10.dk=24.saat p:0,401
’;IVIae{(d . 2,45 2,33 257 * 10.dk:5.gU[1 p:0,073
2) y 2.32) (2.22) (2.53) 24 saat<5.gunp:0,001
OrtsSs  234+0,0 2,24+0,0 2,51+0,0
6 4 6
2PAB Min- 2,42- 2,14- 2,81-3,1 0,001* 10.dk=24.saatp:0,137
xlnaekd . 2.69 2.53 (2,92) * 10.dk=5.gut1 p:0,137
n 4 (2,57) (2.43) Zi.saat<5.gunp:0,001
OrtsSs 2 56+0,1 2,40+0,1 2,95+0,1
2 4 1
SPAB+LA Min- 2,72- 2,77- 3,54- 0,001*  10.dk=24.saat p:0,137
owa 2094 349 374  * yonicl
n) (2,83) (3,09) (3,66) 24.5aat=5.giinp:0,137
OrtsSs  2.84+0,0 3,09+0,2 3,66+0,0
7 2 6
“PAB+NAC Min- 2,64- 2,73- 3,28- 0,001*  10.dk=24.saat p:0,137
ewa 279 298 355 % vl
n) 2,7) (2,92) (3,47) 24.5aat=5.giinp:0,137
Ortsss  271+0,0 2,89+0,0 3,43+0,0
6 9 9
SPAB+LA+NAC  Min- 2,76- 3,15- 3,73- 0,001*  10.dk=24.saat p:0,137
ey 293 354 395 % yona
n) (2,89) (3,32) (3,88) 24 .saat=5.giinp:0,137
OrtsSs 2 87+0,0 3,33+0,1 3,87+0,0
6 2 7
bp 0,001** 0,001** 0,001**
Ikili P1-2 1,000 1,000 1,000
karsilastirmala p1-3 0,001** 0,002** 0,001**
r;‘p P14 0,097 0,071 0,087
p1-s 0,001** 0,001** 0,001**
P23 0,032* 0,060 0,093
P24 1,000 0,988 1,000
p2-5 0,009** 0,001** 0,001**
P34 0,570 1,000 1,000
ps-5 1,000 1,000 1,000
p4-5 0,234 0,381 0,106
bKruskal Wallis Test ‘DunnBonferroni Test 9Friedman Test
*p<0.05 **p<0.01
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10.dakika 6lciimlerinin degerlendirilmesi

Gruplarda 10.dakika TAS olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmistir (p=0.001; p<0.01). Farklilif1 yaratan grubu belirlemek amaciyla
yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; SHAM grubunun 10.dakika TAS él¢tmleri,
PAB+LA ve PAB+LA+NAC gruplarindan daha diisiiktiir (sirasiyla p=0.001;
p=0.001; p<0.01). PAB grubunun 10.dakika TAS Olcimleri de, PAB+LA ve
PAB+LA+NAC gruplarindan daha disiiktiir (sirasiyla p=0.032; p=0.009; p<0.05).
Diger gruplarin 10.dakika TAS Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik saptanmamistir (p>0.05).

24.saat olciimlerinin degerlendirilmesi

Gruplara 24.saat TAS o6lgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmigtir (p=0.001; p<0.01). Farklilig1 yaratan grubu belirlemek amaciyla yapilan
ikili karsilagtirmalar sonucunda; SHAM grubunun 24.saat TAS 6l¢limleri, PAB+LA
ve PAB+LA+NAC gruplarindan daha diistiktiir (sirasiyla p=0.002; p=0.001; p<0.01).
PAB grubunun 24.saat TAS o6l¢timleri de, PAB+LA+NAC grubundan daha diistktir
(p=0.001; p<0.01). Diger gruplarin 24.saat TAS Olcimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05).

S.giin 6lciimlerinin degerlendirilmesi

Gruplara 5.giin TAS oOl¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmistir (p=0.001; p<0.01). Farklili§1 yaratan grubu belirlemek amaciyla yapilan
ikili karsilagtirmalar sonucunda; SHAM grubunun 5.giin TAS 6l¢limleri, PAB+LA ve
PAB+LA+NAC gruplarindan daha diisiiktiir (sirasiyla p=0.001; p=0.001; p<0.01).
PAB grubunun 5.giin TAS ol¢limleri de, PAB+LA+NAC grubundan daha diisiiktiir
(p=0.001; p<0.01). Diger gruplarin 5.giin TAS 06l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmamuistir (p>0.05).
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SHAM grubun takiplerdeki 6lcimlerinin degerlendirilmesi

SHAM grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.giin TAS 6l¢limlerindeki degisimler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001; p<0.01). Yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda; 10.dakikaya goére 24.saat ve S.glin TAS
Olcimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05); 24.saate
gore S5.glin TAS oOlclimlerindeki artis ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0.001; p<0.01).
PAB grubun takiplerdeki 6l¢iimlerinin degerlendirilmesi

PAB grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.glin TAS oOl¢iimlerindeki degisimler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001; p<0.01). Yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve S5.giin TAS
Olctimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05); 24.saate
gore S5.glin TAS o6l¢iimlerindeki artis ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0.001; p<0.01).
PAB+LA grubun takiplerdeki dl¢iimlerinin degerlendirilmesi

PAB+LA grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.gin TAS Olcimlerindeki
degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001;
p<0.01). Yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve
24.saate gore S.giin TAS oOlglimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken (p>0.05); 10.saate gore 5.giin TAS 6l¢timlerindeki artis ise istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p=0.001; p<0.01).
PAB+NAC grubun takiplerdeki dl¢iimlerinin degerlendirilmesi

PAB+NAC grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.gin TAS O0lcimlerindeki
degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001;
p<0.01). Yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve
24.saate gore S.giin TAS oOlglimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken (p>0.05); 10.dakikaya gore S.giin TAS Oolglimlerindeki artis ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001; p<0.01).
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PAB+LA+NAC grubun takiplerdeki olciimlerinin degerlendirilmesi

PAB+LA+NAC grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.gin TAS olcumlerindeki
degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001;
p<0.01). Yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve
24.saate gore S.glin TAS olglimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken (p>0.05); 10. dakikaya gore 5.gun TAS Olcumlerindeki artis ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001; p<0.01).

TAS olciimleri

Medyan

1,5

1,0 T T T T
SHAM PAB PAB+LA PAB+NAC PAB+LA+NAC

g 10, dakika millm 74 saat 5.glin

Sekil 11: Takiplerdeki TAS 6l¢iimlerinin dagilimi
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GPX-1 Ol¢iimlerine Iliskin Degerlendirmeler

Tablo 5: Gruplarda 10.dakika GPX-10l¢iimlerinin Degerlendirilmesi

10. dakika GPX- Ikili karsilastirmalar;

10l¢iimleri 9P

'"KONTROL Min-Mak (Medyan) 2,15-3,69 (2,69)
Ortz+Ss 2,81+0,56

ISHAM Min-Mak (Medyan) 3,2-3,67 (3,47) p1-2: 0,039*
Ort+Ss 3,47+0,17

3PAB Min-Mak (Medyan) 4,06-4,29 (4,23) p1-3: 0,002**
Ort+Ss 4,20+0,08

‘PAB+LA Min-Mak (Medyan) 4,42-4,85 (4,6) p1-4: 0,002**
Ort+Ss 4,61+0,13

*PAB+NAC Min-Mak (Medyan) 4,21-4,61 (4,44) p1-5: 0,002**
Ortz+Ss 4,41+0,13

*PAB+LA+NAC Min-Mak (Medyan) 4,52-4,92 (4,79) p1-6: 0,002**
Ortz+Ss 4,74+0,13

IMannWhitney U Test **p<0.01 *p<0.05

Kontrol grubu ile SHAM grubunun GPX-1 olgiimleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.039; p<0.05); SHAM grubunun GPX-1

olcumleri, kontrol grubundan daha yuksektir.

Kontrol grubu ile PAB grubunun GPX-1 6lgiimleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmistir (p=0.002; p<0.01); PAB grubunun GPX-1 &lgumleri,
kontrol grubundan daha yuksektir.

Kontrol grubu ile PAB+LA grubunun GPX-1 &lglimleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.002 p<0.01); PAB+LA grubunun GPX-1

Olcumleri, kontrol grubundan daha yuksektir.

Kontrol grubu ile PAB+NAC grubunun GPX-1 6l¢iimleri arasindaistatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.002 p<0.01); PAB+NAC grubunun GPX-1
6lcumleri, kontrol grubundan daha yuksektir.
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Kontrol grubu ile PAB+LA+NAC grubunun GPX-1 Olgumleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.002 p<0.01); PAB+LA+NAC
grubunun GPX-1 6lcumleri, kontrol grubundan daha yiksektir.

10.dakika GPX-1 dlgumleri

4,23
3,47
1 l
™ ]
O Qy@ Qv-

& Y

5,0
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

Medyan

Sekill12: 10.dakika GPX-1 6l¢iimleri dagilimi
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Tablo 6:TakiplerdekiGPX-1 Olgiimlerinin Degerlendirilmesi

GPX-1olciimleri

10.dakik 24. saat  5.giin
a °p p
1SHAM %rr;( 3,2-3,67 3,14- 3,36- 0,001* 13-‘2’;:24-50“ P50,1337
a * 10.dk=>5.giin p:0,137
(Medya (3,47) 3,48 3,98 ST
n (3,28) (3,76) gi.saat 5.¢linp:0,001
OrtsSs  347+0,1 3,30+0,1 3,71+0,2
7 1 1
2pAB Min- 4,06- 4,25- 4 56- 0,001*  10.dk=24.saat p:0,137
Mak 10.dk<5.giin
(Medya 429 4,59 4,84 * p:0,001**g
n) (4,23) (4,42) (4,68) 24.saat=>5.¢iinp:0,137
OrtsSs  420+0,0 4,43+0,1 4,68+0,0
8 8
SPAB+LA Min- 4,42- 4,75- 5,28- 0,001*  10.dk=24.saat p:0,137
Mak 10.dk<5.giin
(Medya 4,85 5,27 5,69 * p:0,001**g
n) (4,6) (4,99) (5,62) 24.saat=5.giinp:0, 137
OrtsSs  461+0,1 4,99+0,1 5,54+0,1
3 8 6
“PAB+NAC M"I'(- 4,21- 4,42- 4,76- 0,001*  10.dk=24.saat p:0,137
Ma 10.dk<5.giin
(Medya 4,61 4,78 5,25 * p:0,001**g
n) (4,44) (4,65) (4,93) 24.saat=>5.¢iinp:0,137
OrtsSs  441+0,1 4,61+0,1 4,98+0,1
3 2 8
SPAB+LA+NAC  Min- 4,52- 4,85- 5,52- 0,007*  10.dk=24.saat p:0,137
Mak 10.dk<5.giin
Toqya 92 5,25 5,97 * p:0,001%
n) (4,79) (5,05) (5,85) 24.saat=5.giinp:0,137
OrtsSs 4 74+0,1 5,06x0,1 5,82+0,1
3 3 5
bp 0,001** 0,001** 0,001**
Ikili p1-2 1,000 1,000 1,000
karsilastirmala p1-3 0,001** 0,001** 0,001**
r;p p1-4 0,051 0,140 0,113
p1-s5 o,o01* 0,001** 0,001**
p2-3 0,049* 0,031* 0,081
P24 1,000 1,000 1,000
p2-5 0,003** 0,009** 0,001**
p3-4 1,000 0,665 1,000
p3-5 1,000 1,000 1,000
P45 0,215 0,279 0,106
bKruskal Wallis Test ‘DunnBonferroni Test dFriedman Test
*p<0.05 **p<0.01
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10.dakika 6lciimlerinin degerlendirilmesi

Gruplara 10.dakika GPX-1 Ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmistir (p=0.001; p<0.01). Farklili1 yaratan grubu belirlemek amaciyla
yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; SHAM grubunun 10.dakika GPX-1
Ol¢iimleri, PAB+LA ve PAB+LA+NAC gruplarindan daha disiiktiir (sirasiyla
p=0.001; p=0.001; p<0.01). PAB grubunun 10.dakika GPX-1 6l¢timleri de, PAB+LA
ve PAB+LA+NAC gruplarindan daha diisiiktiir (sirasiyla p=0.049; p=0.003; p<0.05).
Diger gruplarin 10.dakika GPX-1 Olglimleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik saptanmamistir (p>0.05).

24.saat olciimlerinin degerlendirilmesi

Gruplara 24.saat GPX-1 6l¢ciimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmigtir (p=0.001; p<0.01). Farklilig1 yaratan grubu belirlemek amaciyla yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda; SHAM grubunun 24.saat GPX-1 él¢imleri, PAB+LA
ve PAB+LA+NAC gruplarindan daha diisiiktiir (sirasiyla p=0.001; p=0.001; p<0.01).
PAB grubunun 24.saat GPX-1 olglimleri de, PAB+LA ve PAB+LA+NAC
gruplarindan daha disiiktiir (p=0.031; p=0.009; p<0.05). Diger gruplarin 24.saat GPX-

1 6lglimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05).

5.giin 6lciimlerinin degerlendirilmesi

Gruplara 5.giin GPX-1 6lglimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmistir (p=0.001; p<0.01). Farklilig1 yaratan grubu belirlemek amaciyla yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda; SHAM grubunun 5.giin GPX-1 dlgumleri, PAB+LA
ve PAB+LA+NAC gruplarindan daha diisiiktiir (sirasiyla p=0.001; p=0.001; p<0.01).
PAB grubunun 5.giin GPX-1 6lctiimleri de, PAB+LA+NAC grubundan daha diisiiktiir
(p=0.001; p<0.01). Diger gruplarin 5.giin GPX-1 6lgtimleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmamuistir (p>0.05).
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SHAM grubun takiplerdeki dl¢iimlerinin degerlendirilmesi

SHAM grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.gin GPX-1 o6l¢tmlerindeki
degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001;
p<0.01). Yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve 5.gun
GPX-1 ol¢iimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05);
24.saate gore 5.gun GPX-1 olclimlerindeki artis ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.001; p<0.01).

PAB grubun takiplerdeki él¢iimlerinin degerlendirilmesi

PAB grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.gtin GPX-1 6l¢timlerindeki degisimler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001; p<0.01). Yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve 24.saate gbre 5.giln
GPX-1 ol¢timlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05);
10.saate gore 5.gin GPX-1 olciimlerindeki artis ise istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.001; p<0.01).

PAB+LA grubun takiplerdeki él¢iimlerinin degerlendirilmesi

PAB+LA grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.giin GPX-1 ol¢umlerindeki
degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001;
p<0.01). Yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve
24.saate gore 5.gin GPX-1 ol¢iimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken (p>0.05); 10. dakikaya gore 5.glin GPX-1 o&lgiimlerindeki artis ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001; p<0.01).

PAB+NAC grubun takiplerdeki dl¢iimlerinin degerlendirilmesi

PAB+NAC grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.gun GPX-1 o6l¢cumlerindeki
degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001;
p<0.01). Yapilan ikili karsilagtirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve
24.saate gore 5.gin GPX-1 olgiimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken (p>0.05); 10.dakikaya gore 5.glin GPX-1 Olgiimlerindeki artis ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001; p<0.01).
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PAB+LA+NAC grubun takiplerdeki dl¢ciimlerinin degerlendirilmesi

PAB+LA+NAC grubunun 10.dakika, 24.saat ve 5.giin GPX-1 dl¢timlerindeki
degisimler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p=0.001;
p<0.01). Yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; 10.dakikaya gore 24.saat ve
24.saate gore 5.gun GPX-1 ol¢iimlerindeki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken (p>0.05); 10.dakikaya gore 5.glin GPX-1 Olglimlerindeki artis ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001; p<0.01).

GPX-1ol¢timleri

6,0
5,5
5,0
4,5

3,5
3,0
2,5

2,0 T T T T
SHAM PAB PAB+LA PAB+NAC PAB+LA+NAC

Medyan

g 10, dakika millm 74 saat s 5.giin

Sekil 13: Takiplerdeki GPX-1 6l¢iimlerinin dagilimi
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7-2.Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda elde edilen sonuglar asagida tabloda goriilmektedir (Tablo7).
Kontrol grubu histopatolojik inceleme 6rnegi Sekil 14'de goriilmektedir.

Tablo 7: Kontrol grubunda yer alan deneklerden elde edilen drneklerdeki degisiklik sonuglari

Kontrol |Odem Nekroz | Enflamatuar Hiicre |Kanama
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0

Sekil 14: Kontrol grubu patolojik incelemesi
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Sham grubunda elde edilen sonuglar asagida tabloda gorilmektedir (Tablo 8).

Sham grubu histopatolojik inceleme 6rnegi Sekil 15°de goriilmektedir.

Tablo 8: Sham grubunda yer alan deneklerden elde edilen 6rneklerdeki degisiklik sonuglart

Sham Odem Nekroz Enflamatuar Hiicre |Kanama
1 P %60 N N
2 P %90 N P
3 P N N P
4 P %95 P N
5 P %90 N P
6 N %30 N N

H&E 4X H&E 10X

Sekil 15: Sham grubu patolojik incelemesi
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PAB grubunda elde edilen sonuglar asagida tabloda goriilmektedir (Tablo 9). PAB
grubu histopatolojik inceleme 6rnegi Sekil 16°da goriilmektedir.

Tablo 9: PAB grubunda yer alan deneklerden elde edilen 6rneklerdeki degisiklik sonuglari

PAB Odem Nekroz Enflamatuar Hiicre |Kanama
1 P %40 N N
2 P N N N
3 N N N N
4 P %40 N P
5 N %20 N N
6 P %30 N P
7 P %50 N P

Sekil 16: PAB grubu patolojik incelemesi
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PAB+LA grubunda elde edilen sonuglar asagida tabloda goriilmektedir (Tablo 10).
PAB+LA grubu histopatolojik inceleme 6rnegi Sekil 17°de gorulmektedir.

Tablo 10: PAB+LA grubunda yer alan deneklerden elde edilen 6rneklerdeki degisiklik sonuglari

PAB+LA | Odem Nekroz Enflamatuar Hiicre |Kanama
1 P %10 P N
2 P N P P
3 N N N N
4 p N N N
5 N N N N
6 N N N N

HE 4X - HE 10X

Sekil 17: PAB+LA grubu patolojik incelemesi
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PAB+NAC grubunda elde edilen sonuclar asagida tabloda goriilmektedir
(Tablo11). PAB+NAC grubu histopatolojik inceleme ornegi Sekil 18’de
gorulmektedir.

Tablo 11: PAB+NAC grubunda yer alan deneklerden elde edilen 6rneklerdeki degisiklik sonuglar

PAB+NAC |Odem Nekroz Enflamatuar Hiicre Kanama
1 P %20 P N
2 N %10 N N
3 P %60 P P
4 P N N N
5 N N N N
6 P %5 N N

H&E 4X - H&E 10X

Sekil 18: PAB+NAC grubu patolojik incelemesi

45



PAB+LA+NAC grubunda elde edilen sonucglar asagida tabloda goriilmektedir
(Tablo 12). PAB+LA+NAC grubu histopatolojik inceleme Ornegi Sekil 19°de

gorulmektedir.

Tablo 12: PAB+NAC+LA grubunda yer alan deneklerden elde edilen 6rneklerdeki degisiklik sonuglart

PAB+LA+NAC |Odem Nekroz Enflamatuar Hiicre |Kanama
1 N %40 N N
2 N %10 N N
3 P %30 N P
4 P %10 P P
5 P %20 N P
6 N N N N

H&E 4X ' © H&E 10X

Sekil 19: PAB+NAC+LA grubu patolojik incelemesi
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Tablo13 : Gruplara Gore Patoloji Sonuglarinin Degerlendirilmesi

3
S < 3 :
= = 3 Z 3
=z < [+a] =) m om
< & & = = & p
Odem Negatif 6 (100) 0 (0) 3(42,9) 3(50,00 2(33,3) 3(50,00 o0,016*
Pozitif 0 (0) 6 (100) 4(57,1) 3(50,0) 4(66,7) 3(50,0)
Nekroz Negatif 6 (100) 1(16,7) 2(28,6) 5(83,3) 2(33,3) 1(16,7) 0,005**
Pozitif 0 (0) 5(83,3) 5(71,4) 1(16,7) 4(66,7) 5(83,3)
Kanama Negatif 6 (100) 4 (66,7) 7(100) 4 (66,7) 3(50,00 5(83,3) 0,180
Pozitif 0 (0) 2(33,3) 0(0) 2(33,3) 3(50,0) 1(16,7)
Enflamatuar Negatif 6 (100) 4(66,7) 4(57,1) 5(83,3) 5(83,3) 3(50,0) 0,422
hiicre Pozitif 0 (0) 2(33,3) 3(42,9 16,70 1(16,7) 3(50,0)
Toplam 6 6 7 6 6 6
FisherFreemanHaltonExact Test *p<0.05 **p<0.01

Gruplara gore 6dem goriilme oranlart arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmistir (p=0.016; p<0.05); SHAM grubunda 6dem goriilme orani,

Kontrol grubundan daha yiiksektir. Diger gruplar arasinda anlamli farklilik

gorulmemektedir.

Odem
100
100 -
80 - 66,7
57,1
60 - 50 50
S
c 40 A
ol
© 20 -
0
E -
0 T T T T T T
& & Nl & K &
L) 0N Q,x X
oé ] e N3
+ -, Q &
W Pozitif ¥

Sekil 20: Odem varligina iliskin dagilim
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Gruplara gore nekroz goriilme oranlart arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik saptanmistir (p=0.005; p<0.01); SHAM, PAB ve PAB+LA+NAC gruplarinda
nekroz goriilme orani, Kontrol ve PAB+LA gruplarindan daha yiiksektir. Diger

gruplar arasinda anlamli farklilik gorilmemektedir.

Nekroz
100 83,3 83,3
80 71,4 66,7
:\j 60
g 40
o 16,7
- ! 3
0
0
2 C <
& (;zss‘* & & & &
& g & &
W Pozitif s

Sekil 21: Nekroz varligina iliskin dagilim

Gruplara gore kanama goriilme oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik saptanmamaistir (p>0.05).

Kanama
100
80
< 60 50
= 40 33,3 33,3
© 16,7
20
0 0
0 A— a—
» @ (¥ @
& & & F ¥ o
> 9 \a 2
,50 R QV' x\?
" <
Pozitif QV'

Sekil 22: Kanama varligina iliskin dagilim
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Gruplara gore enflamatuar hiicre goriilme oranlar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik saptanmamaistir (p>0.05).

Enflamatuar hiicre

100
80
50
< 90 42,9
< 33,3
S 40 :
5 16,7 16,7
20 n
. 0
@ ¢ ¢
& ;;??é\ & Q,X\Y & &
& ¥ & &
® Pozitif &

Sekil 23: Enflamatuar hiicre varligina iligkin dagilim
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8. TARTISMA

TSKH, kalic1 duyu kaybina ve lezyon seviyesinin altinda otonomik fonksiyonlarin
kaybina neden olabilir ve tedavisi en zor klinik problemlerden biridir (91). Hastalarin
hem tedaviden hem de tedavi sonrasi rehabilitasyondan gordiigii fayda heniiz istenilen

seviyeye ulasamamustir.

TSKH, temel olarak 2 fazdan olusur; primer hasar mekanizmasi (baslangigtaki
mekanik hasar) ve sekonder hasar mekanizmasi (vaskiiler, biyokimyasal
degisiklikler). Primer hasar, traksiyon ve kompresyon gibi kuvvetleri iceren ilk
travmay1 kapsar. Birka¢ dakika i¢inde merkezi ve periferik sinir sistemi, noral
elemanlarin dogrudan kompresyonu sonucu yaralanir. Hasar gormiis kan damarlari,
zedelenmis aksonlar ve ndral hiicre membrani hasar1 sonucu spinal kordun 6deminin
artmasi, vendz kan basincini astiginda ikincil iskemi ortaya ¢ikar (92). Sekonder hasar;
elektrolit bozukluklari, serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi, vaskiiler iskemi, 6dem,
posttravmatik inflamatuar reaksiyon, apoptozis ve diger hiicresel diizeyde hasar ile
ortaya ¢ikar (93). Birincil yaralanma icin tedaviler sinirli olsa da, TSKH sonrasi ikinci
hasar1 hafifletmede inflamatuar reaksiyonun énemini vurgulayan arastirmalar vardir

(94).

Literatiirde giinlimiize kadar TSKH tedavisinde birgok ajan denenmis ve
arastirilmistir. Ancak, TSKH’nda etkinligi kanitlanmis bir tedavi protokolii mevcut
degildir. Sadece MP tedavi protokolii mevcut olup, etkinligi tartismalidir.
Metilprednizoliin tekrarlanabilir yararl etkileri yoktur ve yan etkisi fazladir (14,15).
Son yayinlarda, akut spinal kord hasar1 tedavisinde MP protokolii 6nerilmemektedir

ve tedavi algoritmasindan da ¢ikarilmistir (16).

EGF'nin remiyelinizasyon igin 6nemli bir molekiil oldugu, eriskin omurilikte
potansiyel bir endojen progenitdr / kok hiicre kaynagi olan ependimal hiicrelerin
proliferasyonunu ve farklilasmasint uyardigi gosterilmistir (95). Ayrica, EGF'iin
noroprotektif bir etki gosterdigi ve TSKH'dan sonra kan omurilik bariyerinin
bozulmasii 6nlemek i¢in potansiyel terapotik miidahaleler sagladigi gosterilmistir.
Ote yandan, daha &nceki ¢alismalarda EGF reseptoriiniin inhibisyonunun, reaktif

astrogliozu ve doku hasarin1 azalttig1, hayvan modellerinde fonksiyonel sonucu

50



tyilestirdigi bildirildi (96,97,98,99). Norotravma sonrast lezyon bdlgesinde ve
astrositlerin ¢evresinde, EGFR ve ligandlarinda hizli artis gozlenir (19). EGFR
aktivasyonu astrosit reaktivitesini tetikler ve biuyime molekillerinin sekresyonunu
diizenler. Boylelikle lezyon sahasinda glial skar1 arttirir ve akson rejenerasyonunu
inhibe eder (20). Siganlarda TSKH sonrasi, EGFR spesifik inhibitor ile yapilan
tedavide glia skar formasyonunda azalma, aksonal rejenerasyon ve fonksiyonel

yenilenmede artis gozlenmistir (21). EGFR yolagini iki sekilde inhibe edebiliriz;
1-Ekstraselliiler bolgedeki EGFR’nin monoklonal antibody’ler ile inhibisyonu
2-Oral tirozin kinaz inhibitorleri ile (EGFR, tirozin kinaz aktivasyonunu sagliyor)

Panitumumab (PAB), human IgG2 monoklonal antibody olup, epidermal growth
faktor (EGF) antagonistidir ve EGFR’ye direkt etkilidir (22). EGFR’ye spesifik olarak

baglanir ve EGFR ligandlarini yarigmali olarak inhibe eder.

Sekonder hasara bagli oksidatif stres sirasinda, mitokondride molekiiler oksijen
yetersiz olacak sekilde azalir, bu da asir1 ROS seviyeleriyle sonuglanir. Normal
kosullar altinda, ROS {iretimi ve bozulmas1 arasinda bir denge mevcuttur (100,101).
Fakat, TSKH’nda ROS diizeylerinde anlamli artis gdzlenmistir (102). ROS’un fazla
artis1 ile lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi ¢esitli yikici
etkiler ortaya cikar. Ek olarak, ROS hiicre 6liimiine neden olan belirli basamaklari
aktive edebilir (103). Organizmalarda, ROS’un zararli etkilerine kars1 koymak i¢in
antioksidan sistemler gelismistir. En gelismis antioksidan olarak glutatyon
gosterilebilir. Glutatyon, kompleks bir molekil olup, sistein, glisin ve glutamattan
meydana gelmektedir. Alfa-lipoik asit (LA) ve N-asetil sistein (NAC), thio
derivasyonlar1 olup, glutatyondan iiretilmektedir ve antioksidan sistemin olmazsa
olmaz elemanlaridir (26,27). Hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenen lipoik asit
(LA) (1,2-ditiolan-3-pentanoik asit), piruvat, ketogluterat ve dallanmis zincir gibi keto
asitlerin oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eden ¢oklu enzim komplekslerinde bir
kofaktordir (104). LA, krebs siklusundan identifiye edilmis bir koenzimdir (28).
Sadece metal iyonlarimi selate etmekle kalmayip, ROS’u etkisizlestirme ve glutatyonu
restore etme etkileri de vardir (29). NAC, thiol derivasyonu olup, mitokondrideki

redoksan seviyesinin korunmasimdan sorumludur. NAC sistein icin asetillenmis bir
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onciidiir ve mitokondri biyoenerjetiginin korunmasinda ve antiinflamatuar etkilerin
sergilenmesinde rol oynar. NAC'nin, pro-enflamatuar sitokinlerin seviyelerini
azaltarak, anti-enflamatuar aktiviteye sahip oldugu varsayilmistir. NAC'n
noroprotektif etkilerine hem antioksidan hem de antienflamatuar etkilerin aracilik
ettigi gortinmektedir (105). Noral dokunun antioksidan kapasitesi mevcut olup (31),
LA ve NAC gibi potansiyel maddeler, ROS’un zarali etkilerini azaltarak

noroproteksiyon saglamaktadir.

Bu ¢alismada; deneysel travmatik spinal kord hasar1 yapilan siganlarda bir EGFR
antagonisti olan Panitumumab’in tek basina ve antioksidan molekiiller ile kombine
kullaniminin, spinal kord hasari sonrasi gozlenen oksidatif stres ve histopatolojik

parametreler lizerine etkilerinin arastirilmasi ¢alisildi.

Gurcay ve ark (106) tarafindan yapilan deneysel spinal kord travma modeli
calismasinda, LA ve NAC antioksidan ajanlarinin uygulanmasinin, spinal kord
travmasindan hemen sonra bile olsa, bazi ikincil yaralanma basamaklarini
iyilestirebilecegi, LA'in, travmatik omurilik yaralanmasindan sonraki sekonder
yaralanma basamaklarina karsi savunma etkinligi, bu antioksidan ajanin, omurilik
yaralanmasindan sonra destek tedavisi olarak klinik kullanimini tesvik etmek igin
faydali olabilecegi bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da, PAB+LA+NAC uygulanan
grubun 10.dakika, 24.saat ve 5.gun, biyokimyasal (TAS ve GPX-1) ve histopatolojik
Olctimlerindeki degisimler arasinda istatistiksel olarak olarak anlamli veriler
saptanmistir. Bu grupta 6dem goriilme orani, sham grubu ile kiyaslandiginda anlaml
olarak azaldig1 goriildii. Bu durum, spinal kord travmasia bagl sekonder hasarin

azaldigin1 gostermektedir.

Toklu ve ark (107) tarafindan yapilan baska bir deneysel spinal kord travma
modeli ¢alisma sonucunda LA ile yapilan tedavinin, omurilik dokusunda spinal kord
hasar1 ile indiiklenmis serbest radikallerin, lipid peroksidasyonunun, nétrofil
infiltrasyonunun ve DNA hasariin énemli dl¢iide inhibe ettigini agik¢a gosterirken,
tikenmis antioksidan GSH seviyelerinin kontrol seviyelerine geri yiikseltildigi
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da, PAB+LA kullanilan grupta nekroz ve 6¢dem

goriilme oraninin anlaml dl¢iide azaldigini gosterdik. Biyokimyasal belirteglerin
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(TAS ve GPX-1), 10.dakikaya gore 5.gilin 6lglimlerindeki artig anlamli bulunmus ve

oksidatif stres diizeyinin azaltildig1 gosterilmistir.

Tas ve ark (108) tarafindan yapilan baska bir deneysel spinal kord travma modeli
calisma sonucunda alfa lipoik asit, lipid peroksidasyonunun O&nlenmesi igin
metilprednizolon tedavisinden daha etkili oldugu, TSKH hiperakut asamasinda
omurilik yaralanmasindan sonra, metilprednizolon ve alfa lipoik asidin antioksidan
etkisi farkli yollardan saglanmakta oldugu, bu farkli antioksidan mekanizmalar akut
asamada ek koruma saglayabilecegi, ancak her ajanin, subakut asamada histopatolojik
ve biyokimyasal iyilesme iizerinde neredeyse benzer etkilerinin oldugu ve
dolayisiyla, alfa lipoik asidin en azindan ikincil TSKH (zerindeki metilprednizolon
kadar etkili bir madde oldugunu iddia edilmistir. Bizim g¢alismamizda da, LA
kullanilan gruplarda 6dem daha az oldugu ve oksidatif stres diizeyinin azaltildigi

gosterilmistir.

Guo ve ark (109) tarafindan yapilan deneysel spinal kord travmasi ¢alismasinda,
NAC'm omurilik travmasini takiben mitokondriyal disfonksiyon kaynakli oksidatif
stresi Onlemek icin potansiyel terap6tik uygulamalar saglayabilecegini gostermektedir.
Bizim yaptigimiz calismada, oksidatif strestin degerlendirilmesi igin yapilan
biyokimyasal 6lcimler sonucunda, NAC kullanilan grupta oksidatif stres diizeyinin

azaltildigi gosterildi.

Sonug olarak bu bilgiler esliginde, travmatik spinal kord hasar1 tedavisinde
Panitumumab’in ve noroprotektif antioksidanlardan Alfa Lipoik Asitin ve N-Asetil
Sisteinin sekonder yaralanma (izerine olan etkileri biyokimyasal ve histopatolojik
parametler lizerinden gosterilmistir. Her ne kadar Panitumumab, Alfa Lipoik Asit ve
N-Asetilsistein tek basma kullanildiginda, 6dem, nekroz gibi parametrelerde tek
basmna kismi diizelme saglasa da, kombine kullanimlarinda biyokimyasal ve
histopatolojik parametreler lizerinden daha etkili oldugu, bu ¢alismada gosterilmistir.
Literatirde travmatik spinal kord hasari Uzerine, Alfa Lipoik Asitin ve N-Asetil
Sisteinin, noroprotektif etkinligi ile ilgili yapilmis caligmalar bulunmaktadir.
Travmatik spinal kord hasarinda, bir EGFR antagonisti olan Panitumumab’in,
biyokimyasal parametreler ve histopatolojik veriler kiyaslanarak yapilan ilk ¢alisma

oldugu gorulmektedir.

53



9. SONUCLAR

Bu calismadaki veriler esliginde, travmatik spinal kord travmasi tedavisinde,
travmaya sekonder olusan hasarlarin, bir EGFR antagonisti olan Panitumumab’in tek
basina kullanimin etkili olabilecegi, ancak ndroprotektif ve antioksidan etkinligi olan
LA ve NAC ile kombine kullanilmasi durumunda biyokimyasal parametreler ve
histopatolojik degerler agisindan bakildiginda bu etkinliginin daha da artig1 deneysel
olarak gosterilmistir. Daha fazla denek kullanilarak, daha uzun siireli takip yapilarak
ve daha genis kapsamli verilerden yararlanarak yapilacak olan galismalarla bu bulgular

desteklenebilir.
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