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OZET

Ayhan S. Deneysel akut omurilik kontiizyon modelinde hiicre 6liim tiplerinin
kronolojik olarak incelenmesi ve hiicre zedelenme sekli, siddeti ve dagiliminin
haritalanmasi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Norosiriirji Uzmanhk Tezi,
Ankara, 2010. Akut omurilik yaralanmasi tedavisinde birincil ve ikincil hasar
mekanizmalarinin iyi anlagilmasi1 gerekmektedir. Birincil hasar travmanin siddeti ile
ilgilidir. Birincil hasar1 takip eden reaktif patolojik siire¢ ikincil hasar olarak
isimlendirilir ve bu siire¢ hiicre Oliimiine kadar uzanabilir. Nekroz ve apoptozun
yaralanma siirecinde farkli yer ve zamanlarda etkili olmasi nedeniyle, bu hiicresel
Olim mekanizmalarinin kronolojik olarak olusum ve gelisim siirecini, hasar
yerindeki cografi dagilimini, lezyona kranial ve kaudal yondeki saglam ya da az
hasarli bolgelerdeki durumunu ve oranlarini anlamak, bu lezyonlarla basa ¢ikabilmek
acisindan 6nemlidir. Akut omurilik yaralanmalarinda hiicre 6liim mekanizmalarini
karakterize etmek amaciyla yapilan bu ¢aligmada, denek olarak 35 adet, 200-300gr
agirhginda, erkek Wistar rat kullanilmis ve orta—agir siddette, kontiizyon tipi
deneysel omurilik yaralanmasi olusturulmustur. Travma sonrast 1, 6, 24, 48, 72 ve
168. saatlerde c¢ikarilan omurilik segmentleri sirasiyla lezyon merkezi, lezyon
merkezi ¢evresi (kranial ve kaudal yonde) 0.5 cm araliklar ile alinan toplam 2.5 cm
lik omurilik segmentinde lezyon boyunca Hematoksilen Eozin (HE) kesitlerinde
ndronal ve glial hasar incelenmis, paralel kesitler kullanilarak immiinhistokimyasal
yontemlerle ssDNA antikoru ile DNA hasar1 ve apoptoza ugrayan hiicre sayimi,
katepsin B antikoru kullanilarak nekroz ve proteolitik enzim hasar1 saptanarak elde
edilen tiim veriler haritalanmigs ve gorsel ve sayisal hale getirilmistir. ssSDNA
incelemelerinde, en rostral, rostral, santral, kaudal, en kaudal i¢in, ayr1 ayr1 her grup,
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde zamanla artan DNA zedelenmesi ve apoptotik
cisim artig1 géstermistir (p < 0.001). Katepsin B’nin omurilik yaralanmasinda doku
yikiminda 24. saatten itibaren etkili olabilecegi izlenmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma,
deneysel omurilik kontlizyon tipi yaralanma modelinde hem ssDNA hem de
Katepsin B bulgularmni birarada toparlayan ilk ¢alismadir. ssDNA, apoptozis tani ve
degerlendirmesi yanisira DNA hasarini en erken ve detayli bicimde gosteriyor olmasi
yaninda, kolay uygulanabilirligi, tekrarlanabilirligi de g6z Oniinde tutularak;
zedelenme sonrasi olusan patofizyolojik olaylarin detaymin anlasilmasina yardimci
olacagi ve gelecek calismalara temel olusturacag diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: akut omurilik yaralanmasi, apoptoz, katepsin B, nekroz, ssDNA

Destekleyen Kuruluslar: Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, 05 D11 105 001.



ABSTRACT

Ayhan S. The chronologic evaluation of cell death types and mapping the
intensity and the distribution of the injury in an experimental acute spinal cord
contusion model. Hacettepe University School of Medicine, Thesis iIn
Neurosurgery, Ankara, 2010. It is mandatory to understand the primary and
secondary injury mechanisms in details in the management of acute spinal cord
traumas. The primary injury is correlated with the severity of trauma. It is followed
by a reactive pathological phase called secondary injury which may lead to cell death
through necrosis and apoptosis. The cell death mechanism varies in different
locations and at different time points at the injured spine. To elucidate the underlying
injury process, it is important to demonstrate the temporal and spatial distribution
pattern of necrotic and apoptotic cells in and around the lesion and at relatively intact
areas at the cranial and caudal borders of the injury for relation between the damage
and its consequences. To characterize the cell death mechanisms in a moderate-
severe acute spinal cord contusion injury model, 35 Wistar male rats, weighing
between 200-300gr, were used. Rats were sacrificed 1, 6, 24, 48, 72 and 168 hours
after injury, and spinal cord segments of 0.5 cm-thick- were taken in and around the
lesion cranially and caudally up to a total of 2.5 cm. These segments were evaluated
for neuronal and glial damage by Hematoxylin and Eosin (HE) sections, serial
sections were used in immunohistochemical studies with anti-ssDNA antibody to
evaluate both DNA damage index and apoptotic counts. Anti-Cathepsin B antibody
was used to evaluate necrosis and proteolytic enzyme damage. The final results were
mapped in order to visualise the extent, intensity and the distribution for all the
parameters examined. Cells subject to DNA damage and apoptotic index was
significantly increased in and between each localizations (proximal rostral, rostral,
central, caudal and distal caudal) (p < 0.001). Cathepsin B seems to have an effect on
cell damage at about 24 hours in spinal cord injury. This is the first study which
demonstrates the combination of results of ssDNA and Cathepsin B in an
experimental acute spinal cord contusion injury model. Since ssDNA
immunostaining is easy to perform and can detect DNA damage and apoptosis in
earliest phases and in detail; we think this method can be used to search the details of
pathophysiologic mechanisms of traumatic spinal cord injury and application is
advisable in future studies.

Key words: acute spinal cord injury, apoptosis, cathepsin B, necrosis, ssDNA
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GIRIS ve AMAC

Omurilik yaralanmalar1 1900°1i yillardan beri incelenmektedir. Akut omurilik
yaralanmalarinda tedavinin  planlamasi veya yeni tedavi yOntemlerinin
gelistirilebilmesi i¢in birincil ve ikincil hasar mekanizmalarinin iyi anlasilmasi ve
hiicresel diizeyde gerceklesen olaylarm dogru yorumlanmasi gerekir. Bu tiir
yaralanmalarda olumsuz patofizyolojik mekanizmalar1 durdurabilecek yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in bir asirdan uzun siiredir pek ¢ok arastirma yapilmis
ve halen de yapilmaktadir. Birincil hasara bagh olarak omurilikte hemoraji, 6dem,
aksonal ve noronal zedelenme, nekroz, infarkt ve kist olusumunu takiben
demiyelinizasyon gibi erken posttravmatik patolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasi
Allen tarafindan 1914’de gésterilmistir4. Zedelenme sonucu olusan nekroz, sonralari
‘otodestritksiyon’ olarak tanimlanmis® ve elektronmikroskopik incelemeyle hasar
sonrast 15-30. dakikada hemoraji, 4. saatten sonra akson dejenerasyonu, daha sonra
iskemik endotel hasar1 ve miyelin parcalanmasi gésterilmistir30. Sonraki birkag
giinde progresif akson degisiklikleri ve nekrotik bolgeler ortaya ¢ikmaktadir®*.
Travma sonrasinda hasar alanindaki 6dem komsu segmentlere yayilir, 24 — 48. saatte
hemorajiyle isgal edilmis hasarli santral zon nekroza gider; sonra ise bu alanda
kavitasyon gelisir. Bu degisiklikler patolojik olarak infarkt goriintiisii ¢izdiginden
‘posttravmatik infarkt’ olarak da isimlendirilir®. Travmaya bagli omurilik
yaralanmasinda baglangictaki mekanik hasari; iskemi—hemoraji ve 6dem varliginda
gergeklesen doku dejenerasyonu izler”.

Travma sonrasi1 goriilen omurilikteki hiicre o6liimii, “nekroz” olarak
degerlendirilmis®*; bu yorum erken hasar déneminde néron 6liim nedenlerinden biri
olan, hiicrelerin parcalanip sitoplazmadan glutamatin aciga ¢ikmasi sonucu olusan
“eksitotoksisite” kavrami ile de uyumlu bulunmustur”. Sonraki yillarda iskemide
goriilen beyin hiicre kayiplarinin,apoptoz olarak isimlendirilen programlanmis hiicre
Sliimiine bagli oldugunun anlasilmasr®"’; oksijen ve glikozdan yoksun korteks hiicre
kiiltiirlerinde ndronal apoptoz goriilmesi nedeniyle45 apoptotik hiicre 6limiiniin
omurilik yaralanmalarinda da meveut olabilecegi diisiiniilmiistiir””. Destekleyici bir
gelisme olarak oligodendrositlerde travma sonrasi hiicre kaybima eslik eden apoptoz
varligmin gosterilmesi iizerine insan omurilik hasarinda da gecikmis apoptoz

olabilecegi fikri desteklenmistir'’. Kompresyon hasar1 modellerinde rat omuriliginde,



kontiizyon hasar1 modellerinde ise maymun omuriliginde ‘biotin nick end labelling
(TUNEL)’-pozitivitesi ile karakterli apoptotik oligodendrositler gésterilmistirls’sz.
Ratlarda omurilik travmasindan sonra antiapoptotik bir ajan olan siklohekzimid ile
iyi sonuglar alindig1 bildirilmistir™.

Programlanmis bir hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoz, gen ve protein
ekspresyonu gerektirir, DNA’nin diizenli kirilmasi ile karakterlidir ve membranlar
intakttir. Nekrotik 6liim ise tam aksine, hiicre sismesi, membran biitiinliigii kaybi ile
karakterlidir, DNA rastgele kirilir. Apoptoz ve nekroz temel mekanizmalar agisindan
da farkhdir: apoptozda hiicre, tamir mekanizmalarmi calistirarak kendini yenileme
cabalar1 sonu¢ vermediginde oliim karar1 verir - bir anlamda intihar eder -, nekroza
yol acan zedelenmede ise tamir mekanizmalar1 da hasarli oldugundan, hiicre limii
kacmilmazdir. Her iki oliim tipinde de bazi ortak mekanizmalar bulunmasma
ragmen, akut omurilik yaralanmasi ve hemen sonrasinda gelisen nekroz ve apoptoz
gibi farkli hiicre Oliim tiplerinin prognoz Tlizerinde ayr1 ayri1 etkili oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, hiicre dliimlerinin tiplenmesi, kronolojik olarak olusum
ve gelisim stireci, travmanin olusturdugu lezyon ve bu lezyonun kranial ve kaudal
sinrlarinda yer alan nisbeten daha az hasarli bolgelerdeki oranlari, tedavinin
yonlendirilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin etkinliginin arastirilmasi agisindan
onemli parametreler olarak kabul edilmektedir.

Bu caligmada orta — agir siddette bir deneysel omurilik kontiizyon tipi travma
modelinde, apoptozis ve nekroz ile giden hiicre 6liimii tiplerinin histopatolojik ve
immiinhistokimyasal yontemler kullanilarak saptanmast; lezyonun merkezi, rostral
ve kaudalinin kronolojik olarak incelenmesi ve zedelenme sekli, siddeti ve

dagiliminin haritalanmas1 amaglanmistir.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Omurilik Travmalan

Akut travmatik omurilik yaralanmalari, agwr sakathiklara yol ag¢masi
nedeniyle, sadece kisiyi degil, tiim toplumu ilgilendiren Onemli tibbi ve
sosyoekonomik sorunlardan biridir. Akut omurilik yaralanmasi insidansi yilda
yaklasik bir milyonda 15 — 40 kisi olarak bildirilmistir®. Omurilik travmal
hastalarin en azindan yarisi, yasamlarmin iiretken evresindeki gen¢ insanlardir. Bu
tip hastalarin baslangigta hastanede kalis maliyetleri, takip eden siiregte ise tibbi
bakim masraflar1 oldukca ytiksektir.

Omurilik yaralanmalar1 konusunda yapilan arastirmalarin baslica amaci hasar
sonucu isgdérmezligi engellemek veya azaltmak icin yeni tedavi yaklagimlari
gelistirmektir. Hayvan deneylerinde ¢ok sayida tedavi yaklagimi {imit verici olsa da
heniiz hi¢gbiri omurilik hasarli hastalarda basarili olamamistir. Herseye ragmen son
yillarda prospektif, randomize, ¢ift — kor klinik bir ¢aligmada, farmakolojik ajanlarla
ndrolojik iyilesmeyi saglayan iyimser sonuglar yaymlanmigtir. NASCIS II (The
Second National Acute Spinal Cord Injury Study) omurilik hasarli hastalarda, hasarin
ilk 8 saati icerisinde yiiksek doz intravendz metilprednizolonun (MPS) verilip 24 saat
sireyle devam edilmesinin ndrolojik sonucu iyilestirdigini  gdstermistir'”.
Maryland'm GM1 klinik ¢aliymasinda GM1 gangliosid ile tedavi edilen hastalar ve
plasebo alan grup karsilastirdiginda hasardan sonra bir yil igerisinde ndrolojik
iyilesmenin anlamli olarak arttig1 gésterilmistir38. Her iki calismada da MPS ve GM1
gangliosidin travmatik omurilik hasarmin vaskiiler, metabolik, patolojik ve
fonksiyonel sonuclarini iyilestirmedeki etkinliginin, hasarin erken
degerlendirilmesine bagli oldugunun 6nemi iizerinde durulmaktadir. Daha sonralar1
her iki ¢calismaya da kars1 tezler iireten ve sozii edilen iyilesmenin fonksiyonel agidan
anlamli olmadigini ileri siiren c¢aligmalar olsa da bu iki calisma sayesinde
arastirmacilar, omurilik yaralanmalarinda etkin ndroprotektif tedavinin bulunmasi
icin yaralanmanin patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasinin 6nemini ve asil amacin

ikincil hasarin 6nlenmesi lizerine hedeflenmesini gerektigini anlamislardir.



2.1.1. Akut Omurilik Hasarinda Deneysel Modeller ve Model Se¢imi

Akut travmatik omurilik hasarinin tedavisi ile ilgili gercek yaklagimlar,
standart ve tekrarlanabilir deneysel modellerin tanimlanmasi ile hiz kazanmstir.
Deneysel modellerde olusturulan lezyonlarin, gergek hayatta goriilen omurilik
lezyonunun morfolojisi ve fonksiyonel iyilesmesi ile uyumlu olmasi gerekir.
Ornegin, akut omurilik hasar1 olan bir hastada hasar seviyesinde klinik olarak
ndrolojik fonksiyon tamamen kaybolsa dahi anatomik anlamda tam transeksiyon son
derece nadirdir’®. insan omurilik yaralanmalarmm g¢ogunlugunda birincil hasar
mekanizmasi, omurganm kirikli ¢ikigi veya patlama kirigir esnasinda kemik veya
diskin omurilige dogru yer degistirmesiyle olusan omuriligin akut kompresyonu veya
laserasyonudur®™. Kompresyon tipi akut omurilik travmasi igin gelistirilen
modellerden ilki, Allen’in kdpeklerde ortaya koydugu agirlik diisiirme teknigidir.
Pek cok arastiric1 bu metodu kullanmis ancak elde edilen sonuglardaki biiyiik farklar1
Allen’in orjinal aparatinda modifikasyon yaparak diizeltmislerdir. Daha sonra,
omurilikte epidural mesafeye parafin gibi maddeler enjekte edilerek veya “Parmak
kompresyonu (finger compression), bistiiri sap1 (scalpel handle), bone wax, Kocher's
clamp ve thumb forceps” gibi farkli kompresyon modelleri de gelistirilmistir™.
Tarlov ve arkadaslari, kopeklerde kompresyon siiresini iyi kontrol eden ancak
lokalizasyonun tam saglanamadigi ekstradural sisirilebilir balon kompresyon
teknigini ortaya koymustur®®. Hansebout daha iyi lokalize edilebilen bir balon
kullanmustir*’. Bu teknik, insanda omurganin rediikte edilmemis cikik ve kirikli
cikig1 ile olusan omurilik kompresyonuna benzemektedir. Martin ve Bloedel ise
kiiciik hayvanlarda kolay uygulanan kiigiik, sisirilebilir balonlar kullanmustir®. Khan
ve Griebel de, fogarty arteriel embolektomi balon kataterini kullanarak ratlarda
basarili bir sekilde omurilik travmasi olusturabilmislerdir®. Croft kedilerde

“blocking weight”*

, Holtz ise ratlarda agwrhk diisiirme teknigi kullanarak hasar
yerinde omurilik kan akiminin azalmasi ve norolojik defisit arasinda tekrarlanabilir
korelasyon oldugunu gostermistir®®. Distraksiyon gibi, insanlarda akut omurilik
hasarinin diger primer mekanizmalar1 da deneysel modellerle ortaya konmustur.
Rivlin ve Tator, ratlarda “modifiye anevrizma klip” modelini kullanarak birgok

arastirict tarafindan benimsenen giivenilir ve ucuz bir yaralanma modeli



yaratmistir’*. Bu modeller yardimiyla, omurilik yaralanmasinda goriilen ikincil
olaylarin patofizyolojisi ve tedavisi degerlendirilmeye ¢aligilmistir.

Khan ve Griebel ratlarda agwlik diistirme, anevrizma klip kompresyon ve
ekstradural balon kompresyon tekniklerini kargilastirmis, son iki modelde lezyonlarin
tekrarlanabilir ve ortaya c¢ikan omurilik hasarmin patogenezinde esas faktoriin
mekanik ve wvaskiiler oldugunu, buna karsin agwhk diisiirme modelinde ise
yaralanmanin yalnizca mekanik olup posttravmatik iskemi belirtisinin bulunmadigini
ileri stirmiislerdir™. Holtz ise ratlarda agirlik diisiirme tekniginin biyomekanik olarak
klip kompresyon teknigi ile benzer oldugunu géstermis ve ana dezavantajm klipin 6n
ayagini yerlestirirken laminektomi ile birlikte pedikiillerin ¢ikarilmasi oldugunu
ifade etmistir®®. Teknik olarak agirhik diisirme modeli basit, nisbeten az deneyim
gerektiren, ucuz bir diizenek olup minimal yumusak doku diseksiyonu ve kemik
¢ikartlmasmi gerektirir’>. Agirlik diisiirme, tekrarlanabilir ve standart bir travma
olusturabilmektedir **. Son yillarda Kouyoumdjian tarafindan es-zamanli analize
imkan veren uzaktan kontrollii bir model de gelistirilmistir’>. Bir diger omurilik
yaralanma modeli de “transeksiyon” dur. Bir kisim arastiricilar rejenerasyon
calismalari i¢in tam kesiye ugramis omurilik modeli kullanmaktadir. Insanlarda tam
kesili omurilik hasarina nadiren rastlanmasi nedeniyle bu model pek tercih

edilmemektedir’®.

2.1.2. Omurilik Zedelenmesinde Patofizyoloji, Birincil ve Ikincil Hasar

Akut travmatik omurilik hasarina eslik eden patoloji iki asamalidir: birincil
mekanik hasar ve birincil hasarin baslattig1 yikim siirecine bagl olarak gelisen ikincil
hasar. Ikincil hasar kavrami ilk olarak Allen*” tarafindan ortaya atilmustir. Allen'in
omurilik hasar1 yaratan hemorajik nekrotik materyal icerisinde =zararli bir
biyokimyasal faktoriin varhigini ileri siirdiigli zamandan beri omurilik dokusunda
ilerleyici posttravmatik otodestriiksiyonu agiklamak i¢in bir¢ok c¢alisma yaplmis ve

pek ¢ok patofizyolojik mekanizma ileri siiriilmiistiir' %,

Birincil Hasar
Omurilik yaralanmasi ile sonuglanan travma, yalnizca omuriligin kendisini
veya beraberinde vertebral kolonu etkileyebilir. Fleksiyon, ekstansiyon veya

rotasyonla ilgili distraksiyonel kuvvetlerin hepsi, noral elemanlarin kendisinde veya



omurilik damarlarinda gerilme veya yirtilmaya sebep olur. Diger olast mekanik
etkiler, kemik kisimlardan, ligamentlerden veya spinal kanal igerisindeki
hematomdan kaynaklanan kompresyonu icerir. Dolayis1 ile hasarin boyutu, ¢esitli
biyomekanik faktorlere dayanmaktadir. Bu kuvvetler sadece yaralanma esnasinda
akut travma ile degil, olusturabilecekleri kalic1 deformitelere bagli olarak da
omuriligi tahrip edebilirler. Yaralanmanin yayginligi kuvvet uygulanan diizeyde
spinal kanalin goreceli boyutuna da dayanmaktadir. Genis kanallar mekanik strese
kars1 tampon saglayabilse de, stenotik kanallarda boyle bir rezerv yoktur. Ayrica
yaralanmanin anatomik yerlesimi de kismen prognostik 6neme sahip olabilmeltedir.
Kauda ekuina yaralanmalari, omuriligin kendisine gore daha iyi bir iyilesme

prognozuna sahiptir, zira alt motor nronlar travmaya daha direnglidirler™.

Ikincil Hasar
Birincil mekanik hasarin tetikledigi bir dizi patofizyolojik olay ile uzamis

ikincil hasar siireci baslamis olur.

Serbest Radikaller

Demopoulos’un hipotezine gore serbest oksijen radikalleri ve iiriinleri
ilerleyici doku hasarma sebep olmaktadir®®. Fizyolojik kosullarda olusan serbest
radikaller ya sitokrom oksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz
gibi enzimatik anti-oksidan mekanizmalar; ya o-tokoferol, B-karoten, glutatyon
askorbik asit, iirik asit, sistein, biliriibin, albumin gibi enzimatik olmayan anti-
oksidanlar; ya da serliloplazmin, transferrin, laktoferrin gibi metal baglayici
maddeler ile inaktive edilmekte, boylece hiicre ve doku hasardan korunmaktadir.
Ancak merkezi Sinir Sistemi (MSS), siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz aktivitelerinin az olmasi nedeni ile serbest radikal hasarma oldukca
yatkindir. MSS baslica askorbat, glutatyon ve a-tokoferol gibi anti-oksidan maddeler
agismdan zengindir’®. Ancak travma sonrasi bu anti-oksidan maddeler de hizla
azalmakta; olusan serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik asitler ile
reaksiyona girerek siklikla lipid peroksitleri olusturmaktadir. Sonug olarak ortamda
daha fazla serbest radikal olusmakta ve bu da doku hasarini arttirmaktadir. Omurilik
yaralanmasindan sonra kanamay1 takiben hemoglobin, ferritin ya da transferrinden

aciga cikan demir, membran fosfolipidlerinin peroksidasyonunu katalizlemekte ve



sonucta membran pargalanarak hiicre Olmektedir. Ayrica serbest oksijen
radikallerinin yapmis oldugu endotel hasar1 neticesinde kan omurilik bariyeri (KOB)
bozulmakta ve zedelenme bdlgesinde zararli maddeler birikmektedir. Serbest
radikaller ile kolayca reaksiyona girebilen doymamis yag asitleri ve kolesterol ile
serbest radikal olusma reaksiyonlarmi katalizleyen askorbik asit ve demirin fazla
miktarda olmasi da, MSS’nin travmatik ve iskemik yaralanmadan daha c¢ok
etkilenmesine sebep olmaktadir.

Serbest radikal tutucular pek c¢ok omurilik yaralanmasi modelinde
denenmigtir. Bunlardan klinik uygulama bulan sentetik steroid metilprednizolonun
cok vyiiksek dozlarinin, non-spesifik serbest radikal tutucu etkileri ortaya

konulmustur*®, buna ragmen klinikte kullanimi halen tartigmalidir*%

. Deneysel
calismalarda siklosporin—Al6, EPC—K137, vitamin E, selenyum6, melatonin,
meksiletin, eritropoetin, tiyopental ve propofoliin®®! de gerek serbest radikal tutucu
ozellikleri, gerekse lipid peroksidasyonunu oOnleyici etkileri ile omurilik

yaralanmalarinda etkin olduklar1 ve klinik koruma saglayabilecekleri gosterilmistir.

Iyonik Mekanizmalar: Potasyum, Sodyum ve Kalsiyum Kanallar

Omurilik yaralanmasindan sonra subpial bdlgede kalan aksonlarda refrakter
donem uzar, aktivasyon esigi ylikselir, 1s1 bagiml ileti blogu olur ve ileti hiz1 azalir.
Hizli aktive olan potasyum kanallari, miyelin tarafindan sarilmis olarak paranodal ya
da internodal bdlgelerde yerlesmis oldugundan miyelin zedelenmesinde hizli
potasyum kanallarinin aktivitesi artar, membran potansiyeli denge potansiyeline
yaklasir ve aksonal ileti blogu olusur. Hizli aktive olan voltaj bagimli potasyum
kanallarinin 4-aminopridin ile bloke edilmesinin gerek omurili§i yaralanmis
kedilerde klinik bulgular1 iyilestirdigi, gerekse kronik omurilik yaralanmasi olan
insanlarda aksonal iletiyi arttirarak orta derecede fonksiyonel iyilesme sagladigi
gosterilmistir®.

MSS beyaz cevher yaralanmasindaki anoksi, ATP ve membran
depolarizasyonunun kaybina sebep olur. Sodyum kanallarindan hiicre i¢ine sodyum
gecisi olur. Intraselliiler sodyum konsantrasyonundaki bu artis, membran
depolarizasyonu ile birlikte olunca, Na" - Ca™" degistiricinin ters ¢alismasi ile hiicre
icine zarali miktarlarda Ca"™ girer. Deneysel calismalarda voltaj bagimli sodyum

kanallarinin saksitoksin, meksiletin ya da fenitoin ile bloke edilmesinin néroprotektif



etki yaptigi, sodyum kanal permeabilitesini arttiran veratridinin ise yaralanmayi
arttirdig gosterilmistir' >,

Kalsiyum iyon konsantrasyonu ekstraselliiler aralikta hiicre i¢ine gore 1000
kat daha fazladir. Omurilik yaralanmasinda hiicre hasar1 ile membranlarin
parcalanmasi, hiicrede enerji yetmezligi ve bunun neticesinde Na’ - Ca™" degistirici
gibi elektrolit pompalarmin iyi ¢calisamamasi sonucunda biiyiik gradient farki nedeni
ile hiicre igine Ca'" girisi olur. Ca" iyonlar1 hiicre i¢inde fosfolipazlar, proteazlar ve
fosfatazlar1 aktive ederek hiicre hasarinin ilerlemesine neden olur. Fosfolipazlar
hiicre membranini yikarak arasidonik asit gibi yag asitlerini ortaya ¢ikarir; aragidonik
asit, siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri ile prostoglandinler ve l6kotrienlere
doniistiiriiliir. Fosfatazlar ise nitrik oksit sentetaz gibi enzimleri aktive eder, Ca™ ve
diger iyon kanallarmmn ¢alismasmi diizenler’. Hiicreye Ca™" girisi ve serbest radikal
olusumu es zamanli olur ve sinerjistik etki gdsterebilir. Ca’™ iyonlar1 mitokondriyal
respiratuvar enzimlere baglanir ve elektron transportunu bozarak serbest radikal
olusturur. Kuvvetli vazojenik ve inflamatuvar 6zellikleri de olan bu iirlinler kan
akimmi azaltir, membranin iyonlara gegirgenligini arttirir ve sonugta hiicre icine
daha fazla Ca™ girisine sebep olur’. Voltaj bagimhi Ca™ kanallarmm nimodipin,
nikardipin ile bloke edilmesinin kan akimini arttirdig1 ama omurilik yaralanmasinda

klinik sonuglar1 iyilestirmedigi gosterilmistir**’>

. Hiicreye Ca"" iyonlarmin girisi igin
diger bir yol glutamat reseptorleridir. Glutamat reseptor blokerleri deneysel omurilik
yaralanmasinda norolojik sonuglar1 iyilestiriler”. Aksonlarda bulunan beta
adrenoseptorler ve serotoninerjik reseptdrler aksonal uyarilmayr Ca™ bagimli ve
protein kinaz-C bagimli mekanizmalar ile arttirirlar. Mikrodiyaliz ¢aligmalar:
omurilik yaralanmasidan sonra ekstraselliiler alana norepinefrin ve serotonin gegisi
oldugunu ve seratonin reseptdor antagonisti mianserinin noroprotektif etkisini
gt')stermistir77. Bazi tedaviler hiicre igcine Ca’" girisi neticesinde olusan olaylar
etkileyerek noroprotektif etki gosterirler. Glukokortikoidler Ca™’un aktive ettigi
fosfolipaz aktivitesini inhibe eden bir protein olan lipokortinin sentez ve salinimi
onler. Indometazin ve diger siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibitdrleri
eikazanoidlerin iiretimini azaltirlar. Siklosporin ve FK-506 kalsindrini inhibe eder,

. , 27,57
nitrik oksit iiretimini azaltir ve néronlar1 glutamat toksisitesinden korur “"".



Omurilik hasarinda ikincil cevaptaki enzimatik siire¢ ve aktivasyonu ilgi
uyandirmustir. Hasar sonras1 artan Ca’ diizeyine etki eden proteazlardan kalpain,
kaspazlar ve Katepsin B’nin MSS hiicre 6liim modellerinde nérodejenerasyon ve
hiicre 6liimii ile iliskisi bilinmektedir®. Katepsin B’nin rolii en genis anlamda
serebral  iskemi modellerinde  arastirilmugtir’”. Kontiizyon tipi omurilik
zedelenmesinde Kathepsin B’nin hiicre lokalizasyonu ve enzimatik aktivitesi ilk
olarak 2005 yilinda incelenmis olup bu calisma mekanik omurilik hasarinda doku

yikimimdaki nemini gosteren tek ¢alismadir’”.

Eksitator Amino Asitler

Eksitatér amino asitler olan glutamat ve aspartat omurilik yaralanmasi
sonrasinda dakikalar icerisinde hizla artar’’; hiicre icinde Na" ve Ca'™ artis1 sonucu
hiicre sismesi ile proteazlar, kinazlar ve fosfolipazlar gibi kalsiyum bagimli olaylarin
baglamasima neden olur®’. MSS’ne glutamat, NMDA, AMPA ve kainat gibi glutamat
reseptor uyaricilar ile enjekte edildiginde glutamatin eksitotoksik etkisinin arttigi ve
bu etkinin reseptdr blokerleri ve serbest radikal tutucular ile 6nlendigi gosterilmistir.
Kafa travmalarmin aksine, omurilik yaralanmalarinda en gii¢lii eksitotoksik etki non-
NMDA reseptorleri iizerinden olmaktadir’'. Glutamat ve aspartat salimmi da
omurilik yaralanmasmin siddeti ile iliskilidir’. Travmatik beyin ve omurilik
yaralanmasindan sonra glutamat reseptorlerinin hizla azalmasi, hiicrenin kendisini
eksitotoksisiteden koruma ¢abasi olabilir.

NMDA reseptor antagonisti olan 3-propil-1-fosfonik asit (CPP) ve dizosipin
(MK-801) travmatik ve iskemik omurilik hasarinda histolojik ve klinik iyilesmeye
neden olmaktadir”. Magnezyum, glisin ve poliamin ile NMDA reseptdrlerinin bloke
edilebildigi ve bu ajanlarin da noroprotektif etki olusturduklari, magnezyumun
yaralanmis omurilik bélgesinde vazoprotektif etkisinin de oldugu gosterilmistir™".
Ayrica non-NMDA ve metabotropik glutamat reseptorleri de omurilik yaralanmasi

sonrasi goriilen eksitotoksisitede yer almaktadir’.

Opiat Reseptorleri
Opiat reseptdr blokajinin ilerleyici doku hasarmi Onlemesi, ikincil hasar
patofizyolojisinde endojen opioidlerin rolii olabilecegini diisiindlirmiistiir. Bilindigi

gibi omurilik yaralanmasi sirasinda dinorfin salimimi artar. Dinorfin’in intratekal
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uygulamasi paralizi ve hiicre hasarma yol agmaktadir. Opiat reseptorlerini aktive
etmeyen bazi dinorfin fragmanlarinin norolojik fonksiyonu bozmasi, buna karsin
kappa selektif opioid reseptdr antagonistlerinin omurilik yaralanmasinda
noroprotektif olmasi, bu mekanizmanin ne kadar karmasik oldugunu
gostermektedir™. NMDA reseptor blokerlerinin intratekal uygulanan dinorfinin hasar
verici etkisini 6nlemesi ile, opioidlerin eksitotoksik amino asit salimimini arttirdigi ve
zararh etkilerini bu yapilar iizerinden yaptigi gosterilmistir®. ikincil hasarin
Onlenmesinde opiat reseptorlerinin bloke edilme mekanizmasi dolayli ve

komplekstir™’.

Inflamasyon Cevabt

Travmatik omurilik yaralanmasi sonrasi inflamatuar cevap saatler igerisinde
baslamakta ve birka¢ giin igerisinde doruk degerine ulagmaktadir’. Bu cevap endotel
hasari, inflamatuar mediatorlerin salinimi, vaskiiler permeabilite artis;, 6dem
gelisimi, periferal inflamatuar hiicrelerinin gocii ve mikroglia aktivasyonu olarak
izlenmektedir. Lezyon bdlgesine inflamatuar hiicre infiltrasyonu iki evre halinde
olmakta; ilk evrede polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) infiltrasyonu varken, ikinci
evrede monosit ve makrofaj infiltrasyonu olmaktadir. PMNL’ler hasar bdlgesine ilk
birkac¢ saat icerisinde gelmekte ve birinci giinde pik degerine ulagmakta, {ciincii
giinde ise kaybolmaktadir. Lezyon sirasinda olusan hemoraji miktari ile bolgeye go¢
eden PMNL’lerin sayisinin korelasyon gostermesi, kan igerisinde yer alan
kemoatraktan maddelerin bu infiltrasyonun miktarmi belirlemede rol oynadigini
gostermektedir. Yaralanma bolgesine monosit, makrofaj, mikroglia gibi periferal
hiicrelerin gocii ikinci fazi olusturmakta ve asil fonksiyonlarmin hiicre debrisi

fagositozu oldugu diisiiniilmektedir**®"

. Prostoglandinler, 16kotrienler, seratonin,
bradikinin ve platelet aktive edici faktér (PAF) gibi, omurilikte hasar bolgesinde
biriken inflamatuar mediatorler, inflamatuar hiicreler icin kemoatraktan rol
oynamakta ve doku hasarinin hizla ilerlemesine sebep olmaktadir®™. Nétrofiller,
ndtrofil proteazlarini ve serbest oksijen radikallerini serbestlestirmekte; inflamasyon
mediatorleri, endotelyal 10kosit adezyon molekiillerinin  ekspresyonunu
arttrmaktadir. Aktive olmus nétrofil ve endotel hiicresi arasinda siki baglanti

oldugundan dolagimdaki antiproteaz ve antioksidanlar ortama ulagamamaktadirlar,

sonucta aktive olmus nétrofillerin baslattigi endotel hasari ilerlemektedir™.
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Metilprednizolon, PAF antagonistleri, siklooksijenaz ve lipooksijenazlar
etkilerini inflamatuar cevabi kismen ya da tamamen inhibe ederek gostermektedirler.
Klorakin ve kolsisin, omurilikte iskemi sonrasi inflamatuar degisiklikleri ve doku

40
hasarini azaltir™.

Vaskiiler Mekanizmalar: Sistemik ve Lokal Etkiler

Akut omurilik yaralanmasi sonrasinda yaralanmanin siddeti ve seviyesi ile
orantili olarak bir¢ok kardiyovaskiiler ve hemodinamik etki olmaktadir. Travmay1
takiben sistolik arteriel basingta ani ve gecici bir artis olmakta, ardindan ortalama
arterial basing ve kardiak outputta kalic1 bir diisiis yasanmaktadir. Hipertansif fazda
plazma epinefrin ve norepinefrin diizeyleri artar’ "’

Omurilik yaralanmasi sonras1 hem lezyon merkezinde, hem de kraniokaudal
komsu bolgelerde arteriol, veniil ve kapillerlerde kanlanma durmaktadir. Gri cevher
ve lezyon merkezindeki hemorajiye komsu beyaz cevherde iskemi belirgindir. Gri
cevheri katederek beyaz cevhere ulasan arteriollerdeki vazospazm ve tromboz nedeni
ile ikincil hasar artar®’. Beyaz cevherin perfiizyonu travmadan sonraki 5. dakikada
hizla azalmakta, 15. dakikadan sonra normale donmeye baslamaktadir. Gri cevherde
ise travmadan sonraki ilk 5 dakikada bircok hemorajik alan belirmekte, perfiizyon
azlig1 travmadan saatler sonra bile devam etmektedir. Lezyon bdlgesinde, 6zellikle
gri cevherde, omurilik kan akiminin ileri derecede azalmasi iskemi ile sonuglanir®.
Bu nedenle erken tedavi halinde iskeminin &nlenebilecegi diisiiniilmektedir™.
Normal omurilikte, ortalama arterial kan basincindaki degisikliklere ragmen omurilik
kan akimini sabit tutan bir otoregililasyon mekanizmast mevcutken, omurilik
yaralanmasi ile bu mekanizma bozulmakta, ilaveten sistemik hipotansiyon nedeni ile
omurilik kan akimi da azalmaktadir. Sistolik kan basmcini arttirmanin omurilik kan
akimmi arttirmadi@i, ama hasara komsu bdolgelerde hiperemiye neden oldugu
gosterilmistir’. Ayrica yaralanmis omurilik aksonlarinin da normal aksonlara gore
iskemiye daha az toleransh oldugu™, posttravmatik iskeminin akson fonksiyonu

bozulmast ile dogrudan iliskili oldugu gésterilmistir*.

Endotel Hasar
Progresif nekroz ve motor disfonksiyona yol agan ikincil hasarin

mekanizmalar1 tam olarak bilinmese de deneysel bulgular vaskiiler hasarin ¢ok
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onemli bir rol oynadigini diisiindiirtir. Gegirgenlik artimi ve 6deme yol agan endotel
fonksiyon bozuklugunu Demopoulos ve arkadaslar1 omurilik hasar1 sonrasi 1 -2 saat
icerisinde géstermislerdirzg. Omurilik kan akiminin azalmasma eslik eden endotel
hasarinin ilerleyici karakteri ikincil hasar siirecini devam ettirmektedir. Endotel
hasar1 trombosit yapigsmasi, damar i¢i trombosit kiimelenmesi, mikrovaskiiler
tikaglar, vazojenik 6dem ve emboli ile birlikte seyreder®. Endotel hasarini azaltan
tedavi caligmalar1 vaskiiler hasarda endotel bozuklugunun 6nemli rol oynadigini

gostermistir. Endotel hasar1 16kosit aktivasyonuna da neden olmaktadir.

2.1.3. Omurilik Zedelenmesinde Histopatolojik Degisiklikler

Omurilikte hemoraji, 6dem, aksonal ve ndronal nekroz, infarktiis ve kist
olusumunu takiben, demiyelinizasyon gibi erken posttravmatik patolojik
degisiklikler olusur. Kopeklerde akut hasardan 15 dakika sonra beyaz cevherde
odem, gri cevherde petesial kanama; 2. saatte gri cevherdeki hemorajik alanlarda
artma, 4. saatten sonra akson sismesi ve 6. giinde tiim bu patolojik degisikliklerde
daha da ilerleme gosterilmistir™”. Bu olaydaki nekroz, sonralar1 “otodestriiksiyon”
olarak tanimlanmustir®. Elektron mikroskopi ile hasardan sonraki ilk 5 dakikada gri
cevherin muskiiler veniillerinde eritrosit sismesi, 15. ve 30. dakikalarda postkapiller
ve muskiiler veniillerin etrafindaki alana eritrosit sizmasi ile karakterli kiiciik
hemorajiler, 4. saatte akson dejenerasyonu, iskemik endotel hasar1 ve santral
miyelinin par¢alanmaya basladig1 gosterilmistir’’. Yaralanmadan sonraki birkag giin
igerisinde progressif aksonal degisiklikler ve nekrotik zon olusur*. Travma etkisiyle
beyaz cevherde miyelin vezikiiler tarzda parcalanir ve aksoplazma graniiler tarzda
coziiliir °.

Hasar alaninda gelisen Odem kordun diger komsu segmentlerine
yayilmaktadir. Major travma sonrasi 24-48 saatte hemorajik alanlar ve ozellikle
santral zon nekroza ugrar. Birkag¢ giin sonra hemorajik alanda kavitasyon gelisir ve
komsu bdlgeler de yama seklinde nekrotik alanlar goriilmeye baslar. Hasarli alan ve
komsu alanlarda koagiilasyon nekrozu ve kavitasyonla giden bu degisiklikler,
patolojik olarak infarkt goriintiisii ¢izdiginden “posttravmatik infarktiis” olarak da
isimlendirilir®.

Son yillarda 6nemli bir gelisme olarak oligodendrositlerde travmatik olaydan

sonra hiicre kaybma eslik eden apoptozis varliginin gosterilmesi iizerine insan
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omurilik hasarnda da gecikmis apoptosis olabilecegi fikri desteklenmistir'’.
Kompresyon hasarinda, rat omuriliginde, kontiizyon hasarinda maymun omuriliginde
‘biotin  nick end labelling (TUNEL)-pozitifligi ile karakterli apoptotik
oligodendrositler gosterilmistir'>'*2. Ratlarda, omurilik travmasidan sonra
antiapoptotik bir ajan olan siklohekzimid ile iyi sonuglar alindig bildirilmistir*®.
Zedelenme c¢evresindeki korunmus omurilik dokusu miktarmin, omurilik
hasarindan sonra davranigsal iyilesme ile ¢ok yakin iliskili oldugu anlasilmaktadir.
Hayvan modellerinde omurilik hasarindan sonra %4-6 kadar az bir oranda bile
kortikal motor néronun korunmasi halinde, hasarli kord segmentiyle kaudal omurilik
arasinda tekrar baglant1 kazanilmasi, motor fonksiyonun normal seviyelere
dénebilmesi miimkiin olmaktadir’. Bu traktlarda bulunan vital néronlar, iyilesmede
motor fonksiyonun geri donmesinde tetik etki gosterir. Basso ve arkadaslari, lezyon
yerinde %5-10 kadar lifin korunmas: halinde ratlarda omurilik hasarindan sonra
temel hareketlerin yapilmasini sagladigini  gostermistir'®. Travmatik omurilik

yaralanmasinin fazlar1 ve 6nemli patolojik asamalar1 Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.



14

Tablo 2.1. Akut omurilik yaralanmasi evreleri ve dnemli patolojik olaylar’

Omurilik Yaralanmasi Sonrasi Gecen Zaman

<2 saat < 48 saat < 14 giin <6ay >6ay
Primer mekanik Vazojenik ve Makrofaj Glial skar Uzamis Wallerian
hasar sitotoksik 6dem infiltrasyonu formasyonunun dejenerasyon
devami
Aksonlarin Reaktif oksijen Astroglial skar Kist formasyonu Korunmus
travmatik iriinlerinin yapimu: | olusumu baslangici demiyelinize
ayrilmast lipid (reaktif astrositoz) aksonlarin
peroksidasyonu persistansi
Gri cevherde Glutamat bagiml Kan Beyin Lezyon Korunmus
hemoraji eksitotoksisite Bariyeri onarimi stabilizasyonu omurilik
ve 6dem dokusunda
rezoliisyonu potansiyel yapisal
ve fonksiyonel
plastisite
Hemorajik nekroz Hemoraji ve
nekroz devami
Mikroglia Nétrofil invazyonu
aktivasyonu
IL-1B, TNFa, IL-6 Kan Beyin
ve diger faktorlerin Bariyeri
salinimi permeabilite piki
Erken
demiyelinizasyon
(oligodendrosit
olimii)
Noron 6liimil
Aksonlarda gsisme
Sistemik olaylar
(sok, spinal sok,
hipotansiyon,
hipoksi)

2.1.4. Nekroz ve Apoptoz, Benzerlik ve Farklan

Hiicrelerin kendi niikleer DNA ve proteinlerini yikmasi ile sonuglanacak
organize bir intihar programi olan apoptoz, hiicrenin “apoptotik cisimler” olarak
adlandirilan membranla ¢evrili sitoplazma ve niikleus parcaciklari iceren fragmanlara
ayrildigi, bu pargaciklarin inflamasyon cevabi olmaksizin fagositler tarafindan
yutuldugu, hiicrenin enerji sarfederek ve 6zel bir ¢aba harcayarak hedefledigi bir
olim seklidir. Apoptoz, gen ve protein ekspresyonu gerektirir, DNA’nin diizenli
kirilmasi ile karakterlidir ve membranlar intakttir. Nekrotik O6liim ise tam aksine,
hiicre sigsmesi, membran parcalanmasi ile karakterlidir, DNA diizenli degil, rastgele
kirilir. Apoptoz ve nekroz temel mekanizmalar agisindan da farklidir: apoptozda

hiicre, tamir mekanizmalarmi c¢alistirarak kendini yenileme c¢abalar1 sonug
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vermediginde Olim karar1 verir - bir anlamda intihar eder, nekroza yol acgan
zedelenmede ise tamir mekanizmalar1 da hasarli oldugundan, hiicre O6limii

kagmnilmazdir” (Sekil 2.1).

NORMAL
| HUCRE

Lo—
|

|
NORMAL
| HUCRE

Reversibl ZEDELENME

(geri déniisebilir). lyilesme

Kromatin

kondansasyonu
Membran
baloncuklari

Endoplazmik retikulum
T ve mitokondri sismesi

Miyelin figiirleri

F~Membran
baloncuklari

iLERLEYICi ZEDELENME

@ o APOPTOZ

Membran, organel ve
niikleus yikimi, hiicre
igeriginin digar sizmasi

o -Iu-fQ :
b | @j} Apoptotik

inflamasyon. * -J’ i =
S Fagositikt | | 7= hiicreve
] 1 hiicre ', | ~ fragmanlarin
¥ 4 fadositozu

Sekil 2.1. Apoptoz ve nekroz, benzerlik ve farklar”

Ancak bu iki 6liim tipinde bazi ortak mekanizmalar olabilecegi, etken ayni
olsa bile siddet farkinin hiicrenin nekroz ya da apoptoza gitmesine yol agabilecegi
unutulmamalidir.

Apoptoz, membran biitiinliiglinlin  bozulmamasi1 yanisira enzimatik
parcalanma oOzelligi, hiicre igeriginin ag¢iga ¢ikmamasi ve iltihabi reaksiyon
olusturmamasi ile nekrozdan ayirdedilir. Apoptozun nekrozdan bir diger farki normal
fizyolojik durumlarda da goriilebilmesidir ancak burada konu ile ilgili olarak
patolojik durumlardaki apoptozdan biraz daha ayrintili s6z edilecektir. Radyasyon,
sitotoksik ilaglar, hipoksi hatta fiziksel zedelenme kisacasi her tiir DNA zedeleyici
etken, siddetine bagli olarak hiicrede nekroz ya da apoptoz olusturur. Hiicrenin
apoptoza gidisi, DNA tamir mekanizmalarinin zedelenmenin tamir edilip
edilemeyeceginini belirlemesiyle baslar. Hiicrede biiziilme, ¢ekirdek kromatininin

periferde niikleer kondansasyonunu, membranla cevrili organelleri parcalanmamis
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sitoplazmik ve niikleer birimlerden olusan “apoptotik cisimler” in olusarak ayrilmasi
ve bu pargaciklar1 ¢evredeki fagositik hiicrelerin hemen fagosite ederek ortadan
kaldirmasi1 s6z konusudur. Hiicrenin nekroz ya da apoptoza ugramasi, zedeleyici
ajanin niteligi degil, siddeti ile belirlenmektedir. Siddetli etkenler hiicreyi derhal
yikar ve parcalarken, daha hafif zedelenmelerde 6nce tamir edilme ¢abasi ve ancak
tamirin umutsuz oldugu durumlarda apoptoz s6z konusudur””.

Biyokimyasal olarak aktif bolgesinde sistein bulunduran (C) ve proteini
aspartik asit bolgesinden (ASP) pargaladiklar1 i¢in “CASPASE/kaspaz” ad1 verilen
bu enzim ailesinin ondan fazla iiyesi vardir, kaspaz varligi degil kaspaz
aktivasyonunun apoptozu belirledigi unutulmamalidir. Aktivasyon ile hiicre DNA’s1
Ca™" ve Mg~ bagiml endoniikleaz enzimler tarafindan niikleozomal birimler
arasindan diizenli bir sekilde parcalanarak 180 — 200 baz ¢ifti uzunlugunda,
elektroforezle apoptoz icin tipik goriiniimlii DNA zincirlerini ortaya ¢ikarir, gerek bu
ozellik gerekse aktive kaspaz caligmalar1 apoptozun varligmi gostermek i¢in oldukga
sik kullanilan yontemlerdir.

Son zamanlarda, ¢ift sarmal DNA tamiri sirasinda ortaya cikan tek sarmal
(ssDNA) varhgmmn apoptozu kolayca tesbit edecegi 6ne siiriilmiistiir’®. Bu yontem
TUNEL teknigi de dahil olmak {izere bes ayr1 ¢esitte apoptoz inceleme yontemi ile
karsilastirildiginda, apoptozu nekrozdan tam olarak ayirdedebilmesi nedeni ile erken
ve ge¢ apoptozun taninmasinda en giivenilir ydntem oldugu ortaya ¢ikmustir®®. Beyin
zedelenmesi ile giden medikolegal otopsi vakalarinda dahi hipokampus néron

apoptozunun taninmasinda giivenle kullanilabilecegi bildirilmistir®.

2.1.5. Apoptozun Omurilik Hasarinda Onemi
Travmatik omurilik yaralanmasindan sonraki hiicre 6liimiiniin bir kismindan

2683 Apoptozun baslatilmas1 i¢in ii¢ prototip sinyal yolu

apoptozis sorumludur
tanimlanmustir:
1. yol: Oliim reseptdrleri pro-kaspaz 8’i ve muhtemelen diger baslatic
kaspazlar1 aktif hale getirir.
2. yol, mitokondride yerlesen apoptoz proteaz aktive edici faktor 1 (APAF-
1) ve kaspaz-9’u icerir. Sitokrom-c tarafindan aktive edilen APAF-1

kofaktor niikleotid trifosfatlarla prokaspaz-9’a baglanir ve onu aktive eder.
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Dolays1 ile kaspaz-8 ve kaspaz-9, oliim reseptorleri mitokondri igin
onemlidir.

3. yol olan endoplazmik retikulum apoptotik yolu ise yakin zamanda
tanimlanmistir".

Travmatik omurilik hasarindan sonra kaspaz-8 ve kaspaz-9 gibi baslatict
kaspazlarim lezyon merkezinde 30 dakika icerisinde aktif hale geldikleri ve
yaralanmanin ileri evrelerinde beyaz cevherde de arttiklari; yaralanmadan bir saat
sonra kaspaz-3 aktivasyonunun 3 katma ¢ikt1ig1®; apoptozun doruk degerine iigiincii
giinde ulastigi™, ayrica oligodendrositlerin de etkilendigi ve yaralanmanin

yay1lmasmda oligondendrosit apoptozunun etkin olabilecegi gosterilmistir™.
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GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Fonundan 05
DI1 105 001 numarali projeye alman destek ve Etik Kurul onayr ile Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Denek olarak, 35 adet, 200-300gr agirliginda, eriskin, erkek Wistar tipi rat kullanildi.

3.1. Cahsma Protokolii

Bu calismanin hipotezi, deneysel omurilik kontiizyon travmasi modelinde,
apoptoz ve nekroz ile giden hiicre Sliimii tiplerinin histopatolojik, histokimyasal ve
immiinhistokimyasal yontemler kullanilarak saptanabilecegi ve lezyonun merkezi,
rostral ve kaudalinin kronolojik incelenmesi ile zedelenme sekli, siddeti ve
dagiliminin haritalanabilecegidir. Bu amagla denekler travma ve kontrol gruplari
olmak {iizere baslangicta iki ana gruba ayrilmis, takiben travma grubundaki denekler,
zaman icerisindeki degisiklikleri gdzlemleyebilmek amaci ile travmadan sonraki 1.,
6., 24., 48., 72. ve 168. saatlerde sakrifiye edilmek {izere 6 alt gruba boliinmiistiir.
Kontrol ve travma gruplar istatistiksel anlami koruyabilecek en kiigiik say1 olacak

sekilde 5’erli gruplara ayrilmistir.
3.1.1. Deney Gruplan

Kontrol Gruplan

Kontrol grubundaki 200-300 gr agirlhigindaki 5 genc erigkin erkek Wistar ratin
travma olusturulmaksizin ¢ikarilan omurilik segmentleri, aynen travma grubunda
oldugu gibi lezyon merkezi ile kranial ve kaudal yonde 0.5 cm araliklar ile alinan
toplam 5 alt segment (birincisi travma merkezi olmak iizere 0.5 cm aralikla kranial
yonde 2 alt segment ve kaudal yonde 2 alt segment olacak sekilde toplam 2.5 cm’lik
alan1 kapsayan 5 alt segment) apoptozis — nekroz icin histolojik, histokimyasal ve

immiinhistokimyasal yontemlerle incelendi.

Travma Gruplan
Tiim deney gruplarnda (n=5/grup) deneysel omurilik travmasi
olusturulduktan sonra, 1., 6., 24., 48., 72. ve 168. saatlerde ¢ikarilan omurilik

segmentleri swrasiyla lezyon merkezi, lezyon merkezi c¢evresi (kranial ve kaudal
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yonde) 0.5 cm araliklar ile alinan toplam 5 alt segment (birinci travma merkezi
olmak {iizere 0.5 cm aralikla kranial yonde 2 alt segment ve kaudal yonde 2 alt
segment olacak sekilde toplam 2.5 cm’lik alan1 kapsayan 5 alt segment) apoptoz -

nekroz i¢in histolojik, histokimyasal ve immiinhistokimyasal yontemlerle incelendi

(Sekil 3.1, 3.2).

(Wistar, erkek, eriskin)

200-300g
Omurilik érnekleme
_ lezyon e R Yaralanma Kontrol
{adirhk disirme modeli) Tsantral] il n=30 (n=5)
(50 glecm omurilik kontizyonu) -
| Sak!’iﬁ}l’e Zamani | | 1. z2at B caat 24 et z.gﬂn 3.gﬂn ?.gﬂn

p p c ddd

h>
o
L
L

—— ——

HE ’/m Katepsin B
[Gee] [we]
Y o

DMA zedeli hiicre Apoptotik hicre
ylzdesi haritalamas haritalamasi

Lezyonun hartalamasi Pozitivite f Dagilim

Sekil 3.1. Deney plani diyagrami. Patolojik inceleme her zaman dilimi ve her alt
segment icin yapilmistir. Diyagramda sadece 1. saat ve merkez alt segmenti icin

ornekleme gosterilmektedir.

3.1.2. Cerrahi islemler

Anestezi
Denekler deneyden bir gece once ag¢ birakildi ve cerrahi dncesi tiim denekler
tartildi. Cerrahi islemler genel anestezi altinda gergeklestirildi. Bu amagla ketamin

hidrokluriir (Ketalar %5’lik soliisyon, Parke — Davis lisans1 ile Eczacibas1 Ilag
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Sanayi, Levent, Istanbul, 50mg/kg) ve xylazine (Rompun, %2’lik solusyon, Bayer
Istanbul, 8mg/kg) intramuskuler olarak enjekte edildi, takiben hayvanlar kendi
solunumlarina birakildi. Deney boyunca ve islemden sonra uyanincaya kadar viiciit

1silar1 korundu.

Spinal Travma

Denekler prone pozisyonda islem masasina tespit edildi (Sekil 3.2.a). Gerekli
alan temizligi ve polyvinylpyrrolidon iyod (Polyod, %10'luk solusyon, Drogsan ilag
sanayi, Ankara) ile cerrahi bolge temizligini takiben, T9-11 diizeyinde, orta hatta, 3
cm uzunlugunda longitudinal cilt kesisi yapildi. Paravertebral adaleler siyrildiktan
sonra torakal 9, 10 ve 11. vertebralara total laminektomi yapild1 (Sekil 3.2.b).
Omurilik durasmim saglam oldugu goriildiikten sonra agirlik diisiirme modeline gore
50 gr/cm siddetinde standart omurilik travmasi olusturuldu®?*? (Sekil 3.2.c ve 3.2.d).
Travma sonrasi hemostazi takiben deneklerin adale ve cilt tabakalar1 anatomik
planda kapatildi ve 20x35x40 cm ebatlarinda kafeslere toplam 3’er denek olacak
sekilde yerlestirildi (Sekil 3.2.e). Deney siiresi boyunca iiriner enfeksiyon profilaksisi
amaciyla gentamisin (Garamycine, Schering-Plough Corporation lisansi ile
Eczacibasi Ilag Sanayi ve Ticaret A.S., Istanbul, 0.2 mg/100gr/giin) verildi ve 12 saat
arayla mesaneleri Crede manevrasiyla bosaltildi. Bekleme siiresi boyunca tiim
denekler standart laboratuvar yemi ve ¢cesme suyu ile beslendi, bulunduklar1 ortamda
oda sicakligi 23 — 25°C'de tutuldu, 14 saat karanlik ve 10 saat aydinlikta kalmalari

saglandi.
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UzakKaudal ~ 5mm

Kaudal 5mm

santral

H
i

Rostral 5mi

3

UzakRostral  5mi

Sekil 3.2. Ratta kontlizyon tipi akut omurilik yaralanmasi olusturulmasi. Pron
pozisyondaki denege (a), uygun saha temizligini takiben lezyon yapilacak bolgeden
orta hat insizyonu yapilmakta ve paravertebral adaleler diseke edilmektedir. T8-10
laminektomi yapilmasmin ardindan, duranin saglam oldugunun izlenmesini takiben
(b), daha 6nceden tanimlandig1 gibi 50g/cm travma uygulanmaktadir (¢ ve d). Katlar
anatomik biitliinliige uygun olarak kapatildiktan sonra (e) denekler uygun kosullarda
kafeslere alinmakta ve travma sonrasi degerlendirme i¢in uygun zamanda veya
zaman diliminde sakrifiye edilmektedir. Sakrifiye edilen deneklerin omuriliklerinde,
lezyonun merkezinden, rostraline ve kaudaline dogru 0.5 cm’lik alt segmentler
histolojik — immiinhistokimyasal degerlendirmeler icin bloklanmaktadir. Kontrol

grubuna travma (c ve d) disinda ayni islemler uygulanmastir.
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3.1.3. Histopatolojik inceleme

Morfolojik Analizler, Lezyonun Rostro-Kaudal Uzanim

Kontrol ve deney gruplarinda ¢ikarilan omurilikler ayr1 ayr1 %10 formaldehid
soliisyonunda tesbit edildikten sonra zedelenme merkezini i¢eren 0.5 cm alt segment
ile (C), rostralindeki (P) ve en rostraldeki (PP) 0.5 cm’lik alt segment, zedelenme
merkezinin kaudalindeki (D) ve en kaudaldeki (DD) 0.5 cm alt segment olmak iizere
toplam 2.5 cm uzunlugundaki omurilik segmenti histopatolojik inceleme i¢in takibe
alinarak parafin ile bloklandi. Her bloktan morfolojik incelemenin yapilacagi
Hematoksilen Eozin (HE) i¢in {iger, miyelin incelemesinin yapilacagi Luxol Fast
Blue (LFB) icin ikiser; ve immiinhistokimyasal incelemelerin her biri i¢in ikiser adet
olmak iizere toplam dokuzar adet 8 um kalinlikta paralel kesitler hazirland1 (Sekil
3.1). Ayrica sec¢ilmis bloklardan ndronlarin goriintiilenebilmesi i¢cin GFAP,
endotelyal hiicre goriintiilenmesi i¢in D2-40, CD31 ve CD34, fagositik hiicrelerin
goriintiilenebilmesi i¢cin CD68 antikorlar1 kullanilarak immiinhistokimyasal boyama
yapilmak iizere ilave seri kesitler alind1.

Zedelenmenin her zaman diliminde ayn1 seviyeye denk gelen kesitleri sira ile
fotograflaranarak bilgisayar araciligiyla haritalandi. Primer zedelenme bdlgesinde
lezyonun morfometrik alan miktar1 belirlemesi, bu fotograflar iizerinde 151k
mikroskobu ile incelemeye dayanan haritalama verilerinin bilgisayara aktarilarak,

Ol¢limii ve hesaplanmasi araciligiyla elde edildi.

Immiinhistokimyasal Yontemler

Immiinhistokimyasal boyamalar Ventana Nexes immiinhistokimyasal
otomatik boyama aleti kullanilarak yapildi (Ventana medical systems, Arizona,
USA). Primer antikor olarak apoptoz sayimi ve DNA zedeli niikleus sayimmi icin
“poliklonal anti-single stranded DNA (ssDNA) antikoru (IBL, Japan; lot no: OE-
912)” 1:400 diliisyonda, katepsin B i¢cin “monoklonal Katepsin B antikoru (Clone
CB131, Novocastra, Leica microsystems, UK)” 1:20 diliisyonda kullanild1. Ikincil
antikor ve vizualizasyon sistemi olarak “iVIEW DAB Parafin kiti (Ventana, USA)”
kullanildi.
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Immiinhistokimyasal Degerlendirme

ssDNA ile DNA Hasarl Hiicre Yiizdesinin Olgiimii

Kontrol ve zedelenme sonrasi her bir zaman dilimi i¢in beser ratta ikiser adet
kesite uygulanan ssDNA immiinhistokimyas1 preparatlarinda her preparatta gri ve
beyaz cevheri icerecek sekilde rastgele 5 bolgede, 40 HPF (x40 objektifle elde edilen
biiyiik biiyiitme alani) pozitif (kahverengi) boyanan niikleuslar ve boyanmayan (mavi

z1t boya) niikleuslarin sayilip oranlanmasiyla elde edildi.

ssDNA ile Apoptotik Hiicre Sayimi

Kontrol ve zedelenme sonrasi her zaman dilimi i¢in beser ratta ikiser adet
kesite uygulanan ssDNA immiinhistokimya preparatlarinda toplam kesit yiizeyinde
saptanan apoptotik hiicre ve cisimler sayildi, bu cisimlerin niteligi morfolojik olarak
da HE preparatlar1 ve 1s1k mikroskobisiyle de dogrulandi. Bu degerler sekonder

hasar1 belirlemek i¢in mikroskopik haritalama ile bilgisayara aktarildi.

Katepsin B Degerlendirmesi

Gerek kontrol rat normal omuriligi, gerekse travma sonrasi degisik
diizeylerdeki  omurilik dokusunda kahverengi boyanma ile belirlenen
immiinreaktivite ile karakterize hiicrelerin lokalizasyonu yanisira boyanma tarzi
incelenerek Katepsin B pozitivitesi gosteren hiicrelerin niteligi arastirilmis, pozitif
hiicrelerin yogunluk gosterdigi bolgeler ve kontrol omurilik kesitlerinden farklar1

incelenmistir.

3.1.4. istatistiksel Degerlendirme

Degisken tiirleri, denek sayilar1 ve verilerin dagilimlar1 g6z Oniine alinarak
incelemelerde non—parametrik yontemler kullanilmistir. DNA apoptotik hiicre
sayimlart ve DNA zedelenmis hiicre ylizdeleri her saat i¢in lezyon bdlgesine gore
Kruskal-Wallis testi ve her lezyon bdlgesi icin saatlere gore Jonckheere-Terpstra testi

kullanilarak karsilastirilmistir. istatistiksel anlamlilik diizeyi p=0.05 olarak almmistir.
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BULGULAR
4.1. HE ve LFB Histokimyasi

4.1.1. Histopatolojik inceleme, hasar bolgesi / nekroz dagilimi ve 6demin
tesbiti, zamana gore (kronolojik) degerlendirme ve haritalama

Hematoksilen Eozin kesitlerde lezyon merkezinde hasardan itibaren birinci
saatten baglayarak 48. saate kadar plato olusturan ve 72. saatten sonra rezorbe olarak
168. saatte (7. giin) belirgin azalma goésteren omurilik hemorajisi, 6demi, doku
entegrasyonu kaybi ve kist olusumu gozlemlendi. Akut hasarin 1. saatinden itibaren
lezyonun rostral ve kaudaline dogru alinan kesitlerde kanama ve 6dem siddetinin
travma merkezine gore daha az oldugu goriildii. Erken donemde goriilmeye baglayan
beyaz cevherdeki belirgin 6dem ve gri cevherdeki petesial kanamalarin travmayi
takip eden 672 saat arasinda artarak devam ettigi, 7. giinden itibaren rezorbsiyon ile
giden astrogliozis ve mikrogliozisin gelismeye basladig1 dikkati ¢ekmistir. Primer
yaralanma bdlgesinde gelisen 6demin kordun komsu segmentlerine tedricen yayildigi,
24-48. saatte hemorajiyle isgal edilmis hasarli alanin, 6zellikle santral zonda nekroza
ugradig1 gozlendi. Bu bulgularin haritalamas: Sekil 4.1°de verilmistir. Vezikiiler
akson pargalanmasi, aksoplazmanin graniiler tarzda ¢6ziilmesi izlenmis olmakla
birlikte deney siiresi igerisinde LFB histokimyasi ile 168. saate kadar olan zaman

diliminde ve rostralden kaudale uzanimda dikkat ¢ekici bir bulgu saptanmamastir.
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1DD 24DD 48DD 72DD 168DD

Sekil 4.1. Spinal kord segmentlerinde incelenen zaman dilimlerinde merkezden
rostrale ve kaudale dogru primer hasar dagilimi haritasi. Hasar bolgesi kirmizi ile

isaretlenmistir.
4.2. ssDNA Immiinhistokimyasi ile Yapilan incelemeler

4.2.1. DNA Hasari, Rostro-Kaudal Dagilm ve Saatlere Gore
(Kronolojik) Degerlendirme

ssDNA immiinhistokimyasi ile pozitif boyanan niikleuslarin sayilarak toplam
niikleus sayisia oranlanmasi ile elde edilen zedelenen hiicre yiizdesinin, inceleme
periyodu igerisinde lezyonun merkezi, rostral ve kaudalindeki dagilimi Sekil 4.2°de
sunulmustur. Primer lezyon merkezini iceren kesitlerde zedelenmenin birinci
saatinde lezyon merkezinde DNA hasarli hiicre goriilmezken, rostral ve kaudale
dogru esit olarak giden ve en rostral ile en kaudale dogru azalan niikleer DNA
zedelenmesi 6 ve 24. saatlerde yavas yavas artmakta, 48 ve 72 saatte plato olusturup,
168. saatte tepe degere ulagmaktadir. Buna karsilik primer lezyon alanina komsu
rostral ve kaudal kesitler ile ile daha uzak rostral ve daha uzak kaudal kesitlerde de

esit siddette bir DNA hasar egrisi platosu gozlenmis, 168. saatte ise periferde de
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lezyon merkezi ile benzer degerlere yaklasan ikinci bir artisin varhigi dikkati

cekmistir.
Akut Omurilik Yaralanma Modelinde,
Yaralanma Bolgesine Gore Niikleer DNA
Zedelenmesi Gosteren Hiicre Yiizdesinin
Zamana Gore Degisimi
60
c 50
2 _40
gt mrr
§§30 rostral
Egzo o ® merkez
g 10 M kaudal
(=]
= W kk
0
1 6 24 48 72 168
Zaman (saat)

Sekil 4.2. Akut omurilik yaralanma modelinde, yaralanma bdlgesine gore niikleer

DNA zedelenmesi gosteren hiicre ylizdesinin zamana gore degisimi.

Istatistiksel agidan degerlendirme yapildiginda, 24. saatteki zedelenmis hiicre
yiizdeleri ile lezyon yerleri arasinda anlamh fark yoktur (p=0.6443). Birinci saatte
istatistiksel anlamlilik sinirma yakin farklar gézlenmekle birlikte denek sayilari tam
bir istatistiksel anlamliliktan bahsetmek igin yeterli degildir (p=0.04). Diger tiim
zamanlar i¢in gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (6. saatte
p=0.0155, 168. saatte p=0.0176). En carpici farklar 48. ve 72. saatte gOsterilmistir
(stras1 ile p=0.0015 ve p=0.007, Kruskal-Wallis testi).

Bu degerleri, ayni zaman diliminde lezyon bdlgesine gore grafige
aktardigimizda, lezyon merkezinde DNA hasar egrisinin biri 6 ve 24. saatler, digeri
ise 48 ve 72. saatlere karsilik gelen iki ayr1 ylikselis platosu gosterdikten sonra 168.
saatte tepe degere ulagmasina karsilik; rostral ve kaudalde 6. saaten 72. saate kadar
plato cizip 168. saatte pik yapan, en rostral ve en kaudalde ise 1. ve 6. saatteki diisiik
DNA hasar1 degerlerini takiben 24 ve 72. saatteki lezyona daha yakin bolgelerdekine
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esit bir oranda, 168. saatte de yine rostral ve kaudaldekine esit oranda zedelenmenin
oldugu gozlendi. En rostral, rostral, santral, kaudal, en kaudal i¢in, ayr1 ayr1 her grup
icin, zamanla DNA zedelenmesi gdsteren hiicre artist istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Tiim gruplar i¢in p degeri 0.001’in altindadir (Jonckheere-Terpstra
testi) (Sekil 4.3).

Akut Omurilik Yaralanma
Modelinde, Yaralanmanin Yerine Gore DNA
Zedelenmesi Gosteren Hiicrelerin (Yiizde)
Zamana Gore Degisimi

60

Zaman
(saat)

ml
mo6
m24
m48
m72
168

DNA zedelenmesi gosteren hiicreler (%)

en rostral rostral merkez kaudal en kaudal

Lezyon Bolgesi

Sekil 4.3. Akut omurilik yaralanma modelinde, yaralanmanin yerine gére DNA

zedelenmesi gosteren hiicre yiizdesinin zamana gore degisimi

Niikleer DNA zedelenmesi glial hiicrelerin yani sira endotel hiicrelerinde ve
daha az sayida olmakla iizere ndronlarda da gdzlenmistir. DNA zedelenmesi ve
zedelenme oranlar1 uygun sekilde boyanarak / taranarak kanama ve birincil

zedelenme haritasi ile birlestirildiginde elde edilen veriler, Sekil 4.4’de sunulmustur.
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Sekil 4.4. Spinal kord segmentlerinde incelenen zaman dilimlerinde merkezden
rostrale ve kaudale dogru DNA hasarli hiicre ylizdesi dagilimimin haritas1 (anti
ssDNA antikoru, ITHC). Mavi renk tonu ve tarama dansitesi, DNA hasarli hiicre

miktar1 ile orantilidir.

4.2.2. Apoptoz, Rostro-Kaudal Dagilim ve Saatlere Gore Degerlendirme

ssDNA immiinhistokimyasi ile pozitif boyanan apoptotik cisimlerin sayilmasi
ile elde edilen median degerin, inceleme periyodu igerisinde lezyonun merkezi,
rostral ve kaudalindeki dagilimi Sekil 4.5°de sunulmustur. Zedelenmenin birinci
saatinde lezyon merkezinde apoptotik hiicre saptanmamistir. Ayn1 zaman diliminde
rostral ve kaudalde esit giden ve en rostral ile en kaudalde daha fazla oldugu goriilen
apoptotik hiicreler izlenmektedir. Merkezdeki apoptotik hiicre sayis1 6. ve 24.
saatlerde giderek artmus, 48. saatte bir pik olusturarak, 72. saate kadar bu deger ile
bir plato yapmis ve 168. saatte en yliksek degere ulasmistir. Buna karsilik lezyonun
rostral ve kaudali ile daha uzak rostral ve uzak kaudalinde de apoptotik cisim miktar1

esit olmakla birlikte, bu degerler 48. saate kadar yavas bir artis sergilerken, 72.
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saatten itibaren 168. saate dogru hizla artan ve periferde de lezyon merkezindeki

degerlere yaklasan apoptotik hiicre sayis1 dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.5).

Akut Omurilik Yaralanma Modelinde,
Yaralanma Bolgesine Gore Median Apoptoz
Sayisinin Zamana Gore Degisimi
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Sekil 4.5. Akut omurilik yaralanma modelinde, yaralanma bolgesine gore omurilik

yiizeyi basina median apoptotik hiicre sayisinin zamana gore degisimi

Istatistiksel acidan degerlendirme yapildiginda, 72. saatteki apoptotik hiicre
sayilar1 ile omurilik alt segmentleri arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0.64).
Birinci saatte istatistiksel anlamlilik sinirina yakin farklar gostermekle birlikte denek
sayilar1 tam bir istatistiksel anlamliliktan bahsetmek i¢in yeterli degildir (p=0.04).
Diger tiim zamanlar i¢in gruplar arasi farklar istatistiksel olarak anlamlidir. En
carpict farklar 48. ve 168. saatte gosterilmistir (siras1 ile p=0.0039 ve 0.0004).

Lezyon merkezinde 48. saatteki apoptotik cisimlerdeki artis (Sekil 4.6) ve
168. saatte perifer apoptotik hiicrelerdeki artis (Sekil 4.7) dikkat g¢ekici noktalar

oldugundan mikrofotograflarla sunulmustur.
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1s Merkez

48s Merkez
Sekil 4.6. Lezyon epimerkezinde, 1. (istte) ve 48. (altta) saatteki lezyon
histopatolojisi. Belirgin kanama, 48. saatte kistler ve artan gliozis izlenmektedir
(HEx25). Sagda ayni kesitlerin ssDNA immiinhistokimyast sonuglari: 1. saatte
apoptoz ve DNA zedeli hiicre yokken, 48. saatte hem apoptotik hiicreler ¢ok sayida
(ok) hem de kahverengi ile ayirt edilen DNA zedelenmesi gdsteren hiicre yiizdesi
artmis olarak izlenmektedir (IHCx25).
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Sekil 4.7. Omurilik yaralanmasindan bir hafta sonra en kaudalde yapilan
histopatolojik inceleme. Kanamanin rezorbe oldugu, kistler ve miyelin parcalanmasi
izlenmektedir (HEx25). Sagda ayni kesitlerin ssDNA immiinhistokimyasi ile artmis
apoptotik cisimler ve bol miktarda DNA zedeli hiicre igerdigi izlenmektedir

(THCx25).

Bu degerleri, ayn1 zaman diliminde lezyon bolgesine gore inceledigimizde,
lezyon merkezinde median apoptotik hiicre sayis1 egrisinin DNA hasar1 egrisinde
oldugu gibi biri 6 ve 24. saatler, digeri ise 48 ve 72. saatlere karsilik gelen iki kirilma
noktasi gosterdikten sonra, 168. saatte tepe degere ulasti3; rostral ve kaudalde ise 48.
saate kadar nisbeten yavas giden bir artis1 72. ve 168. saatte hizli bir artigin takip
ettigi, en rostral ve en kaudalde de 72. saate kadar rostral ve kaudaldekine hemen
hemen esit, ancak 72. saatte hizla artan ve rostral-kaudal degerlerine ulasan, ancak
168. saatte de yine rostral ve kaudaldekinden daha az sayida apoptotik cisim varligi
gozlenmistir. En rostral, rostral, santral, kaudal, en kaudal i¢in, ayr1 ayr1 her grup icin
kronolojik apoptotik hiicre sayis1 artis1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tiim

gruplar icin p degeri 0.001’in altindadir (Jonckheere-Terpstra testi) (Sekil 4.8).
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Akut Omurilik Yaralanma Modelinde, Zamana
Gore Median Apoptoz Sayisinin Yaralanma
Bolgesine Gore Degisimi
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Lezyon Bolgesi

Sekil 4.8. Akut omurilik yaralanma modelinde, zamana gére median apoptotik cisim

sayisinin yaralanma bolgesine gore degisimi

Omurilik kesiti ylizeyinde gri ve beyaz cevherde rastgele dagilim gosteren
ancak daha ¢ok beyaz cevheri ilgilendirdigi dikkat ¢eken apoptotik cisim sayisi,
miktarla orantili olarak izlenebilecek sekilde isaretlenip kanama ve birincil

zedelenme haritasi ile birlestirildiginde elde edilen veriler Sekil 4.9°da sunulmustur.
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Sekil 4.9. Spinal kord segmentlerinde incelenen zaman dilimlerinde merkezden
rostral ve kaudale dogru median apoptotik cisim dagilimmin haritasi. Siyah noktacik

say1s1 median apoptotik cisim sayis1 ile orantilidir.

4.3. Katepsin B immiinhistokimyas1 Degerlendirme

Katepsin B pozitifliginin kontrol grubu ratlarda spinal kord kesitlerinde néron
govdesine lokalize oldugu, oligodendrosit ya da astrositlerde bulunmadigi dikkat
cekti. Noronlardaki boyanma ince graniiler nitelikte olup, lizozomal dagilima uydugu

izlenimi verdi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Katepsin B ile normal omurilik incelemesi (IHC, a: x2.5, b: x20, c¢: x100
biiyilitme)

Travma sonrasi lezyon merkezinde hem gri cevher hem de beyaz cevheri
kapsayacak sekilde goriilen hiicre i¢i lokalizasyonun 24. saatte kayboldugu dikkati
cekti. Yirmidordiincii saatte ekstraselliiler diffiiz graniiler olarak 6ncelikle gri cevher,
daha az olarak da beyaz cevherde sekilsiz ve sinirlar1 belirgin olmayan bu birikim, 72.
saate ortamdan yok olup, 168. saatte tekrar hiicre icinde saptandi. Fakat bu kez
sadece noronlarin degil, noéron dis1 hiicrelerin de sitoplazmasinda mevcut idi (Sekil

4.11).
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Sekil 4.11. Travma sonras1 omurilikte Katepsin B incelemesi (IHC, a: x5, b: 40, c:

x100 biiyiitme)
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TARTISMA

Insidans1 milyonda 15-40 olgu/yil arasinda degisen omurilik yaralanmalari,
Ozellikle motorlu tasit kazalarindan sonra goriilmekle beraber diismeler, spor
yaralanmalari, siddet olaylar1 veya isyeri kazalar1 ile de birliktelik gosterebilen;
yapisal ve fonksiyonel bozukluklarla neticelenen; ciddi engellilik hali, duyu
bozukluklari, mesane, barsak ve cinsel fonksiyon bozukluklari, diger ndérolojik
defisitler ve hatta 6liimii bile beraberinde getirebilen, fiziksel, psikolojik, sosyal ve
ekonomik boyutlar1 olan bir hastalik siireci olup, en cok 16-30 yas grubundaki geng
eriskin erkekleri etkilemektedir. Yillar igerisinde, travma sonrasi rehabilitasyondaki
gelismeler sayesinde, hastalik siireci ve komplikasyonlari daha iyi tanimnabilmis,
beklenen yasam siiresi uzamis; bu sebeple her ne kadar son 10-20 yildir hastalik
insidans1 stabil seyretse de, populasyondaki prevelansi artmis olarak izlenmektedir
28289

Bugiin i¢in omurilik yaralanmas1 sonrasi kabul edilmis etkin ve gecerli bir
tedavi yontemi yoktur, ¢linkii posttravmatik patofizyolojik bulgular heniiz inceleme
asamasindadir®.

Omurilik yaralanmasi patofizyolojisi omuriligin mekanik zedelenmesi ile
baslar, ama 6ziinde apoptotik hiicre dliimiiniin uyarilmasi ile giden ve self-destriiktif

. e . . 76.78
bir olay olan ikincil zedelenme ile devam eder™

. Birincil yaralanmanin derecesi
yaralanmaya neden olan enerjinin siddetine, etki siiresine ve omurilik tarafindan
emilen enerji miktarina gore degisim gosterirken, omuriligin uzun siire basi altinda
kalmasi, norolojik hasarin daha fazla olmasi ve buna bagl olarak prognozun daha

>3 fkincil zedelenmede rol oynayan pek ¢ok

kotli olmasina sebep olmaktadir
mekanizma arasinda iskemi, reperflizyon, serbest oksijen radikalleri, eksitatdr amino
asitler, vaskiiler mediatorler ve hiicre i¢i Ca' artis1 sonucu kalpain, kaspaz ve
katepsin gibi pro-apoptotik proteazlarin aktivasyonu ile uyarilan apoptotik
mekanizma oldukca dnem tasir. Ikincil zedelenmenin travmadan birkac saat sonra
baslayip, birka¢ giin hatta haftalar boyu devam etmesi nedeniye bu olayla birlikte

giden apoptotik hiicre Sliimiiniin, farmakolojik tedavi icin de potansiyel bir hedef

olduguna inanilmaktadir.
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Omurilik yaralanmasinda ¢esitli hiicre 6liim yollar1 aktive olabileceginden
farmakolojik tedavi, kombine ajanlar ya da ¢oklu etkisi olan tek ajan gerektirebilir.
Literatiirde siklosporin—AlG, EPC—K137, vitamin E, selenyum6, melatonin, meksiletin,
eritropoetin, tiyopental ve propofol™ gibi serbest radikal tutucu ve lipid
peroksidasyonunu 6nleyici gesitli ajanlar; GM1 gangliosid®®, thalidomide gibi anti-

. 7 . v e . . . q e 12.41
inflamatuvarlar’”, immiinsilipresif veya immiinmodiilatorler

, ya da endotel
hasarmi onleyen ilaglar® gibi pek ¢ok farmakolojik madde denenmistir. Bununla
birlikte kabul goren, uygulamasi olan ve yaklasik bes yil 6nce akut omurilik
zedelenmesinin standart tedavisi gozii ile bakilan tek tedavi, non-spesifik serbest
radikal tutucu etkili; etki ve sonuglar1 tartismali olup ciddi komplikasyonlar1 olan

13,49,66 o “.
70 Kiasacast akut omurilik hasarinda ikincil hasari

metilprednizolon tedavisidir
onleyecek, morfolojik ve fonksiyonel sonuclar1 diizeltebilecek yeni, emniyetli ve
etkin tedavi stratejilerine olan ihtiya¢ halen siddetle devam etmektedir.

Noroproteksiyonda etkin tedavi ajanlarinin gelistirilmesinin altinda yatan en
onemli engeller arasinda preklinik calismalarin yetersiz olmasi, olusacak patolojinin
ongoriillemiyor olmasi, patolojik olay dizisindeki degisik komponentlerin
interaksiyonu ve fonksiyonel sonuclarla olan iliskilerindeki cehaletimiz yanisira,
olusan zedelenmenin fizyopatolojik detayinin tam olarak anlagilmasindaki bilgi ve
teknik yetersizlikler de bulunmaktadir.

Bu sorunlarin ¢oziimii i¢in, giincel tedavinin hayvan modellerine dayali
olmas1 nedeni ile c¢esitli deneysel modeller gelistirilmekte, zedelenmenin
standardizasyonu ve tekrarlanabililir olusuna ¢aba sarfedilmekte ve bu modeller hem
potansiyel tedavi ajanlarinin etkilerinin incelenmesi hem de —6zellikle— giinlerce
stirebilen ikincil zedelenmenin detaymin anlasilabilmasi i¢in yapilan, birincil doku
zedelenmesinin baglattig1 biyokimyasal ve hiicresel yikimin detayini anlama ve

engelleme caligmalarinda kullanilmaktadir'"'%->%¢!

. Giinlimiizde mevcut deneysel
omurilik yaralanma modelleri arasinda bulunan kontiizyon tipi yaralanma modeli;
insan omurilik zedelenmesine en ¢ok benzeyen, daha Once rat caligmalarinda
kullanilmis bir model olup; test edilen tedavilerin degeri bu modellerde
degerlendirilmistir'*®®.

Ikincil hasarin temel taslarmdan biri olmasi nedeni ile apoptoz incelemesi

onem arzetmekte olup, omurilik hasarmni inceleyen pek c¢ok calismada degisik
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apoptoz tami yontemleri kullanilmustir'"2'#°%5 " Daha 6nceleri, DNA diizenli
kirilmasini gdsteren hiicre ekstresinin ip merdiven goriiniimii almas1 ya da elektron
mikroskopik kanit gerektirirken, giiniimiizde en ¢ok uygulama goéren ve son bes yil
icerisinde bu konudaki yaymlarda en ¢ok kullanilan apoptoz tayin yontemlerinin
TUNEL (deoxynucleotidyl transferase dUTP nuclear end labeling) yontemi ya da
cesitli aktive kaspazlarin veya apoptotik peptidaz aktive edici faktoriin (APAF)
biyokimyasal ya da  immiinhistolojik  varligmmin  gosterilmesi  oldugu

. . 1,7,21,23,95
goriilmektedir *" ">

. Bu caligmalarda en giivenilir yontemlerden olmakla birlikte
TUNEL yonteminde nekrotik hatta normal hiicrelerin de  boyandigi
bildirilmektedir™'®. Aktif enzim arama temeline dayanan immiinhistokimya
calismalari ise taze doku varligmi gerektirmektedir.

Calismamizda kullandigimiz tek sarmal DNA varligmi tanmiyan ve gerek
DNA’s1 zedelenmis ancak heniiz apoptoza ugramayan hiicreleri, gerekse apoptozu en
erken donemde taniyan ve aywrdeden, nekroz ve normal hiicrelerde nonspesifik
boyanma gdstermeyen ssDNA antikoru, eksojen ve apoptozla iliskili DNA hasarini

1436 By antikorun teorik olarak 5> - 3’ ekzoniikleaz enzimi ile tamir

gostermektedir
edilen ¢ift sarmal DNA hasarini belirledigi ve tamir edilemeyecek kadar g¢ok
miktarda tek sarmal DNA ortaya c¢ikarmasi durumunda ise apoptoza ugrayan
hiicrelerdeki mevcut pargalanmis tek sarmal DNA’y1 tanidigi diisiiniilmektedir'.

Bu antikor apoptoz arastirmalarinda cesitli malignitelerdeki apoptozu
belirlemede bircok calismada kullanilmis olmakla birlikte, nérolojik bilimlerde
heniiz emekleme asamasindadir. Ozellikle adli tipta uygulama alaninda ufku oldugu
bildirilmistir®. Literatiirde omurilik yaralanmasinda ssDNA kullanarak apoptoz
incelenen ve rapor edilen tek bir ¢alisma mevcut olup, metil prednizolon etkisini
inceleyen bir ¢alismadir. Bu calisma aynm1 zamanda elektron mikroskopi ve DNA
fragmantasyonu incelemeleri ile de birlikte yiiriitiildiiglinden, ssDNA antikorunun
heniliz DNA fragmantasyonu olmadan apoptozu belirleyebildigini, diger yontemlerde
oldugu gibi nekroz veya non—apoptotik hiicrelerde yanlis-pozitifligin olmadigini da
gdstermistir’.

Calismamiz, omurilik zedelenmesi sonrasi ssDNA antikoru kullanarak

apoptozu arastiran oncii calismalardan biridir.
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Sekil 4.1°de haritalamasi sunulan ve HE boyamasi ile elde edilen kesitlerin
kanama ve primer hasar1 gosteren ilk iki glin bulgulari, daha sonraki saatlerde de
simdiye = kadar  yaymlanmis  olan  histopatolojik  bulgularla  uyum
gostermektedir' =%+

DNA hasar1 sonuclar1 incelendiginde (Sekil 4.2 ve 4.3), zedelenmenin birinci
saatinde lezyon merkezinde nekrozun bulundugu, DNA hasarli hiicrenin hig
olmadig, rostral ve kaudale dogru esit olarak giden ve en rostral ile en kaudale dogru
azalan niikleer DNA zedelenmesi varligi goriilmiistiir. Bu bulgu, primer hasar
etkisini, ve merkezden uzaklastik¢a azalan siddeti yansitmakta, merkezdeki siddetli
travmanin tiim hiicreleri nekroza ugratirken, travma siddeti perifere dogru azaldikca
DNA hasarl hiicre yilizdesinin de azaldigini gostermektedir. Lezyon merkezinde 6.
ve 24. saatlerde yavas yavas artan, 6. saatte birinci saatteki DNA zedelenmesi ile
benzer dagilimda ancak sayica daha fazla DNA’s1 zedelenmis hiicrelere, 24. saatten
itibaren merkezden uzaklastikca esit dagilimli ve benzer siddette bir zedelenme eslik
etmektedir. Subakut faza uyan 48. saat ve sonrasinda, merkezdeki DNA zedelenmesi
gosteren hiicre yiizdesi aniden, ¢ok hizla artarak, periferden daha ytliksek degerlere
ulagmakta, benzer sekilde rostral ve kaudalde de ikincil hasar1 yansitacak nitelikteki
artis 168. saatte daha da belirginlik gostermektedir. En rostral, rostral, santral,
kaudal, en kaudal i¢in, her alt segment zamanla artan bir DNA zedelenmesi
gostermekle birlikte (tiim gruplar icin p<0.001, Jonckheere-Terpstra testi), DNA
hasarli hiicrelerin yiizdesinin 48. ve 72. saatlerde c¢arpici artis gosterdigi dikkati
cekmektedir (sirasi ile p=0.0015 ve p=0.007, Kruskal-Wallis testi).

ssDNA immiinhistokimyas1 degerlendirmelerinde, apoptotik cisimlerin
median sayisinin da Onemli bilgiler yansitmakta oldugu izlenmistir: Apoptotik
hiicreler, en rostral, rostral, santral, kaudal, en kaudal bolgede, ayr1 ayri her alt
segment i¢in zamanla artmaktadir (p<<0.001, Jonckheere-Terpstra testi). Birinci saatte
lezyon merkezinde nekroz ve kanama saptandigi halde, apoptotik cisim yoklugu
DNA zedelenmesi ile benzerlik gosterirken, merkezden itibaren rostral ve kaudale
dogru apoptotik hiicre miktar1 DNA zedelenmesi grafigi ile ters orant1 gdstermekte,
yani primer hasar siddeti ile paralel olarak DNA hasar1 azalirken (Sekil 4.3), apoptoz
ile 6liim artmaktadir. Bu bulgu, hasarin niteliginin ayni olmasma ragmen travmanin

siddetinin hiicre 6liimiiniin sekline karar verdirici oldugunu diisiindiirmektedir.
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Apoptotik hiicre sayimi sonuglar, DNA zedelenmesi goOsteren hiicre
yiizdelerinde de oldugu gibi omurilik hasar1 fizyopatolojisinin bugiin bilinen
ozelliklerini birebir yansitmaktadir. Tiim alt segmentlerde, zamanla giderek artan ve
istatistiksel olarak anlamli bir median apoptotik hiicre sayist izlenmistir (p<0.001,
Jonckheere-Terpstra testi). Lezyon merkezinde apoptoz sayisinin ilk yiikseldigi
donem olan 48. saatte, istatiksel olarak da belirgin farkli tepe degeri (p=0.003,
Kruskal-Wallis testi), sekonder hasar ve subakut zedelenme doneminin baslangicina
karsilik gelmektedir. Lezyonun rostral ve kaudali ile daha uzak rostral ve daha uzak
kaudalinde de apoptotik cisimler esit miktarlarda ve paralel artiglar gdstermektedir.
Merkezde 48. saatte gordiiglimiiz ve ikincil hasara karsilik gelen apoptoz artisini,
ikincil hasara yol acan etkenlerin merkezden perifere dogru uzanma zamanmi da
belirleyecek sekilde; 72. saatte periferde de apoptoz artis1 eslik etmekte ve spinal
kord segmentinin inceledigimiz kismmin tamammi ilgilendiren boyutta apoptotik
hiicrelerin varlig1 goriilmektedir. Diger bir deyimle alt segmentler arasi apoptoz
sayist farki anlaml degildir (p=0.64, Kruskal-Wallis testi). Yiizaltmigsekizinci saatte
lezyon merkezinde daha belirgin olacak sekilde, gerek merkez gerekse periferde
apoptotik hiicre sayisindaki artis siirmekte ve izledigimiz zaman cercevesi i¢indeki
en yiiksek degerlere ulagsmaktadir.

Bu calismanin baslica bulgular1 48. saatten baslayarak birinci haftaya kadar
ozellikle lezyon merkezinde daha siddetli olan, hem DNA zedelenmesi gosteren
hiicre yiizdesi hem de apoptoz ile 6len hiicre sayisinda artig ile giden lezyonlarin,
omurilik zedelenmesinin fazlarma birebir uyum gdstermesidir. Benzer bulgular
Rowland ve arkadaslar1 tarafindan da gésterilmistir76. Ancak diger ¢aligmalardan
farkli olarak bizim ¢alismamizda immiinhistokimya ile inceleme yapilmasi nedeni ile
gerek apoptotik cisim ve hiicrelerin, gerekse DNA hasarli hiicrelerin lokalizasyon ve
morfolojik 6zelliklerinin korunmasi, dolayisi ile hem niteliklerinin anlasilabilmesi,
hem de kantitatif caliymaya olanak saglamasi, biyokimyasal ekstrelerde yapilan
caligmalara oranla biiylik avantajlar saglamis; 6rnegin DNA hasarl hiicrelerin hassas
bir dagilim haritas1 ¢ikartilabilmistir. Bu ¢alismada dikkati ¢ceken bir bagka bulgu ise
DNA zedelenmesinin ¢ogunlukla glia ve endotel hiicrelerini ilgilendirip, néronlarda
oldukca az goriilmesiydi. Benzer sekilde apoptotik cisimler de hemen daima beyaz

cevherde gozleniyordu. Gerek noronlar gerekse glial hiicreler hasara duyarl hiicreler
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olmakla birlikte, néron oliimiiniin hemen daima nekroz ile oldugu, glial hiicrelerin
ise primer hasar sonrasinda daha ziyade apoptotik oliimle kaybedilmelerinin bu
duruma sebep olabilecegi diisiiniildii. Literatiirde de bu bulgu ve diisiinceyi destekler
sekilde, oligodendrositlerdeki Fas reseptorlerinin, aktive mikroglia Fas ligandini
uyarmast ve bOylece p75 ndrotropin reseptorii iizerinden apoptoza giden sinyal
yolunu uyardig gosterilmistir’.

ssDNA antikoru kullanilarak yapilan apoptoz incelemesinin bir diger {istiin
yant da heniiz 6lmemis, ancak DNA’s1 zedelenmis hiicreleri saptayabilmesidir.
Calismamizda DNA hasar grafikleri (Sekil 4.3-4.5) ve haritalamasinin da, omurilik
zedelenmesindeki lezyonlarm siddet ve dagilimini; median apoptotik hiicre sayisi
kadar iyi yansittig1 (Sekil 4.6-4.10) goriilmektedir. Aciklanan bu son ozellikleri
nedeniyle ¢esitli deneysel ¢alismalar ve omurilik yaralanmasi sonrasindaki tedavi ve
ila¢ cevabi dlclimlerinde ya da kok hiicre tedavisi ile yapilacak deneysel calismalarda
calismamizda kullandigimiz bu yontemin kullaniminin, apoptozu goésteren diger
metodlara oranla daha iistiin olacag1 diistinlilmiistiir.

Hiicre kiiltiirlerinde oksidatif stres ile olusturulan apoptozun, ssDNA
antikoru, TUNEL metodu, annexin-V baglanmasi, poly-ADP-riboz-polimeraz
(PARP) ve Apo 2.7 ekspresyonu olmak iizere bes ayri yontemle oOlgiilerek
karsilastirildigi ve nekrozla apoptoz ayriminda hangi yontemin {istiin oldugunu
arastiran bir ¢alismada, ssDNA antikoru metodunun erken apoptozu gostermesi
yanisira nekroz ve apoptoz aymdetme agisindan da en 6zgiil ve duyarli yontem
oldugu bildirilmistir’.

Bu calismada ayrica Katepsin B’nin varligi ve dagilimi da incelenmistir.
Omurilik hasarinda ikincil cevaptaki enzimatik siire¢ ve aktivasyonunda, hasar
sonras1 artan Ca'" diizeyine etki eden proteazlardan olan kalpain, kaspazlar ve
Katepsin B, MSS hiicre 6liim modellerinde nérodejenerasyon ve hiicre 6limii ile
iliskilidir’®"®. Katepsin B’nin, serebral iskemi modellerinde énemli bir rolii oldugu
anlasilmistir’”®. Kontiizyon tipi omurilik yaralanmasmda Katepsin B’nin hiicre
lokalizasyonu ve enzimatik aktivitesi ilk olarak 2005 yilinda incelenmistir, bu
calisma literatiirde Katepsin B’nin mekanik omurilik hasarinda doku yikimindaki
6nemini gosteren tek calismadir”. Aslinda normal omurilikteki lokalizasyon ve

dagilimi dahi ¢ok iyi bilinmemektedir’’. Calismamizda parafin kesitlere yapilan
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immiinhistokimyasal incelemelerde kontrol grubu ratlarda Katepsin B pozitifliginin,
ndron govdesine lokalize oldugu, oligodendrosit, mikroglia ya da astrositlerde, ve
endotel hiicrelerinde bulunmadigi dikkati c¢ekmistir. Travma sonrast 24. saatte
nekroza ugrayan noronlarin kaybi ile birlikte Katepsin B pozitifligi’nin hiicre ici
lokalizasyonun ortadan kalktig1, buna karsilik travma bdlgesinde, merkezde hem gri
hem de beyaz cevheri i¢ine alacak sekilde diffiiz tarzda boyanma verdigi, ve 24.
saatten sonra ise fagositik hiicreler tarafindan temizlenerek 168. saatte tekrar hiicre
icinde saptandigi, ancak bu kez lokalize oldugu hiicrelerin sadece ndronlar olmayip,
cevre mikroglial hiicrelerde de oldugu izlenmistir. Katepsin B’nin 24. saatte hiicre
disina c¢ikmasi, ikincil zedelenmenin baslamasinda Onemli bir rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Ayrica, travma grubunda ndronlardaki Katepsin B boyanma
niteliginin, kontrol rat néron govdelerinkinden farkli yapida olmasi da omurilik
yaralanma siirecindeki zaman igerisinde degisim gosteren roliiniin 6nemli bir
yansimasidir. Bulgularimiz ve bugiine kadar yapilan az sayidaki deneysel
calismalarda her ne kadar omurilik yaralanmasinda Katepsin B ekspresyonu ile ilgili
anlaml1 bulgular saptanmis ise de, bu yolagin tam olarak anlagilabilmesi icin ileri ve
detayli caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sunulan bu ¢alisma hem ssDNA hem de Katepsin B bulgularini birarada
toparlayan ilk calisma niteligindedir.

Omurilik yaralanmasi yapisal ve molekiiler patolojisinin iyi bilinmesi,
basarili noral hiicre onarimi ve tedavi ile ilgili problemleri agsma bakimindan hem
gerekli hem de sarttir. Bu nedenle siirecte rol oynayan kompleks biyolojik olaylarin
ve hasar, hiicre oliimii, rejenerasyon ve tamir gibi karmasik mekanizmalarin iyi
anlagilabilmesi  gerekmektedir. Apoptoz konusundaki c¢alismalar omurilik
zedelenmesinin kaginilmaz pargasi ve olmazsa olmaz bir sonucu ise de, su anda
apoptoz ve ndrolojik sekeller arasindaki iliskinin tam olarak bilinmiyor olmasi, bu

konuda fonksiyonel ¢alismalarin da yapilmasi geregini gostermektedir.
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SONUC

Akut travmatik omurilik yaralanmalarinda bugiin i¢cin kabul edilmis etkin ve
gecerli bir tedavi yontemi mevcut degildir. Yeni tedavi ydntemlerinin
gelistirilebilmesi i¢in posttravmatik patofizyolojinin tam olarak bilinmesi gereklidir.
Omurilik yaralanmasi mekanik zedelenme ile baslar ama 6ziinde apoptotik hiicre
Oliimiiniin uyarilmasi ile giden, self-destriiktif bir olay olan ikincil zedelenme ile
devam eder. Ikincil hasarm temel taslarmdan biri olmasi nedeni ile apoptozun
incelenmesi travma patofizyolojisinin dgrenilebilmesi i¢in 6nemli basamaklardan
biridir. Bu nedenle omurilik hasarini inceleyen pek ¢ok calismada degisik apoptoz

tan1 yontemleri kullanilmistir. Calismamizda, elde edilen 6nemli sonugclar:

1) Deneysel omurilik kontiizyon travmasida apoptoz ve DNA hasari
kronolojik olarak incelenmis ve literatiirde ilk defa ssDNA antikoru
kullanilarak ~ travma  bolgesi ile  komsulugundaki  dagilimlar1
haritalanmigtir. Verilerin incelenmesi ile literatiirle uyumlu olarak zaman

icerisinde apoptoz ve DNA hasarinin artarak devam ettigi gosterilmistir.

2) Nekroz ve proteolitik enzim hasarin1 gosteren Katepsin B’nin akut
omurilik yaralanmasindaki hiicre yikiminda travmanin 24. saatinden
itibaren rolii olabilecegini diislindiiren bulgularimiz, bu molekiiliin
etkilerinin daha detayli olarak anlasilabilmesi i¢in ileri ve detayl

arastirmalarin yapilmasina deger oldugunu diisiindiirmiistiir.

3) Bu calismada elde edilen belki de en 6nemli sonug; literatiirde ilk kez
deneysel omurilik kontiizyon travmasinda tek sarmal DNA varligini
saptayarak gerek DNA’s1 zedelenmis ancak heniiz apoptoza ugramayan
hiicreleri, gerekse apoptozu en erken donemde taniyan ve ayirdeden,
nekroz ve normal hiicrelerde nonspesifik boyanma gdstermeyen ssDNA
antikorunun; in—situ kantitatif calismalara olanak verdigi gosterilmistir.
Literatlirde bu antikorla yapilan daha onceki calismalar kalitatif olup

bizim ¢aligmamizda oldugu gibi detayl bir haritalama yapilmamustir.
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