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OZET

DENEYSEL RAT OMURILiGi YARALANMA MODELINDE
SIKLOSPORIN TEDAVI EDiCi VE KORUYUCU ETKIiLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Giris: Spinal kordun yaralanmalari ekonomik ve sosyal ciddi sorunlara yol
acmas1 ve halen kabul gormiis bir tedavi semasinin olmamasi nedeniyle 6nemini
korumaktadir. Primer ve sekonder hasarlanma olarak iki grupta incelenir. Primer
hasarlanma travma esnasinda ortaya ¢ikan kompreson kontlizyon ve laserasyonu
igerir. Buradaki hasarlanma miktar1 travmanin biiyiikliigiine, etki sliresine ve absorbe
edilen enerji miktarina baglidir. Sekonder hasarlanma ise primer hasarlanmanin
tetikledigi dakikalar i¢inde ortaya c¢ikan gilinlerce devam eden metabolik ve
biyokimyasal olaylar1 iceren bir siirectir. Bu alanda yapilan klinik ve deneysel

arastirmalar ¢ok biiylik oranda sekonder hasarlanmay1 6nlemeye yoneliktir.

Method: Bu ¢alismada klip kompresyon yontemi kullanilarak meydana
getirilen omurilik yaralanmalar1 histopatolojik (Luxol fast blue, hematoksilen —eozin
ve TUNEL boyama yontemi) ve hasar skoru muayene yoOntemleri (egik diizlem,
motor muayene) kullanilarak siklosporin-A ‘nin ikincil hasar iizerindeki koruyucu ve
tedavi edici etkinligi arastirildi. Calismada 18 adet Sprague Dawley cinsi disi erigkin
rat kullanildi. Anesteziyi takiben T7-T9 (Torakal vertebra) mesafesinden yapilan cilt
insizyonu ile paravertebral adaleler siyrildi grup 1 (kontrol grubu), grup 2 (
laminektomi+ kord basist ) ve grup 3 (laminektomit+kord basist + siklosporin-A)
verilen 6’sar rattan olusan toplam {i¢ grup olusturuldu. Denekler 10 giin boyunca
izlenerek norolojik fonksiyonlar1 1. 3. 5. ve 10. giinlerde kaydedildi. Histopatolojik

inceleme i¢in 10. glinde sakrifiye edildi.

Bulgular: Histopatolojik incelemede Siklosporin-A (sandimmiin-Novartis
IV ampiil)’nin kullanildigi grupta travma grubuna gore hasar alaninin daha kiigiik
capta oldugu, beyaz maddede bozulmus aksonlarin daha az oldugu, yapisal
biitiinligiin korundugu nekroz ve apoptotik hiicrelerin de az oldugu izlenirken

travma grubunda ise hasar alaninda yaygin 6dem, inflamatuar hiicrelerinde artis,



beyaz maddede de vakuolize akson yapilart vardi. Mann Whitney-U istatiksel
degerlendirmesinde ise apoptotiz ve nekrozun grup 3 de grup 2 ye goére anlamh

olarak azaldigi izlendi (p<0.05).

Kruskal Wallis testi ile tiim gruplar arasinda egik diizlem ve motor
fonksiyon skorlarinda istatiksel olarak anlamli bir fark olup bu fark egik diizlemde
10. giinde (p:0.001; p<0.05) motor fonksiyon skorunda ise 5. vel0. giinlerde daha da
belirginlesmistir (p:0.00;p<0.01). Gruplarin Mann-Whitney U ile ikili karsilastirmasi
degerlendirildiginde ise egik diizlemde 5.giinden itibaren fark olup 10. giinde
istatistiksel olarak anlamli bir farka ulasmistir (p:0.012; p<0.05), Motor fonksiyon
skoru degerleri ise 5.giinden itibaren anlamli bir fark gdstermis nihayetinde 10.

giinde bu fark daha da artmistir (p:0.002; p<0.001).

Sonug: Deneysel rat omurilik yaralanma modeli ¢alismamizda siklosporin —
A nim sekonder omurilik yaralanmasi tizerine hem koruyucu (néroprotektif)( nekroz
/apopitozis verilerinin siklosporin-A verilen grub lehine ), hem de tedavi edici
(rejeneratif)( egik diizlem ve motor skor verilerinin siklosporin-A verilen grub lehine

) etkilerini, istatistiksel olarak ortaya koydugumuzu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Laminektomi, rat, omurilik basisi, siklosporin A, travma



ABSTRACT

ASSESSMENT OF THERAPEUTIC AND PRESERVATIVE EFFECTS OF
CYCLOSPORINE IN EXPERIMENTAL RAT SPINAL INJURY MODEL

Introduction: Spinal cord injuries still conserve their importance due to their
serious socio-economic problematical results; and no consensual treatment
algorythm has yet been concluded. They are assessed under two subtitles as primary
and secondary injuries. Primary injury includes compressions, contusions and
lacerations which have emerged during the trauma. The amount of damage at this
stage is correlated to the magnitude, duration and the impact of energy absorbed. On
the other hand, secondary injury is a process ( which is ) composed of metabolic and
biochemical facts that arise during the very first minutes, those were triggered by the
primary injury, and lasts for days after. Majority of the clinical and experimental

trials about this issue is aimed at preventing the secondary injury.

Method: In this trial preservative and therapeutic effects of cyclosporine A
in secondary injury condition; were studied -by the help of histopathological (Luxol
fast blue, hematoxilene-eosinophil and TUNEL dying method) and damage scoring
physical examination (inclined plane, motor examination) methods- over the spinal
injury model, which was created with clip compression procedure. 18 Sprague
Dawley breed mature female rats were exploited in this study. Following the
anaesthesia, with a skin incision through the space between T7-T9 (thoracal
vertebras), paravertebral muscles were dissected; and three groups, 6 rats in each,
were comprised: group 1 (the control group), group 2 (laminectomy + cord
compression) and group 3 (laminectomy + cord compression + cyclosporine-A).
Subjects were observed for 10 days and neurophysiological functions were recorded
on days 1, 3, 5 and 10. All were sacrificed at day 10 for the histopathological

examination.

Findings: In histopathological examination, it was shown that the trial group
(which was) exposed to Cyclosporine-A (Sandimmune-Novartis 1V vial) had a less

area of damage -in diameters-, fewer number of degenerated white matter axons,



apoptotic cells and necrosis; and in contrast to the trauma group, the structural unity
was preserved better whereas the trauma group had a wide edema on the injury site
with an increase in the inflammatory cells and vacuolized axonal structures in the

white matter.

Mann Whitney-U statistical analysis showed a significant diminution at
group 3 in comparison to group 2 regarding apoptosis and necrosis (p<0.05).

With Kruskal Wallis test, a significant statistical difference between all
groups, in terms of motor function scores and inclined plane results, was seen; and
this difference got prominence for inclined plane in day 10 (p:0.001; p<0.05), in 5"
and 10™ days fort he motor function scores (p:0.00; p<0.01). When two groups were
compared with Mann-Whitney U test, there was a distinction after day 5, in inclined
plane, and this difference reached a statistical significance at the 10" day (p:0.012;
p<0.05). Values of motor function scores presented a significant difference by day 5

and at last the significance became bigger on day 10 (p:0.002; p<0.001).

Results: In our study of experimental, rat spinal injury model; we are
convinced that we are able to present both the preservative [neuroprotective,
(necrosis/apoptosis datas are in favour of the group received Cyclosporine-A)] and
therapeutic effects [regenerative, (inclined plane and motor function score datum are
in favour of the group received Cyclosporine-A)] of Cyclosporine-A on the

secondary spinal injury, which is statistically significant.

Key words: Laminectomy, rat, spinal compression, cyclosporine A, trauma
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SIMGELER VE KISALTMALAR

T7:7. Torakal Vertebra

L1: 1. Lomber vertebra
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ASA : Anterior spinal arter

PLSA: Posterolateral spinal arter
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MSS: Merkezi sinir sistemi

ATP: Adenozin trifosfat

Na**: Sodyum

Ca**: Kalsiyum

EAA: Eksitator amino asit

NMDA: N-metil-D-aspartat

CPP : 3-propyl-1-phosphonic acid
Fe**: Demir

TNF-a: Tiimor nekrozis faktor-alfa

IL: interlokin
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TUNEL.: Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling
DNA: Deoksiriboniikleik asit

TdT: Terminal deoksinukleotidil transferaz

PBS : Fosfat tampon soliisyonunda

MMT : Mitokondri membran transportu

NTF: Niikleer transkripsiyon faktor

GM-CSF: Graniilosit monosit-koloni sitimiile faktor
SSS: Santral sinir sistemi

LFM: Luksol fast mavisi

NO:Nitroz oksit

MRNA: Messenger riboniikleik asit

CREB : Cyclic amp-response element binding protein

OPC: Oligodendrosit prekiirsor hiicre
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1.GIRIS

Omurilik yaralanmasi hastalarin  omiir boyu siliren tedavi ve bakim
masraflar, is ve kazang¢ kayiplart beraberinde yasadiklari sosyal ve psikolojik
sorunlar nedeniyle hastayi, ailesini ve iilke ekonomisini etkileyen dnemli bir saglik
sorunudur. Omurilik yaralanmasi ile ilgili ¢ok sayida arastirma olmasina ragmen
heniiz net bir tedavi bulunamamistir (1,2). Yine omurilik ¢ok sayida siniri ve
biyolojik sistemi kontrol ettigindendir ki omurilik hasarinda ¢ok sayida sistemde
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir (1,3). Bu konudaki arastirmalar bir taraftan olayin

patofizyolojisine yonelik iken, diger taraftan tedavi se¢eneklerine yoneliktir.

Bu nedenle insandaki omurilik yaralanmasimi andiran travmalar deney
hayvanlarinda olusturulmaktadir (4). Omurilik hasarinda tedaviye yonelik One
stiriilen ajanlarin etki mekanizmalar1 genellikle ikincil hasar1 6nlemeye yoneliktir,
fakat mekanik etki ile omurilikte meydana gelen birincil hasar adete ikincil hasar

mekanizmalarinin fitilini ateslemekte buda omurilige ciddi hasarlar vermektedir (1).

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz siklosporinin sekonder yaralanma

tizerindeki koruyucu ve tedavi edici etkilerini belirlemektir.

2.GENEL BIiLGILER

Akut travmatik omurilik yaralanmasimin diinyadaki yillik goriilme sikligt
milyonda 15-40 olarak verilmistir (5). Kuzey Amerika da 2012 yili verilerine gore,
her y1l ortalama 10.000 yeni akut omurilik yaralanma olgusu, Ingiltere’de ise 2004
yil1 verilerine gore, yillik 700 yeni akut omurilik yaralanma olgusu bildirilmektedir
(6). Omurilik yaralanmasi sikligi 15-25 yas arasi genglerde goriiliir, Erkek/ Kadin
oran1 4/1°dir (7). Omurilik yaralanmasinin en sik sebebi motorlu ara¢ kazalart ( %

50), diisme ve is kazalar1 (%30), siddet suglari (%]11) ve spor yaralanmalaridir (%9)
(8).

Ulkemizde yapilan sl epidemiyolojik  ¢aligmalar incelendiginde
Karamehmetoglu ve ark. travmatik omurilik yaralanmasi sikligii  milyon

popiilasyonda Istanbul icin %21, kirsal alan - giineydogu illeri igin %16.9 olarak



bildirmislerdir (6,9). Karacan ve ark. 2000 yilinda yayimlanan, ¢ok merkezli, anketli,
ulusal epidemiyolojik ¢aligmalarinda bu oran yine milyon popiilasyonda %12.7 dir

(10).

Spinal kolonun en esnek yeri olan boyun en ¢ok yaralanmaya maruz kalir ki

bu da en agir norolojik hasara neden olur (11).

2.1 Tarihce

Edwin Smith papiruslart omurga kriklarinin belirtildigi ilk belgelerdir.Bu
bilgilerin firavunlarin 6zel hekimi olan Imhotep ( MO 2686-2613) tarafindan
yazildig1 sanilmaktadir (12) .

Ulkemizdeki spinal travmalar ile ilgili ilk tedavi islemi, Serefeddin
Sabuncuoglu ( 1385-1468) tarafindan yapilmistir. Sabuncuoglu 15.ylizyilda yazdigi
“Cerrahiyetiil Haniye’ resimli cerrahi atlasinda bir ¢ok spinal patolojinin yani sira,
spinal travmalar bu travmalarin ndrolojik etkileri ve dislokasyonlarda rediiksiyon
teknikleri hakkinda bilgi vermistir (13). Bu eserin Tiirk¢e ilk eser olmasi disinda

resimli olmasi sebebiylede 6nemi biyiktir (14) .

2.2 Omurilik Yaralanma Modelleri

Tator tarafindan siniflandirtlmistir (15,16).

2.2.1 Travmatik yaralanma

2.2.1.1 AKut kinetik basi
22.1.1.1 Klip
2.2.1.1.2 Balon
2.2.1.1.3 Omurga Kirig

2.2.1.1.4 Darbeli cihaz

2.2.1.1.5 Agirlik olusturma



2.2.1.2 Akut statik basi

2.2.1.3 Akselarasyon- deselerasyon
2.2.1.4 Germe

2.2.1.5 Yatay diizlemde kesi

2.2.2 Travmatik olmayan yaralanma

2.2.2.1 iskemik hasar
2.2.2.2 Tumor basisi
2.2.2.3 Kimyasal hasar
2.2.2.4 Fiziksel hasar

2.2.1.1.1 Klip bas1 modeli

Rivlin ve Tator vasitasiyla gelistirilmistir (1978). Mekanik etkinin yaninda
vaskiiler yaralanma da yaparak iskemiye neden olur. Laminektomiyi takiben
lateralden konan anevrizma klipi ile omurilik bir miiddet sikistirilir. Klip siddeti ve
zaman1 degistirilerek degisik yaralanmalar olusturulabilir. Burada basi gevresel
oldugu i¢in insandaki travma tipine yakindir. Sadece kii¢iikk hayvanlarda

uygulanilabilir (3).

2.2.1.1.2 Balon ile bas1 modeli

Oro ve ark. siganlarda laminektomi sonrasi spindze tutturulan bir balon ile
bu yontemi olusturmuslardir (17), Tarlov ve Klinger ise kopeklerde omurilik ve
kauda eguina yaralanmasi olusturmak i¢in ekstradural balon bast yontemini

kullanmiglardir (18,19).

2.2.1.1.3 Omurga kirig1 modeli

Benzel 1999 ‘da tarif etmistir. L1 seviyesinde lateral yaklasimla vena cava ve

abdominal aorta omurgadan ayrilir (20).



Debakey aort klempi, bir uzantisi omurganin  anterioruna digeri ise
dorsalinde olacak sekilde yerlestirilir. 20 sn, 3 dis sikistirilir. Siganlarda arka bacakta
spazm goriliir. Klemp serbestlestirilir. Bu yontemde basi siddeti degismez ancak
farklt tiir deneklerde degisik sonuglar olabilir. Yine aymi tirlin omurga

kalinliklarindaki farkliliklar sonucu etkileyebilir (21,22,23).

2.2.1.1.4 Darbeli cihaz modeli

Anderson tarafindan gelistirilmistir (1982) (24). C6-C7 spindzler klemple
sabitlenir. Laminektomi uygulanmadan interlaminer kisimdan omurilik yaralanmasi
olusturulur. Pnématik bir silindirden itilen saft bir ¢erceveye carpar ve ayarlanabilir
bir slire boyunca orda kalir. Olayin zamani ve hiz1 sabittir. 1992 ‘de Stokes ve ark.
Elektromekanik bir cihaz gelistirmiglerdir (25,26). Burada omurilige ¢arpan saftin
yer degistirme miktari, hiz1 ve safta verilen kuvvet dlgiilerek bilgisayara aktarilmakta

neticede her travmadan sonra omuriligin ne kadar etkilendigi tespit edilmektedir (4).

2.2.1.1.5 Agirhk diisiirme modeli

Allen 1911°de kedi omuriligine agirlik diisiirmistiir. Cevre dokularina enerji
dagilimi cismin bir ¢ok yerden omurilige ¢arpmasi omuriligin farkl kalinliklarda,
kan akimi ve BOS dolanimina sahip olmasi dezavantajidir (27). Tiim bunlara ragmen
bu model en yaygin kullanilan, nispeten tiim deneklerde degismez yaralanma yaratan
kolay bir yontemdir. Agirlik diistirme modeli klinik modellere daha uygundur. Klip

ve Balon modellerinde mekanik travmanin disinda vaskiiler yaralanmada mevcuttur

(3).

2.2.1.5 Yatay diizlemde kesi

Bu yontemde bisturi veya lazer kullanarak omurilik yatay diizlemde tam
kesilir. Omuriligin rejenerasyonunu arastirmak i¢in uygundur. Lazer kullanilarak
yapilan omurilik kesilerinde daha iyi damarlanma goriilmektedir. Yine burada
cerrahi travma sabittir. Tam kesi nadiren ortaya ¢ikar. Ancak omurilik yaralanmasi
ile ilgili ciddi bilgiler vermesi sebebiyle dnemlidir. Cheng ve ark. omuriligin bir

kismini ¢ikarip periferik sinir grefti ile destek i¢in fibrin yapistirici, asidik fibroblast



bliylime faktorleri ile tamir yoluna gitmisler sonugta rejenerasyon oldugunu

gostermislerdir (28,29).

Schwab ve ark. kortikospinal traktusda piramis seviyesinde mikrocerrahi
yontemi kullanarak daha secici lezyon meydana getirmisleridir (30). Bu 6zel kesi

modellerinin en 6nemli problemi hedeflenen traktuslarin kesilmeme olasiligidir (4).

2.2.2.1 iskemik hasar modeli

Ratlarda sol renal arterin hemen distalinde aortun kapatilmasiyla iskemi

olusturulur (31).

2.2.2.4 Fiziksel hasar modeli

Sakamoto ve ark. 2 Mhz radyofrekans 1sitict ¢emberi siganlarda T12-L1
vertebralarin iizerine koymuslardir.  Proksimal segmentte yapilan laminektomi
penceresinden de epidural sicaklig1 monitorize etmislerdir. Sicaklik 45-48,5 °C ile 4-
10 dk arasinda degisen siirelerde yapilmistir. Travma sonrasi siganlarda omurilik
vaskiiler kan akiminda diisme, histolojik zedelenme ve norolojik kotiilesmeye ait

bulgularin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (32).

2.3 Omurilik Yaralanmasinin Degerlendirilmesi

2.3.1 Klinik muayene

2.3.1.1 Tarlov testi: Tarlov, sigan motor islevini 6’ ya ayirarak Ozel
muayeneyi Ol¢iilebilir hale getirdi. Plejik sigana 0, motor fonksiyonu tam olana ise 5
puan verdi (18,19). Stokes ve Reier bu testi yeniden diizenlendiler (25). Ayrica

Drummond ve Moore kriterleri ile degerlendirilebilir.
2.3.1.2 Egimli yiizey testi

2.3.2 Histopatolojik inceleme
Histopatolojik incelemede nekroz ve noronlardaki degisiklikler nicel hale

getirilebilir. Burada rutin yontemlerin yani sira miyelindeki degisiklikleri ortaya



koymak igin LFM ( Luksol fast mavisi) ve NO (Nitrdz oksit) Immiin histokimyasal

yontemlerinden de yararlanilir (15).

2.3.3 Manyetik rezonans goriintiileme (MRG)

Ilk patolojik degisikliklerin ortaya konmasinda etkilidir. Omurga kanalin1 ve
yumusak dokularin degerlendirilmesinde travmanin omurilige vertebral disk ile
ligamenlere etkisini ortaya koymada en faydali yontemdir. Yine omurilikte kanama,
o6dem ve kesi yalnizca MRG ile goriilebilir. Akut hematomiyeli T2A kesitlerinde
hipointens, T1A Kkesitlerinde hipo-izointens izlenir. Hematom emildikce T2A
kesitlerinde methemoglobin nedeniyle hiperintens en son donemde ise hemosiderin
ve ferritin nedeniyle hipointens goriinimi olur. Kontiizyonda ise T2A Kkesitlerde

hiperintens, T1A kesitlerinde hipointens sinyaller izlenir (4,33).

2.3.4 Akson izleyicileri
Travmanin ve terapotik etkinin olumlu veya olumsuz yonlerini ortaya

koymada kullanilir. Horseradish peroksidaz yontemi en sik kullanilandir (34).

2.3.5 Biyokimyasal 6lciimler

Kalsiyumun hiicreye girmesiyle sitotoksik zincir baglar. Kalsiyumun
6l¢timii miimkiindiir. Yine mikrodiyaliz yontemi ile invivo laktat, piruvat, aspartat,
glutamatin da 6l¢timii yapilmaktadir. Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinin nicel
Olgtimii ile antioksidan enzim (katalaz — siiperoksit dismutaz) diizeylerine
bakilabilmektedir (34).

2.3.6 Omurilik kan akiminin élciilmesi
Omurilik travmalarindan sonra kan akiminda 6nemli bir diisme meydana

gelir ve bir iki saat sonra ise omurilikte travmaya bagl iskemi gelisir (15,28).
2.3.7 Elektrofizyolojisi

2.3.7.1 SUP (somatosensoriyal uyarilmis potansiyeller)

Omurilik travmasinin siddetini belirlemede Onemli bir yontem haline
gelmigtir. SUP omurilik travmasi esnasinda dorsal kolondaki aksonlar tizerindeki
stresin ortaya konmasini saglar. Sonugta travmanin sonrasinda gelisecek iskemiyi

tahmin etmede SUP ol¢limleri yararli bir yontemdir (35).



2.3.7.2 MUP (motor uyarilmis potansiyeller)

Piramidal yollarin takibini olanakli kildig1 i¢cin SUP’a gére motor islevin

diizenlenmesini tahmin etmede daha 6nemlidir (21).

2.4 Norolojik degerlendirme ve siniflama

Omurilik, beyaz cevherde boylu boyunca uzanan traktuslar ile bu
olusumlarin ¢evresini sardigr sinir hiicrelerinden olusan gri cevherden meydana
gelmektedir. Gri cevher segmental olarak gruplara ayrilnustir. iki spinal arka kék ve
iki spinal 6n kok veren her bir omurilik kism1 segment olarak nitelendirilir. Biitiin
sinir kokleri dermatom olarak adlandirilan belirli bir bélgenin duyusunu tasirken ayni

sekilde her kok miyotom adi verilen bir kas grubunu inerve eder.

Omurilik yaralanmasinda, travmanin tespiti, fonksiyon bozuklugunun
derecesi, diizeyi ve iyilesme miktarinin boyutu gibi bir¢ok sebepten dolay: standart
bir smiflama yapilmasi gerekliligi s6z konusudur. Bu siniflandirmada ndérolojik
muayene esastir. Bu siniflamay1 agiklamadan once kullandigimiz bazi terimler ve

acgiklamalar sunlardir (36):

Motor seviye: Kendisinden yukaridaki anahtar kaslarin motor giictiniin normal
olarak degerlendirildigi, en alt anahtar kas i¢in ise motor kuvvetin 3/5 degerinde

oldugu diizeydir.

Duyusal seviye: Viicudun her iki tarafindaki dokunma duyularinin normal oldugu en

alt diizeyi temsil eder.

Norolojik seviye: Motor ve duyusal islevlerin normal oldugu en alt diizeyi temsil

eder.

2.4.1 Norolojik Muayene

Norolojik muayene i¢in gerekli olan iki temel unsur vardir.



2.4.1.1 Duyusal muayene

Duyusal muayene viicudun her iki yaninda yer alan 28 dermatom alaninin

igne ucuyla ve pamuk kullanarak (keskin duyu-hafif dokunma) muayene edilmesidir.

Bu ii¢clemde referans nokta yiizdiir. Hastanin his durumuna gore 3 puanh

degerlendirme yapilir.
0: Duyu yok
1: Bozulmus

2: Normal

Derin rektal duyu tuse ile degerlendirilir. Pozisyon hissi, derin duyu- basing

duyusu nispeten rehabilitasyon ve tedavi siiresince kullanilir.

Tablo 1: Duyu muayenesi icin 28 anahtar noktanin tanimlanmasi

Orta Klavikular Hat

C2-oksipital protuberans

T4-4.interkossal aralik

L2-6n orta uyluk

C3-supraklavikular fossa

T5-5.interkossal aralik

L3-m Femoral kondil

C4-akromioklavikular eklem

usst

T6-6. interkossal aralik

L4-medial malleolus

C5-antekubital fossa laterali

T7-7. interkossal aralik

L5-bacagin laterali

C6-basparmak

T8-8. interkossal aralik

S1-topuk laterali

C7-orta parmak

T9-9. interkossal aralik

S2-orta popliteal fossa

C8-kii¢giik parmak

T10-10. interkossal aralik

S3-ishkial tuberozite

T1-antekibital fossa mediali

T11-11. interkossal aralik

S4-5-perianal alan

T2-aksilla apeksi

T12- inguinal lig. Ortas1

T3-3.interkossal aralik

L1-T12/L2 tam arasi




2.4.1.2 Motor muayene

Bu muayenede ¢ift tarafli on anahtar kas kuvveti degerlendirilmektedir.

Motor muayene derecelendirmesinde kullanilan skala:
0: Felg
1: Kasta gozlenen veya palpe edilen kontraksiyon
2: Yer ¢ekimi devre dis1 birakildiginda kasin hareket etmesi
3: Yer ¢ekimine kars1 hareketin olmasi
4: Drence kars1 hareket olmasi
5: Normal kas giicti

Yine anal kontraksiyon tuse ile kontrol edilir. Anal duyu gibi var veya yok

olarak tanimlanair.

C1’den C4, T2’den L1 ile S2’den S5’e kadar motor muayene test edilemez.
Bu boélgeler duyu seviyeleri ile es olarak kabul edilir. Motor muayeneye ilave olarak
baz1 kas gruplar1 da degerlendirilebilir. Bunlar; diyafram, deltoid kaslar1, harmstring
kas grubu ile kalgca addiiktorleridir. Bu kaslarda degerlendirme yok, gligsiiz ve

normal olarak tanimlanir (36-38).

Tablo 2: Standart omurilik muayenesinde anahtar 10 kas grubu ve sinir kokleri

Kok seviyesi | Kas grubu Kok Kas grubu
seviyesi

C5 Dirsek fleksorleri L2 Kalca fleksorleri
C6 Bilek ekstansorleri L3 Diz ekstansorleri
C7 Dirsek ekstansorleri L4 Ayak dorsifleksiyon
C8 Uzun parmak fleksorleri | L5 B.parmak ekstansiyon
T1 Kisa parmak | S1 Plantar fleksiyon

abdiiktorleri




ASIA SKALASI (American Spinal injury Association) (36)
A=KOMPLET: S4-S5 segmentlerinde motor ve duyussal fonksiyon kaybolmustur.

B=INKOMPLET: Norolojik seviyenin altinda motor fonksiyon tamamiyla

kaybolmus S4-S5 sakral segmentlerde duyu fonksiyonu korunmustur.

C=INKOMPLET: Nérolojik seviyenin altinda motor fonksiyon korunarak anahtar

kaslarin yarisindan fazlasinda kas giicti 3“lin altindadir.

D=INKOMPLET: Nérolojik seviyenin altinda motor fonksiyon korunmus ve Kas

giicli 3’1in lizerindedir.
E=KOMPLET: Normal motor ve duyu fonksiyonu vardir.

2.5 inkomplet Omurilik Yaralanmasinda Ortaya Cikan Bazi Sendromlar

2.5.1 Santral omurilik sendromu

Omuriligin ortasinda birkac ya da daha ¢ok segmentin hasara ugramasidir.
Daha c¢ok boyun bolgesindeki dejeneratif temelde hiperekstansiyon yaralanmalariyla
olusur. Ust tarafta belirgin motor kayip ile beraber sakral korunma mevcuttur.

Mesane disfonksiyonu olabilir.

2.5.2 Brown —-Sequard sendromu

Omuriligin bir tarafinda bir ya da daha ¢ok segmentin hasara ugramasidir.
Travma seviyesi altinda vibrasyon, pozisyon, duyu kaybi ile iist motor ndron
tutulumu nedeniyle gligsiizliik goriiliir. Diger tarafta ise birka¢ segment altinda agr1

ve 1s1 —duyu kaybi1 goriiliir.

2.5.3 Anterior omurilik sendromu

On 2/3 kismu etkileyen lezyonlar neticesinde hafif dokunma, derin duyu

korunurken motor ve agr1 kayb1 olusur.
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2.5.4 Konus medullaris ve kauda ekuina sendromu

Konus medullaris harabiyeti neticesinde perianal ve uyluk kisminda eger
tarz1 duyu kaybi ile beraberinde genito iiriner bozukluklar izlenir. Eger hasar kauda
ekuina liflerini etkilerse radikiiler tutulma neticesinde agr1, kaslarda giigsiizliik, duyu

kayiplar1 ortaya ¢ikmaktadir (37,39).

2.6 Spinal Kord Anatomisi
Yaklasik olarak spinal kordun uzunlugu 40-45 cm, agirligi ise 30-35 gr’dir.
Intrauterin hayatin ilk trimestirine kadar tiim kanalis vertebralisi, sonraki siirecte ise

kanalis vertebralisin hizli biiyiimesi sebebiyle proksimal 2/3’{inii kapsar (40).

En asagidaki bolimii eriskinde L1-L2 vertebra seviyesinde konus
medullaris olarak sonlanirken yeni doganda ise li¢iincii lumbal vertebrada sonlanir.

Bu noktadan sonra ince bir flaman seklinde filum terminale coccyx’in proksimaline

yapisir (41-43).

Spinal kordun en iistteki zar1 duramater olup foramene kadar kokleri
sararken epidural alanda yag ve venler vardir. Ortada araknoid icgte ise piamater
vardir. Dura ve araknoid S2 seviyesine kadar uzanir (44). Piamater korda septalar
duraya ise ince bir bant olan ligamentum dentikulatumlar ile baglidir (41). Spinal
kord C4-T1 (intumescentia cervicalis) ve T9-L1 (intumescentia lumbalis)
bolgelerinde genisleme gosterir. Intumescentia cervicalisden brakial pleksusu
olusturan lifler, intumescentia lumbalisden ise lomber (L1-L4) ile sakral (L4-S2)
pleksusu olusturan sinirler ¢ikar (Sekil 1, Sekil 2) (41,42).
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“entral root of spinal nerve

Dorsal root of spinal nery

Spinal ganglion
Gray and white

rami
communicantes to

Dura mater

“entral amus of spinal nery:

Dorsal ramus of spinal nery:

hzsothelial septum in
dorsal median sulcus

eub hnoid space

Pia mater overlying spinal cond

Filaments of dorsal root

Denticulate ligament e

Sekil 1: Dura ve araknoid membran, subaraknoid aralik, piamater, arka koklerin omurilikten
cikis ve ligamentum dentikulum gosterilmistir. (interactive atlas of human anatomy, F. Netter
MD) (41)

Dura mater

Spinal cord Arachnoid mater

Dorsal nerve root Yl P
T12—7 ;; —=— Conus medullaris
L1 ‘ a: &
{ Dorsal root fila
L2

— Filum terminale
Dorsal root —

Ventral root :
L3 i , &

\ & Cauda equina
| 7.»'
L4 Subarachnoid
space
7 K — Pedicle of
vertebra L5
\: » ) 5 Superior articular

process of sacrum

g\
i/))ﬁﬁ\g \

Sekil 2: Spinal kordun sonlandigi kisim ve cauda equina (41)
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Omurilikten ¢ikan 31 ¢ift simetrik spinal sinir mevcuttur (8 servikal, 12

torasik, 5 lomber, 5 sakral ve 1 koksigeal) (45).

Birinci servikal ve koksigeal spinal sinirlerin dermatomlari, arka kokleri
olmadig1 icin yoktur. Ust servikal bolgede spinal sinirlerin ¢ikist hemen hemen
transverstir. Fakat C7 segmentleri kemige gore iki seviye iisttedir. Asagi torakal ile
yukar1 lomber bélgede ise spinal kord segmentleri ve kemik seviye arasinda ii¢
segment vardir. Dolayisiyla spinal sinirler kendi foramenlerinde ge¢mek icin asagiya

yonlenirler. Bu asag1 yonlenen yap1 kauda eguina adini alir.

Spinal kord gri ve beyaz cevherden olusur. Ortadaki gri bolgede hiicre
govdeleri, aksonlar, néroglia ve kan damarlart vardir. Beyaz cevherde ise myelinli
sinir lifleri, noroglia ve kan damarlar1 bulunur. Periferden gelen uyarilarin hepsi st
servikal bolgeden gectigi icin beyaz cevher spinal kordun iist kisminda artar. Gri
cevher ise uyarilacak kas kitlesi ile orantilidir. Kordun anteriorunda fissura mediana
anterior, posteriorunda sulkus mediana posterior, fissura mediana anteriorun her iki
yaninda sulkus anterolateralis ile sulkus mediana posteriorun her iki yaninda ise
sulkus posterolateralisler yer alir. Yine sulkus posterolateralisler ile sulkus mediana
posterior arasinda sulkus intermedius posterior vardir. Sulkus intermedius fasciculus
gracilis ve cuneatusu birbirinden ayirir. Arka kokler (duyu lifleri) sulkus

posterolateralisten girerken 6n kokler (motor lifler) ise sulkus anterolateralisten ¢ikar
(46).

Gri cevher cornu anterior, cornu posterior ile T1’den L2 veya L3 ¢ e kadar
olan alanda bulunan cornu lateralisten olusur. Ortada santral kanal yer alir. Kanalis
santralis ependimal hiicrelerce sarili olup 6niindeki gri alan bandina grisea anterior,
arkadakine ise grisea posterior denir (47). Santral kanal asagida konus medullariste
ventrikiilus terminalis olarak genisleyerek filum terminale kokii seklinde sonlanir.
Gri cevher cornu posteriordan anteriora uzanan romen rakami ile adlandirilan 9
laminasyon alani igerir. Kanalis santralisi saran lamina alan1 X. bolgedir. Beyaz
cevher anterior, lateral ve posterior olarak iice ayrilir. Ondeki alan her iki orta hat ile

onden ¢ikan sinir kokii arasinda, yandaki alan 6nden ¢ikan sinir koki ile arkadan
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giren sinir kokii arasinda, arkadaki alan ise arka sinir kokii girisi ile orta hat arasinda

yer alir (48).
Beyaz cevherde ¢ tip yol vardir( Sekil 3) ;
1. Intersegmental yollar (refleks mekanizmasinda nemli)
2. Cikan yollar (afferent)

o Funiculus posteriorda ¢ikan yollar (propirioseptif duyular, vibrasyon,
iki nokta duyarlilik dokunma ve basing duyulari) Fasiculus grasilis T6
seviyesinin altindan fasiculus cuneatus ise T6 seviyesnin iistiinden
gelenleri tasir. Aymi tarafta yiikselerek decussatio lemniscorumda
capraz yapar ve talamus VPL (ventral postero lateral ) niikleus ile

postsantral girusa varir (49).
. Finuculus anteriorda ¢ikan yollar

a. Tr. spinotalamicus anterior: Hafif dokunma — basing duyusunu tasir.
Medulla spinalise arka spinal kdkten gelen duyular komissura alba anteriorda
decussatio yaparak yukari ¢ikar. Mezensefalonda iki bolime ayrilir. Biiyiik
olan1 yani lateral pargasi posterior ve ventral posterolateral ¢ekirdeginde,
medial kismi ise aguadactus mezensefali ¢evresindeki deri alan ile talamusun
intralaminar ¢ekirdeginde sonlanir. Daha sonra postsinaptik lifler kapsiila

interna ve de korona radiata vasitasiyla duyu korteksine taginir.
b. Tr. spinotectalis: Istem dis1 bas, boyun ve g6z hareketlerini saglar.
c. Tr. spino-olivarius posterior: N.olivarius bitis yeridir.
d. Tr. spino-olivaris anterior: Serebellum bitis yeridir.

e. Tr. spinoretikularis: Retikular ¢ekirdekte sonlanir. Davranis biling

ve kortikal aktiviteyle alakalidir.

. Funiculus lateraliste ¢ikan yollar
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a. Tr. spinothalamicus lateralis: Agr1 ve 1s1y1 tasir. Agr1 uyarilar1 6nde
1s1 uyarilarn arkada yer alir. Arka kokten gele uyarilar komissura alba
anteriorda girdigi seviye veya bir alt ile iist seviyede caprazlasarak duyu

korteksine ulasir.

b. Tr. spinocerebellaris posterior: Golgi organindan, dokunma ve
basing reseptorlerinden aldigi bilingsiz proprioseptif duyulari serebelluma
tasir, ¢apraz yapmaz. Posteriorun ince koordinasyonu ve hareketle ilgisi

yoktur.

c. Tr. spinocerebellaris anterior: Tr. spinocerebellaris posterior ile ayni
uyarilart tasir. Ancak komissura alba anteriorda ve pedinkulus serebellaris

superiorda olmak {izere iki ¢apraz yapar.
d. Tr. cuneucerebellaris
3. Inen Yollar ( piramidal, efferent yollar)

a.Tr. corticospinalis: Liflerin %30’u primer motor bolgeden, %30’u
premotor bolgeden, %40°’1 ise duyu korteksinden olusur. Bu lifler corona radiatay1
olusturur. Internal kapsiiliin posterior bacagindan gecerek serebruma ulasarak ponsta
eminensia piramidalisleri vede medulla oblangata da piramitleri meydana getirir. 3.
6. ve 12. kranial sinirle iligkilidirler. Capraz yapanlar decussatio pyramiderum olarak
isimlendirilir ve Tr. cortikospinalis lateralisi olustururken digerleri ise Tr.
cortikospinalis anterior olarak isimlendirilir. Bu yolun herhangi bir diizeydeki
lezyonu paralizi ile sonuglanirken, kas tonusu kaybi, tonus artisi, DTR (Derin tendon
refleksi ) ‘lerde hiperaktivite, abdominal ve kremastrik refleks kaybi ile babinski

pozitifligi goriiliir.

b. Tr. tectospinalis: C1-C4 ‘te sonlanir. Gérme ve isitmeye bagli postiir

refleksini saglar.
c. Tr. rubrospinalis
d. Tr. vestibulospinalis: Ekstansor kaslari uyarir.

e. Tr. fastigiospinalis (49,50)
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Sekil 3: Medulla spinaliste yer alan baslica lif ve traktlar (45).

2.6.1 Spinal kordun vaskiiler anatomisi

Spinal kordda bir tane anterior spinal arter (ASA) ve iki tane posterolateral
spinal arter (PLSA)  bulunmaktadir. Bunlar iist bolgede vertebral arterden
kaynaklanirlar. Sayilar1 tahmin edilemeyen anastomotik kanallarla birbirleriyle
iligkilidirler. ASA daha ¢ok devamlilik gosteren bir yapi iken PLSA ise daha ¢ok
pleksus seklindedir. Yine aorta ve dallarindan ¢ikan sayilar1 25-30 ¢ift arasinda olan
ASA ile anastomoz yapabilen anterior ve posteriora ayrilan segmental damarlar
vardir. Anterior dali interkostal arter adin1 alir. Posterior segmental dal ise posterior
ile anterior radikiiler arterlere ayrilir. Spinal arterlere ulasir. Anterior radikiiler arter
ASA ile birlesir. Yine segmental arterlerin bazilar1 direkt olarak spinal korda
ulagmaktadir. Spinal kord alt torasik ve lomber bolgede (T8-L5) 3-5 adet anterior
radikiiler arterden beslenir. Bunlardan biri en biiyliktir ve Adamkiewicz olarak

adlandirtlir. %90’ n1 T8-L3 diizeyinden ve genelde soldan ¢ikar (51).
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Spinal kord longitudinal, radikiiler ve intervertebral venler ile drene olur.
Ust ugta longitudinal venler internal juguler ve vertebral ven ile vena cava superiora
bosalirken, intervertebral venler ise internal ve eksternal vertebral vendz pleksusa
ordanda azigos ile vena cavalara dokiiliirler ( Sekli 4, Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7
)(52,53).

Arka spinal arterler

On spinal a.
On radikiler a.
Arka radikdler arterler

Omur gévdesi ve
dura matere giden dal

Arka interkostal
a.'in dorsal ramusu

Arka interkostal arterler

Paravertebral agizlagsma

Prevertebral agizlasma

Prevertebral agizlasma

Aort

Sekil 4 : Spinal kordun arteriel dolasimini saglayan radikiiler arter, anterior spinal arter ve
posterior spinal arterin kesiti ( Interactive atlas of human anatomy, F. Netter MD(52-53)
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Sag arka spinal a.

‘Pial pleksustan

Omuriligin sag yanina gelen periferik dallar

giden merkezi dallar
Omuriligin sol yanina
giden merkezi dallar

Sol arka spinal a.
Pial pleksustan gelen pene-
tre olan dallar tarafindan

‘ beslenen alan
Pial arteriyel pleksus

Merkezi dallar tarafindan
beslenen alan

Arka radikdler a. Hem merkezi dallar ve

hem pial pleksustan
gelen dallar tarafindan
beslenen alan

On spinal a.
Arka radikiler a.

On radikiler a.

Pial arteriyel pleksus

Sekil 5: Anterior spinal arter, posterior spinal arter ve radikiiler arter arasindaki anostomoz
(Interactive atlas of anatomy, F. Netter MD((52,53)

On dig vendz pleksus
Arka dis vendz pleksus
On i¢ vendz pleksus
Arka i¢ venodz pleksus
Intervertebral v.
Bazivertebral v.

Sekil 6: Spinal kordun ven6z dolasimi (Interactive atlas of human anatomy, F. Netter
MD)(52,53)
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Intervertebral v.
On ve arka
radikiler venler

On dig vendz
pleksus

On i vendz
pleksus
Bazivertebral v.

Arka i¢ vendz
pleksus

Arka dig vendz

Sekil 7: Venoz dolasim: Biri dis digeri i¢ iki pleksus tiim omurga boyunca uzanir, aralarinda
serbestce anastomoz olustururlar. (Interactive atlas of human anatomy, F. Netter MD)(52,53)

2.7 Omurilik Yaralanmasinin Patofizyolojisi

2.7.1 Birincil hasar

Omurilik yaralanmasi en 1iyi birincil ve ikincil yaralanma olarak
siniflandirilir. Birincil yaralanma, omuriligin kendisini ve c¢evresindeki vertebral
kolonu kapsayabilir. En ¢ok kompresyon-kontiizyon seklinde goriilir. Hasarin
siddetti biomekanik etkenlere baghdir. Fleksiyon, rotasyon, ekstansiyon ve
dislokasyonla ilgili distraksiyonel kuvvetlerinin tiimii omuriligin vaskiiler yapilarinda

veya sinirlerinde tahribata yol agarlar. Ayrica kemik yapilar, ligamanler ve kanaldaki
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hematomda mekanik basi yapabilir. Bunlar sadece o anda degil, kalic1 hasar ile
kronik olarak da omurilige zarar verirler. Hasarin boyutu travmanin meydana geldigi
seviyedeki kanalin genisligine de baghdir. Genis kanallar travmayi iyi tolere
ederken, dar kanallarda bu s6z konusu degildir. Yine kauda ekuina motor ndronlar
travmaya direncglidirler buda travmalarinda daha iyi bir prognoza sahip olmalarini
saglar (54). Primer yaralanmada genelde travma bolgesinde saglam aksonlar
mevcuttur (55-59). Bu saglam aksonlar tedavideki amacimizdir. Hayvan
deneylerinde ki c¢alismalar bu ndron toplulugunun %5 civarinda oldugunu

gostermistir (60,61).

2.7.2 ikincil hasar

Primer hasarlanmanin baslattig1 siire¢ ikincil hasarlanma ile devam eder.

2.7.2.1 Yaralanmadan hemen sonraki faz (0-2 saat)

Omurilik yaralanmasinda birincil fazi tanimlar. Aksonlarin zarar gormesi
s6z konusudur (62). Travmadan sonraki ilk degisiklik omuriligin sismesidir. Gri
maddedeki hemoroji ile hiicre membranlar1 mekanik olarak yirtildig:r gibi iskemi
nedeniyle de nekrotik hiicre Sliimii olur. Yine beyaz cevherde mikrovaskiiler
yapilardaki tahribat nedeniyle petesial kanamalar vardir. Gerek hemoroji gerekse
sisme omurilikte iskemi yapar. Bu da birka¢ segment boyunca asagi ve yukari
seyreder (61,63). Yine bu donemde mikroglial hiicreler aktive olmus ve
proinflamatuar stokinler dakikalar iginde salinmistir (64). Yaralanmadan hemen

sonra glutamat da ortaya cikar (65,66).

2.7.2.2 Erken akut faz (2-48 saat)

Bu doénemde subpial bolgede kalan aksonlarda ileti bozulur (Reflaktor
period uzar, yliksek frekansli ileti bozulur. Aktivasyon esigi yiikselir, 1s1 bagimli ileti
blogu olusur ve ileti hizi azalir). Paranodal ya da internodal bolgelerde potasyum
(K*) kanallar1 mevcuttur. Travma sonrasinda miyelin hasariyla hizli potasyum
kanallariin aktivitesi artar, membran potansiyeli potasyum denge potansiyeline
yaklagtiginda aksonal ileti blogu olusur. 4—aminopiridin bu K* kanallarin1 bloke
ederek orta derecede fonksiyonel iyilesmeyi kronik omurilik yaralanmalarinda

aksonal iletiyi arttirarak saglar (57,58,67). MSS (Merkezi sinir sistemi) beyaz cevher
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yaralanmasindaki anoksi ATP (Adenozin trifosfat) ve membran depolarizasyonun
kaybina yol agar. Sodyum (Na**) hiicre i¢ine akar. Hiicre i¢i Na** artisina membran
depolarizasyonu da eklenince Na**-Ca** kanallar1 ters calisir. Neticede zararh
miktarda kalsiyum (Ca**) hiicre i¢ine girer. Saxitoxin Na* kanallarin1 bloke ederek
yaralanmay1 azaltmakta, veratridine ile ise Na* kanal permabilitesi ile yaralanma
arttiritlmaktadir (68). Ca** iyon konsatrasyonu hiicre disinda 1000 kat daha fazladir.
Omurilik yaralanmalarinda hiicre membranlarinin pargalanmasi, hiicredeki enerji
yetmezligi ve bunun sonucunda Na**-Ca** kanalarinin iyi caligmamasi s6z
konusudur. Neticede Ca** gradient farki ile hiicre igine akarak fosfolipazlari,
proteazlart ve fosfatazlar1 aktifler. Ca** mitokondrial respiratuar enzimlere
baglanarak elektron transportunu bozar serbest radikal olusumuna neden olur. Hiicre
Olimiinde en etkili iyon Ca**’dur. Ca** kanallarinin bloke edilmesi (nimodipin,
nikardipin) kan akimini arttirir (69,70). Kan transfiizyonu ve dopamin, adrenalin ve
nimodipin, dextran ve nimodipinin kan akimini arttirdigr ve norolojik iyilesmeye
neden oldugu goriilmistiir (15). Ca** iyonunun hiicreye bir diger giris yolu da
glutamat reseptorleridir. Bu reseptorlerin bloke edilmesi omurilik yaralanmasinda

norolojik sonuglari iyilestirir (71).

Omurilik yaralanmasindan sonra glutamat ile aspartat dakikalar i¢ginde hizla
yiikselir. Eksitator amino asitlerden (EAA) glutamat ve aspartat 6zellikle ge¢ doku
hasarinda 6nemlidir. Bunlarin saliiminin siddeti omurilik yaralanma siddeti ile
iligkili oldugu gosterilmigtir. Orta siddette 2-4 kat yiikselirlerken siddetli
yaralanmalarda 10 katina kadar cikabilirler. Glutamat 15 dakika da en yiiksek
degerine ulasir. 120 dakika kadar yiiksek kalabilir (1). NMDA ( N-metil-D-aspartat)
reseptor antogonisti olan 3-propyl-1-phosphonic acid (CPP) ve dizocilopine(MK-
801) ile yapilan calismalarda klinik iyilesme goriilmiistir. NMDA reseptorlerini
bloke etmenin bir diger yolu da magnezyum ya da NMDA reseptorlerini glisin a da
poliamin kisimlarin1 kapatmaktir. Magnezyum (Mg*) lipid peroksidasyonunu
Onleyici etkisi ilk defa Siizer ve ark. tarafindan gosterildi (72). Yine Mg*’un endotel
hasar1 ve kan omurilik bariyer yikimin1i Onlemesi endoteldeki glutamat
antagonizmasina baghdir (73). Omurilik yaralanmasi sonrast non-NMDA ve

metabotropik glutamat reseptorleri de 6nemli bir role sahiptirler (65,66).
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Fizyolojik kosullarda olusan serbest radikaller antioksidanlarla inaktive
edilir. Bunlar: enzimatik antioksidanlar (sitokrom oksidaz,siiperoksit dismutaz
katalaz, glutatyon peroksidaz) , non-enzimatik antioksidanlar (alfa-tokoferol, beta-
karoten, glutatyon , askorbik asit, irat, sistein , bilirubin, albumin ) , metal
baglayicilardir (seruloplazmin, transferrin ,laktoferrin) (74). Fakat travma sonrasi
gerek bu antioksidanlarin azalmasi gerekse olusan serbest radikallerin lipidler,
proteinler, niikleik asitler ile olusturduklar1 reaksiyon ile daha ¢ok serbest radikal
olusur. Travmayr takiben olusan kanama neticesinde ferritin, hemoglobin ve
transferinden aciga ¢ikan demir (Fe**) membran fosfolipidlerinin peroksidasyonunu
saglayarak membrani pargalar. Hiicre 6liimiine yol acgar. Ek olarak serbest oksijen
radikallerinin endotel hasarina yol agmasiyla kan-omurilik bariyeri bozulur.
Yaralanma alanina cok sayida zararli maddelerin birikimi gerceklesir. MSS
siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin yetersiz olmasi
nedeniyle serbest radikal hasarina duyarlidir. Ayrica doymamis yag asitleri,
kolesteroliin, askorbik asit ve Fe**’in fazla olmasit MSS’inde travmatik ve iskemik
hasara duyarli kilar. Serbest radikal tutuculardan klinik uygulamada en c¢ok yer
bulan sentetik steroid olan metil prednizolon’dur (75). Ilk 8 saat i¢inde verildiginde
norolojik diizelme iizerine etkili oldugu gosterilmistir (30mg/kg bolus ve takiben 23
saat siire ile 5.4 mg/kg/saat). 1lk 3 saatte metil prednizolon baslanan hastalara 24
saat, 3-8 saat arasinda gecikmis steroid tedavisi alanlara ise 48 saat idame tedavi
verilir (76). Metil prednizolon, PAF antagonistleri, siklooksijenaz ve lipojenaz
etkilerini inflamatuar yaniti etkileyerek gostermektedir. Klorakin ve kolsisin de
iskemi sonrasi inflamatuar yaniti ve doku hasarimi azaltir (77). Siklosporin A (12)
,vitamin E, selenyum (2) gibi antioksidanlarda serbest radikal tutucu o&zellikleri
sebebiyle omurilik yaralanmalarinda etkili bulunmustur. Ayrica melatonin, mexiletin
, eritropoietin, tiopental ve propofoliin lipid peroksidasyonunu 6nledigi gosterilmistir
(78-81).

Travmadan saatler sonra inflamatuar yanit gelisir. Birkac¢ giin i¢inde pik
yapar (82). Bu yanit endotel hasari, inflamatuar mediatorlerinin salimini, permabilite
artist, 6dem olusumu, inflamatuar hiicrelerin gb¢li ile mikroglianin aktivasyonu
olarak gozlemlenir. Lezyon alanina birinci olarak polimorfnuklear graniilositler

birka¢ saat i¢cinde gelir. 24 saat sonra pik yapar. 3. giinde kaybolur. Bu hiicrelerin
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infiltrasyon orami ile kanama miktar1 paralellik gosterir. Daha sonra monosit-
makrofaj ve mikroglial hiicre grubu lezyon alanina gelir. Burada asil fonksiyon hiicre
artiklariin fagositozudur (30). Bradikinin, prostaglandinler, 16kotrienler, platelet-
aktive edici faktdr ve seratonin gibi mediatorler lezyon bolgesinde birikirler (74).
Katoh ve ark. ilk 4 giin i¢inde beyaz kiire degeri yiiksek olanlarda norolojik
kotiilemenin daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (83).

Akut omurilik yaralanmasinda olusan mikrovaskiiler degisimler ikincil
hasara uzanir. Tator ve ark. klip kompresyon modeli yaralanmasinda hem yaralanma
alaninda hem de proksimal ve distalinde kanlanmanin durdugunu goéstermislerdir.
Iskemik alan genis bir gri cevher ile komsu beyaz cevherde daha belirgindir. Gri
cevherden beyaz cevhere giden arteriollerdeki vazospazm ve tromboz nedeniyle
ikincil hasar artar (15,84). Kaptanoglu ve ark. ilerleyici vaskiiler hasari, omurilik
kontiizyon yaralanmasi modelinde Evans blue teknigi ile gostermislerdir (85). Bu
calismada 2. ve 24. saatte hasar bolgelerinde Evans blue tutulumu incelenmis.
Sonugta 24. saatte, 2.saate gore %76’lik bir artis gézlemlenmistir (73). Beyaz cevher
kan akimi travmadan sonraki 5 dakikada hizla azalir. 15 dakikada normale gelmeye
baslar. Gri cevherde ise ilk 5 dakikada cok sayida hemorojik bolge ortaya cikar.
Kanlanma ise saatler sonra bile yoktur. Omurilikteki 6zellikle gri cevherde kan
akimini azalmasi iskemi ile sonug¢lanir (86). Travmanin siddeti ile omurilik iskemisi
paralellik gosterir. Normalde omurilik arterial kan basincindaki degisimlere
reaksiyon veren bir otoregiilasyona sahiptir. Ancak yaralanmadan sonra bu
otoregiilasyon bozulur. Sistemik hipotansiyona omurilik kan akimi azalmasi eslik
eder. Kan basincini arttirmak omurilik kan akimini yiikseltmez. Sadece yaralanma

bolgesine yakin yerlerde hiperemi olusturur (15).

Omurilik yaralanmasinda hiicre 6liimii nekroza ve apopitoza bagl olabilir (
87,88,89,90). Oligodendrositler iskemik olaya noronlar kadar duyarlidir ve apopitoza
ugrarlar. Emery ve ark. omurilik yaralanmasini takiben kaspaz-3 aktivitesinin
oligodendrositlerde yiikseldigini ifade etmislerdir (88). Keane ve ark. kaspaz-8 ve
kaspaz-9 gibi baglatici kaspazlarin lezyonda 30 dakika da aktiflendigini
gostermislerdir (91). Omurilik yaralanmasinin sonraki doneminde bu kaspazlar beyaz

cevherde de artmaya baslar. Springer ve ark. kaspaz-3 aktivitesinin yaralanmadan
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sonraki 1 saat i¢inde 3 katina yiikseldigini gostermislerdir (90). Citron ve ark. ise
apopitozisin 3.giinde en ist degerine ulastigini gostermislerdir (92). Tim bu
caligmalar omurilik yaralanmalarinda gerek mitokondrial kaspaz gerek ise olim
reseptorlerinin rol aldigini géstermekle beraber olayr neyin baslattigi tam olarak
bilinmemektedir. Bethea ve ark omurilik yaralanmalarinda tiimor nekrozis faktor-
alfanin ( TNF-0) o6liim sinyalini baslattigini gostermislerdir (93). Apopitozise bagh
hiicre 6liimii protein ve enerji gerektiren aktif bir olaydir. Fehlings ve ark. fas ile
aktarilan apopitozun fasR ile dnlenebilecegini gostermislerdir (94-96) Basic ve ark.
ise Interlokin (IL)-10’un glutamat ile indiiklenen kaspaz -3 ‘iin aktivitesini inhibe

ettigini gostermislerdir (97).

2.7.2.3 Subakut faz (2 giin — 2 hafta)

Bu doénemde geg astrosit yanitt s6z konusudur. Bu astrositler hipertrofik
hale gelir ve prolifere olurlar. Boylece gliotik nedbe dokusunu olustururlar. Bu nedbe
dokusu aksonal iyilesim stlirecinde hem fiziksel hem de kimyasal bir bariyer gorevi
iistlenir. Insanda bu nedbe dokusu azdir (98). Astrositler ayrica iyon dengesinin
saglanmasinda, kan beyin bariyerinin korunmasinda ve Odemin c¢oziilmesinde

etkilidirler (11).

2.7.2.4 Orta faz (2 hafta- 6 ay)

Astrositik nedbe ve yenilenen aksonal dallanmanin devami s6z konusudur.
Farkl: traktuslarin omurilik yaralamasina degisik siiredeki cevaplari her noral grup

icin farkli tedavi segeneklerini ortaya koymaktadir (11).

2.7.2.5 Kronik faz(>6 ay):

Bu faz olaym olgunlagmasi ve stabilizasyonunu igerir (kist, sirinks, nedbe
dokusunun devami ). Yine bu donemde hasarli aksonlarin ortadan kaldirilmasi igin
bazen yillar siiren Wallerian dejenerasyonu izlenir. Bu faz 6 aydan sonra baslar,
hayat boyu siirer (99). Norolojik defisit ise genel olarak 1-2 yil iginde sabit hale gelir
(11).
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Tablo 3:

Akut omurilik yaralanmasi fazlar1 ve anahtar patolojik olaylar

Fazlar ve | Omurilik Yaralanmasi Sonrasi Gegen Zaman
Anahtar <2 saat <48saat <14 giin <6ay >6 ay
Olaylar
Yaralanma Birincil(primer) Erken Akut Ikincil(sekonder | Orta Kronik-geg
Fazi hasar ) subakut
Anahtar Primer  mekanik | Vazojenik —sitotoksik | Makrofaj Glial  skar | Uzamig
Olaylar yaralanma 6dem infiltrasyonu olusumunun Wallerian
Aksonlarin ROS tretimi-lipid | Astroglial skar | devam dejenerasyon
travmatik peroksidasyon baslangict Kist Korunmus
yaralanmasi Glutamat bagimli | (reaktif formasyonu omurilik
Gri cevher | eksitotoksisite astrositler) Lezyon dokusunun
hemorajisi Devam eden hemoraji ve | Kan- beyin | stabilizasyon | yapiysa ve
Hemorajik nekroz | nekroz bariyer  tamiri fonksiyonel
Mikroglial Nétrofil invazyonu 6demin plastisitesi
aktivasyon Kan —Beyin bariyer ytkimi | ¢oziilmesi
Faktor Erken
salinimu:IL- demiyelinizasyon(oligoden
1B,TNFa, IL-6,vb. | drosit 5liimii)
Noronal 6lim
Aksonal sisme
Sistemik  olaylar(sistemik
sok, spinal sok,
hipotansiyon, hipoksi)
Tedavi Noroproteksiyon Noroproteksiyon - Gilial  skar | Rehabilitasyon
Yaklagimlari Immiin modiilasyon yikimi Noroprotezler
Remiyelinizasyon igin
hiicre tedavileri
Gilial skar yikimi

owe

2.8 Yaralanms Omuriligin Endojen Tamir ve Rejenerasyon Cabalari

Omurilik kontlizyon yaralanmalarinda travma siddetiyle orantili saglam
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yaralanmasinin ilk doneminde santral kanali cevreleyen

cevresel lifler izlenir. Kaviteler zamanla selliiler matriks, sinir lifleri ve Schwann
hiicreleri ile dolar. Kavite i¢ine dogru bu biiylime travmanin siddetiyle ters

orantilidir. Sinir liflerinin biiylik kismi dorsal koklerden olusur. Ayrica kontiizyon

ependimal hiicreler

proliferasyona ugrar. Bu hiicreler hem hiicresel infiltrasyonu hem de akson

rejenerasyonuna olanak saglarlar (100). Tator ve ark. latent ependim hiicrelerinin




omurilik travmasindan sonra lokal olarak aktive olduklarinmi gostermislerdir (101).
Bu ependim hiicrelerinin aktivasyonu 1-3. giinde en iist degerinde iken 2 hafta sonra
normal degerine gelir. Ependimal hiicrelerin gliaya ve ndral hiicrelere dontisebildigi
heniliz gosterilmemistir. Ancak lateral ventrikiildeki subependimal hiicrelerin

noronlara doniistii izlenmistir (11).

2.9 Siklosporin
Bir tiir fungustan elde edilen 11 amino asidli siklik bir polipeptid olan
siklosporin immiinosiipresif bir ilagtir. CD4 tipi T lenfositlerin uyarilmasi ile
baslayan, Ca** bagimli bir fosfataz enzimi olan kalsindrin’i inhibe eder. Bunu
stoplazmik bir enzim olan siklofilin ile birleserek yapar. Boylece inaktive durumda
stoplazmada bulunan ve aktive edilmis T lenfositlerin niikleer faktorii adi verilen
faktoriin hiicre ¢ekirdegine nakli gergeklesir. Bu faktor IL2 basta olmak {izere bir¢ok

diizenleyici proteinin ( IL3, IL4, TNF-a ve interferon gama gibi) liretimini azaltir.

Siklosporin olgun T lenfositler iizerinde etkisizdir. Bu nedenle antijenle
karsilagilmasindan hemen sonra tercihen ilk 24 saat icinde uygulanmalidir.
Immiinosiipresif etkisinin {ic dnemli 6zelligi vardir. 1. Baskilayici lenfositlerin
fonksiyonunu bozmaz ve yardimci T lenfositlerce yapilan siipresor hiicreleri uyaran
lenfokinlere dokunmaz. 2. Kemik iligini baskilamaz. 3. Natiirel killer hiicreleri
inhibe etmez. Makrofajlar iizerindeki etkinliginin az olmasi nedeniyle prednizon ile

birlikte kombine edilebilir.

Siklosporin oral alinabilir, fakat biyoyaralanimi az ve degiskendir.
Daha ¢ok karaciger, endokrin bezler, bobrekler ve yag dokusunda birikir. Barsak ve

beyinde ¢ok az toplanir. Klinikte esasen {i¢c durumda kullanilir.

a- Bobrek, kemik iligi, karaciger, kalp ve akciger ile yapilan allogreftlerin

retreaksiyonunun onlenmesi

b- Kemik iligi transplantasyonundan sonra olusan  graft-versus-host

reaksiyonunun onlenmesi ve tedavisi

c- Otoimmin hastaliklarin tedavisi
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En ciddi ve en sik yan etkisi bobrek iizerinedir ve bu toksisite doz
kisitlayicidir. Bu nedenle siklosporin tedavisi sirasinda serum kreatin diizeyi
yakindan izlenmeli, hidrasyon saglanmali ve mannitol ile dilirez yapilmalidir. Diger
yan etkileri ise ndrotoksisite, tromboembolizm, hepatotoksisite, hipertansiyon daha
az olarak da gingiva hiperplazisi, killanma, psikiyatrik bozukluklar, basagrisi, kulak
c¢inlamasi, jinekomasti sayilabilir. Biyoyararlanim ve eliminasyonun farkli olmasi
nedeniyle oOzellikle idame donemlerinde siklosporinin kan diizeyi yakindan
izlenmelidir (102).

3.GEREC VE YONTEM

Bu deneysel c¢alisma Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Norosirurji Anabilim Dali tarafindan Hayvan deneyleri laboratuari ile Histoloji
Anabilim Dali laboratuarinda gergeklestirilmistir. Tez ¢alismas1 siiresince
gerceklestirilen tiim deneyler Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’ndan 19.12.2012 tarih ve 252 karar numarasiyla onay
alindiktan sonra yapilmstir (Bkz EK1).

Aragtirma yeterli hava sirkiilasyonu ve ¢evre 1sisinin saglandigi odalarda
gerceklestirildi. Kord hasarlandiktan sonra tiim denekler uygun beslenmeleri igin
gruplar halinde ayr1 kafeslerde tutuldu. Giinde iki kez manuel kompresyonla

mesaneleri bosaltildi.

Caligmada toplam 18 adet agirliklart 200-300 gr arasinda degisen Spraque

Dawley cinsi disi sigan kullanildi.

3.1 Gruplar:

Calismamiz 3 grup iizerinden planlandi:

Grup 1: ( Sham-Kontrol) (n=6) :T7-T9 seviyesinde sadece laminektomi
uygulanan grup.
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Grup 2: (Injury ) (n=6) : T7-T9 seviyesinde laminektomi yapilmasi
akabinde dura intakt birakilarak bir dakika boyunca medulla spinalise Tator ve Rivlin

klip kompresyon modeli uygulanan ve herhangi bir tedavi verilmeyen grup.

Grup 3: ( Injury + Siklosporin) (n=6): T7-T9 seviyesinde laminektomi
yapilip anevrizma klipi ile bast uygulandiktan sonra 30 dk i¢inde ve 3 giin boyunca
intraperitoneal (IP) tek doz (5mg/kg) siklosporin (sandimmiin-Novartis IV ampiil)

verilen grup.

3.2 Anestezi:

Cerrahi iglem Oncesi tiim ratlarin normal motor fonksiyonda olup olmadig:
kontrol edilerek 2mg/kg Ketamin (Ketalar, Parke-Davis Eczacibasi-Istanbul) ve 10

mg/kg Ksilazin intramuskuler enjeksiyonuyla anestezi uygulandi.

3.3 Cerrahi:

Anesteziden sonra ratlar tespit tahtalarina prone pozisyonunda yerlestirildi.
Torakal bolge 6nce PVD iyodin (Batticon st soliisyon) ile sterilize edildikten sonra
tras edildi; Cilt trasinin ardindan tekrar PVD iyodin ile sterilizasyon saglandi.
Operasyon boyunca ve anestezik etki sonlanana kadar 1sitic1 pedle viicut 1s1s1 37 C
derecede tutuldu. Interskapular mesafe referans almarak T5-T12 seviyesinde 2
cm’lik insizyonla cilt, cilt alt1 gegilip paravertebral adaleler siyrilip, laminalar ortaya
kondu. Elektrikli tur yardimi ile T 7-8-9 mesafelere laminektomi yapildi. Agiga
c¢ikarilan medulla spinalis segmentinde, duramater intakt birakilacak sekilde 1 dakika
boyunca anevrizma klibi ile bast uygulanilarak standart omurilik travmasi
olusturuldu. Klip silire sonunda cikarildi. Grup 1’e sadece laminektomi yapildi
(Resim 1). Grup 2 ve grup 3’e laminektomi ve klip kompresyon ile omurilik travmasi
olusturuldu (Resim 2). Grup 3’teki 6 sigana post-0p intraperitoneal (IP) siklosporin
(sandimmiin-Novartis IV ampiil) 5mg/kg olarak verildi. Hemostaz1 takiben
paravertebral adaleler ve cilt anatomik katlarina uygun olarak 3/0 vicryl ile primer

sutire edildi.

Sicanlar normal oda 1sisinda, normal olarak uyandirildi. Siganlar uyandiginda

motor muayeneleri yapildi. Omurilik travmasi olusturulan 12 sicanin paraplejik
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oldugu goriildii. Sadece laminektomi yapilan, kontrol grubundaki 6 siganin motor
kuvvetlerinin tam oldugu gozlendi. Sicanlar mesane fonksiyonlari, idrar ¢ikisi takibi
ve motor fonksiyonlar1 degerlendirilmek amaci ile uygun ortam 1sisinin saglandigi
her biri ayr1 kafeste olacak sekilde kafeslerine kondu, standart fare yemi ile beslendi.
Sicanlarin motor fonksiyonlart Drummond ve Moore kriterleri (90) ve egik diizlem
kullanilarak travmanin 1., 3., 5. ve 10. giinlerinde degerlendirildi. 10. giin denekler

sakrifiye edilerek omurilik doku 6rnekleri alindi.

LS A

Resim 2: Klip kompresyon ile spinal kord hasari olusturulmasi.
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3.4. Klinik Norolojik Muayene

3.4.1 Drummond ve Moore Kkriterleri ile degerlendirme: Burada
Drummond ve Moore kriterleri ile hayvanlarin 1. 3. 5. ve 10. giinlerindeki motor

muayeneleri degerlendirildi (103).

Tablo 4: Drummond ve Moore kriterleri

0 Paraplejik, alt extremitelerde motor fonksiyon yok

1 Alt extremitelerde motor fonksiyon zayif, sadece yer ¢ekimine karsi gii¢ iyi

fakat bacaklarini viicudun altina ¢ekemiyor.

2 Orta derecede alt extremite motor fonksiyonu, yer ¢ekimine karsi gii¢ iyi

fakat bacaklarini viicudun altina ¢ekemiyor.

3 Motor  fonksiyon ¢ok 1iyi, bacaklari1  viicudun altina  ¢ekip

ziplayabiliyor,fakat tam normal motor fonksiyon degil

4 Normal motor fonksiyonu

3.4.2 Egik diizlem ile degerlendirme: Rivlin ve Tator tarafindan 1977’de
tanimlanan bu testte hayvanin 5 sn’ye boyunca kaymadan durabildigi en biiyiik ac1
puan olarak degerlendirilirdi (15,16). Sigan, diizglin zemin lizerinde yere paralel
olarak yerlestirilmis bir tabla iizerine kondu. Daha sonra tabla sabit olmayan
tarafindan kaldirilarak egimi arttirildi. Hayvanin, tabla iizerinde 5 saniye boyunca
diismeden durabildigi en yiiksek aci, egik diizlem agis1 olarak kabul edildi. Bu
calismamizda biitlin gruplardaki sicanlara cerrahi islem sonrast 1., 3., 5. ve 10.

giinlerde egik diizlem testi uygulandi.

3.5. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme i¢in almman omurilik segmentleri %10’luk
formalinde fikse edildi. Sham grubunda ortalama 3cm uzunlugunda, 3—4 mm ¢apinda
normal silindirik dis yiizeyleri diizgiin kirli beyaz goriinimlii 6 adet doku pargast;

travma grubunda ortalama 3 ¢m uzunlugunda 3-4mm ¢apinda silindirik sekilli, tam
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ortasinda klip kompresyonu uygulanan kor alanda koyu renkli goriiniim izlenen
toplam 6 adet doku parcasi ve travma sonrasi siklosporin uygulanan grubun doku
pargalarinda ise ortalama 3 cm uzunlugunda 3-4mm c¢apinda, makroskopik olarak
travma grubundan c¢ok farkli goriinmeyen 6 adet doku pacast mevcuttu. Kontrol,
travma ve siklosporin uygulanan gruplardaki doku pargalarinin tamamu takibe alindi.
Rutin takip prosediiriinden sonra hazirlanan parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda
hasar olusturulan (core zone) alandan alinan kesitlerden elde edilen preparatlar

Hematoksilen-Eozin (HE), Luxol Fast Blue ile boyanarak nekrotik alanlar 6l¢iildii.

Nekroz alani bir bolgede ise (+), kesitin yarisina yakinsa (+ +), yaygin ise (+

+ + ) olarak degerlendirildi.

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling) tekniginden faydalanilarak da ratlarda hasar olusturulan spinal bolgede

apoptotik hiicreler sayildi.

3.5.1 Isik mikroskobik degerlendirme:

1. %]10’luk formaldehite alinan doku oOrnekleri, soliisyonlar degistirilerek 48 saat

slire ile tespit edildi.
2. Daha sonra akan musluk altinda yikandi.
3. % 70’lik alkolde iki saat bekletildi.
4. % 96’lik alkolde bir saat bekletildi.
5. % 100’lik alkolde bir saat bekletildi.
6. Ksilol I’ de bir saat bekletildi.
7. Ksilol II’de bir saat bekletildi.

8. Esit miktarlarda hazirlanmis Ksilol-parafin karisiminda 64°C’ de etiivde 30
dakika bekletildi.
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10.

11.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Parafin I’ de 64° C * de etiivde ii¢ saat bekletildi.
Parafin I’ de 64° C’ de etiivde li¢ saat bekletildi.

Takip edilen dokular silikon bloklama kaplarima gomiilerek etiketlendi ve

sertlesmesi icin buzdolabina konularak parafin bloklar hazirlandi.

Sertlesen bloklardan Leica® RM 2125 RT mikrotom aleti ve Leica® mikrotom
bigaklar1 kullanilarak 4-5 mm kalinligindaki parafin kesitler alindi. Bu kesitlere
genel dokuyu, hasar alanlarin1 degerlendirmek igin hematoksilen-eozin, Luxol
Fast Blue boyamasi, apoptozisi gostermek i¢cin TUNEL yontemi ile

immunhistokimyasal boyama yapildi.
Hematoksilen-Eozin boyama
Parafin kesitler 60 ° C de etlivde bekletildi.
Ksilol I’ de 2 dakika bekletildi.
Ksilol I’ de 2 dakika bekletildi.
Iki defa %100’liik alkolde birer dakika bekletildi.
Iki defa %96°lik alkolde birer dakika bekletildi.
Cesme suyunda yikandi.
Hematoksilen boyasinda 3 dakika bekletildi.
Cesme suyunda yikanda.
Asit alkole 2 kere daldirildi.
Cesme suyunda yikandi.
Amonyakli suda 10-15 sn ‘ye bekletildi.
Cesme suyunda yikandi.
%80 ‘lik alkolde bir dakika bekletildi.
Eozin boyasinda bir dakika bekletildi.
2 defa % 96’lik alkolde ikiser dakika bekletildi.

Iki defa % 100’liik alkolde ikiser dakika bekletildi.
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16. Ksilolde 10 dakika bekletildi, ¢ikarilip entellan damlatilarak lamel ile kapatilda.

Myelin boyamasi

Kluver ve Barera’nin 1953 yilinda yayinladiklar1 makaledeki yontemlerine

uyularak myelin boyamasi yapildi (104).

Luxol Fast Blue soliisyonu:

Luxol Fast Blue 0.25qr.
%95’1ik alkol 250 ml.
Icinde ¢oziiliir Her 100 ml. i¢in 0,5 ml %10’ luk asetik asit eklenir.

Kristal viyole soliisyonu;

Kristal viyole 0,25 gr.

Distile su 250 ml.

I¢inde ¢oziiliir. Kullanmadan 6nce 0,15-0,20 % 10’ luk glisial asetik asit

eklenir, 57° C etiivde 1s1tilir.

Lityum karbonat soliisyonu:

Lityum karbonat 0,1g.

Distile su 200 ml. I¢inde ¢oziilerek kullanilir.
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Boyama prosediirii:

1. Deparafinizasyon isleminden gegirilen kesitler, % 95’ lik alkole alinir.

2. Luxol fast blue boyasinda 60 ° C’lik etiivde bir gece bekletilir.

3. % 95 lik alkole alinip boya artilar1 giderilir.

4. Distile suda yikanir.

5. Lityum karbonatta 10 sn. tutulur.

6. % 70’ lik alkole alinir.

7. Bu asamada kesitlere mikroskopta bakilarak gri madde renksiz, beyaz madde

yesilimsi mavi olana kadar lityum karbonat ve alkol asamasi tekrarlanir.

8. Distile suya alinir.

9. Kristal viole soliisyonunda 6 dk. bekletilir.

10. % 95’ lik alkolde birkag¢ defa bekletilir.

11. Absoli alkole alinir.

12. Sonucta myelin mavi, sinir hiicreleri pembe-mor goriiliirler.
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3.5.2 immunbhistokimyasal degerlendirme

TUNEL boyamasi

Hazirlanan parafin bloklardan polizinli lamlara (Menzel Glaser) 4-5mm
kalinliginda kesitler alindi. Medulla spinalis dokularinda apoptotik hiicreleri
gostermek icin TUNEL yontemi ile In Situ Cell Death Detection Kit, POD
(ROCHE, ABD, 50 test, cat no: 11 684 817 910, lot no: 10854100) apoptoz Kiti
kullanilarak immun isaretleme yapildi. Apoptotik sinyaller Deoksiriboniikleik
asit (DNA) tlizerinde kiriklar olugturmaktadir. A¢iga ¢cikan DNA pargaciklarinin
serbest 3-OH uglarina terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT) aracilig: ile
biotin ile isaretlemis ve isaretlenmis deoksinukleotidler eklenir. Daha sonra
biotin ile isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz
konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine, isaretlenmis Ornek ile tepkimeye
girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili

ile ters boyama yapilarak deney sonlandirilir.

Polizinli lamlara 4-5 mm kalinliginda alinan kesitler 1 gece boyunca 37 °C’ lik
etlivde bekletildi. Ertesi sabah 2 saat 54 °C’ lik etiivde bekletilen dokular ksilene

alindi.

1. Ugkere 5 er dakika ksilende bekletildi.

2. Etiivde kurutulan dokularin etrafi etiivden ¢ikinca pappen ile ¢izildi.

3. On dakika % 100’ lik alkolde bekletildi.

4. On dakika % 96’ lik alkolde bekletildi.

5. On dakika % 90’ lik alkolde bekletildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

On dakika % 80’ lik alkolde bekletildi.

On dakika % 70’ lik alkolde bekletildi.

Uc dakika distile suda bekletildi.

Fosfat tampon soliisyonunda (PBS) yikanda.

Lamlar, i¢cinde 200 ml. 0,1 M sitrat buffer pH 6.0 olan dayanikli plastik kaba
konarak 350 W’ ta 5 dakika mikrodalgada kaynatildi.

PBS i¢inde kesitler iki defa yikandi.

Kitin i¢ginden ¢ikan label soliisyonundan 100 mm. Negatif kontrol i¢in ayrildi. (
Negatif kontrol i¢in mm. Label soliisyonu TUNEL reaksiyon karigimi1 yerine

kullanildi.)

Kalan 450 mm. Label soliisyonuna 50 mm.enzim soliisyonunun tamami konup

500 ml’ ye tamamlanarak TUNEL reaksiyon karisimi yapildi. lyice karistirildi.

Kesit etrafindaki bolge kurulanda.

Ornek iizerine 50 ml. TUNEL reaksiyon karisimi1 kondu. Buharlasmay1 énlemek
icin lizeri parafilm veya plastik lamel kapatilarak 60 dakika 37° C* de nem
kabininde inkiibe edildi.

Stire sonunda kesitler PBS ile 3 defa yikandu.

Orneklerin etrafi kurulandi.
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18. Orneklerin iizerine 50 ml. Converter POD damlatildi. Buharlasmay1 6nlemek
icin parafilm veya plastik lamel kapatilarak 30 dakika 37°C’ de nem kabininde
inkiibe edildi.

19. Siire sonunda kesitler PBS ile 3 defa yikandi.

20. 50-100 ml. DAB Substrat eklenerek 10 dakika 15-25 © C’ de inkiibe edildi.
21. Distile su ile 3 defa yikandi.

22. Metil green’ le zit boyama yapildi.

23. Distile su ve musluk suyunda bekletildi.

24. Alkol ve ksilende bekletildi.

25. Entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

26. Apoptotik hiicreler 151k mikroskopla analiz edildi (104).

3.6 istatiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 10.0 programi
kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken niceliksel verilerin karsilastirilmasinda
parametreler normal dagilima uygunluk gostermediginden parametrelerin gruplar
arast karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun
tespitinde  Mann-Whitney U  test kullanmildi.  Parametrelerin ~ grup  igi
karsilagtirmalarinda ise Wilcoxon isaret testi kullanildi. Sonuglar % 95’lik giliven

araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi
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4. BULGULAR

Calisma 3 grupta ve her grupta 6 adet olmak iizere toplam 18 adet sigan
tizerinde ¢aligildi. Kontrol grubu “Grup 17, Travma grubu “Grup 2” ve Siklosporin

uygulanan grup “Grup 3” olarak adlandirilmstir.

1. giin egik diizlem derecelerine goére tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.003; p<0.05) (Tablo-5)
Gruplarmn ikili karsilastirmalaria gore; Grup 1’deki siganlarin 1. giin egik diizlem
dereceleri; Grup 2 (p:0.004; p<0.05) ve Grup 3’teki (p:0.004; p<0.005) sicanlarin 1.
giin egik diizlem derecelerinden istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli yiiksektir
(Tablo-7). Grup 2 ve Grup 3’teki sigcanlarin 1.giin egik diizlem dereceleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:1.000; p>0.05) (Tablo—
7).

3. giin egik diizlem derecelerine gore tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.003; p<0.05) (Tablo-5).
Gruplarn ikili karsilagtirmalarma gore; Grup 1’deki siganlarin 3. giin egik diizlem
dereceleri; Grup 2 (p:0.001; p<0.05) ve Grup 3’teki (p:0.004; p<0.005) siganlarin 3.
giin egik diizlem derecelerinden istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli
yiiksektir(Tablo-7). Grup 2 ve Grup 3’teki siganlarin 3.giin egik diizlem dereceleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:1.000; p>0.05)
(Tablo-7).

5. gilin egik diizlem derecelerine gore tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.05) (Tablo-5).
Gruplarmn ikili karsilagtirmalarma gore; Grup 1’deki siganlarin 5. giin egik diizlem
dereceleri; Grup 2 (p:0.005; p<0.05) ve Grup 3’teki (p:0.005; p<0.05) sicanlarin 5.
gilin egik diizlem derecelerinden istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli yiiksektir
(Tablo—7). Grup 3’teki siganlarin 5. giin egik diizlem dereceleri, Grup 2’deki
sicanlardan kismen yiiksek olmalarina karsin halen istatistiksel olarak ileri diizeyde

anlamli yiikseklik yok (p:1.000; p>0.05) (Tablo-7).
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10. giin egik diizlem derecelerine gore tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05) (Tablo-5).
Gruplarin kendi icinde ikili karsilagtirmalara gore; Grup 1°deki siganlarin 10. giin
egik diizlem dereceleri; Grup 2 (p:0.005; p<0.05) ve Grup 3’teki (p:0.005; p<0.05)
siganlarin 10. giin egik diizlem derecelerinden istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlaml yiiksekligi devam etmektedir (Tablo—7) . Grup 3’teki siganlarin 10. giin egik
diizlem dereceleri, Grup 2’deki sicanlardan istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli

yiikseklige ulagsmakta (p:0.012; p<0.05) (Tablo-7).

Gruplarin kendi iglerinde Wilcoxon testi ile yapilan degerlendirmelerine
gore: Grup 1’de; egik diizlem derecesine gore 1. ve 10. giin egik diizlem
karsilastirmalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir
(p>0.05)(Tablo- 8). Grup 2’de; egik diizlem derecesine gore 5. ve 10. giin egik
diizlem derecesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmezken (p:0.317,;
p>0.05) (Tablo- 8); diger tiim giin karsilastirmalarinda istatistiksel bir anlamlilik
saptanmustir (p<0.05) (Tablo- 8). Grup 3’de; egik diizlem derecesine gore tiim giin
karsilagtirmalarinda, egik diizlem derecelerinde goriilen artislar istatistiksel olarak
anlamlidir(p<0.05) (Tablo- 8).
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Tablo 5: Kruskal- Wallis testi ile 3 grubun 1. Giin, 3. Giin, 5. Giin ve 10. Giin Egik-Diizlem(
Inclined Plane) Derecelerinin karsilastirilmasi (p< 0,05)

GRUP | SHAM KORD SIKLOSPORIN | KRUSKAL-
HASARI VERILEN WALLIS ILE
GRUP GRUPLAR ARASI
KARSILASTIRMA
mean | St Mean | St mean | St p
error error error

ED-1 | 48,50 | 1,607 | 36,17 | 1,327 | 36,17 | 1,327 | 0,003

ED-3 |51,17 |16 38,67 | 1,116 | 38,67 | 1,116 | 0,003

ED-5 |49,50 | 1,384 | 42,67 | 0,667 | 42,67 | 0,667 | 0,004

ED-10 | 50,83 | 1,138 | 43,00 | 0,557 | 45,67 | 0,558 | 0,001
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Grafik 1: Kruskal- Wallis testi ile 3 grubun 1. Giin, 3. Giin, 5. Giin ve 10. Giin Egik-Diizlem
derecelerinin karsilastirilmasi

1. giin motor fonksiyon skorlarina gore tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo-5).
Gruplarin ikili karsilastirmalarina gore; Grup 1°deki sicanlarin 1. giin motor
fonksiyon skorlari; Grup 2 (p:0.002; p<0.05) ve Grup 3’teki (p:0.002; p<0.05)
siganlarin 1. giin motor fonksiyon skorlarindan istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamli yiiksektir (Tablo—7). Grup 2 ve Grup 3’teki si¢anlarin 1. giin motor
fonksiyon skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(p:1.000; p>0.05)(Tablo-7).

3. giin motor fonksiyon skorlarina gore tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01) (Tablo-5).
Gruplarin ikili karsilastirmalarina gore; Grup 1°deki sicanlarin 3. giin motor
fonksiyon skorlari; Grup 2 (p:0.002; p<0.05) ve Grup 3’teki (p:0.003; p<0.01)
sicanlarin 1. hafta motor fonksiyon skorlarindan istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamli yiiksektir (Tablo—7). Grup 2 ve Grup 3’teki siganlarin 3. giin motor
fonksiyon skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(p:0.057; p>0.05) (Tablo-7).
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5. glin motor fonksiyon skorlarina gore tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p: 0.00) (Tablo-5). Gruplarin
ikili karsilagtirmalarina gore; Grup 1’°deki siganlarin 5. glin motor fonksiyon skorlari;
Grup 2 (p:0.002; p<0.01) ve Grup 3’teki (p:0.002; p<0.01) si¢anlarin 5.giin motor
fonksiyon skorlarindan istatistiksel olarak ileri diizeyde anlaml yiiksektir(Tablo—7).
Grup 2 ve Grup 3’teki siganlarin 5. giin motor fonksiyon skorlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p:0.004; p<0.01) (Tablo-7).

10. giin motor fonksiyon skorlarina gore tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.00;p<0.01) (Tablo-5).
Gruplarin ikili karsilagtirmalarma gore; Grup 1°deki siganlarin 10.glin  motor
fonksiyon skorlari; Grup 2 (p:0.002; p<0.01) ve Grup 3’teki (p:0.001; p<0.01)
siganlarin 10. giin motor fonksiyon skorlarindan istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamli yliksektir (Tablo—7). Grup 3’teki si¢anlarin 10. giin motor fonksiyon skorlari,
Grup 2’deki si¢anlardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p:0.002;
p<0.01) (Tablo-7).

Gruplarin kendi iclerinde Wilcoxon testi ile yapilan degerlendirmelerine
gore: Grup 1’de; motor fonksiyon skorlarina gére 1. ve 10. giin karsilastirmalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goériilmemistir (p>0.05)(Tablo- 9).
Grup 2’de; motor fonksiyon skorlarma gore 1. ve 10. giin karsilastirmalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir degisim goriilmemistir (p:1,00; p>0.05)(Tablo- 9).
Grup 3’de; motor fonksiyon skorlarina gore 1. ve 10. giin karsilagtirmalar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmistir (p<0.05)(Tablo- 9).
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Tablo 6: Kruskal- Wallis testi ile 3 grubun 1. Giin, 3. Giin, 5. Giin ve 10. Giin Motor Fonksiyon
Skorlarimin karsilagtirilmasi (p< 0,05)

GRUP SHAM KORD HASARI SIKLOSPORIN KRUSKAL-WALLIS iLE
VERILEN GRUP GRUPLAR ARASI
KARSILASTIRMA
mean St Mean St error mean St error P
error
MS-1 3,83 0,167 | 0,33 0,211 0,33 0,211 0,002
MS-3 3,83 0,167 | 0,33 0,211 1,17 0,307 0,001
MS-5 3,83 0,167 | 0,33 0,211 1,83 0,167 0,000
MS-10 4 0 0,33 0,211 2,83 0,167 0,000
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Grafik 2: Kruskal- Wallis testi ile 3 grubun 1. Giin, 3. Giin, 5. Giin ve 10. Giin Motor Fonksiyon
Skorlarmn karsilastirilmasi (p< 0,05)

Tablo 7: Gruplar arasi ikili karsilastirma (Mann- Whitney-U Testi)

ED-1 | ED-3 | ED-5 | ED-10 | MS-1 | MS-3 | MS-5 | MS-10 | Nekroz | Apoptotik hiicre sayisi

Grup 1-2 | 0,004 | 0,004 | 0,005 | 0,004 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 0,002 0,003
Grup 1-3 | 0,004 | 0,004 | 0,005 | 0,008 | 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,001 0,002 0,003
Grup2-3 | 1 1 1 0,012 1 0,057 | 0,004 | 0,002 0,014 0,008
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Grafik 4: Gruplar aras1 motor skor karsilastirma
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Grafik 5: Gruplar arasi nekroz ve apoptotik hiicre sayisinin karsilastirilmasi

Tablo 8 : Wilcoxon testi ile grup ici Egik Diizlem verilerinin karsilagtirilmasi.

Grup egikduzlem | egikduzlem | egikduzlem1l | egikduzlem | egikduzlem1l | egikduzlem1
3- 5- 0- 5- 0- 0-
egikduzlem | egikduzlem | egikduzleml | egikduzlem | egikduzlem3 | egikduzlem5
1 1 3
z -1,633" -,813° -1,897° -1,261° -,317° -2,060°
Asym
sham p. Sig.
,102 ,416 ,058 ,207 , 751 ,039
(2-
tailed)
z -2,214° -2,207" -2,201° -2,201° -2,023° -1,000°
Asym
kordhasari p. Sig.
,027 ,027 ,028 ,028 ,043 317
(2-
tailed)
z -2,214° -2,207" -2,201° -2,201° -2,207° -2,032°
o Asym
kordhasari+siklospo
. p. Sig.
rnn ,027 ,027 ,028 ,028 ,027 ,042
(2-
tailed)
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Tablo 9: Wilcoxon testi ile grup i¢ci Motor-Skor verilerinin karsilastirilmasi.

Grup hasarskor3 | hasarskor5 | hasarskorlO | hasarskor5 | hasarskorlO | hasarskorlO
- hasarskorl - hasarskor3 | - hasarskor5
hasarskorl | hasarskorl hasarskor3

z ,000° ,000° -1,000° ,000° -1,000° -1,000°
Asymp.

Sham yme
Sig. (2- 1,000 1,000 317 1,000 317 317
tailed)
z ,000° ,000° ,000° ,000° ,000° ,000°
Asymp.

kordhasari
Sig. (2- 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
tailed)
z -2,236° -2,251° -2,251° -2,000° -2,271° -2,449°
Asymp.

kordhasari+siklosporin
Sig. (2- ,025 ,024 ,024 ,046 ,023 ,014
tailed)

10. glin Hematoksilen-Eozin boyama ile nekroz sayilar1 degerlendirildiginde

grup-1 ile grup—2 karsilagtirildiginda arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo-7). Grup -1 ile grup-3

karsilastirildiginda  yine

istatistiksel

olarak

ileri

diizeyde anlamli

farklilik

bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01) (Tablo—7). Calismamiz agisinda 6énemli olan grup—

2 ile grup—3 Kkarsilagtirmasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmektedir (p:0.014; p<0.05) (Tablo-7).

Tablo 10: Hemotoksilen-Eozin boyama ile grublara gore nekroz sayilari .

RAT1 RAT?2 RAT3 RAT4 RATS RATG6
GRUP-1 |0 0 0 0 0 0
GRUP-—2 |2 2 2 3 3 2
GRUP-3 |1 1 2 1 1 2

47




10. giin Tunnel yontemi ile apoptotik hiicre sayis1i degerlendirildiginde
grup-1 ile grup—2 karsilastirlldiginda arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde
anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.003; p<0.01) (Tablo-7). Grup -1 ile grup—-3
karsilastirildiginda  yine istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik
bulunmaktadir (p:0.003; p<0.01) (Tablo—7). Calismamiz agisinda 6nemli olan grup—
2 ile grup-3 karsilastirmasinda ise istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.008; p<0.01) (Tablo-7).

Tablo 11: Tunnel Boyama yontemi ile Apopitotik hiicre sayilari.

RATL |[RAT2 |RAT3 |RAT4 |RAT5 |RAT6
GRUP-1 |0 0 0 1 0 1
GRUP-2 |8 10 17 13 11 9
GRUP-3 |5 6 5 7 6 9

Tablo 12: Tunel Boyama yontemi ile Nekroz ve Apopitotik hiicre sayilari ortalamalari.

Nekroz skoru | Apoptotik hiicre sayisi

GRUP-1 0 0,33+ 0,211
GRUP-2 2,33+ 0,211 11,33+1,333
GRUP-3 1,33+0,211 6,330,615
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4.1 Isik Mikroskopisi Goriintiileri

Resim 4: Sham grubuna ait goriintii. Hematoksilen&Eozin .
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Resim 5: Sham grubuna ait kesitte apoptotik hiicreler (—). TUNEL yontemi.

Resim 6: Spinal kord hasari yapilan gruba ait goriintii. Lezyon alaninda doku biitiinliigii kaybi,
odem (Fgoriilmektedir. Beyaz maddede vakuolize akson yapilar1 goze carpmaktadir. Luxol
Fast Blue.
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Resim 7: Spinal kord hasari yapilan gruba ait goriintii. Lezyon alani-core area ( ») bolgesinde
doku biitiinliigiiniin kaybi, 6dem, inflamatuar hiicrelerin artis1 goriilmektedir.
Hematoksilen&Eozin .

Resim 8: Spinal kord hasari olusturulan grupta artoms apoptotik hiicreler goriilmektedir (—).
TUNEL yontemi.



Resim 9: Spinal kord hasari yapilip siklosporin verilen gruba ait goriintii. Myelinli aksonlarda
belirgin vakuolizasyon (—) goriilmektedir. Luxol Fast Blue.

Resim 10: : Spinal kord hasar1 yapilip siklosporin verilen gruba ait goriintii. Lezyon alani-core
area ( ¥) bolgesinin daha sinirh oldugu goriilmektedir. Hematoksilen&Eozin .

52



Resim 11: Siklosporin verilen gruba ait kesitte apoptotik hiicrelerin hasar grubuna gore daha az
saylda oldugu goriilmektedir (—). TUNEL yontemi.

5. TARTISMA

Omurilik yaralanmalar1 genellikle gen¢ yas grubunu etkilemekte; agir
sosyal, psikolojik ve ekonomik yikimlara neden olmaktadir (105). Giinlimiizde
uygulanan medikal tedavilerin hi¢ birisi heniliz kaybolan noéral yapilar1 ve
fonksiyonlarini geri yerine getirememekte; kok hiicre nakilleri ise ancak gelecek icin

umit vaat etmektedir.

Bugiin, omurilik yaralanmasiin patofizyolojisi en iyi bifazik (primer ve
sekonder) yaralanma modeli ile tanimlanmaktadir. Omurilik yaralanmasinin
patofizyolojisi akson, kan damari ve hiicre membranlarinin hasarina neden olan
primer mekanik hasar ile baslar. Bu primer mekanik hasarin tetikledigi sekonder
yaralanma evresi ile devam eder. Sekonder yaralanmada ise vaskiiler bozulma, 6dem,
iskemi, eksitotoksisite, elektrolit dengesizlikleri, lipid peroksidasyonu, serbest

radikal {iretimi, inflamasyon ve nekroz/ge¢ apopitotik hiicre 6liimiinden olugmaktadir
(12).
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Primer yaralanma mekanizmasi kordaki tiim aksonlar1 nadiren tam kesintiye
ugratmakta, genellikle yaralanma bdlgesini gecen saglam aksonlar bulunmaktadir
(56). Bu kurtulmus aksonlar tedavi agisindan ¢ok Onemlidir ve tedavideki ana
hedeftir. Hayvan c¢aligsmalari1 yaralanma bolgesini gegen %5 kadar aksonun olmasi ile
norolojik fonksiyonun kazanilmast ya da korunmasimin gerceklesebilecegini

gostermistir (60,61).

Primer mekanik yaralanmanin tetikledigi sekonder yaralanma evresinin
saglam kalan aksonlarinda etkiledigini biliyoruz. Bu sekonder noral yaralanma
zinciri birgok asamadan olusmakta ve yapilan tim bilimsel ¢alismalar bu yikim
zincirini  bir/birden ¢ok asamasinda durdurmak ve geri dondiirmek iizerine
kurgulanmaktadir. Yapilan binlerce deneysel ¢aligmalardan klinik diizeyde kullanima
giren yalnizca metilprednizolon olup, bunun da etkileri heniiz klinik olarak netlik

kazanmamustir ve bir¢ok lilkede spinal yaralanmada rutin olarak kullanilmamaktadir
(12).

Bu c¢alisma bir immiinsupressif ila¢ olan siklosporin-A’nin, olusturulan
deneysel rat omurilik yaralanma modelinde sekonder omurilik yaralanmasi iizerine
koruyucu (ndroprotektif) ve tedavi edici (rejeneratif) etkilerinin hem striiktiirel hem

de fonksiyonel acilardan ortaya konmasini amaglamaktadir.
Immiinsupressif ajanlar 4 gruba ayrilmakta.
1. 1-T-hiicre blokorleri (Siklosporin A, Takrolimus ( FK506), sirolimus),

2. 2-Glukokortikoidler,
3. 3-Sitotoksik ilaglar,
4. 4-Antikor belirtecleri (reagent)

T-hiicre blokorleri iginde immiinsupressif olarak giiniimiizde en sik ve en
etkin kullanilan Siklosporin-A dir. Siklosporin-A, tolypocladium inflatum Gams adli
fungustan elde edilen, 11 amino asitli, siklik bir polipeptitdir. Antijenin taninmasini
takiben, otoimmiin cevabin erken basamaklarini 6nleyerek immiinsupresyon yapar.
Daha onceden gelismis bir otoimmiin cevabi veya gelismis ret reaksiyonunu tedavi

edemez; ancak gelismeden Once verilirse cevabin veya reaksiyonun olugmasini 6nler.
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Indiikleyici/yardim edici (CD4+) alt tip T lenfositlerini selektif bir sekilde inhibe
eder, ¢ogalmasin1 ve farklilasmasini engeller (106). Olgun T lenfositleri lizerinde
etkisizdir. Bu nedenle antijen temasindan (6rnegin allojenik transplantasyondan)
sonra mimkiin oldugu kadar erken, tercihen 24 saat iginde uygulanmaya
baslanilmalidir (106). Immiinsiipresif ve ikincil ndronal hasar1 6nleyici etkisini
CD4+ tipi T lenfositlerinde, T lenfosit reseptoriiniin antijenle uyarilmasi ile baslatilan
sinyalleme kaskadi basamaklarindan birini olusturan ve Ca** bagimli bir enzim olan
kalsinorini selektif inhibe ederek gosterir. Bu olay zincirinde siklosporin, mitokondri

membraninda yer alan mitokondri membran transportu (MMT)’nu inhibe ederek
hiicre i¢ine Ca** girisine engeller. Bunun i¢in siklosporin-A’'nin dnce, sitoplazmik bir

reseptor olan siklofiline baglanmasi gerekir. Siklosporin-A nin siklofiline baglanmasi
kalsiyum/calmodiilin bagimli kalsinorin aktivasyonunu inhibe eden bir protein
kompleksi olusturur. Bu kompleks kalsindrin ya da protein fosfataz 2B denilen
fosfataz1 inhibe eder (106). Eger bu kalsinérin inhibe edilmez ise IL-2, IL-3, GM-
CSF (Grantilosit monosit-koloni sitimiile faktor )ve TNF-a gibi sitokinlerin
salgilanmasini diizenleyen niikleer transkripsiyon faktér (NTF) ‘nuclear factor of
activated T-cells’in defosforilasyonuna yol agar (107). Siklosporin —A nin ana klinik
etkisi muhtemelen, T hiicreleri tarafindan iretilen IL-2' nin inhibisyonudur; yani

diger T-hiicrelerinin de proliferasyonunu saglayan IL-2yi inhibe etmesidir.

Noral travma sonrast inflamasyonda Onemli bir asama mikroglia
aktivasyonu ve 16kosit infiltrasyonudur (108). Mikroglial hiicreler SSS (Santral sinir
sistemi) nin bagisiklik hiicreleri olarak bilinmektedir. Iskemik dokunun I8kositlerce
infiltrasyonu sonrasinda mikroglia ve astrositlerden inflamatuar yanitin 6nemli bir
gostergesi olan sitokinler (IL-2, IL-3, TNF-a) ac¢iga c¢ikmaktadir (109). Bu
mikroglial  hiicrelerden TNF-a ve siklooksijenaz-2 nin  ekspresyonunun
inhibisyonunda siklosporin-A nin in efektif oldugu tanimlanmaktadir (110).
Fonksiyonel acidan daha ilging bir sekilde siklosporin —A nin mikroglial hiicre
hattinda NO formasyonunu azalttigi goriilmekte, ayrica muhtemelen bu olayda
sitostatik mekanizmada etkilenmektedir (111). Siklosporin-A nin izole mikroglial
hiicreler {izerine olan etkisi analiz edildiginde; Siklosporin-A nin intraselliiler

reseptorii olan mRNA (Messenger riboniikleik asit) nin kodladig: siklofilin, aktive

55



olmus sekilde mikroglial hiicre i¢inde bulunmustur (112). Ayrica, FK506 benzer
sekilde, Siklosporin-A nin CD4+ iin mikroglial ekspresyonunu zayiflattig1 rapor
edilmektedir (113). Bundan da 6te periferal benzodiazepinlerin reseptor ligantlarinin
uyarilmasimi takiben farkli mikroglial hiicre hatlarinda serbest radikal tiretimini

siklosporin-A bloke etmektedir (114).

Ayrica siklosprin —A nin etkisinin astrositlere kadar uzandig1 goriilmekte,
¢linkii siklosporin-A nin astrositik apopitozisi ve TNF-a, IL-1 ve IL-2 nin astrositik

salinimini belirgin bir sekilde azalttig1 bilinmektedir (115,116).

Deneysel hayvan modellerinde serebral iskemi ve spinal kordun
yaralanmasi1 gibi SSS nin akut rahatsizliklarinda siklosporinin etkileri, ilk olarak
1990' 11 yillarin baglarinda arastirilmis ve bu tedavinin yararli etkileri; ratlarda gecici
Onbeyin iskemi modellerinde siklosporin-A nin enfarkt ve ddem hacmini azalttigi
rapor edilmistir (117). Siklosporin —A ile tedavi sonrasi iskemik hipokampiis
hiicrelerinde beyin derive norotrofik faktér artmis ekspresyonu bulgusunun
noroproteksiyona yol agabilecek kompleks molekiiler islevinin altin1 ¢izmektedir

(118).

Benzer deneysel modellerde siklosporinin beyin derive norotrofik faktor
tretiminde artma, CREB (cyclic amp-response element binding protein)
fosforilasyonunda artis ile iliskilendirilmis, hipokampal CA1 néronlarinda hayatta
kalma miktarin1 diizelttigi gosterilmis (118,119). Ratlarda bilateral karotit arter
ligasyonu ile global serebral iskemi modellerinde siklosporin-A nin beyaz cevher
rarefactionu inhibe ettigi ve aktive edilmis mikroglia hiicre sayisinda yaklasik 1/5

oraninda azalmaya yol agtig1 bildirilmis (120).

Deneysel Spinal kordun ve beyinin akut yaralanma modellerini takiben
siklosporin uygulanmasi oldukca nadir, fakat bunlarda yararli etkileri raporlanmus.
Ornegin rat torakal spinal kordunun komple kesilerindeki siklosporin tedavisi sonrasi
aksonal rejenerasyonun arttigi, makrofajlarin ve mikroglial hiicrelerin inflamatuar
etkilerinin azaldig1 gosterilmis (121). Ayn1 grup daha sonra rat torakal kord komple
kesileri sonrasi siklosporin tedavisi ile fonksiyonel seviyelerinde diizelme oldugunu
raporlamis (122). Noronlar iizerine siklosporin-A nin yararli etkileri ratlarda

travmatik beyin yaralanmasi sonrasi aksonal dejenerasyon modellerinde mitokondrial
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sismenin, b-amiloid prekiirsér protein birikimi ve noéroflaman kompaksiyonunu
azaldi@1 bulunmustur (123,124). Torakal kord kontiizyon modelleri sonras1 ilk 6 saat
icerisinde siklosporin A uygulamasinin lipid peroksidasyonunu inhibe ettii ve
lezyona maruz birakilan ratlarda hareketliligin diizeldigi gosterilmis (125). Diger
taraftan daha yakin tarihli bir ¢alisma bu sonuglara itiraz etmis ve siklosporin-A ile
tedavi edilen travma grubunda spinal kord doku kaybini azaltmadigi ve motor skoru
diizeltmedigi rapor edilmistir (126). Ancak bu basarisizliga siklosporin-A nin
yetersiz dozlanmasinin yol ac¢tigi iddia edilmistir (127). Yine en son olarak 2010
tarithli bir calisma oligodendrosit prekiirsor hiicrelerinin (OPC) travmatize edilmis
spinal kord transportu sonrasinda verilen siklosporin-A nin kontrol grubuna gore
histolojik ve buna korole fonksiyonel iyilesmesinin kontrol grubuna gore daha iyi
oldugu ancak transport edilen oligodendrosit prekiirsorlerinin astrosite doniismesini

engellemedigi rapor edilmistir (128) .

Siv1 perkiisyon yaralanma modellerinde Travmatik beyin yaralanmasinda
siklosporin A’ nin motor ve amnestik fonksiyonlar1 diizelttigi raporlandi (129). izole
ndronlar {izerine siklosporinin etkilerini agiklayan rapor oldukc¢a nadir, fakat
deneysel lezyonlanmig noroblastoma hiicreleri iizerine yapilan arastirma
siklosporinin hiicreleri apopitozisden korudugu kaspaz aktivasyonunu inhibe ettigi

noral biiylimeyi aktive ettigini gostermistir (130,131).

Siklosporin —A giiniimiizde néroimmiinolojik bozukluklarda giderek artan
oranda kullanilmak iizere olan bir ajan haline gelmistir. Etkinligi siddetli myestenia
gravis, immiinolojik olarak provoke polindropatilerde ve myositislerde

gosterilmektedir (132).

Travmatik beyin yaralanmalarinda Faz —II klinik deneysel c¢alismalar
yapilmakta ve bu caligmalar siklosporin-A nin giivenilirligini gdstermektedir; fakat
travmatik beyin yaralanmasinin ardindan o6zellikle siklosporin-A nin uygulanma

zamanlamasi agisindan ¢aligma modelleri heterojen 6zellikler gostermektedir (133).

Travmatik Spinal kord yaralanmalarinda siklosporin-A nin kullanimini
bildiren heniiz klinik bir ¢alisma literatiirde mevcud degildir ve yine en azindan
bizim bilgilerimize gore siklosprin-A akut SSS bozukluklarinda (iskemi vb), klinik

olarak halen kullanilmamaktadir.
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Invitro ve invivo bu bulgularin degerlendirilmesi ile siklosporin-A nin:
mikroglial hiicreler iizerine direk inhibitér etki gosterdigi; noéroprotektif ve
nororejeneratif Ozellikleri oldugu; ndronlar ve diger glial hiicreler iizerine direkt

etkilerinin oldugu kabul edilmektedir (134).

Yukarida bahsedildigi gibi literatiirde bizim ¢alismamiza bire bir uyan bir
deneysel calisma yoktur ve ayni1 zamanda siklosporin ile yapilan deneysel omurilik
yaralanmas1 c¢alisma sayisi da ¢ok smurli oldugu goriilmektedir. Palladini ve ark
(122)’ larmin torakal kord kesisinde siklosporin-A verilen gruplarda hem struktiirel
hemde fonksiyonel iyilesme gordiiklerini; Yine Diaz-Ruiz ve ark. (125) ise torakal
kord kontiizyonu sonrasinda yine siklosporin-A verilen gruplarda lipid
peroksidasyonun azaldigin1 gdstermisler. Ancak bu yayinlara kars1 Rabchevsky ve
arkadaslar1 (126) karsit yonde yani siklosporin verilen grup da hem fonksiyonel hem
de striiktiirel bir iyilesmenin goriillmedigini rapor etmislerdir. Literatiirde en son
siklosporin ile yapilan bir ¢alismada ise OPC’nin travmatize edilmis spinal kord
transportu sonrasinda verilen siklosporin-A verilen grubun kontrol grubuna gore
histolojik ve bununla korale fonksiyonel iyilesmesinin daha iyi oldugu; ancak
transport edilen oligodendrosit prekiirsorlerinin astrosite doniismesini engellemedigi
rapor edilmistir (128). Bizim calismamizda grup igi verilerinin Wilcoxon testi
degerlendirilmesinde travma grubunda (Grup-2) 5. giine kadar yalnizca Egik Diizlem
testinde istatistiksel olarak anlamli iyilesmeler goriilmekle beraber(Tablo- 8), 5.
giinden sonra bu iyilesmenin durdugu (p:0.317; p>0.05)(Tablo- 7), ancak kord
hasari+siklosporin grubunda (Grub-3) ise iyilesmenin hem fonksiyonel hem de
striiktiirel olarak istatistiksel anlamliligina devam ettigi goriilmekte (Tablo- 7); motor
skor verilerine gore ise 5. gline kadar her iki travma grubunda da iyilesme
istatistiksel olarak anlamli olmamakta, 5. giinden itibaren ise kord hasari+siklosporin
grubu lehine istatistiksel olarak anlamli sekilde iyilesmeler goriilmekte (Tablo- 7).
Gruplar ikili olarak ele alindiginda ise (Mann-Whitney U Testi) hem fonksiyonel
degerlendirme (egik diizlem-motor skor); hemde striiktiirel degerlendirme (histolojik
degerlendirme nekroz-apopitozis ) sonuglart kord hasart + siklosporin (grup-3)

verilen grup lehine istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir)(Tablo- 7).
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6. SONUC VE ONERILER

Deneysel rat omurilik yaralanma modeli ¢alismamizda siklosporin —A nin
sekonder omurilik yaralanmasi iizerine hem koruyucu (ndroprotektif) (nekroz
/apopitozis verilerinin siklosporin-A verilen grub lehine ), hem de tedavi edici
(rejeneratif) ( egik diizlem ve motor skor verilerinin siklosporin-A verilen grup

lehine ) etkilerini, istatistiksel olarak ortaya koydugumuzu diisiinmekteyiz.

Ancak gerek calismamizdaki denek sayisinin; gerekse literatiirde yapilan
calisma sayisinin ¢ok sinirlt olmast siklosporin-A nin etkilerinin net olarak ortaya
konmasina engel olmaktadir. Bu nedenle ¢ok daha fazla sayida deneysel ve klinik

calismanin yapilmasi gereklidir.
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