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1. GIRIS VE AMAC

Spinal kord, merkezi sinir sisteminin sinyal ve komutlarini, ekstremite ve
organlara, periferik sinirler yoluyla, kusursuz bir sekilde iletir. Ayn1 zamanda,
doku, organ ve ekstremitelerden gelen uyarilar1 beyin sapi, serebellum ve
serebruma ileten spinal kord, bu iletimin bir denge halinde g¢alismasi i¢in ¢ok
onemli bir koprii konumundadir. Spinal kord, viicudumuzun en kuvvetli kemik
yapilarindan olan, omurga igerisinde korunsa da gelismis teknoloji ve giliniimiiz
yasam tarzi nedeniyle travma riski, gegcmise nazaran daha fazla artmistir. Geligmis
medikal ve cerrahi tedavi seceneklerine ragmen travmaya en hassas, tedaviye en
direngli anatomik yapilardandir. Spinal kord travmasi, ciddi mortalite ve
morbiditeye sebep olmasi nedeniyle toplumda yarattig1 fiziksel, psikososyal ve
ekonomik etkileriyle cagimizin en 6nemli saglik problemleri arasindadir.

Travmatik spinal kord yaralanmasi etyolojisi ilkelerin gelismislik
diizeyine gore farklilik gosterse de, vakalarin %41,1° ine, motorlu tasit kazalarinin
neden oldugu bilinmektedir. Bunu, %34,9 oraninda, diisme takip etmektedir (1).

Diinya capinda 2,5 milyon spinal kord travmali hastanin yasadigi tahmin
edilmektedir (2). Travmatik spinal kord yaralanmali vakalarin gelismekte olan
tilkelerdeki insidansi; 25,5 milyon / y1l” dir (3). Gelismis tilkelerde ise milyonda
12,1 - 57.8 arasinda degisen yeni vaka bildirilmistir. Erkeklerde (%82,8),
kadinlara oranla daha yiiksek oranda goriilen ve biiylik oranda geng¢ niifusun
etkilendigi travmatik omurilik yaralanmali olgularin yas ortalamasi; 32.4 olarak
hesaplanmistir (1). Yirmi yil Once acil cerrahi, uzun hastane bakimi,

rehabilitasyon ve medikal tedavi ile birlikte omurilik travmali vakalarin tedavi



maliyeti diinyada ortalama 4 milyar dolar/yil olarak hesaplanmistir (4).

En sik spinal kord yaralanmasi servikal bolgede, ikinci siklikla
torakolomber bileskede gerceklesmektedir. Tiim olgular hesaplandiginda; %56,5
komplet, %43 inkomplet spinal kord yaralanmasi meydana gelirken, yine tiim
olgularin %58,6° sinda parapleji, %40,7’ sinde tetrapleji meydana gelmektedir (1).

Gilinlimiizde spinal kord yaralanmasi1 sonrasi hayatta kalanlarin yarisindan
fazlas1 normal yasantisina geri donememektedir. Spinal kord yaralanmalari, tiim
genel viicut yaralanmalar1 arasinda medikal tedaviye en olumsuz yanitin alindigt
yaralanmalardir. Travmast sonrasi gelisen spinal kord hasarinin bugiin icin etkin
bir tedavisi hala netlik kazanmamistir. Teknolojik gelismelere ragmen tam
anlamiyla tedavi edilememeleri, klinisyenleri ve aragtirmacilari yeni tedavi
arayislarina itmektedir. Arastirmacilar bir taraftan omurilik yaralanmasinda rol
oynayan yeni fizyopatolojik mekanizmalar1 incelerken, 6te yandan yeni tedavi
sekillerini aragtirmaktadirlar (5).

Akut spinal kord travmasina bagl gelisen hasara iki temel fizyopatolojik
mekanizmanin sebep oldugu disiiniilmektedir. Birincisi; Primer hasarlanma,
ikincisi ise sekonder hasarlanma olarak adlandirilir. Primer hasarlanma;
yaralanma sirasinda dis etkenlerle akson ve ndronlarin mekanik olarak
parcalanmasidir. Mekanik darbenin yarattig1 ezilme ve kontiizyon, omurilik i¢in
gerekli olan kan akiminin azalmasina yol agar. Sekonder hasarlanma ise primer
hasar sonras1 gelisen fizyopatolojik ve hiicresel degisiklikler sonucu o6dem,
iskemi, membran hasari, hiicre i¢i kalsiyum artigi, eksitator amino asit ve serbest

radikallerin ortaya ¢ikmasi sonucu vaskiiler, elektrolit, biyokimyasal, enerji



metabolizmasindaki degisikliklere bagli olarak olusur (5, 6). Primer hasarlanma,
beklenmedik nedenlere bagli oldugu i¢in genellikle engellenemez ve siddeti
degistirilemez. Bu nedenle, omurilik yaralanmasi konusundaki deneysel ve klinik
arastirmalarin ¢cogu sekonder hasarlanmay1 onlemek ya da azaltmaya yonelik
yapilmaktadir. Bu amagcla son 30 yilda pek ¢ok ilag, hayvan caligmalarinda
denenmis ve bir kismi etkin bulunmustur. Bu ilaglarin bir kismi da klinik
caligmalarda denenmis fakat etkinlikleri ispatlanamamistir. Spinal kord travmali
hastalarda yaygin olarak kullanilan metil prednizolon; son yillarda etkinligi ve yan
etki profili nedeniyle ciddi sekilde tartisilmaktadir. Daha Once yapilan deneysel
arastirma ve calismalar sekonder hasarda etkin rol alan; serbest radikal {iretimi,
glutamaterjik, kolinerjik ve katekolinerjik norotransmisyon sistemleri, kalsiyum
ve diger iyon kanallari, biiyiime faktorleri, lipid peroksidasyonu, norotrofik
faktorler, inflamasyon siireci, endojen opioid reseptorleri, enzimler, apopitotik
hiicre 6liimii ve rejenerasyon mekanizmalart ile ilgili olmustur.

Bilindigi gibi spinal kord hasarlanmasinda, hiicresel ve molekiiler
yapilarin i¢ ice oldugu immiin sistemin mekanizmasi gérev alir. Immiinitede
gorevli hiicreler ile birlikte proteinler, inflamasyona sebep olur. Spinal kord
yaralanmasinda inflamasyon, sekonder hasarlanmada ortaya ¢ikar ve sonrasinda
birkac hafta ya da aya kadar devam eder. Spinal kord hasarlanmasindaki immiin
yanitta baslica 4 hiicre gorev alir. Bunlar; nétrofiller, monositler, mikroglia ve T -
lenfositlerdir (7). Bu hiicreler; proinflamatuar sitokinler, interlokin (IL) - 1P, IL -
6, timor nekroz faktor - a (TNF - o) salgilar ve inflamasyonun giderek artmasina

sebep olur. Inflamasyon kritik bir siire¢ olup, kalan ndronlarin yenilenmesine



engel olabilir. Bununla birlikte inflamatuar reaksiyonun asir1 aktivasyonu, saglikli
dokuya zarar verip, yaralanma siddetini arttirabilir. Bu yilizden, inflamasyonun
kontrolii 6nemli bir yer tutmaktadir.

Bugiine kadar deneysel spinal kord yaralanma modellerinde,
antiinflamatuar  etkili bircok ila¢ kullamilmistir. Calismamizda etkilerini
degerlendirdigimiz Alemtuzumab ise spinal travma modellerinde daha 6nce hig
denenmemistir. Monoklonal antikor grubunda olan Alemtuzumab, gilinlimiizde
Non - Hodgkin lenfoma tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir. Alemtuzumab,
esas olarak inflamatuar hiicreler olarak bilinen; T ve B - lenfositler, monositler,
timositler, natural killer (NK) hiicreleri ile makrofajlarin yiizeylerinde mevcut,
son derece eksprese, non - modiille CD52 antijenine baglanarak, sekonder
hasarlanma mekanizmasinda da etkin rol alan bu hiicrelerin, periferik kanda yok
olmasina neden olur (8). Antikor, lenfositlerin kompleman fiksasyonu ve antikora
bagli hiicrenin olusturdugu sitotoksisite sonucu yok edilmelerini saglar. Ayrica
daha Onceki c¢alismalarda Alemtuzumab’in hematopoietik kok hiicreler ile
progenitor hiicrelerde CD52 olmadigi i¢in, bu hiicrelere hasar vermedigi
ispatlanmigtir (9).

Bu calismada, kullanilan olan Alemtuzumab’ m (Campath - 1H ©,
MabCampath, Genzyme), sekonder hasarlanma mekanizmasinda etkin rol alan
inflamatuar  hiicreleri ortadan  kaldirmasiyla spinal kord hasarlanma
mekanizmasinda olumlu sonuglar ortaya koyarak, gelecekte, spinal kord travmali
hastalarin ~ komplikasyonlarinin ~ ve  norolojik  sekellerinin  azaltilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Kord Embriyolojisi

Fertilize ilk hiicre ve sonrasinda olusan 8 hiicre farklilasmamis iken,
asimetrik mitozlar nedeniyle sonraki hiicrelerde farklilasma baslar ve hiicreler
arasi etkilesimle embriyo gelisir. Birinci embriyonik hafta sonunda epiblast ve
hipoblast tabakalari, ikinci haftada ise epiblast hiicrelerin olusturdugu ilkel yarik
ve kranial ucunda Hensen diiglimii olusur. Daha sonra ektoderm, mezoderm ve

endodermden olusan gastrulasyon donemine girilir (10).

Resim 1: Sinir sisteminin embriyolojik gelisimi

Sinir  sistemi embriyonik donemin 3. haftasinda ektodermin
kalinlagsmasiyla gelismeye baglar. Hensen diigiimii hiicreleri notokordu olusturur.
Notokord o6ncili somitik mezodermi olusturur. Somit c¢iftleri gévdenin kaslari,
vertebra ve kaburgalarin olusumuna katkida bulunurlar. Uciincii haftada,
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ektoderm hiicreleri, noral ve cilt ektodermi olmak tizere ikiye ayrilir. Noral
ektodermden noral oluk ve noral tiipii olusur (Resim 1). Buna primer noriilasyon
ad1 verilir. Noral tiip, rostral kisimda beyin ve beyincigi, kaudalde ise omuriligi
olusturur. Noral olugun her iki tarafindaki katlantilardan ayrilan noral ¢ikintilar
(Krista noralis) da spinal ve kranial sinirleri, mezoderm ise spinal kanal1 ve ¢evre
kas ve bag dokusunu olusturacaklardir. Omuriligin distal kisimlar1 sekonder

noriilasyon ile olusurlar ve sonrasinda primer néral tiip ile birlesirler (10).

2.2. Anatomi

2.2.1. Spinal kordun makroskopisi

Spinal kord, canalis vertebralis’ in iist 2/3’{inii kaplayan bir santral sinir
sistemi parcasidir. Ortalama uzunlugu erkeklerde 45 cm., kadinlarda 42 - 43 cm.
iken agirlig: ise yaklasik 30 gr’ dir. Fetal hayatin 3. ayina kadar medulla spinalis
uzunlugu, vertebral kolon uzunlugu kadarken, vertebralar medulla spinalisten
daha hizli uzar. Fetal hayatin 5. ayinin sonunda, omurilik, sakrumun tabaninda,
dogum sirasinda ise yaklasik L3 seviyesinde sonlanir (11).

Atlas’in iist kenarindan baglar ve eriskinlerde L1 vertebranin alt sinir1 veya
L2’nin iist kenar sinirma kadar uzanir. Ust kisimda Bulbus araciligiyla beyinle
devamlilig1 vardir, altta ise Conus medullaris olarak sonlanir. Conus medullaris
apeksinden ince bir filaman olan Filum terminale, koksiksin ilk kismina kadar
uzanir (11). Spinal kord, silindir seklinde on-arka yoniinde hafif¢e yassidir.
Ekstremitelere giden sinirlerle ilgili segmentlere karsilik gelen servikal ve lomber

genislemeler gosterir. Birincisi Intumescentia cervicalis olan genisleme C3 - T1



segmenleri arasindadir. Ust ekstremite innervasyonu ile ilgili ventral koklerin
cogu, buradan Plexus brachialis’ e gider. Digeri ise T11 — L1 segmentleri
arasindaki, Intumescentia lumbosacralis’ tir. Ventral dallar, alt ekstremiteleri
innerve etmek {izere buradan ayrilip, pleksus lumbalis ve pleksus sakralis’ i
olusturur. Intumescentia lumbosacralis ve Conus medullaristen gelen spinal sinir
kokleri; kauda ekuina’ y1 olustururlar. Bu demet de L2 — S2 arasinda uzanan
Cisterna lumbalis denilen subaraknoid bosluk i¢inde kaudale kadar devam eder

(Sekil 1) (12).
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Sekil 1: Spinal kord ve spinal sinirlerin lateral ve anterior gériinlimii



2.2.2. Spinal kordun i¢ yapisi

Spinal kordun 6n ve arka kisminda longitudinal yonde seyreden oluklar
vardir. On taraftaki ve daha derin olan Fissura mediana anterior, arkadakine
Sulcus medianus posterior adi verilir. Bunlardan baska her iki tarafta 6nde
bulunan oluga Sulcus anterolateralis, arkada bulunan oluga Sulcus
posterolateralis adi verilir. Spinal kordun transvers kesiti incelendiginde gri ve
beyaz olmak lizere iki renkten olustugu goriilmektedir. Bunlardan i¢ tarafta olan,
gri renkli ve H harfi seklinde olana Substantia grisea (gri cevher) adi verilir.
Bunun etrafin1 saran beyaz renkli bolgeye de Substantia alba (beyaz cevher)
denir. Gri cevherde noron govdeleri ve uzantilar1 bulunurken, beyaz cevherde

myelinli aksonlar bulunur (13).

Resim 2: Spinal kordun i¢ yapisi

1 - Fissura mediana anterior, 2 — Sulcus anterolateralis, 3 — Radix anterior, 4 — Columna lateralis, 5
— Spinal sinir dura matter, 6 - Radix posterior, 7 - Sulcus mediana posterior,8 — Canalis centralis,
9 — Columna posterior, 10 — Commissura grisea anterior ve posterior, 11 — Columna anterior, 12 —
Spinal sinir kokii (11).



Substansia Grisea: Degisik seviyelerde farkli genislikte olsa da medulla
spinalisin uzunlugu boyunca mevcuttur. Transvers bir kesitte 6ne dogru olan
uzantilarina Cornu anterius, arkaya ve yana dogru uzantilarina Cornu posterius
ad1 verilir. Bundan baska spinal kordun T1 - L2 segmenteri arasinda laterale
dogru uzantilart olur ki buna da Cornu laterale denir. Medulla spinalis i
boyutlu degerlendirildiginde; cornu anterius, Columna anterior; cornu posterius,
Columna posterior; cornu laterale, Columna lateralis adin1 alir. Sag ve sol
taraftaki substantia grisea arasinda spinal kord boyunca uzanan ve igerisinde BOS
bulunan bir kanal vardir. Bu kanal Canalis centralis’ tir. Canalis sentralis, conus
medullaristen sonra filum terminale icerisinde 5 - 6 mm seyrederek sonlanir.
Canalis centralisin 6niindeki gri cevher kismina Commissura grisea anterior,
arkadaki gri cevher kismma Commissura grisea posterior adi verilir (Resim 2)
(13).

Rexed’ in c¢alismalar1 sonrasinda, substantia grisea, néronlarin sekli,
biiyiikliigli, yogunlugu ve hiicresel ozellikleri goz Oniine alinarak 10 laminaya
almmistir (Sekil 2). Cok keskin sinirlarla ayrilmayan bu laminalarin substantia
grisea igerisindeki yerlesimi spinal kordun degisik segmentlerinde farklilik
gostermektedir. Ornegin Lamina - I cornu posteriusun en arka kisminda iken,
Lamina - IX cornu anteriusun en 6n kisminda, Lamina - X’ da canalis centralisin
cevresinde yerlesir. Lamina - I e Nucleus marginalis, Lamina - II’ ye
Substantia gelatinosa, Lamina - I1l ve Lamina - IV’ e Nucleus proprius adi1 da
verilir. Laminalardan | - IV arasindakiler; genel olarak deriden gelen afferent

liflerin sinaps yaptig1 laminalardir. Lamina - V ve VI’ ya proprioseptif afferentler



gelir. Lamina - VII’ nin de postiir ve hareketlerin diizenlenmesinde gorev aldigi
diistiniilmektedir. Lamina - VIII’ de komsu laminalar ve kontralateral Lamina -
VIII’ den gelen aksonlarin sinaps yaptigi internéronlar bulunur. Lamina - IX’ da
iskelet kaslarini1 (ekstrafusal kaslar) innerve eden a — motor noronlar ile intrafusal
kas liflerini innerve eden gamma motor ndronlar ve interndronlar bulunur. Lamina
- X’ da ise radix posteriorlar ile gelen afferent liflerin bir boliimii sinaps yapar.
Substansia griseada bulunan tiim laminalar ve fonksiyonlar: ile ilgili bilgiler
yapilan ¢ok sayidaki hayvan deneyleri ile edinilmis olup, hayvan tiirleri arasinda

farkliliklar gostermektedir (13).

Sekil 2: Rexed' in laminalar (13)

Substantia Alba: Miyelinli aksonlarin olsturdugu bu bdlge gri cevhere
gore daha acik renktedir. Substantia albanin, sulcus medianus posterior ve sulcus
posterolateralisi arasinda kalan kismina; Funiculus posterior, sulcus

posterolateralis ve sulcus anterolateralis arasinda kalan kismina; Funiculus
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lateralis, sulcus anterolateralis ve fissura mediana anterior arasinda kalan kismina
Funiculus anterior adi verilir. Funiculuslar igerisinde belirli fonksiyonlar ile
ilgili akson demetleri ayr1 gruplar halinde yerlesmislerdir. Belirli bir fonksiyonu
iistlenen ve genellikle ayni niikleusta sonlanan akson demetlerine tractus ya da
fasciculus adi1 verilmektedir. Bunlar impulslar1 tagidig1 yone gore; inen ve ¢ikan
yollar olarak isimlendirilir. Funiculus posterior; servikal ve iist torakal
segmentlerde, Septum medianum posterior araciligi ile medialde Fasciculus
gracilis, lateralde Fasciculus cuneatus olarak ikiye ayrilir. Canalis centralisin 6n
kismindaki beyaz cevher kismina Commissura alba anterior, arka kismindaki

beyaz cevher bolgesine Commissura alba posterior adi verilir (13).

2.2.3. Spinal sinirler

Spinal korddan simetrik olarak 31 ¢ift spinal sinir ¢ikar. Bu ¢iftlerin 8’ i
servikal, 12’ si torakal, 5° i lumbal, 5° 1 sakral ve 1° 1 koksigeal spinal sinirlerdir.
Spinal korda 6nde Radix anterior, arkada Radix posterior isimli koklerle baglanip
yanlarda foramen intervertebralisler araciligiyla spinal kanali terkederler (12).
Ventral ve dorsal sinir kokleri, pia mater tarafindan sikica, araknoid tarafindan
gevsek sekilde sarmalanmistir. Her bir sinir ¢ifti bir intervertebral foramenden
cikarken kokler bir dura mater ortiisii ile sarilir. Bunu venlerin yaptig1 bir pleksiis
igeren yagli, gozenekli doku gevreler (14).

Spinal sinirlerin dorsal kokleri, afferent (duyu) liflerini, ventral kokleri ise
iskelet kaslarima giden ¢ok sayida efferent (motor) liflerini ve ¢ok sayida

presinaptik otonom lifleri igerirler. Venral kokleri olusturan somatik aksonlarin
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hiicre govdeleri medulla spinalisin cornu anterior’ unda bulunurken, dorsal kokleri
olusturan aksonlarin hiicre govdeleri medulla spinalisin disinda, dorsal koklerin
distal ucundaki dorsal kok ganglionlarinda (Ganglion spinale) bulunurlar. Her bir
spinal sinir, Primer Ramus Dorsalis ve Primer Rami Ventralis’ lere ayrilirlar.
Dorsal dallar, deri ve sirt kaslarini innerve ederken, ventral dallar, ekstremiteler ve

govdenin geri kalanini innerve ederler (Resim 3) (12).

Artonioe gray Phoms

Fossenor gray homes

Peanance

Resim 3: Spinal kord, spinal sinir ve ganglionlarin goriintimii (7)

2.2.4. Meninksler ve beyin omurilik sivisi

Omuriligi, distan i¢e dogru sirastyla dura mater, araknoid mater, pia mater
olmak iizere 3 membran sarar. Igerilerinde asili olan spinal kord, kauda equina ve
spinal sinirleri ¢evreleyen bu membranlar subaraknoid araliktaki beyin omurilik
stvist (BOS) ile birlikte destek ve koruma goérevi goriirler (Resim 4) (12).
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Disarida yer alan kati fibroz zar olan duramater omurga kanali duvarindan
bir epidural boslukla ayrilmis olup, boslukta yagli gézenekli doku ve bir ven
pleksusu bulunmaktadir. Duramater ile araknoid arasinda potansiyel bir subdural
bosluk bulunmakta ve burada son derece s1g, lenfe benzer bir sivi bulunmaktadir

(14).

Spinal cord
White matter.

Gray matter\\x
Posterior root Q
Spinal ganglion~\ i Y

\ ST -

Posterior rootlets
Posterior ramus
.—L_— Anterior ramus

¥ 7
=7/

= Pia mater
Anterior root \ ; Z Arachnoid »Spinal
Spinal nerve vl A §o 4 mater meninges
Subarachnoid ;-'; : : 0 Dura mater
space :
Dural root Tohig _
sheath Epidural fat

Resim 4: Spinal kord, spinal sinir ve meninkslerin goriiniimii (7).

Spinal araknoid, ince bir membrandir. Bu zar piamaterden subaraknoid
bosluk ile ayrilmis olup mezotelial septalar bulunmakta ve BOS yer almaktadir.
Piamater ince bir vaskiiler bag doku olup omurilik ve sinir koklerini sikica
sarmalamistir. Pia her iki yanda duraya 22 tane uzanti ile baglanmis olup bunlara
Ligamentum dentikulatum adi verilir. Spinal meninksler, yukarida, foramen

magnumda karsilik gelen serebral meninks tabakalar1 ile devam etmektedir.
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Duramater ve araknoid (dolayisiyla subaraknoid bosluk) ikinci sakral omurda
sonlanirken, pia, silindirik filum terminale ile durayr S2 seviyesinde delerek,

koksikse devam eder (14).

2.2.5. Spinal kordun vaskiiler yapisi

Arteriyel beslenme: Spinal kord beslenmesi; vertebral arter dallari,
asecenden servikal, derin servikal, interkostal, lumbar ve lateral sakral arterler
tarafindan saglanir. Ancak, temel olarak spinal kord, longitudinal olarak seyreden
1 anterior, 2 posterior spinal arter tarafindan beslenir. Vertebral arterler dallarinin
olusturdugu Anterior Spinal Arter anterior median fissiir igerisinde asag1 dogru
uzanir. Anterior spinal arterden kdken alan sulcal arterler bu fissiirden spinal kord
icine girerler (Resim 5). Sulkal arterler, spinal kordun kesitsel olarak 2/3 6n
tarafinin beslenmesini saglarlar. Her bir posterior spinal arter, ya vertebral arter
dallarindan ya da posteroinferior serebellar arterden koken alirlar. Posterior spinal
arterler, pia icerisinde siklikla anastomoz yaparlar. Spinal kordun {iist kismindaki
kisa segmentin beslenmesi sadece anterior ve posterior spinal arterlerle
saglanirken, geriye kalan kismin ¢ogu, spinal sinir kokleri boyunca seyreden ve
intervertebral foramenlerden vertebral kanala giren, segmental meduller ve
radikiiler arterlerle saglanir. Segmental meduller arterler, asenden servikal, derin
servikal, vertebral, posterior interkostal ve lumbal arterlerden koken alirken,
bunlarin en biiyligii olan Adamkiewicz arteri toplumda %65 oraninda solda

yerlesmis olup spinal kord beslenmesinin 2 / 3’ iine yardimci olur (12).
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Resim 5: Spinal Kordun beslenmesi (7).

Radikiiler arterler, her vertebral segment hizasinda komsu arterlerden
dogar. Temel olarak sinir kokiiniin beslenmesi ile ilskilidir. Bir¢ok ince radikiiler
arter, vertebral foraminadan sinir koklerine eslik ederek mediale dogru seyreder.
Daha kalin arterlerden bazilart dura matere erisir ince meningial dallar verirler
(14).

Venoz Drenaji: Spinal kordun venleri genel olarak spinal arterlere benzer
dagilim gosterir. Spinal kordda longitudinal uzanimi olan 3 posterior ve 3 anterior
spinal ven bulunur. Bunlar radikiiler ve segmental meduller venlere drene olur ve
epidural aralikta ven6z pleksus olustururlar (Resim 6). Bunlar superiorda foramen
magnum yoluyla dural siniislere drene olurken diger tiim kisimlarda eksternal

vertebral venoz pleksuslara drene olarak dolasima katilirlar (12).
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Resim 6: Spinal Kordun ven6z drenaji (7)

2.3. Spinal Kord Travmasi

2.3.1. Tarihge

Toplumda, halen fiziksel, psikolojik ve ekonomik bir problem olan ve en
onemli saglik sorunlar1 arasinda yer alan spinal kord travmasinin tanm1 ve tedavi
miicadelesi, binlerce yil oncesine dayanmaktadir. Bunu kanitlayan en énemli ve
en eski belge M. O. 3000 — 2500 yillar arasinda Misirhilarca yazildig: sanilan
Edwin Smith papirusudur (15, 16). Bu papirusta ¢esitli omurga travmali olgular;
tedavi edilebilir, tedavi edilemeyen ya da umutsuz olarak siniflandirilmis olup,

motor, duyu, idrar kontrolii kayb1 gibi ¢esitli semptomlardan bahsedilmistir (15).
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Hipokrat (M.O. 460 - 377), omurga travmali olgularda ekstremite
paralizileri ve paraplejiden bahsetmis ve omurga dislokasyonunu traksiyonla
tedavi etmeye calismistir (Resim 7) (17, 18). Galen ise M.S. 120 — 200’ lii yillarda
spinal kordda longitudinal kesilerin fonksiyon iizerine fazla etkilerinin olmadigini
ancak transvers kesilerin bu seviyenin altinda paraplejiye sebep oldugunu
tariflemistir (19). Egeli Paulus (M.S. 625 - 690) yani Paul of Aegina, spinal korda
basi yapan kiriklarin tedavisinin traksiyon degil, laminektomi oldugunu diisiinen
ve ilk laminektomi yapan hekim olmustur (20). 1890 yilinda, Schmaus, tavsanda
spinal kord travma modeli olusturmus, spinal kordun travmatik hasara verdigi
histopatolojik cevabi ilk tanimlayan bilimadami olmustur (18). Allen, 1911
yilinda omurilik iizerine agirlik diisiirerek, bu travma modeline onciiliik etmis,
ayni zamanda travma sonrasi olusan hematom, nedbe ve nekrotik dokularin
kaldirilmasi sonrasi norolojik tablonun diizeldigini tespit etmistir (21, 22). Bu ayni
zamanda sekonder hasarlanma mekanizmasinin ilk tarifi olmustur. Tarlov 1953’ te
epidural aralikta balon sisirerek spinal kord travmasi olusturmustur. Tator ise1978
yilinda, spinal kordu ekstradural olarak anevrizma klibi ile klibe etmis, klip
kapanma stiresi ve kompresyon siiresi ile spinal kord yaralanma siddeti arasinda
iliskiyi bulmustur (23). Bu sekilde yapilan travma modeli, omuriligin tim
katlariin travmaya maruz birakilmasiyla beraber spinal kord iskemisi olugmasi
acisindan, insanlarda meydana gelen omurilik travmasina benzer bir model
olmasiyla avantaj haline gelmistir (24). Giinlimiiz teknolojisi ve altyapisiyla
travmatik spinal kord hasarlanmasi ve tedavisi konularinda bir¢ok arastirma ve

calisma halen devam etmektedir.
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Resim 7: Oribasius ve Vidus Vidius’ un tarif ve tasvir ettikleri; Hipokrat’ mn

omurga travmali bir hastaya traksiyon uyguladig figiir (18).

2.3.2. Spinal kord hasarlanmasi1 ve fizyopatolojisi

Spinal kord yaralanmasi sonrasinda olusan karmagik patofizyolojik
mekanizmalar, bu olgular i¢in bugiine kadar, uygun bir tedavi bulmakta cesitli
zorluklar olusturmustur. Bu mekanizmalar anlasildik¢a, degisik tedavi metodlar
bulunmus ve bunlar nérolojik geri doniisiim a¢isindan hala yetersiz kalmiglardir.
Tedavi protokollerini gelistirmenin ve se¢eneklerini arttirmanin yolu, spinal kord

hasarlanma mekanizmasini anlamak ve analiz etmekten ge¢gmektedir.
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Spinal kord hasarlanmasi iki temel asamadan olusur. Birincisi travma
aninda gelisen: primer hasarlanma, ikincisi ise akut kanama, iskemi ve
inflamatuar bir siirecten olusan; Sekonder hasarlanmadir (Sekil 3). Ozellikle
sekonder yaralanma, noéronal ve glial hiicre yikimi ile karakterizedir. Bu da,
hasarin, daha da fazla artmasini saglar. Bu olaylarin siddetinde; proinflamatuar
sitokinlerin ve dolayisiyla; inflamatuar hiicrelerin varligi belirleyicidir (25).
Travmanin etkisiyle baslangicta gergeklesen primer hasarlanmada; kanama ve
hizli hiicre 6liimii meydana gelirken, bunu takip eden sekonder hasarlanma

kaskadinda; daha ¢ok doku disfonksiyonu ve hiicre 6liimi gergeklesir (7).

Mekanik Etki

Mekanik kuvvetm neden oldugu
ik doku bozulmas:

< — @O

Normal Spinal Kord Primer Hasarlanma

Akut patofizyolojik siireg Noroprotektif madahaleler

- Stabilizasyon
Famakolojik zjanlar
Hizh medikal cerrahi tadavi

G

(-

SekonderHasarlanma

Sekil 3: Spinal kord hasarlanma mekanizmalari (26).
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Primer hasarlanma; kiint yada penetran yaralanmalar sonrasinda
gerceklesmektedir. Kiint yaralanmalar; omurganin osteoligamantdz yapilarinin,
ekstansiyon, fleksiyon, aksiyel yiiklenme, rotasyon veya distraksiyon gibi
kuvvetlerle noronal ve vaskiiler yapilarda gerilme, yirtilma ya da kontiizyo
olusturmasi yoluyla olur. Bu kuvvetler, basit gegici bir norolojik defisitten, kalici,
tam bir fel¢ tablosuna kadar genisleyebilen norolojik sekellere sebebiyet verebilir
(26, 27, 28). Travma sonrasi ilk doku bozulmasi daha sonradan sekonder
yaralanmaya sebep olabilir ki bu, spinal korda iletilen enerjiye baglidir (29).

Primer yaralanma morfolojik olarak dort tiptir:

1. Darbe ile kalici kompresyon

2. Darbe ile gecici kompresyon

3. Distraksiyon

4. Laserasyon ya da transeksiyon

Insan spinal kord yaralanmasinda en sik goriilen mekanizma, bunlardan
darbe sonrasi, kalict omurilik kompresyonudur. Bu 6zellikle akut disk riiptiiriinde,
fraktiir ve dislokasyonda retropulse kemik fragamanm spinal korda bastigi
patlama kiriklarinda belirgindir. ikinci mekanizmada yalmizca darbenin gegici
stire ile oldugu kompresyon mevcuttur ve altta yatan dejeneratif servikal omurga
hastalig1 6n plandadir. Spinal kolonun aksial planda kuvvetle gerilmesine yol agan
distraksiyon tipi ii¢lincii mekanizmada; spinal kord ve / veya onun kan akimini
saglayan elemanlarinin gerilmesi ve yirtilmasi s6z konusudur. Bu tip hasarda
ozellikle cocuklarda kartilajendz vertebra cismi, kas yapisinin tam gelismemis

olmas1 ve ligaman esnekliginin predispozan oldugu, radyolojik olarak patolojinin
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bulunmadig1 spinal kord hasar1 mevcuttur. Ayrica bu tip hasarda, eriskinlerde,
travmanin radyolojik kanitinin olmadigi ve altta yatan dejeneratif omurga
hastaliginin siklikla eslik ettigi bir durum olarak ortaya g¢ikmaktadir. En son
primer hasar mekanizmasi; laserasyon ve transeksiyondur. Laserasyon; mermi ile
yaralanma, keskin kemik fragmanlarin dislokasyonu veya ciddi distraksiyon
sonucu meydana gelir ve minor hasardan komplet transeksiyona kadar cesitli
derecelerde olabilir (30, 31, 32).

Primer hasarlanma, daha sonra hasarin siddetini arttiran kaskadlar zincirini
olusturacak olan sekonder hasarlanmayi tetikler. Akut yaralamadan sonra kordda
kanama, 6dem, aksonal ve noronal nekroz kist formasyonu ve enfarktin takip
ettigi demiyelinizasyon gibi patolojik degisiklikler olusur. Akut yaralanma sonrasi
ilk 15 dakikada gri maddede petesiyal kanamalar, beyaz maddede 6dem olusur.
[lk 2 saatte gri maddedeki kanamalar artar. Zamanla patolojik degisiklikler
kotiilesir, dyle ki yaralanmadan 6 giin sonra ileri derecede nekroz olusur ve bu
olay; otodestriiksiyon olarak adlandirilir. Yaralanmadan sonra 5 dakika iginde gri
maddenin muskiiler veniillerinin eritrositlerle sistigi fakat aksonlarin degismemis
oldugu goriiliir. Travma sonrast 15 ve 30 dakika aras1 eritrositlerin postkapiller
perivaskiiler bosluga ve muskiiler venlere ekstravazasyonu ile birlikte kiigiik
kanamalar olusur ve aksonal degisilikler goriiniir hale gelir. Dort saat sonra
bozulmus myelin kiliflar, aksonal bozulma ve iskemik endotelyal hasar saptanur,
ilk birka¢ giin i¢inde ilerleyici aksonal degisiklikler ve nekrotik bdlgeler ortaya
cikar. Yaralanma bdlgesinde ddem gelisir ve komsu segmentlere yayilir. Major

travmadan 24 - 48 saat sonra 6zellikle daha 6nce kanla kapli olan santral bolge
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olmak {izere yaralanma alami nekrotiktir. Birka¢ giin sonra hemorajik bolge
kavitasyon gosterir. Komsu alanlarda siklikla keskin sinirlar1 olan yamasal
nekrozlar goriiliir. Bu ilerleyici degisiklikler ve kavitasyon olusumu, enfarktlarin
patolojik 6zellikleridir. Bu duruma posttravmatik enfarkt denmektedir (33, 34).
Insan viicudu, spinal kordun hasarlanma mekanizmalarinda i¢ ice girmis
ti¢ farkli fazda yanit olusturur. Bunlar; travmadan sonra saniye ve dakikalar
icindeki akut faz, travma sonrasi ilk dakikalarda baslayip aylar siiren subakut
faz, travma sonrasi aylar, hatta yillar siiren kronik fazdir (7). Akut faz, travmanin
olusturdugu ilk hasar ile ortaya c¢ikan fiziksel, biyokimyasal ve hiicresel
degisiklikler ile karakterizedir. Travmadan saniyeler sonra baslayip, lokal ve
sistemik isaretler ile kendini gosterir (35, 36). Bu fazda, sistemik hipotansiyon,
spinal sok, vazospazm, iskemi, iyon dengesi, plazma membraninda bozulma ve
norotransmitter birikimi gergeklesir. Immun, dolasim ve sinir sistemlerinin
molekiil ve hiicre gruplari, bu fazin her asamasina katilmaktadir. En ¢ok katilim,
sinir sistemi hiicreleriyle olur ancak diger sistemlerdeki hiicre gruplar1 dolasim
sistemi yoluyla, travma bdlgesine gelir. Baz1 akut faz komponentleri subakut faz

ile baz1 subakut kompanentleri de kronik fazda devamlilik gosterirler (Tablo 1).
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Tablo 1: Spinal kord hasarlanma mekanizmalarindaki fazlar

AKUT FAZ

SUBAKUT FAZ

KRONIK FAZ

Sistemik hipotansiyon ve
Spinal Sok

Vazospazm Vazospazm
Iskemi Iskemi
Odem Odem

Iyon dengesinde bozulma

Iyon dengesinde bozulma

Norostransmitter birikimi

Glutamaterjik eksotoksisite

Plazma membraninda
bozulma

Plazma membraninda bozulma ve

permalbilitede artis

Hiicre Oliimii

Hiicre Oliimii

Serbest radikal {iretimi

Lipid peroksidasyonu

NO artig1

Iletimde blokaj

Noradrenalin artisi

ATP’ de azalma ve enerji yetmezligi

Immun hiicre atisi, sitokinlerin salmmast

ve inflamasyon

Inflamasyon aracilt hiicre 6liimii

Noronal bilyiime/inhibisyon faktorleri

Santral kromatolizis

Vertebral kompresyon ve instabilite

Kalan aksonlarin demiyelinizasyonu

Demiyelinizasyonun devami

Apoptozis

Apoptozisin devami

Santral kavitasyon baslamasi

Santral kavitasyonun devami

Astroglial skar olusumunun baglamasi

Glial skar/syrinks formasyonu

Iyon kanallar1 ve reseptorlerin

yenilenmesi

Yeni néron olusumu dahil,

rejeneratif slire¢

Noronal siklusun yenilenmesi

Syringomyeli

Ustteki tarali alanlar; akut ve subakut fazlar icin, alttaki tarali alanlar; subakut ve kronik fazlar i¢in

ortak asamalardir (7).
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Norojenik Sok: Spinal kord yaralanmasi, norojenik sok ile sonuglanabilir.
Kontrol edilemeyen norojenik sok tablosu ise kord hasarini daha da arttirabilir.
Norojenik sok, spinal kord ve diger organlarin iskemisi sonucu meydana gelir
(37). Klasik triadi; hipotansiyon, bradikardi ve hipotermidir (38). Spinal kord
yaralanmasinda meydana gelen hipotansiyonun; azalmig sempatik tonus ve
periferik vaskiiler diren¢ nedeniyle oldugu bilinmektedir. Yiiksek servikal
bolgedeki hasarlanma, bradikardinin olusturdugu Onlenemeyen bir vagal
aktiviteye sebep olur. Bu da kalbin sempatik aktivitesini engeller. Endobronsial
negatif basing ve hipoksi ile bradikardi siddetlenir. Meydana gelen bu kaskad;
sinir dokusu hasarin1 daha da arttirarak onemli bir mortalite ve morbidite sebebi
olarak karsimiza ¢ikar (39, 40). Yeni evrensel tanimlamaya gore; spinal travma
sonrasi, belirgin bagka bir neden olmaksizin sistolik kan basmcinin < 100 mmHg
ve kalp hizinin < 80 atim / dk olmasi ya da tek basina sistolik kan basincinin < 90
mmHg olmasi, norojenik sok olarak kabul edilir (39).

Vaskiiler degisiklikler: Travma sonrasi spinal kord ftizerindeki lokal
vaskiiler degisiklikler ve iskemi, sekonder hasarlanmanin en énemli yonlerinden
biri olarak kabul edilir. Mekanik etki ile mikrovaskiilaritedeki bozulma, petesiyal
kanamalara ve damar ici tromboza sebep olur. Bununla birlikte, intakt vaskiiler
yapilardaki vazospazm ve 6dem; lokal hipoperfiizyon ve iskemiye yol agar (51,
59). Bu durum, anterior spinal arter gibi biiyilik vaskiiler yapilarla degil, 6ncelikle
mikrovaskiilarite ile ilgilidir. Yapilan otopsi ¢alismalarinda gri maddenin
perflizyonunun, beyaz maddeden daha kotli oldugu bildirilmistir. Bunun sebebi

olarak; gri maddenin beslenmesinde gorev yapan sulkal arterlerin, tromboz
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nedeniyle islevini yerine getirememesi gosterilmistir (41). Gri maddede bulunan
noronlar, yliksek metabolik ihtiyaglari nedeniyle, iskemiye, oldukg¢a duyarlidirlar
(26). Ironik olarak, iskemi dénemi sonrasi olusan spinal kord reperfiizyonunda
oksijene bagli olusan serbest radikalleri de, sekonder hasar1 daha da
derinlestirirler (42, 43).

Plazma membraninda bozulma: Mekanik etki sonrasinda olusan spinal
kord hasarinda, noron plazma membraninda, nonspesifik bir bozulma olusur.
Noron ve/veya glial hiicre sitoplazmasiyla ekstraselliiler alan arasindaki
bariyerdeki gecici ya da kalici bozulma; iyon ve molekiil dengesizligine neden
olur. Diizensiz iyon ve molekiiler akis ise saglam hiicrelerin fonksiyonlarini ve
yasamini tehdit eder (44). Plazma membraninin asilmasi ayrica proteaz
aktivasyonu ile ilgilidir. Proteaz aktivasyonu da, akut travma sonrasi apopitoz ve
doku kaybina sebep olur (45).

Glutamat ekzotoksisitesi ve elektrolit dengesizligi: Sinir dokusunun
travmasi sonrast, asirt glutamat serbestlesmesi ve birikimi, spinal kord hasarindan
hemen sonra, iskemi ve artmig membran depolarizasyonu nedeniyle meydana
gelir (7). Baz1 deneysel yaralanma g¢alismalarinda glutamatin toksik seviyeye,
travmadan 15 dakika gibi kisa bir slirede ulastigi bildirilmistir (46). Glutamat,
sinir sisteminin en yaygin ekSitatdr nérotransmitteri olmasinin yaninda giiglii bir
antioksidandir. Hem iyonotropik hem de metabotropik reseptorler icin kullanilir.
Iyonotropik glutamat reseptérleri; N - metil - D - aspartat (NMDA) ve alfa -
amino - 3 - hidroksi - isoksazolproprionat / Kainik asit (AMPA / Kainat)

reseptorleridir. Bu reseptorler, hiicre i¢i ve disina, 6zellikle kalsiyum (Ca*®) ve
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sodyum (Na*®) gecisini saglarlar. Metabotropik glutamat reseptdrleri bir haberci
olan G proteinine baglanarak, genis bir spektrum olan intraselliiler fonksiyonlara
aracilik ederler. Bu anlamda; ekzotoksisite, glutamat ile asir1 stimiile edilen
reseptorler, hiicrelere zararh etkiler olusturur (47). Glutamat ile stimiile edilen
NMDA reseptorleri, ekstraselliiler araliktan hiicre i¢in Cave Na gecisine olanak
tanir, bu da hiicre icinde asir1 Ca*™ birikimine sebep olur. Bu reseptorler ayni
zamanda hiicre i¢indeki stoplazmik kalsiyum depolarinin bdliinmesine ve Ca™ un
serbestlesmesine olanak tanir. Sitoplazma ve mitokondride artmis Ca®
konstrasyonu, Ca™ bagli olan ¢ok sayida mekanizmann tetiklenmesine ve
dolayistyla hiicre Oliimiine sebebiyet verir. Bu mekanizmalarin bazilari,
lipooksijenaz, fosfolipaz A2 gibi litik enzimlerin stimiilasyonuna ve dolayisiyla
mitokondrial oksidatif fosforilasyonun bozularak olusturudugu oksidatif stres ve
serbest radikal iiretimine sebep olarak apopitotik hiicre 6liimiinii baslatir (48).
Serbest radikaller ve lipid peroksidasyonu: Serbest radikal molekiilleri,
kararsiz elektronlar1 sayesinde, lipid, protein ve DNA’ya karsi, son derece
reaktive edici etkileri vardir. Molekiiler oksijen (O3) kendisi gibi eslesmemis iki
elektrona sahiptir. Travma sonrasi gelisen reperfiizyon ile ortamda O artar. O,” ye
bir elektron ilavesi ile siiperoksit, iki elektron ilavesiyle hidrojen peroksit (H,O),
i elektron ilavesiyle yiiksek derecede reaktive edici ve bilinen en oksidan
molekiil olan hidroksil radikali (OH) olusur. Baska bir reaktive edici serbest
radikal olan peroksinitrit (ONOQ"), siiperoksit ve nitrik oksit (NO) tepkimesi ile
olusur. Petesiyal kanamalar nedeniyle bolgede aciga cikan demir de serbest

radikal Uretimini katalize eder. Serbest radikaller, hiicre membranindaki yag
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asitlerinin ilerleyici oksidasyonuna yani lipid peroksidasyonuna neden olur. Bu
sayede hiicre yiizeyi boyunca geometrik olarak ilerleyen oksidasyon daha fazla
serbet radikal {iretimine ve hiicre zari lizisine izin verir. Dolayisiyla artmis serbest
radikal tiretimi ve lipid peroksidasyonu; mitokondrial litik enzimlerin salinmasina,
DNA iiretiminin inhibisyonuna ve en sonunda apopitotik hiicre 6liimiine neden
olur (26, 49). Serbest radikallerin lipidlere verdigi oksidatif hasar, bu tepkimedeki
ara uriinler olan; Malondialdehit (MDA), hidroksialkenal ve dien konjugatlarinin
tayini ile gosterilir (50, 51).

Viicutta asir1 serbest radikal olusumunu engelleyen ya da olusmus olan
serbest radikalleri yok etme islevine sahip bir ¢ok antioksidan mekanizma
mevcuttur. Bunlar; stiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi reaktif
O2 radikallerini daha az toksik tiriinlere doniistiiren antioksidan enzim sistemleri,
a - tokoferol, askorbat, irik asid, glutatyon (GSH), betakaroten gibi radikal
notralizatorleridir. Bunlara ek olarak Haber - Weiss reaksiyonunu katalize eden
demir ve bakiri baglayan ferritin, transferin, seruloplazmin gibi reaktif O,
radikallerinin olusumunu ve yayilmasinmi engelleyen, ayrica mitokondride olusan
radikalleri suya indirgeyen sitokrom oksidaz gibi antioksidan sistemleri bulunur
(50, 52, 53).

Inflamatuar / Immunolojik yamt: Inflamasyon, doku hasarma
savunmaci, onarict ayni zamanda hasar verici bir yanittir. Travma sonrasi, santral
sinir sistemindeki immiinolojik ve inflamatuar yanit diger dokulardan nitelik ve
nicelik olarak farkli olsa da, spinal kordda bu durum farkli degildir (46). Akut

spinal kord yaralanmasinda gelisen immiin sistem yaniti; hiicresel ve molekiiler
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kompanentlerin i¢ ice girdigi karmasik bir mekanizma ile isler. Hasarli spinal
kordda, immiin hiicrelerin ve diizenleyici protein molekiillerinin kiimiilatif bir
etkiyle olusturdugu bir inflamasyon baslar. Inflamasyon, sekonder hasarlanma
mekanizmasiin onemli bir kaskadi olup, yaralanmadan hemen sonra baslar,
sonrasinda haftalar ya da aylar kadar siirer (54, 55). Inflamasyon, hiicresel
artiklarin temizlenmesi acisindan 6nemli olsa da kalan ndronlarin yenilenmesine
engel olabilir. Bununla birlikte inflamatuar yanitin asir1 aktivasyonu, kalan
saglikli dokularin hasarina ve dolayisiyla yaralanmanin daha da siddetlenmesine
sebep olabilir (7). Spinal kord yaralanmalarinda immiin sistemin rolii genellikle
tartigmalidir. Ancak kesin olan su ki; kontrolsiiz immiin yanit, spinal kord
yaralanmalar1 sonras1 aksonal biiyiimeye engel olur ve hiicre 6liimiine aracilik
eder (56). Inflamatuar ve immiinolojik yamttaki hiicresel mekanizma; basta
notrofil, T - lenfosit, mikroglia, monosit ve makrofajlar olmak tiizere bir¢ok
immun sistem hiicresinden olusur. Bu yanitin molekiiler kompanentlerini de
sitokinler, kompleman ve prostoglandinler olusturur. Immuiin sistem hiicreleri
baslica proinflamatuar sitokinleri, yani IL - 1B, IL - 6 ve TNF - o salgilayarak,

inflamasyonun daha da alevlenmesini saglar (Sekil 4) (7, 26).
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HUCRESEL YANIT MOLEKULER YANIT

Nétrofiller * Sitokinler
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Mikroglia
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Arasidonik asit metabolitleri
Prostoglandinler
Prostasiklinler
Tromboksan—A;

Kompleman

Makrofajlar ’“ E e
. a, C5a

AKTIVASYON

Sekil 4: Inflamasyon mekanizmas (26).

Notrofiller, spinal kord yaralanmasi sonrasi hizli bir sekilde, kan yoluyla
hasarlanma alanma gelirler. Travmadan saatler sonra hasar bolgesinde birikir, 3
giinde ilk tepe degerine ulasir, birka¢ hafta sonra ikinci bir tepe noktasi yapar.
Salgiladiklart sitokinler ile diger inflamatuar hiicreleri bolgeye cagirir, litik
enzimleri ile dokularda daha fazla tahribata neden olurlar (57, 58). Hasarli
dokular fagositoz ile temizlerken, bolgeye mikroglia, monosit ve makrofajlar
cagirirlar.

Monosit ve makrofajlar yaralanma boélgesinde, travma sonrasi birinci
haftada gelirler. Aktivasyonlar1 7 - 14 giin arasinda maksimum diizeydedir (58,
59). Makrofajlarin fagositoz yetenegi ile hasarin iyilesmesine kismen yararlt
etkilerinin oldugu bildirilmektedir. Ancak irettikleri proinflamatuar sitokinler,
serbest oksijen radikalleri ve indiikledikleri NO sentaz nedeniyle norotoksisiteye

sebep olurlar (59).
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Normal sinir dokusunda makrofaj gérevi géren mikroglialar ise, travma
sonrasinda, bolgedeki myelin artiklarin1 fagosite ederken, salgiladiklar1 norotropik
ve biliyiime faktorleriyle, glial kompanentte rejenerasyona yardimci olur. Ancak
yine salgiladiklar1 NO, serbest radikaller, TNF - o ve IL - 1 ile nekroz ve
apopitotik hiicre 6liimiine katki saglarlar (59).

B - lenfositleri matiir kemik iligi hiicrelerinden olusup, dalak ve lenf nodu
gibi periferal lenfatik organlarda yerlesir. Spinal kord yaralanmasi sonrasi saatler
icerisinde lezyon bolgesine gelip, 1 hafta boyunca etkilerini gosterirler (60, 61).
Spinal kord hasarindaki rolii ile ilgili ¢ok az veri mevcuttur (59).

Kemik iliginde {iiretilen T - lenfositler, timusta olgunlasirlar. Fenotip
olarak CD™ ve CD™ olarak smiflandirihirlar. Normal spinal kordda diisiik
sayilarda bulunurlar ancak travma sonrasinda hasarlanmis spinal kord dokusunda,
makrofaj migrasyonu ve mikroglia aktivasyonuna paralel olarak sayilari
progressif bir sekilde artar (62, 63). Bu hiicreler, potansiyel olarak doku hasarimi
arttiric1 etki gosterirler. Infiltrasyonun biiyiikliigii ve siiresi, spinal kord hasarinin
tiiriine ve bliylikligline baghdir (58, 62). T - lenfositleri, yaralanma bolgesinde,
sayica 7 - 14 giinde ve 42. giinde tepe noktasina ulasir. Bu hiicrelerin olasi tamir
ve hasar verme mekanizmalar1 olduk¢a karmasiktir. Yaralanma bdolgesine
gelmeleri, aldiklart sinyal molekiilleri agisindan diger inflamatuar hiicrelere
benzer. Kemokinler, T - Ienfositlerinin hasarli bolgeye gelmeleri ve
aktivasyonlarindan sorumlu olan molekiillerdir (64, 65). T - lenfositlerin spinal
kord yaralanmasina etkisi oldukea tartismalidir. Bazi goriislere gore reaktif bir tiir

T - lenfositin, akson hasarina, demiyelinizasyona ve ndronlarin fonksiyonel
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kaybina neden olan yikict 6zelliklerinin oldugu vurgulanmaktadir (66). Bazi
yayinlarda, T - lenfositlerin, hem hasarin onarimina hem de hasar1 daha da
arttirdigina katkis1 oldugu bildirilmistir. Hedef hiicreleri yok etmek ve sitokin
iiretmek de bunun sebepleri olarak agiklanmistir. Bununla birlikte, patolojik skar
ve fibrozis olusumundan sorumlu tutulurlar (67, 68, 69).

Apoptotik hiicre 6liimii: Mekanik travmayla baslayan akut fazda goriilen
hiicre 6liimii ve nekroz, inflamasyonun ilerlemesi ve hiicre membran riiptiirii
nedeniyle olur. Travmanin merkezinde, saatler igerisinde gergeklesen, baska
hiicre 6liimleri ise apopitozis seklinde adlandirilir. Programlanmis hiicre 6limii
olan apoptozis, protein sentezi ve enerji gerektirir. Bu programlanmis yol ile
meydana gelen noronal 6liim, spinal kord yaralanmasi sonrasi gelisen norolojik
sekellerden sorumlu tutulmustur (7, 30). Bu apopitotik kaskad; néron, mikroglia,
oligodendrosit ve astrositleri etkiler (70). Yaralanmaya sekonder artigs gdsteren
Ca'?, apopitozda onemli bir tetikleyicidir (71). Ca*? akisiyla hiicre icindeki
enzimler (Kaspaz) aktive olur, hiicrenin iskeletinde ve membraninda bulunan
proteinleri lizise ugrar. Sonugta hiicrenin par¢alanmasiyla, 6liim gerceklesir (72).
Bu durumun; serbest radikal hasari, inflamatuar hasar ve ekzotoksisite gibi
nedenlerle meydana geldigi sanilmaktadir (30).

Aksonal  demiyelinizasyon: Spinal travma sonrasi, glutamat
ekzotoksisitesi, serbest radikaller, inflamasyon ve sitokinler; oligodendrositlerin
Olimiine ve dolayisiyla aksonal demiyelinizasyona neden  olurlar.
Oligodendositlerin kayb1 nedeniyle olusan demiyelinizasyon; yaralanmanin erken

donemlerinde baglayip, haftalarca siirecek beyaz maddenin rostral ve kaudalini
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tutan apoptotik hiicre 6liimiine sebep olacaktir. Baska bir deyisle; miyelin kayb1
olan aksonlar, serbest radikallerin, inflamatuar sitokinlerin zararh etkilerine agik
olacak, bu durum, noéronlarin nekrozu ve apopitozu ile sonuglanacaktir. Bu
patolojik siire¢ Ozellikle subakut fazda baslayip kronik siiregte de devam eder (7,
73).

Santral kavitasyon olusumu: Spinal kord yaralanmasindan sonraki
karmagik rejenerasyon silirecinde olusan hata, giinler ya da haftalar sonra,
ilerleyici santral kavitasyon olusumuna zemin hazirlar. Santral kavitasyon,
skatrize, enkapsiile ¢ogu zaman genisleyebilen bir lezyondur (54). Fiziksel bir
tepki olan kavitasyon; astrosit kaybi, norite bagli gerginlik ve sekonder
hasarlanma mekanizmalari ile meydana gelir. Cesitli ¢alismalar, sekonder hasar
olan santral kavitasyonun; iskemi, hidrodinamik pulsasyon, hemoraji, lizozomal
enzimler, makrofaj aktivitesi ve inflamasyon gibi nedenlerle olustugunu

gostermektedir. (7, 74, 75).

2.3.3. Tedavi protokolleri

Primer hasarlanma, travmanin ani gerceklesmesi ve Onceden
kestirilememesi nedeniyle tedavi edilemez. Ancak, travma sonrasi; acil medikal
tedavi, spinal kordun cerrahi dekompresyonu ve vertebra stabilzasyonu
uygulamak; kalan noronal elemanlarin korunmasini saglayarak, tekrarlayan
primer hasarlanmanin Oniine gecebilir ve sekonder yaralanmanin daha da
siddetlenmesini azaltabilir (7, 26). Bu ylizden hiicresel ve molekiiler

mekanizmalarin olusturdugu sekonder hasarlanmanin azaltilmasi ve durdurulmasi
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i¢in, giinlimiizde, ¢ok yonlii birgok ¢alisma yapilmaktadir (Tablo 2).

Sekonder hasarlanmanin potansiyel kontroliiyle, hasarin genislemesini
engelleyerek, kalan noronal aktivitenin korunmasi ve rejenerasyon, restorasyon
caligmalariyla da yeni noronal kazanimlarin elde edilmesi amaglanmaktadir. Bu
amagla sekonder hasarlanma basamaklarindan; ndroinflamasyon, ekzotoksisite,
membran hasari, iskemi, serbest radikal olusumu, iyon dengesizligi ve
apopitozise yonelik c¢aligmalar yapilmaktadir (5, 7). Benzer sekilde spinal kord
yaralanmas1 sonrasi yapilan hiicresel terapotik miidehalelerde olumlu sonuglar
alinmistir. Uygulanan yeni stratejilerde, spinal kord hasar1 sonrasinda olusan kist
ve kaviteler ic¢indeki olii ndronlar yerine yeni ndronlar konularak, aksonal
rejenerasyonu saglamak hedeflenmistir. Bu amagla; periferik sinir, schwann
hiicresi, embriyonik kok hiicre, progenitdr hiicre transplantasyonlar1 da
denenmektedir. Bazi ¢alismalarda kalan néronlarin 6limiinii engellemek, aksonal
biiylimeyi ve iletimin devamini siirdiirmek igin terapotik segenekler gelistirilmeye
calisgilmaktadir (76). Noroprotektif etkinligi arttirmak igin; hiicre dis1 matriks
diizenleyiciler, etkilesimleri diizenleyen miyelin inhibitorleri, iletimi arttiran
biiyiime faktorleri denenmektedir. Ancak bu terapétik stratejilerden higbiri, tatmin
edici sonuglar verememistir. Agriyr ortadan kaldiran, motor ve duyusal
fonksiyonlarin devamin saglayan, kisiye 6zel etkili ve gilivenli tedavi segenekleri
gerekir. Bunun i¢in, spinal kord yaralanma basamaklarina uygun, multimodal,
kombine tedaviler gelistirmek, norolojik fonksiyonlarin geri kazanilmasi

acisindan oldukga yararli olacaktir (76, 77).
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Tablo 2: Sekonder hasarlanma basamaklarinda, bugiine kadar yapilan ve yeni

denenmekte olan tedavi ¢alismalar1 (5, 7).

BASAMAK ETKENLER
Immunmodiilatér etkililer (Minosiklin)
Lokosit adezyonuna kars1 antikor olugturma
GM - 1 gangliozid
Noroinflamasyon Antienflamatuar ajanlar (Indometazin, Glukokortikoidler)
kontrolii Interferon

Siklooksijenaz inhibitdrleri
Serotonin reseptor inhibitdrii (Mianserin)

Serbest radikal hasarim
azaltma

Demir selasyonu

Glukokortikoidler

Glutatyon diizenleyiciler

Antioksidanlar (Askorbik asid, glutatyon ve vitamin E)

Ekzotoksisite kontrolii

Glutamat reseptor (NMDA) antagonistleri

Iskeminin 6nlenmesi

Kan akimim diizeltilmesi

Ca'? kanal blokerleri
Opioid antagonistleri

Hasarh membranlarin

onarimi

Siirfaktan

Iyon dengesini

saglama

Na*? kanal blokerleri
Ca'*? kanal blokerleri

Norotransmitter reseptor
antagonistleri

GABA
Serotonin reseptor agonisti (Quipazine)
Adrenerjik antagonistler

Apopitozis

Glukokortikoidler

Rejeneratif ve

Restoratif tedavi

K* kanal blokerleri
Aksonal bilyiime faktorleri
Transplantasyon

- Periferik sinir

- Schwann hiicresi

- Embriyonik kok/progenitor hiicre
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2.3.4. Alemtuzumab (Campath - 1H ®, MabCampath, Genzyme)
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Sekil 5: Alemtuzumab’ 1n formiilii ve etki mekanizmasi

Alemtuzumab, Ozellikle bazi immiin hiicre yiizeylerinde bulunan, 12
aminoasit ve 28.000 molekiil agirlikli, glikolipofosfofatilinositol yapidaki, CD52
reseptoriine baglanan, humanize edilmis insan immunglobulin gl (IgGl)
monoklonal antikorudur (Sekil 5) (78, 79). Alemtuzumab, periferik kanda, CD52
reseptorii tastyan immiin hiicrelere baglanarak kompleman bagimli ve/veya
antikor bagiml sitotoksisite sonucu yok edilmelerini saglar (80). CD52, T ve B -
lenfosit hiicre ylizeyinde yiiksek seviyelerde bulunurken, daha diisiik miktarda;
NK hiicreleri, monosit, makrofaj, eozinofil ve baz1 graniilosit hiicre yiizeylerinde
bulunur. Ancak, bu reseptor, nétrofil, plazma hiicreleri ve kemik iligi kok hiicre
yiizeylerinde bulunmamaktadir (Alemtuzumab tedavisi sonrasi, periferik kanda
bulunan, T ve B - lenfositler ve diger CD52 reseptorii tasiyan inflamatuar
hiicrelerin sayis1 hizli bir sekilde azalir). Alemtuzumab’ in, bellek T ve B -
lenfositlere ¢ok az bir etkisi oldugu ve ayrica bu hiicrelerin primer immiin

yanitinin, gegici olarak baskilandigi bildirilmistir (81). Ayrica CD52’ nin erkek
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tireme sistemi dokularinda da bulundugu ifade edilir (8, 9). CD52’ nin tam olarak
fonksiyonunun bilinmemesine ragmen, hem hiicreler arasi etkilesimlerde hem de
T - lenfositlerin migrasyonunda ve Kko-stimilasyonunda gorev aldigina dair
raporlar mevcuttur (82, 83, 84).

Direkt ve Indirekt Etkiler: Yapilan in vivo ¢alismalarda, onkolojik ve
otoimmiin hastaliklarda olumlu sonuclar elde edilen Alemtuzumab, gilinlimiizde
baslica, B hiicreli kronik lenfositik 16semide kullanilmaktadir (85, 86). Olgun T
hiicrelerinin aktif oldugu T hiicreli prolenfositik 16semi ve kutanéz T hiicreli
lenfoma tedavilerinde de kullanilan Alemtuzumab’ 1n, Multiple Skleroz (MS) ve
Graft — Versus - Host hastaliklarinda kullanimi1 denenmektedir (87, 88, 89). Bu
hastliklardaki etkilerini, CD52 tasiyan hiicrelerin neredeyse hepsinin, hizlica
tiilkenmesine bagl olarak gosterdigi sanilmaktadir. Ornegin, MS’ de tedavi edici
etkisi gosterilmig, ancak bu etkiyi hangi mekanizmayla olusturdugu
anlagilamamistir. T - lenfosit deplesyonu ve arkasindan sagladigi repopulasyon ile
olusturdugu bagisiklik sisteminin bu etkiye sebep oldugu disiiniilmektedir.
Dolagimdaki lenfositleri hizlica azaltmasi, MS’ deki inflamasyonun
yavaslamasina sebep olmaktadir. Alemtuzumab ile tedavi edilen olgularda, B -
lenfosit seviyesinin baslangic seviyesine donmesi yaklasik 6 ay, T lenfosit
seviyelerinin de normale donmesi daha yavas seyretmekle beraber yaklasik 12 ay
stirmektedir. Bu yiizden bu vakalarin takibi ¢gok 6nemlidir (81). Alemtuzumab ile
tedavi edilen MS’ li olgularda, Alemtuzumab’ 1n, immiin hiicreleri tiiketerek,
fokal inflamatuar lezyonlarin azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica, kraniyal manyetik

rezonans (MR) incelemelerde; kontrast tutan lezyonlar1 azaltarak, kan - beyin
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bariyerinin stabilizasyonunu sagladigi gosterilmistir. Buna ¢k olarak, MS’ li
olgularda Alemtuzumab’ 1 beyin atrofisini durdurmasiyla, hastalifa sekonder
gelisen norolojik sekelleri azalttigi rapor edilmistir (90, 91, 92).

Yan Etkiler: Immunsupresyon 6zelliginden dolay1; sitopeniler,
enfeksiyon ve inflizyon reaksiyonlari baslica yan etkiler olarak siralanabilir (93).
En sik goriilen enfeksiyonlar; iiriner sistem ve solunum yolu enfeksiyonlaridir.
Enfeksiyonlar, Alemtuzumab tedavisini takiben, en sik, ilk 1 ay igerisinde
goriilmektedir (81). Bazi kaynaklara gore, Alemtuzumab ile uzun dénem tedavi
olan hastalarda, primer tiroid hastaliklart ve daha az oranda; immun
trombositopeni gibi otoimmun hastaliklarin goriildiigi bildirilmektedir. Ancak
olusan bu sekonder otoimmunitenin sebebi tam olarak anlasilamamistir (81, 94,
95). Yine baska yaymlarda Alemtuzumab’ 1n, Aplastik Anemi, Hemolitik Anemi,
Immun Trombositopenik Purpura gibi otoimmun hemotolojik hastaliklarda ve
hematopoetik kok hiicre nakillerinde tedavi rejiminin bir parcasi olarak
kullanildigi bildirilmistir (96, 97, 98, 99).

Genel anlamda, Alemtuzumab’ 1n temel mekanizmasi; dolasimdaki baslica
inflamatuar hiicreler olan T ve B - lenfositleri azaltmasi oldugundan, yapilan in
Vivo ¢aligmalarda, onkolojik ve otoimmiin hastaliklarda kullaniminin uygunlugu

tespit edilmistir (85).
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Tablo 3: Alemtuzumab' in etki profili (8)

DIREKT ETKIiLER

INDIREKT ETKIiLER

YAN ETKILER

Periferik kanda CD52

tasiyan hiicrelerin azalmasi:

e T ve B lenfositler

e Monosit

Makrofaj
NK hiicreleri

Bazi graniilositler

(Nétrofil harig)

Kan - Beyin bariyeri

stabilizasyonu.

Egik repopiilasyon olusumu:

e FErken B lenfosit artist

o Geg T lenfosit artist

Erken ve kisa tedavi i¢in:

e immunsupresyon
o [limh enfeksiyon

tablosu

Uzun Donem tedavi icin:

o Antikor aracili

otoimmun hastaliklar

Calismamizda, Alemtuzumab’ 1n, dolasimdan basta T — lenfosit olmak

tizere diger inflamatuar hiicreleri uzaklastirmasiyla, travma alaninda inflamatuar

hiicrelerin varhigint siirdiirememesi ve bu hiicrelerin yarattigi hasarin ortadan

kaldirilmas: amaglanmistir. Calismamiz, sekonder hasarlanma mekanizmasinda

gergeklesen inflamasyon kaskadinin ve dolayisiyla inflamasyonun yipratict

etkilerinin Oniine gecilmesi sonrasi, spinal kord travmali olgularda morbiditeyi

azaltip, yasam Kkalitesini arttiran yeni bir tedavi segenegi olusturmak igin

tasarlanmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢aligma Gazi {iniversitesi deney hayvanlar1 arastirma merkezi
laboratuarinda (GUDAM) yapildi. Calismada, yine aym merkezde iiretilmis 24
adet Long Evans cinsi, erkek rat kullanildi. Ratlarin agirliklar1 400 - 500 gr.
arasinda degismekte idi. Ortalama agirliklar1 440 gr’ di. Bakim ve takipleri yine
GUDAM’ da yapilan deneklerin giinliik su ve besin ihtiyaclarina kisitlama
yapilmadi. Deneyde mikrosirurji aletleri, normal cerrahi aletler ve cerrahi

mikroskop (Zeiss, Almanya) kullanildi.

3.1. Deney Gruplari

Deneyde herbirinde 6 adet rat olmak {izere, toplam dort grup olusturuldu.

e Grup 1 (Kontrol): Bu gruptaki ratlara (n=6) yanlizca Torakal (T) 7, 8
ve 9 laminektomi uygulandi. Cerrahi sonras1 120. saatte spinal kord ve
kan 6rneklemeleri yapildi.

e Grup 2 (Travma): Bu gruptaki ratlara (n=6), T7, 8 ve 9 laminektomi
yapilmast sonrasi anevrizma klibi kullanilarak spinal kord
hasarlanmasi olusturuldu. Cerrahi sonras1 120. saatte spinal kord ve
kan 6rneklemeleri yapildi.

e Grup 3A (Erken ilag): Bu gruptaki ratlara (n=6), T7, 8 ve 9
laminektomi yapilmasi sonrasi anevrizma klibi kullanilarak spinal kord
hasarlanmasi olusturuldu. Ardindan Alemtuzumab 1 mg / kg subkutan

(sc) uygulandi. Alemtuzumab’ 1n erken donem etkilerini
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degerlendirmek i¢in 72 saatte spinal kord ve kan 6rneklemeleri yapildi.
o Grup 4A (Geg ilag): Bu gruptaki ratlara (n=6), T7, 8 ve 9 laminektomi
yapilmasi sonrast anevrizma klibi  kullanilarak  spinal kord
hasarlanmasi olusturuldu. Ardindan Alemtuzumab 1 mg / kg (sc)
uygulandi. Alemtuzumab’ 1n ge¢ donem etkilerini degerlendirmek igin

120 saatte spinal kord ve kan 6rneklemeleri yapildi.

3.2. Anestezi
Her deney hayvanina, cerrahi islem 6ncesi intramuskiiler yolla 10 mg / kg
Xylazine (Rompun, Bayer, Istanbul / Tiirkiye) ve 50 mg / kg Ketamin hidrokloriir

(Ketalar, Pfizer, Istanbul / Tiirkiye) karisimi ile genel anestezi saglandi.

3.3. Cerrahi Teknik

Ratlar tespit tahtalarina prone pozisyonunda yerlestirildi. Torakal bolgesi
once Povidon iyodin (Batticon st soliisyon, Adeka, Samsun / Tiirkiye) ile sterilize
edildikten sonra traglandi. Cilt trasindan sonra tekrar Povidon iyodin ile
sterilizasyon saglandi. Interskapular mesafe referans almarak T5 - 12 seviyesinde
4 cm’ lik orta hat lineer insizyonla cilt, cilt alt1 ve fasya gegildi. Paravertebral
adeleler siyrilip, laminalar ortaya kondu. Duramaterin, olusturulacak travma
modeli haricinde travma gérmemesi i¢in 6zen gosterildi. T7, 8 ve 9 laminektomi

yapilarak duramater ortaya konuldu (Resim 8).
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Resim 8: T7-8-9 laminektomi sonrasi spinal kordun gériiniimi

Standart travma amaciyla Grup 2, 3A ve 4A’ daki ratlara Rivlin ve Tator’
un tarif ettigi gibi; T6 seviyesinde, kapanma kuvveti 70 gr. olan Yasargil gegici
anevrizma klibi (FE72;, Aesculap, Tuttlingen, Almanya) ile dura ve spinal kordun,
tiim katlar1 i¢ine alinarak 60 saniye boyunca klibe edildi (Resim 9) (23). Travma
olusturulmasi sonrasinda (Resim 10) hemostazi takiben paravertebral adeleler ve
cilt, anatomik katlarma uygun olarak 3 / 0 vicryl ile primer siitiire edilerek cerrahi

isleme son verildi. Ratlar normal oda 1s1sinda, normal olarak uyandirildi.

Resim 9: Yasargil gecici anevrizma klibi ile dura ve spinal kordun travmaya

maruz birakilmasi

41



Resim 10: Laminektomi ve travma sonrasi spinal kordun gériiniimii

3.4. ila¢ Uygulamasi

Cerrahi islemlerden 30 dakika sonra Grup 3A ve 4A daki ratlara sc. yolla,
tek doz 1 mg / kg Alemtuzumab (MabCampath, Genzyme, Istanbul / Tiirkiye)
uyguland1 (85). Grup 1, 2’ deki ratlar ila¢ uygulanmadan takibe alindi. Tim
gruplardaki ratlar; idrar, gayta ¢ikist ve motor fonksiyonlar1 degerlendirilmek
amaci ile uygun ortam 1sisinin saglandigr her biri ayr1 kafeste olmak {izere

standart rat yemi ve su verilerek takip edildi.

3.5. Deneyin Sonlandirilmasi

Grup 3A’ daki ratlar, Alemtuzumab’ 1 erken donem etkilerini gérmek icin
cerrahi sonras1 72. saatte, Grup 1, 2, 4A’ daki ratlar, cerrahi sonras1 120. saatte
genel anestezi altinda spinal kord 6rneklerinin alinmasi sonrasi, intrakardiyak kan
alimi yoluyla sakrifiye edildi. Alinan plazma ve spinal kord &rnekleri,

histopatolojik ve biyokimyasal degerlendirmelere tabi tutuldu.

42



3.6. Fonksiyonel Iyilesmenin Degerlendirilmesi

Klinik motor muayene: Calismamizdaki tiim ratlar fonksiyonel

iyilesmenin degerlendirilmesi amaciyla periyodik olarak Drummond ve

Moore kriterlerine gore klinik motor muayene yapildi (100). Grup 3A’

daki ratlara cerrahi sonrasi 1 ve 3. giinlerde, Grup 1, 2 ve 4A’ daki ratlara

cerrahi sonrasi 1, 3 ve 5. giinlerde klinik motor muayene yapildi.

Drummond ve Moore Kriterleri:

0. Paraplejik, alt ekstremitelerde motor fonksiyon yok.

1. Alt ekstremitede motor fonksiyon zayif, sadece yer ¢ekimine karsi
zay1f hareket

2. Orta derecede alt ekstremite motor fonksiyonu, yergekimine kars1 gii¢
Iyi fakat bacaklarini viicudun altina ¢ekemiyor.

3. Motor fonksiyon ¢ok 1iyi, bacaklarin1 viicudun altina ¢ekip
ziplayabiliyor, fakat tam normal degil.

4. Normal motor fonksiyon.

Egik diizlem (Inclined Plane) Testi: Ratlarin fonksiyonel iyilesmeleri,

Rivliv ve Tator tarafindan tanimlanan ve deneysel akut omurilik

yaralanmalarinda sikc¢a kullanilan egimli alan (egik diizlem) yontemi ile

degerlendirildi (23, 101). Denek, diizgiin zemin {iizerinde yere paralel

olarak yerlestirilmis, gereginde 60 dereceye kadar acilanabilir bir platform

tizerine konuldu. Daha sonra platformun egimi 10’ ar derece artirilarak

denegin 5 saniye boyunca diismeden durabildigi en yiiksek ag1; egik

diizlem agis1 olarak kabul edildi (Sekil 6). Grup 3A’ daki ratlara cerrahi
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sonrasi 1 ve 3. giinlerde, Grup 1, 2 ve 4A’ daki ratlara cerrahi sonrasi 1, 3

ve 5. giinlerde Egik diizlem (inclined plane) testi yapildi.

THE INCLINED PLANE

Length or

effort distance Height or

resistance
distance

IMA = length + height

Sekil 6: Egik diizlem (Inclined Plane) testinin sematik goriiniimii

3.7. Biyokimyasal Analiz

3.7.1. Degerlendirilen parametreler

Serbest radikaller, hiicre zarindaki lipidler ile tepkimeye girerek lipid
peroksidasyonuna ve dolayisiyla ndron hiicre yapisinin bozulmasina sebep olur.
Lipid peroksidasyonu, bu reaksiyon sirasinda olusan MDA gibi ara iirlinlerin
diizeyinin Sl¢iilmesi ile saptanmaktadir (50, 51).

GSH; glutamik asid sistein ve glisinden olusan, intraseliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir indirgeyici ajan ve
antioksidan olan glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriip
hiicreleri endojen ve ekzojen kaynakli oksidanlarin zararli etkilerinden

korumaktadir (102, 103). Calismamizda GSH ve MDA 6l¢timleri yapildi.
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3.7.2. Spinal kord dokusu TBARS diizeyinin 6l¢iilmesi

Spinal kord dokusunda lipid peroksidasyon diizeyi tiyobarbiitirik asit
(TBA) reaktif madde olusumu yontemi ile calisildi (104). Doku Ornekleri
homojenizator ile soguk trikloraasetik asit (TCA) (1 g doku +9 ml %10’luk TCA)
icinde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra 15 dakika siireyle 4.000
rpm’de santrifiij edildi ve siipernatan alinarak 4.000 rpm’de 8 dakika tekrar
santrifiij edildi. Ornekten 750 ul almarak iizerine 750 pl %0.67 lik TBA eklendi.
Daha sonra 6rnekler 100°C* de kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi.
Daha sonra sogutularak 4.000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatan alinarak her bir
ornegin absorbansi 532 nm’de tayin edildi. Spinal kord lipid peroksidasyon
diizeyi 1.56 x 10° M ecm™ katsayis1 kullanilarak MDA esdegeri olarak ifade

edildi.

3.7.3. Spinal kord dokusu GSH diizeyinin 6l¢iilmesi

Spinal kord dokusunda GSH tayini i¢in modifiye Ellman yontemi
kullanildi (105). Lipid peroksidasyonunda anlatildig: sekilde spinal kord dokulari
homojenize edilip santrifiij edildikten sonra, 2 hacim siipernatan, 8 hacim 0.3 M
Na,HPO4.2H,0 ve 1 hacim ditiyobisnitrobenzoat (0.4 mg/ml %1’lik sodyum
sitrat) ¢ozeltisi ile karistirildi. Ornekler oda 1sisinda 5-10 dakika inkiibasyona
birakildi. Daha sonra spektrofotometrede karistmin 412 nm dalga boyunda
absorbansi Ol¢iildii ve glutatyon diizeyleri 13.600 M* em? katsayisi kullanilarak

hesaplandi.
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3.7.4. Plazmada siilfidril bilesiklerinin diizeyinin 6l¢timii

Alman 500 pl plazma, 1000 pl Tris / Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
/ NaDS (Na dedusiilfat) eklenip vorteks ile karistildi. 3 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra 3 dakika 10.000 g’ de santrifiij edildi. Siipernatan alindi, 40
ul ditiyonitrobenzoik asit (DTNB) eklendi. Ardindan 20 dakika 37°C’ de
inkiibasyona birakildi. Elisa okuyucuda 405 nm dalga boyunda okundu (106).

Degerler; (abs - 0.756) / 0.0136 x 3.08 nmol / RSH / ml seklinde hesaplandi.

3.7.5. Plazmada MDA diizeyi 6l¢iimii
Plazmada MDA diizeyi tiobarbitiirik asit reaktif madde olusumu yontemi

ile ¢alisildi (107).

Reaktifler:

e TCA200¢g/L
e TBAG6.7¢g/L
e n.Butanol

e Standart: Tetraetoksipropan

0.5 ml plazma iizerine sirastyla 2.5 ml TCA ve 1 ml TBA eklenerek
vortekslendi. Tiipler 30 dakika kaynatilip, oda sicakligina sogutulduktan sonra
2ml n.butanol eklenerek 3.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras: {ist
faz alinarak spektrofotometrede n.butanole karst 532 nm’ de okundu, 5 - 20
nmol/ml tetraetoksipropan standartlari numune gibi ¢alisildi. Sonuglar standart
egriden hesaplanarak, nmol / ml olarak verildi.
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3.8. Histopatolojik inceleme

Alman doku ornekleri %10’ luk notral formalinde 72 saat tespit edildikten
sonra alisilmis 151k mikroskop takip yontemlerinden gegirilerek parafin bloklar
hazirlandi. Parafin bloklardan 4-5u” luk kesitler alindi. Kesitler deparafinizasyon
ve dehidratasyon islemlerinden gegirildikten sonra Hematoksilen - Eozin ile
boyanarak bilgisayar donanimli fotoistk mikroskopta (Leica Microsystems

DCM4000, Germany) incelendi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel karsilastirmalar, IBM SPSS Statistics Version 20 programi
kullanilarak yapilmistir. Gruplardan elde edilen veriler ortalama (mean) + standart
sapma olarak ifade edilmistir. Olgiimle elde edilen nonparameterik verilerin
gruplar arasindaki dagilimini karsilastirmada Kruskal Wallis Testi kullanilmistir.

0.05 den biiyiik p degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Grup 1 (Kontrol grubu) medulla spinalis incelemelerinde gri ve ak katman
normal yapilart ile izlendi. Ak katmanda sinir lifleri, glial hiicreler ve kan
damarlar1 gozlenirken, gri katmanda, merkezde santral kanal ve cevreleyen
ependim hiicreleri, néronlar, glial hiicreler ve kan damarlar1 normal dagilim ve

morfolojileri ile izlendi (Resim - 11).

Resim 11: Grup 1’ in histopatolojik degerlendirilmesi

CS: santral kanal, t: néron, *: glial hiicreler, 4: sinir lifi, » : kan damar1, (H-E X100).
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Grup 2’ de (Yanlizca spinal kord hasari olusturulan grupta), gri ve ak
katmanda yogun dejeneratif degisiklikler izlendi. Ak katmandaki sinir liflerinde
odem belirgindi. Odeme bagli yer yer aksonlarda birlesme ilgiyi ¢ekti. Her iki
katmanda da yogun inflamasyon en dikkat gekici bulguydu. Inflamatuar
hiicrelerin yogunluguna bagli olarak noéronlar ve doku genelinde glial hiicreler

ayirt edilemedi (Resim 12).

Resim 12: Grup 2’ nin histopatolojik degerlendirilmesi

4 : sinir lifi, < inflamasyon (H-E X100).
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Grup 3A’ da (Spinal kord hasar1 olusturulan ve alemtuzumab verilerek
erken donem etkinin incelendigi grup), gri ve ak katmanin sekillenmeye basladig:
belirlendi. Ak katmanda sinir liflerinde halen 6dem ve birlesme gozlenirken, bu
bulgularin travma grubuna karsin goreceli olarak azaldigi dikkati g¢ekti. Gri
katmanda santral kanal ve cevreleyen ependim hiicreleri belirgindi. Yine bu
katmanda néronlar ve glial hiicreler normal yapilar1 ile izlenirken, travma
grubunda en belirgin bulgu olan inflamasyonun bu grupta olmadig: dikkati ¢ekti

(Resim 13).

CS: santral kanal, t: néron, *: glial hiicreler, 4: sinir lifi, » : kan damar1 (H-E X100).
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Grup 4A’ da (Spinal kord hasari olusturulan ve alemtuzumab verilerek geg
donem etkinin incelendigi grupta), doku genelinde bulgular bir 6nceki gruba

benzerdi; Ak katmana ait sinir liflerinde 6dem izlenirken, gri katmanda néron ve

glial hiicreler belirgindi. Bu grupta da inflamasyon izlenmedi (Resim 14).

L B Q‘O:'n.‘ o - s
§ BONNL R R o3 el VS LR 5.

Resim 14: Grup 4A’ nin histopatolojik degerlendirilmesi

t: noron, *: glial hiicreler, #: sinir lifi, » : kan damar1 (H-E X100).
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4.2. Biyokimyasal Analiz

Tablo 4: Gruplarin GSH ve MDA istatistiksel analizleri

5xH SFINAL | MDA SPIMAL | 35H FLASMA | MDA PLASTAA

Medan .§2562 9.5389 120.6033 3.7838

Grup—1 Std. Deviation 08065 4.29258 7.26353 88933
(Kontral) Median .G465 10.8800 118.8030 3.6515
’ Minimum 0 a7 112.82 2.38
Maximum 80 12.80 134.10 4.81

Mean 2E2T 16.04468 7h.0462 7.570b

Grup -2 Std. Deviation 03041 11877V 10.64585 1.26276
(Travma) Median 29315 18.5185 77.2545 7.6620
! Minimum 28 17.54 gd.21 5.75
Maximum 33 2074 09.18 8.81

Mean 1.8645 98177 172.7358 32310

Grup —34 Std. Deviation 20842 43420 20.63545 AT7007
(ilac erken) Median 1.6210 8 7920 1731820 31120
i * | Minimum 1.40 822 14418 2.65
Maximum 1.96 10.52 186.93 3.90

Mean 6398 12.7542 1058.2632 4.3535

Grup — 44 Std. Deviation 11682 1.45106 722107 54665
(ilac ge) Median L6800 12.9000 105.5430 4.7385
e Minimum A7 10.75 100.30 3.55
Maximum 74 14.58 115.82 589

Olgiilen parametrelerin gruplar arasi karsilastirmasinda KW skoru istatistiksel

olarak farkli olarak bulunmustur (GSH - SPINAL, MDA - SPINAL ve GSH -

PLAZMA degerleri i¢in p<0.001; MDA - PLAZMA degerleri i¢in p=0.001).

Farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunun tespiti i¢in ikili karsilagtirmalarda

(post-hoc analizi) Bonferroni diizeltmeli Dunn prosediirii uygulanmis ve asagidaki

sonuglar elde edilmistir:
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Spinal GSH o6l¢timleri igin Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A
arasindaki Olc¢iimler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (sirast ile
p=0026 ve p<0.001)

Spinal MDA o6lgiimleri Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A
arasindaki Olgiimler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (sirasi ile
p=0.021 ve p<0.001)

Plazma GSH olgtimleri igin Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A
arasindaki Ol¢limler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (sirasi ile
p=0.037 ve p<0.001)

Plazma MDA 6l¢timleri igin Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A

arasindaki Olciimler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (sirasi ile

p=0.020 ve p=0.001)
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Sekil 7: Gruplar arasindaki Plazma GSH degerlerinin dagilimi

Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.
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Sekil 8: Gruplar arasindaki Spinal GSH degerlerinin dagilimi
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Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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Sekil 9: Gruplar arasindaki Plazma MDA degerlerinin dagilimi

Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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Sekil 10: Gruplar arasindaki Spinal MDA degerlerinin dagilimi

Grup 1 ve Grup 2 ile Grup 2 ve Grup 3A arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

57



4.3. Fonksiyonel Tyilesmenin Analizi

4.3.1 Egik diizlem testi analizi

Tablo 5: Gruplarin egik diizlem testi analizi

Gruplar 1. giin EGIiM 3. giin EGIM 5. giin EGIM
Median 60.0000 60.0000 60.0000
Mean 60.0000 60.0000 60.0000
Grup 1 Std. Deviation .00000 .00000 .00000
Minimum 60.00 60.00 60.00
Maximum 60.00 60.00 60.00
Median 10.0000 15.0000 15.0000
Mean 13.3333 15.0000 15.0000
Grup 2 Std. Deviation 5.16398 5.47723 5.47723
Minimum 10.00 10.00 10.00
Maximum 20.00 20.00 20.00
Median 20.0000 30.0000
Mean 23.3333 30.0000
Grup 3A Std. Deviation 5.16398 8.94427
Minimum 20.00 20.00
Maximum 30.00 40.00
Median 20.0000 20.0000 35.0000
Mean 23.3333 20.0000 35.0000
Grup 4A Std. Deviation 5.16398 8.94427 5.47723
Minimum 20.00 10.00 30.00
Maximum 30.00 30.00 40.00
Median 20.0000 25.0000 35.0000
Mean 30.0000 31.2500 36.6667
Total Std. Deviation 18.65010 18.95360 19.40285
Minimum 10.00 10.00 10.00
Maximum 60.00 60.00 60.00

Gruplarin 1, 3, 5. giin egik diizlem testinde yapilan degerlendirme sonucu
ortalama (+ standart deviasyon) ve ortancalari tabloda sunulmustur. Grup 3A denekleri 3. giin
sonunda sakrifiye edildikleri igin 5. giin 6l¢limlerine alinmamiglardir.

aldiklar1 degerlerin
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Sekil 11: Gruplarin egik diizlem testlerinin giinlere gére dagilimi

Yukaridaki grafikte deneklerin elde ettikleri egim skorlarinin giinlere gore
degisimi goriilmektedir (Sekil 11). Grup 4A’ nin giinler iginde egim skorlarinda
belirgin bir artis izlense de bu artig istatistiksel olarak anlamli olarak
bulunmamastir (p>0.005). Gruplardaki deneklerin sayisinin azlig1 nedeniyle boyle

oldugu diistiniilm{istiir.
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4.3.2. Klinik motor muayene analizi

Tablo 6: Gruplarin klinik motor muayene analizleri

Gruplar 1. giin motor muayene | 3. giin motor muayene | 5. giin motor muayene
Median 4.0000 4.0000 4.0000
Mean 4.0000 4.0000 4.0000
Grup 1 Std. Deviation .00000 .00000 .00000
Minimum 4.00 4.00 4.00
Maximum 4.00 4.00 4.00
Median .0000 .0000 .5000
Mean .5000 .5000 .5000
Grup 2 Std. Deviation .83666 .83666 54772
Minimum .00 .00 .00
Maximum 2.00 2.00 1.00
Median 1.0000 2.5000
Mean 1.3333 2.5000
Grup 3A Std. Deviation .51640 54772
Minimum 1.00 2.00
Maximum 2.00 3.00
Median 1.5000 2.5000 3.0000
Mean 1.5000 2.5000 2.6667
Grup 4A Std. Deviation 54772 54772 .51640
Minimum 1.00 2.00 2.00
Maximum 2.00 3.00 3.00
Median 1.5000 2.5000 3.0000
Mean 1.8333 2.3750 2.3889
Total Std. Deviation 1.43456 1.37722 1.53925
Minimum .00 .00 .00
Maximum 4.00 4.00 4.00

Gruplarm 1, 3, 5. giinlerde aldiklar1 puanlarin ortalama (+ standart deviasyon) ve ortancalari
tabloda sunulmustur. Grup 3A denekleri 3. giin sonunda sakrifiye edildikleri ig¢in 5. giin

Olciimlerine alinmamiglardir.
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Sekil 12: Gruplardaki klinik motor muayene degerlerinin giinlere gére dagilimi

Yukaridaki grafikte deneklerin elde ettikleri motor skorlarinin giinlere gore
degisimi goriilmektedir. Grup 4A’ nin giinler i¢inde egim skorlarinda belirgin bir
artis izlense de bu artis istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmamistir
(p>0.005). Yine burada da, her grupta bulunan denek sayisinin az olmasi, bunun

sebebi olarak degerlendirildi.
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Tiim bu bulgular 1s181nda, histopatolojik incelemeler sonucunda; spinal
korda hasar uygulamanin, dokuda belirgin inflamasyona neden oldugu,
Alemtuzumab uygulamasinin ise erken donemde (Grup 3A) belirgin etki
gostererek inflamasyonu engelledigi, uzun dénem uygulamada (Grup 4A) erken
doneme gore bir degisikligin olmadigi belirlenmistir. Ayrica Alemtuzumab
uygulanan gruplarda, yanlizca travma uygulanan gruba gore, 6dem etkisinin

belirgin bir sekilde azaldig1 izlenmistir.

Biyokimyasal analizlerde Alemtuzumab verilerek erken dénem sakrifiye
edilen Grup 3A’ daki ratlarin kan ve spinal kord doku orneklerinde, travma
grubuna gore daha fazla oranda GSH, daha az oranda MDA saptandi. Boylelikle,
tek doz Alemtuzumab verilip erken donem incelenen grupta, farmakolojik tedavi
verilmeden, sadece travma uygulanan gruba gore daha az serbest oksijen radikali
hasarimin ve daha az lipid peroksidasyonun ger¢eklestigi sonucuna varildi. Tek
doz Alemtuzumab verilip ge¢ donem sakrifiye edilen grubun (Grup 4A), travma
grubuna (Grup 2) gore istatistiksel farkliliginin olmamasi; Alemtuzumab’ 1n
ilerleyen zamanla bu etkisinin azaldigi ve tekrarlayan dozlarla bu etkiyi

uzatabilecegi diisiincesi dogurmustur.

Alemtuzumab verilen her iki gruptaki ratlarda, klinik motor muayene ve
egik diizlem testi, travma grubundaki ratlara gore belirgin derecede daha iyi
olarak degerlendirildi. Ancak istatistiksel analizlerde, gruplar arasinda anlamli
farklilik saptanmadi. Bunun sebebinin; her grupta az sayida (n=6) denek

olmasidan kaynaklandig1 sonucuna varildi.
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5. TARTISMA

Spinal kord travmasi, heniiz uygun bir tedavi secenegi ya da
seceneklerinin olmamasi nedeniyle yikict bir durumdur. Spinal kord travmali
vakalarin sahip oldugu yiiksek mortalite ve morbidite oranlarnin yani sira
toplumda yarattigi psikolojik, sosyal ve ekonomik etkileri ile onemli saglik
problemleri arasindaki yerini korumaktadir. Bununla baglantili olarak 6zellikle
travma sonrast olusan sinir dokusu hasarinin azaltilmasi, motor ve duyusal
fonksiyonlarin korunmasma yonelik molekiiler ve hiicresel diizeyde bir¢cok
laboratuvar ve klinik ¢alisma devam etmektedir. Bugiline kadar uygulanan tim
tedavi stratejilerinde tam anlamiyla tatmin edici sonuglar elde edilememistir (7).
Gelistirilmeye c¢alisilan farmakolojik tedavi yontemleri; arastiricilara, travma
sonrasi gelisen patofizyolojik siireci 1yi anlama zorunlulugu getirmistir.

Hasarin meydana gelmesinde, iki temel mekanizmanin sorumlu oldugu
bilinmektedir. Birincisi, travma sonrasi ilk andan itibaren baslayip saatler siiren
primer mekanik hasarlanma, ikincisi ise primer mekanik hasarlanmanin baslattigi
ve yaralanmadan sonraki saatler, giinler igerisinde gelisen, bir dizi fizyopatolojik
slirece bagli olarak ortaya ¢ikan sekonder hasarlanma mekanizmasidir (34). Bu iki
mekanizma, temelde viicudun travmaya karsi savunma mekanizmalar1 olarak
degerlendirilmekte iken, yapilan birgok ¢alisma sonrasinda bu mekanizmalarin
travmanin etkilerini daha da arttirdiklari, olusan morbidite tablosundan sorumlu
olduklar1 anlagilmistir. Bu baglamda, spinal kord yaralanmasi sonrasinda gelisen
dogal ve kazanilmis immun yanitin tetikledigi sekonder hasarlanma mekanizmast,

yaralanmay1 daha da alevlendirerek, bu olgularda; motor ve duyusal fonksiyon
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kayiplarina sebep olmaktadir. Bu mekanizma; birbirine karmasik baglarla bagh ve
birbirini tetikleyen kaskadlardan olusmus olup, bunlarin herbiri kendi basina
spinal kord hasarini arttirirlar (7). Bu kaskadlardan bazilari; 6dem, inflamasyon,
serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonudur. Bu amagla tedavi rejimleri,
bu kaskadlara gore sekillendirilmelidir.

Deneysel c¢alismamizda kullandigimiz Alemtuzumab; periferik kanda
CD52 reseptorii tasiyan T - lenfosit, B - lenfosit, monosit, makrofaj, NK hiicresi
gibi immiin hiicrelere baglanarak bu hiicrelerin antikor bagimli sitotoksisite
sonucu yok edilmesini saglar (80). Bu nedenle, Alemtuzumab’ 1n, inflamasyona
engel olmasiyla bu kaskadin yikicr etkilerini durdurmay1 amacladik.

Spinal kord travmasini takiben, Oncelikle 10kositlerin hakim oldugu bir
inflamatuar siire¢ baslar (108, 109, 110). Notrofiller salgiladiklart litik enzimler
ve serbest oksijen radikalleri ile dokuda daha fazla tahribata neden olurlar. Ayrica
salgiladiklar1 sitokinler ile yaralanma bdlgesine diger inflamatuar hiicrelerin
(mikroglia, makrofaj, monosit, NK hiicreleri) gelmesini saglarlar (54). Bu
hiicrelerde fagositoz yetenekleri sayesinde hasarli hiicreleri ortadan kaldirir bunun
yanisira {rettikleri proinflamatuar sitokinler, serbest oksijen radikalleri ve
indiikledikleri NO sentaz nedeniyle norotoksisiteye sebep olurlar (59).
Inflamasyon bolgesine go¢ eden bir diger hiicre olan T - lenfositleri de; akson
harabiyeti, demiyelinizasyon yoluyla hasar1 daha da arttiric1 etki gosterirler (66).
Inflamasyonun major bulgular1 olan inflamatuar hiicre infiltrasyonu, inflamatuar
medyator (bradikinin, prostaglandin, 10kotrien, platelet activating faktor,

seratonin) salimimi, endotelyal hiicre aktivasyonundan sonra vaskiiler
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permeabilitede artig, 6dem formasyonu; doku yikimi ve nérotoksisite i¢in baslica
etkenlerdir (108, 110).

Calismamizdaki histopatolojik incelemelerde, Alemtuzumab uygulanan
gruplarda; T - lenfosit, makrofaj ve monositler gibi baslica immun sistem
hiicrelerinin olusturdugu inflamasyonu engelledigi ve dolayisiyla bu kaskadin
yikict etkilerinin olmadig1 goriildi. Ayni zamanda, bu etkilerden; 6dem
formasyonunun ileri derecede azaldigi ve kismen ndronal devamliligin saglandigi
izlendi. Bu anlamda, deneyimizde; Alemtuzumab’ 1n giictii antiinflamatuar ve
antiddem Ozelliginin yan1 sira ndroprotektif etkisini gordiik.

Serbest radikal molekiilleri hiicreyi olusturan tiim yapilar ile reaksiyona
girebilmesi nedeniyle son derece tehlikelidir. Hiicre zarin1 olusturan lipidler ise bu
reaksiyona en ¢ok giren ve en hassas yapilardir (111). Serbest radikaller, hiicre
zarindaki lipidler ile tepkimeye girerek lipid peroksidasyonuna ve dolayisiyla
ndron hiicre yapisinin bozulmasina sebep olur. Normal néronda olusan lipid
peroksidasyonu, bu hiicrenin apopitotik 6limii ile sonuglanir. Bizim
caligmamizda, Alemtuzumab’ in erken donem etkilerinin degerlendirildigi grubun
plazma ile spinal kord dokusu, MDA ve GSH olgiimlerine gore; lipid
peroksidasyonunun ve serbest radikal hasarinin belirgin bir sekilde azaldigini
gordiik. Bu da, bizde; Alemtuzumab’ 1n giiclii bir antioksidan ajan oldugu ve
tekrarlayan dozlarda bu etkisini uzatabilecegi fikrini dogurdu.

Gilinlimiizde spinal kord yaralanmasi sonrasinda yaygin olarak kullanilan
Metilprednizolon, etkisini hiicre membran stabilizasyonu ve inflamasyonun

reglilasyonu ile gosterir. Ancak standart kullanimi hala tartismali olan
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Metilprednizolon; pnémoni, gastrointestinal kanama ve sepsis gibi potansiyel
riskleri beraberinde getirirmektedir (112). Bu ve benzer nedenlerle
Metilprednizolon, akut omurilik yaralanmasinda standart bir tedavi seklini
alamamustir. Bizim ¢alismamizdaki histopatolojik verilerde; Alemtuzumab’ 1n,
travma sonrasi gelisen inflamasyonu ortadan kaldirdig1 ve 6demi de ileri derecede
azalttig1 gézlemlenmistir.

Wells ve arkadaglarinin farelerde yaptigi spinal kord hasarlanma
modelinde; Minosiklin’ in Metilprednizolon’ a gore aksonal devamliligin daha iyi
saglandig1 ve iyilestirici etkilerinin daha iyi oldugu gosterilmistir (113). Ancak
Minosiklin’ in yan etkileri bilinmemektedir (112).

Kaptanoglu ve arkadaglarinin yaptigi spinal kord hasarlanma modelinde;
Eritropoetin’ in lipid peroksidasyonunu azaltip noroprotektif etkisini bu yolla
sagladig1r gosterilmistir (114). Ancak Eritropoetin’ in hematopoetik etkileri ile
gelistirdigi kan vizkositesi ve tromboz artisi; néronal hasar1 daha da arttirabilir
(112). Caligmamizda yapilan MDA ve GSH analizlerinde; Alemtuzumab’ 1n
serbest radikal hasarini ve lipid peroksidasyonunu azalttig1 saptanmistir.

Stizer ve arkadaslarinin ratlarda balon kompresyon ile olusturdugu spinal
kord hasarlanma modelinde; yiiksek doz sistemik Magnezyum tedavisi sonrasi
lipid peroksidasyonun azaldigi ve uyarilmig somatosensoriyel potansiyellerde
travma sonrast yanit alindigr goriilmistiir (115). Ancak yiiksek doz Magnezyum
tedavisi; degisik derecelerde noronal supresyona, dolayisiyla uyamikligin
azalmasma ve ekstremite parezilerine sebep olmasindan dolayr bu ajanin

kullanimini sinirlandirmaktadir (112).
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Hipoterminin omurilik kan akimin1i 6nemli oranda azaltti§i ve perfiizyonu
etkiledigi bilinmektedir. Spinal kord travmasi sonrasi hipotermi uygulamasinin,
hiicre i¢i kalsiyum birikmesini azalttigi, inflamatuar cevaplar1 engelledigi,
polimorfoniikleer 16kosit birikmesini 6nemli oranda azalttig1 bildirilmistir (116).
Ancak hipotermi sonrasinda gelisen yeniden 1sinma ndronal hasari
siddetlenmesine, agir hipotermi de koagiilopatiye sebep olabilmektedir. Bu da, tek
basina hipotermi uygulamanin, bu tip olgularda iyilestirici etkisini sinirlamaktadir

(112).

Gonzales ve arkadaslariin yaptig1 spinal kord yaralanma modelinde, seks
hormonlarindan progesteronun artis gostererek, beyin kaynakli norotrofik
faktorleri eksprese ettigi gosterilmistir. Yine bu calismada  progesteronun
antioksidan etkiyle serbest radikalleri baskiladigi, spinal kord yaralanma
bolgesinde norotrofinleri stabilize ettigi bildirilmistir (117). Ancak bu ve benzer
caligmalarla elde edilen bulgular ile heniiz bir tedavi secenegi gelistirilememistir.

Yine hormonal tedavi yontemlerinin degerlendirildigi bir baska deneysel
calismada, Erol ve arkadaslari; Melatonin ve Okreotid’ in spinal kord travmasi
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Fonksiyonel degerlendirmenin yapilmadigi bu
calismada; Melatonin’ nin daha fazla olmak {izere, kullanilan iki ajanin da; 6dem,
aksonal dejenerasyon ve nekroza karsi olumlu etkileri kaydedilmistir (118).

Tas ve arkadaslariin yaptig1 bir diger deneysel travma modelinde, spinal
travma uygulanan ratlarin biyokimyasal verilerinde, o — lipoik asidin, lipid
peroksidasyonunu yiiksek oranda azalttigi bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada
Metilprednizolon ve o - lipoik asidin; noral doku destriiksiyonu ve nekrozu
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durduramadigr goriilmiistiir (119).

Cayli ve arkadaslarinin ratlarda agirlik diisiirme metoduyla olusturdugu
spinal kord hasarlanma modelinde, Etomidat ve Metilprednizolon’ un etkileri
karsilastirilmis, bu iki ilacin ayr1 ayr1 ve kombine kullaniminda; histopatolojik ve
noroprotektif bir farklilik olmadigr anlasilmistir (120).

Benzer bir metodla yapilan Ha ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, Pregabalin,
Metilprednizolon ve Minosiklin® in spinal kord travmasi Tlizerine etkileri
karsilastirilmistir. Yapilan bu deneysel ¢alismada Pregabalin’ in diger iki ajan
kadar antiinflamatuar ve noroprotektif etkilerinin oldugu kaydedilmistir (121).

Guo ve arkadaslariin yaptigi c¢alismada, ratlarda agirlik diistirme
metoduyla olusturulan spinal travma modelinde; Norotrofin - 3” {in serbest radikal
hasarmi ve lipid peroksidasyonunu azalttig1 vurgulanmistir. Ancak bu ¢alismada
0dem, inflamasyon, apopitoz ve nekroz gibi parametreler; histopatolojik inceleme
yapilmadigi i¢in degerlendirilememistir (122).

Calismamizda kullandigimiz Alemtuzumab gibi monoklonal antikor
grubunda bulunan Infliksimab, Kurt ve arkadaslarinin deneysel spinal kord
yaralanma modelinde denenmistir. Infliksimab, etkisini baslica proinflamatuar
sitokin olan; TNF - o’ nin inhibisyonu ile gostermektedir. Bu c¢alismada
Metilprednizolon ile karsilastirilmasi  sonrast  Influksimab’> 1 lipid
peroksidasyonunu azalttigi, bu 2 ajanin birlikte kullanimi ile etkinin daha da iyi
oldugu bildirilmistir (123). Bizim ¢alismamizda ise; Alemtuzumab’ 1, antiddem
ve antiinflamatuar etkisi histopatolojik incelemelerde net bicimde ortaya

konmustur. Ayrica Alemtuzumab’ in birgok inflamatuar hiicreyi yok etmesi, bu
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ajanin sadece molekiiler diizeyde degil, aynm1 zamanda hiicresel diizeyde de
antiinflamatuar etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu ¢ercevede; Alemtuzumab’
1, benzer bir¢ok antiinflamatuar ajana gore daha etkili oldugu sdylenebilir.
Multidisipliner yaklasimla tedavi edilmesi gereken spinal kord travmali
olgular, sekonder hasarlanma mekanizmasinin katastrofik asamalar1 nedeniyle;
yiiksek oranda morbidite ve mortaliteye sahiptir. Literatiirde yapilan biitiin
deneysel c¢alismalarda kullanilan ajanlar, genellikle sekonder hasarlanma
mekanizmasi lizerine yogunlagmistir. Ancak bu ajanlar, bu mekanizmadaki
kaskadlarin sadece bir ya da birkagina etki etmektedir. Dolayisiyla, bu
kaskadlardan her biri; farkl tedavi rejimleri gerektirebilir. Spinal kord hasarlanma
modelinde, ilk defa bizim g¢alismamizda denenen Alemtuzumab’ 1, sekonder
hasarlanma mekanizmasinda yer alan; 6dem, inflamasyon, serbest radikal hasari
ve lipid peroksidasyonu gibi birden fazla kritik asamada etkili oldugunu gordiik.
Tim bu veriler 1518inda, Alemtuzumab’ m travma sonrasi spinal kord hasarini
durdurabilecegi, histopatolojik ve biyokimyasal olarak; giiglii antiinflamatuar,
antioksidan ve noroprotektif bir ajan oldugu diisiiniildii. Ancak, Alemtuzumab’ 1n,
spinal kord travmali olgularin tedavi segenekleri arasinda yerini alabilmesi igin,

daha kapsamli caligmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC

Akut spinal kord travmasi sonrasi baslayan fizyopatolojik siire¢, son
derece karmasiktir. Bu nedenle, giiniimiizde, sahip oldugumuz nd&roprotektif
stratejiler, hizli travma restisitasyonu ve klinik bakim disinda sinirli kalmaktadir.
Bununla birlikte, inflamasyon, vaskiiler diizensizlikler, lipid peroksidasyonu,
serbest radikal olusumu ve apopitotik hiicre Oliimiine yonelik umut verici
farmakolojik tedavi arastirmalar1 yapilmaktadir. Biyolojik siireclere uygun,
kaybedilen duyu ve motor fonksiyonlar1 tekrar kazandiran, agriyr azaltan,
sekonder hasarlanma mekanizmasina yonelik, kisiye Ozel daha fazla tedavi
kombinasyonlarina ihtiya¢ vardir. Fonksiyonel iyilesmeyi saglayan en uygun
etkili, giivenli tedavi yaklagimlari gerekmektedir. Ayrica, fonksiyonel tedaviyi
saglayabilmek i¢in degisik tedavi yaklasimlarin1 uygun bir sekilde birlestirmek
gerekmektedir.

Calismamizda; Alemtuzumab’ 1n, spinal kord yaralanmasinda gerceklesen
sekonder hasarlanma mekanizmasinin kaskadlarindan olan inflamasyon
engelledigi, 6demi, serbest radikal hasarimi ve lipid peroksidasyonunu ileri
derecede azalttigi sonucuna varilmistir. Alemtuzumab’ 1n, bu c¢alismadaki
histopatolojik ve biyokimyasal verileri gbz oniine alindiginda; antiinflamatuar,
antioksidan ve noroprotektif etkileriyle mevcut tedavi kombinasyonlarinda
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, Alemtuzumab’ 1n, fonksiyonel
iyilesme lizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla, daha ayrintili ¢aligmalara

ihtiyag vardir.
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7. OZET

RATLARDA DENEYSEL SPINAL KORD HASARLANMA MODELINDE

ALEMTUZUMAB’ IN ETKISININ ARASTIRILMASI

Travmatik yaralanmalar arasinda en zor Yyaralanma olan omurilik
yaralanmasi; onemli bir morbidite ve mortalite sebebidir. Primer ve sekonder
hasarlanma mekanizmalari; spinal kord yaralanmalarinda 6nemli rol alirlar. Bu
calismada, ratlara uygulanan deneysel spinal kord yaralanma modelinde,

Alemtuzumab’ 1n sekonder mekanizma iizerine etkileri arastirilmaktadir.

Bu c¢alismada, 24 adet Long Evans cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar,
rastgele 4 farkli gruba ayrildi. Grup 1; kontrol grubu, Grup 2 (Travma grubu);
tedavi verilmeden travma uygulanan grup olarak belirlendi. Grup 3A; travma
sonrast 1 mg / kg (sc) Alemtuzumab verilip 72 saat sonra sakrifiye edilen grup,
Grup 4A; travma sonrast 1 mg / kg (sc) Alemtuzumab verilip 120 saat sonra
sakrifiye edilen grup olarak belirlendi. Travma modelinde; T6, T7 laminektomi
sonrasi, 60 saniye boyunca anevrizma klibi (Yasargil) ile dogrudan spinal kordda,
travma olusturuldu. Ratlar, fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi amaciyla,
klinik motor muayene skalasi (Drummond ve Moore’ a gore) ile egik diizlem
(Inclined Plane) testine tabi tutuldu. Ratlarin sakrifikasyonu sonrasinda,
biyokimyasal (MDA ve GSH ol¢iimleri) ve histopatolojik incelemelerde

kullanilmak tizere, plazma ve doku 6rnekleri alindi.

Calismanin sonucunda, MDA ve GSH analizleri; gruplar arasinda,
Alemtuzumab lehine anlamli faklilik gosterdi. Histopatolojik analizler de tedavi

gruplari lehine degerlendirildi.
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Alemtuzumab, deneysel spinal kord yaralanmasinda; sekonder hasarlanma
mekanizmasinin zararl etkilerini azalmasiyla, antiinflamatuar ve antioksidan bir

ajan olarak hizmet edebilir.

Anahtar kelimeler: Spinal kord yaralanmasi, inflamasyon, Alemtuzumab.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION EFFECT OF ALEMTUZUMAB IN EXPERIMENTAL

SPINAL CORD INJURY ON RAT MODEL

Spinal cord injuries are among the most challenging traumatic injuries
resulting in significant morbidty and mortality. Both primary and secondary
injuries play important roles in SCI. This study aims to investigate the effects of
Alemtuzumab on secondary mechanisms in an experimental spinal cord trauma

model in rats.

Twenty four male, Long Evans rats were used in this study. Rats were
randomly divided into 4 different groups. Animals in Group 1 served as control.
Group 2 (trauma group) received SCI and no further treatment, Group 3A
received 1mg/kg subcutaneous Alemtuzumab after SCI and killed at the 72th hour
of the experiment. Group 4A animals also received Alemtuzumab after SCI
however they were killed at the 120™ hour of the experiment. Trauma model was
utilized after T6 T7 laminectomy by application of an aneurysm clip (Yasargil)
directly to the spinal cord for 60 seconds. Functional evaluation of the animals
were performed with motor examination (according to Drummond and Moore)
and inclined plane tests. After sacrification, animals’ plasma and tissue specimens
were collected as appropriate for biochemical (MDA, GSH measurements) and

histopathological evaluation.
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Results of the study demonstrated significant difference among groups in
favor of Alemtuzumab regarding MDA and GSH. Histopathological analyzes
were also in favor of treatment groups. However, there was no significant

difference between groups.

Alemtuzumab have favorable effects in experimental spinal cord injury
and may serve as an anti-inflammatory and anti-oxidant agent in alleviating

effects of secondary mechanisms.

Key words: Spinal cord injury, inflammation, alemtuzumab.
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