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OZET

Sitokinler, organizmada immiin sistemin diizenlenmesinde ve proinflamatuar-
inflamatuar siireglerde 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Yabanc1 antijen ve ajanlara
kars1 Sitokinler lokal ve sistemik inflamatuar reksiyonlarda rol alirlar. Sitokinlerin
onemli bir bolimii interlokinlerdir. Interlokin (IL)-6 ilk olarak preaktivasyon
halindeki normal insan lenfositleri tarafindan immiinglobiilin salgilatan bir faktor
olarak tanimlanmustir. IL-6 reseptorii membranda olan (IL-6R) ve ¢oziiniir (sIL-6R)
olmak iizere 2 formdadir. Tosilizumab bu reseptorlere baglanarak IL-6’nin rol aldig1
sinyalizasyon ve inflamasyon siirecini inhibe eder. Bu ¢alismada tosilizumab
tedavisinin akut omurilik yaralanmasi (AQY) ile olusan hasarda ndral doku {izerinde

olumlu etkisinin olup olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmustir.

(Calismada deney ortamindaki diizenek yardimiyla sicanlarda omurilik
hasarlanmasi olusturulmus, omurilikte hasar olusturduktan sonra sicanlara diisiik ve
yiikksek doz tosilizumab intraperitoneal olarak verilmistir. Tosilizumab tedavisinin
sonunda 8. giinde siganlar sakrifiye edilerek patolojik inceleme i¢in gonderilmistir.
Sonuglar omuriligi hasarlanmis tosilizumab verilmeyen ve metil prednizolon verilen

siganlarin sonuglar ile karsilagtirilmistir.

Egik diizlem, Drummond ve Moore Kiriterleri, Hemotoksilen-eozin ve
Cleaved caspase 3 immunohistokimyasal boyamasinin sonuglarina gore tosilizumab
AOY ile olusan hasarin giderilmesinde etkili bulunmustur. Tedavi dozu

yiikseldiginde bu etkinin arttig1 izlenmistir.

Tosilizumabin AOY tedavisinde faydali olabilecegi goriilmiistiir. Ancak daha
genis serilerde yapilmis klinik ve laboratuar ¢aligmalariyla bulgularin desteklenmesi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tosilizumab, Akut omurilik yaralanmasi, Anti inflamatuvar,
Interldkin (IL)-6, Metil prednizolon



ABSTRACT

Cytokines are molecules that play an important role in then regulation of the
immiine system and proinflammatory-inflammatory processes in the organism.
Cytokines are in volved in local and systemic inflammatory reactions against foreign
antigens and agents. An important part of cytokines are interleukins. Interleukin (IL)-
6 was first identified as an immunoglobulin-secreting factor by preactivated normal
human lymphocytes. The IL-6 receptor exists in two forms: membrane (IL-6R) and
soluble (sIL-6R). Tocilizumab binds to these receptors and inhibits the signal ingand
inflammation processes in which IL-6 is involved. In this study, it was aimed to
evaluate whether tocilizumab treatment has a positive effect on the neural tissue in

the injury caused by acute spinal cord injury (ASCI).

In the study, spinal cord injury was created in rats with the help of the
apparatus in the experimental environment, and low and high doses of tocilizumab
were administered intraperitoneally to the rats after causing damage to the spinal
cord. At the end of the tocilizumab treatment, on the 8th day, the rats were sacrificed
and sent fo rpathological examination. The results were compared with the results of

spinal cord injured rats not given tocilizumab and given methyl prednisolone.

According to the results of inclined plane, Drummond and Moore Criteria,
Hemotoxylin-eosin, Luxolfast and Cleavedcaspase 3 immunohistochemicalstaining,
tocilizumab was found to be effective in removing the damage caused by ASCI. It

was observed that this effect increased when the treatment dose was increased.
It has been observed that tocilizumab may be beneficial in thetreatment of
ASCI.However, the findings need to be supported by clinical and laboratory studies

conducted in larger series.

KEY WORDS: Tocilizumab, Acute spinal cord injury, Anti-inflammatory,

Interleukin (IL)-6, methylprednisolone
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1. GIRIS ve AMAC

Akut omurilik yaralanmasi (AOY), genellikle morbidite ve kalict sakatlikla
iliskili ciddi bir tibbi durumdur. Omurilikten gecen sinirlerin aksonlari
bozuldugunda meydana gelmektedir ve yaralanma seviyesinin altinda motor ve
duyusal fonksiyon kaybina yol agmaktadir. Yaralanma genellikle biiyiik
travmalarin  sonucu olmaktadir ve birincil yaralanma genellikle geri
dondiiriilememektedir. Bu yaralanmalar, 6zellikle 30 yasin altindaki hastalar1 daha
fazla etkiledikleri gibi kisinin yasaminin geri kalaninda &nemli islevsel
bozukluklara yol agtig1 ve kisiyi artan morbidite ve mortaliteye yol agan c¢ok
sayida komplikasyon riskine soktugu icin 6zellikle toplumsal maliyeti yiiksektir.
AOY’ nin 0dmiir boyu 2 ila 4 milyar dolarlik bir ekonomik etkisi oldugu tahmin
edilmektedir (1).

Kiiresel olarak her yil 250.000 ila 500.000 hastada omurilik yaralanmasi
yasanmaktadir. Bu vakalarin biiylik bir kismi1 motorlu ara¢ kazalar1 ve yiiksek
enerjili travma  gibi  Onlenebilir nedenlerden kaynaklanmaktadir  (2).
Tiirkiye’de1992'de bes yiiz seksen bir yeni travmatik AOY vakasi bildirilmistir ve
yillik insidans milyon niifus basina 12.7 olarak bulunmustur. Ozellikle 20-50 yas
arast genglerde sik goriilmektedir. Erkek/kadin orami 2,5/1 dir (3). En sik
yaralanma nedeni sirasiyla motorlu tasit kazalari, diisme, bigak yaralanmasi, atesli
silah yaralanmasi ve dalis yaralanmasidir. Bu yaralanmalarin yaklasik 1/3 1
tetraplejik iken 2/3 1 paraplejik olmaktadir. En yaygin yaralanma seviyesi
tetraplejikler arasinda C5 ve paraplejikler arasinda T12 olarak goriilmektedir (4).
AOQY ile iliskili patofizyolojiyi evreleri ve ¢esitli yara iyilesme mekanizmalarini

anlamak ve uygun iyilesme tedavilerinin gelistirilmesi i¢in esastir.

Akut omurilik yaralanmasi (AOY) iki sekilde olmaktadir. Primer yaralanma;
noral parankim yikimini, aksonal agin bozulmasini, kanamayr ve glial zarin
bozulmasimi icermektedir ve Onlenemez niteliktedir. Primer yaralanma spinal
dokularda daha fazla kimyasal ve mekanik hasar olusturan ikincil yaralanmay1
tetiklemektedir ve hiicrelerde yiiksek kalsiyum birikimi nedeniyle ndronal
eksitotoksisiteye yol ag¢maktadir. Olusan eksitotoksisite reaktif oksijen

konsantrasyonlarini ve glutamat seviyelerini artirmaktadir. Bu insidanslar altta



yatan niikleik asit, proteinler ve fosfolipidlere zarar vermektedir ve norolojik islev
bozukluguna neden olmaktadir. ikincil yaralanma asamasi, birincil yaralanma
asamasini takip eden ¢ok oOzellikli patolojik siiregleri yansitmaktadir ve birkag
hafta siirmektedir. Sekonder hasar, artan hiicre gecirgenligi, apoptotik sinyal,
iskemi, vaskiiler hasar, 6dem, eksitotoksisite, iyonik deregiilasyon, inflamasyon,
lipid peroksidasyonu, serbest radikal olusumu, demiyelinizasyon, Wallerian
dejenerasyonu, fibroglial skar ve kist olusumunu igermektedir. Kan damarlarinin
bozulmasi, omurilik dokularinda hemorajiye neden olmaktadir ve bunu
monositler, nétrofiller, T ve B lenfositik hiicreler ve makrofajlarin omurilik
dokularina invazyonu izlemektedir (5). Ikincil yaralanma ile ilgili heniiz etkin bir
tedavinin bulunmamasi nedeniyle giliniimiizde hala potansiyel terapotik ajanlarin
klinik arastirilmasi devam etmektedir.

Bu calismada, bir IL-6 reseptor agonisti olarak gorev yapan hiimanize bir
monoklonal antikor olan tosilizumabin akut omurilik yaralanmasi (AOY) sonrasi

olusan hasarda noéral doku tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENELBILGILER

2.1 Akut Omurilik Yaralanmasinin Tarihgesi ve Epidemiyolojisi

AQY tiim yonleri ile ele alindiginda psikososyal, kisisel ekonomik agidan
verdigi zararlar ile ileri derecede dnemsenmesi gereken bir halk saglig1 sorunudur.
Mortalite ve morbiditenin yani sira etkiledigi omurilik diizeyine gore solunum
sistemi, gastrointestinal sistem, otonom sinir sistemi, deri ve iirogenital sistem
tizerinde de kayiplara neden olabilmektedir. AOY’ nin bilinen tarihi, antik ¢aglara,
bilinen en eski tip ve cerrahi kayitlarina kadar izlenebilmektedir. Misir'da Milattan
Once 2500-3000 civarinda (MO) yazildig1 diisiiniilen Edwin Smith Papiriisii
omurilik cerrahisi tekniklerini tanimlamasma ragmen belge AOY’ yi agikca
"tedavi edilmemesi gereken bir hastalik" olarak tanimlanmaktadir (6). Klasik antik
cagda AOY’ ye ilk referanslar Homer'in ¢alismalarindan gelmektedir. Ilyada, ilki
Asil' in neden oldugu savastan kaynaklanan iki AOY vakasini anlatirken;
Odyssey, sarhosken catidan diiserek boynunu kiran ve bunun sonucunda 6len bir
karakteri anlatmistir (7). Hipokrat AOY ile iliskili komplikasyonlari 6nleme
konusunu giindeme getiren ilk kisi olmustur (8). Dahasi Hipokrat omurganin
anatomisini tanimlamis ve AOY" leri azaltmak i¢in traksiyon yontemini ayrintili
olarak agiklamistir ve acik rediiksiyona karsi ¢ikmistir. AOY arastirmasinin
dogusu, Galen' in omurilik seviyelerine yonelik Oncii deneyleriyle Roma
doneminde baglamistir (9). Bununla birlikte, Bizans Imparatorlugu zamanma
kadar, Aegina’ It Paul' un ilk kez 7. Yiizyil ortalarinda cerrahi dekompresyon
uygulamasiyla AOY icin cerrahi miidahale baslatilmistir. Ayrica splintleme
seklinde spinal fiksasyonun oOnciisii olmustur. Bu ilerlemelere ragmen, aralarinda
biiyiik Iranli doktor ibni Sina’ nm yani sira 16. Yiizyilin sonlarinda Fransiz
Ambroise Pare’ nin de bulundugu pek ¢ok kisi AOY’ nin nihai olarak dliimciil
olduguna dair Edwin Smith Papiriisii’niin sdylediklerini kabul etmislerdir. 19.
Yiizyill sonlarina dogru, spinal fiksasyonda da ¢esitli gelismeler goriilmiistiir.
Birlesik Krallik'ta Burrell, AOY ameliyatinin ardindan alg1 bir ceket kullanirken,
Amerika Birlesik Devletleri’ nde Hadra i¢ fiksasyona onciiliik etmistir. Spinal
cerrahideki en biiyiik ilerlemeler, 20. yiizyilin ilk on yilinda Bonomo tarafindan
hemilaminektominin tanitilmas1 ve Lange tarafindan fiksasyon tekniginin

gelistirilmesinde olmustur (10). Bu zaman diliminde tibbi goriintiileme, 1895'te X-



isinlarinin kesfiyle ortaya ¢ikmistir. Goriintiileme, 6zellikle 1921'de miyelografi
tekniginin gelistirilmesinden sonra, AOY teshisinde ¢ok Onemli hale gelmistir
(11). Rivlin ve Tator tarafindan 1978’ de siganlarda omurilik yaralanmasinin bir
"klip sikistirma" modeli tanitilmistir. Bu model, norolojik hasarin ciddiyeti ile
kompresyon siiresi arasindaki iligkiyi gostermek ve aslinda sicanda deneysel
yaralanmalar tiretmenin miimkiin oldugunu gostermek i¢in 6nemli olmustur (12).

AQY bireyi fiziksel, psikososyal ve ekonomik agidan etkileyen Onemli bir
saglik sorunudur. Ulusal spinal kord yaralanma istatistik merkezi (NSCISC) verilerine
gore Amerika Birlesik Devletleri’ nde (ABD) yillik AOY insidanst yaklasik
54/1000000 olarak bildirilmistir. 2017 rakamlarina gére AOY’ nin yillik prevalansi
yaklagik 285000 kisidir. Bu yaralanmalarda ortalama yas 42 ve bu vakalarin %81 i
erkek olarak bildirilmistir (13).

2.2 Spinal Kord Embriyolojisi

Embriyolojik donemde 1. haftanin bitimine dogru epiblast ve hipoblast
tabakalar1 gelismektedir (14). Embriyolojik donemde 1. Haftay1 takiben epiblast
hiicrelerinin ucunda Hensen diigiimii olarak adlandirilan ilkel bir yarik olusmaktadir.
Sonrasinda gastrulasyon donemi baslamaktadir. Gastrulasyon ile ektoderm
mezoderm ve endodermin olugmasiyla embriyolojik donemin 2. Haftasi
tamamlanmaktadir (15).Ugiincii embriyolojik hafta siiresince embriyonun dorsal
sagittal hattinda bulunan ektoderm kalinlagmaya baslamakta ve noral tiipil
olusturmaktadir. Mezoderm spinal kanal ¢evresini olusturmakta iken ektoderm ise
spinal kanali olusturmaktadir. Noral tiip ve noral plagin 2/3 rostral bolimii beyni
olusturmakta, kaudal 1/3 kismi ise omuriligi olusturmaktadir. Omurilik fetal
donemde 3. ayda tliim vertebral kolon boyunca uzanmakta, 5. ayda sakrum diizeyine
kadar, dogumda ise L3 vertebra diizeyine kadar yiikselmektedir. Vertebral kolonun
gelisiminin bir sonucu olarak eriskin donemde omurilik L1 vertebra diizeyine kadar

yikselmektedir (16).
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Sekil 1. insan embriyo kesitlerinde intraembriyonik ve ekstraembriyonik

mezodermin gelisimi (17).

2.3.1 Spinal Kord anatomisi

Medulla spinalis (MS) medulla oblongatanin devami seklinde foramen
magnumdan baslamakta ve koni seklinde olan alt ucu erkeklerde L1-L2 omurlar
arasindaki diskus intervertebralis hizasina, kadinlarda ise L2 alt sinirina kadar uzanir.
MS alt ucunda konus medullarisi olusturmak {izere incelir ve ince bir piamater
uzantist olan filum terminale birinci koksigeal vertebranin arka yiiziine tutunarak
sonlanir. MS yaklasik olarak 42-45 cm uzunlugunda ve 30 gram agirhigindadir. MS
kanalis vertebralis igerisinde yer almaktadir. Canalis vertebralisin iist 2/3 kisminda
yer alir ve dura mater, araknoid mater ve pia mater isimli ii¢ zar ile ¢evrilidir. MS’
nin korunmasinda ylikiimlii olan yapilar en dista omurga ve baglari, ili¢ tabakali
meningeal zarlar ve bu zarlarin derindeki iki tabakasi arasinda yer alan beyin
omurilik sivisidir. MS kesitlerinin ortasinda yer alan kanalis sentralis yukarida 4.

ventrikiil ile baslamakta asagida konus medullaris i¢inde fusiform sekilde ventrikiiliis



terminalis olarak genislemekte ve altta filum terminalenin kokii icinde son
bulmaktadir (Sekil-2).
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Sekil 2. spinal kord ve spinal kokler (18).

Cocoygeal n,

Lumbal ve sakral spinal segmentlerden c¢ikan spinal sinir kokleri filum
terminale cevresinde at kuyruguna benzer kauda ekuina adi verilen yapiy1
olusturmaktadir. MS servikal ve lomber bolgelerde iki adet genisleme
gostermektedir. Bu genislemeler intumessensia servikalis ve intumessensia
lumbosakralis olarak adlandirilmaktadir. MS’ e tiim uzunlugu boyunca radiks
anterior (motor) ve posterior (duysal) tarafindan olusturulan 8 servikal, 12 torakal, 5
lumber, 5 sakral, 1 koksigeal olmak iizere 31 adet spinal sinir tutunmaktadir (Sekil-
3).



Coccy

Sekil 3. Spinal sinirler (18).

MS i¢ kismi gri maddeden yapili substantia grisea olarak isimlendirilirken
bunu kaplayan dis kismi substansia alba olarak isimlendirilmektedir. Gri maddeyi
miyelinsiz sinir lifleri ve hiicre govdeleri, beyaz maddeyi ise miyelinli sinir lifleri
olusturur.

MS’ in zarlar1 3 tanedir. Dura mater MS’ in en disinda bulunan fibroz yapida
saglam bir zardir. Dura mater {ist seviyede foramen magnum vasitasiyla devam
ederek filum terminalede sonlanmaktadir. Araknoid mater ince ve gegirgen olmayan
yapistyla, pia meter ile arasinda beyin omurilik sivist dolu olan spatium
subaraknoideum ile ayrilarak filum terminalede sonlanmaktadir. Pia mater vaskiiler
acidan zengin bir zar olarak MS’ 1 sikica sarmaktadir. Pia mater ligamentum
dentikulatumu bilateral sinir kokleri arasinda kalinlagarak olusturmaktadir.
Ligamentum dentikulatum araknoid ve dura matere laterale dogru uzanarak
yapismakta ve MS’ in dural kilifin ortasinda fikse kalmasini saglamaktadir (19,20).
(sekil-4).
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Sekil 4. Medulla spinalisi saran zarlar (18).

2.3.2 Spinal Kord Vaskiiler Yapisi

Spinal kord 3 arter tarafindan beslenmektedir. Arteria inferior posterior
serebelli veya arteria vertebralislerden ¢ikan posterior spinal arterler MS’in arka 1/3
tinli beslemektedir. Arteria vertebralislerden ¢ikan arterlerin birlesmesiyle meydana
gelen anterior spinal arter ise MS’in O6n 2/3 iinii beslemektedir. Foramen
intervertebralislerde ise segmental arterler ile desteklenmektedir.

Arteria radikularis anterior magna (Adamkiewicz arteri) alt torakal ya da tist
lomber diizeydeki aortadan tek tarafli ¢ikmaktadir. MS’e daha ¢ok sol taraftan giren
bu arter MS’in T8 ve konus medullarisin arasindaki alt 2/3 i besleyen 6nemli bir
arterdir. Orta torakal bolge baski ve hasara daha yatkin bir bolge olmakla birlikte
sadece T4 ve TS5 diizeyindeki radikiiler arterlerden beslendiginden bu bolge

‘watershedzone’ olarak adlandirilmaktadir (19,21).
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Sekil 5. Médu-iTaspinaIis arterleri(18).

MS’in  venleri arterler ile paralel sekilde yerlesim gostermektedirler.
Anteromedial ve anterolateral venler anterolongitudinal turunkusu olusturmaktadir.
MS’ in anterolateral kismi1 anterolateral venlere drene olmaktadir. MS’ in posterior
bolgesini ise posterior longitudinal vendz turunkuslar drene etmektedir. Klivustan
sakruma kadar uzanan hem anterior hem posterior da genis baglantilar olusturan

venoz pleksuslar da epidural alanda ven6z drenaja katki saglamaktadir (22).



2.3.3 Spinal Kord I¢ Yapisi ve Fizyolojisi
MS transvers kesitte incelendiginde substansi aalba ve substansia grisea olmak
lizere iki maddeden olusmaktadir. I¢ kismi olusturan gri madde dis kismin1 olusturan
ise ak maddedir. Spinal néronlarin hiicre gévdeleri ve dentritleri substansia griseay1
olusturmaktadir. Miyelinli sinir lifleri, noroglia ve kan damarlar1 ise substansia
albay1r olusturmaktadir. Ak madde ve gri maddenin MS diizeyine gore sinirlar
farklilik gbstermektedir. Beyaz madde servikal bolgede kismen kalin olup kaudale
dogru kiitlesi giderek azalir. Gri madde ise servikal ve lomber genislemelerde daha
fazla gelismistir. Buralar motor ve duysal anlamda extremite islevlerini saglayan
noronlart olusturmaktadir (23).
Gri madde transvers kesitte kanalis sentralisi de i¢ererek komissura grisea ile
birbirine baglanmis kolumna anterior ve posteriorlardan olusan ‘H’ harfi seklinde
goriilmektedir (Sekil-6). Gri maddenin torasik ve iist lomber seviyelerinde kiiciik bir

kolumna lateralis bulunmaktadir (23).
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) -
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Dura mater spinalis
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vertebralis internus posterior

Periosteum

Sekil 6. Medulla spinalis i¢ yapis1 ve saran zarlari (24).

Agr1 ve dokunma ile afferentleri alan substansia jelatinoza, pozisyon hareket
duyusu, iki nokta ayrimi ve vibrasyon duyusu ile ilgili niikleus proprius,
proprioseptif sonlanmalarla ilgili olan visseral afferent ¢ekirdek niikleus dorsalis ve
1. Torasik segmentten 3. Lomber segmente uzanip visseral afferent bilgi alimi ile
ilgili olan clark siitunu ile beraber kolumna posteriorda dort sinir hiicre grubu

bulunmaktadir (23).
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Kolumna lateralis 1. Torasik segmentten 2 ya da 3. Lomber segmente kadar
uzanarak preganglionik sempatik lifleri vermektedir (23).

Kanalis sentralis 4. Ventrikiil boslugunun devami olup MS boyunca
bulunmaktadir. Kanalis sentralisin i¢ci BOS (Beyin Omurilik Sivisi) ile doludur.
Kanalis sentralis duvarlar1 ependim denilen silyali kolumnar epitel ile doselidir.

Kortikospinal traktus ve rubrospinal traktus olmak iizere inen yollar iki gruba
ayrilmaktadir. Bu gruplar omuriligin ekstremitelerin distal kaslarin1 denetleyen
kisminit olusturmaktadir. Bu gruplarin harabiyeti extremitelerin ince kademeli
kontroliiniin kaybiyla sonuglanmaktadir. On ve yan retikiilospinal traktlar,
tektospinal trakt yan ve medial vestibiilospinal traktlar ve intersitiospinal traktlar
diger inen yollar1 olusturmaktadir (23).

Viicudun alt ve st parcalarindan ince ve ayirt edici duyular1 tasiyan
fassikulus grasilis ve fassikulus kiineatus, arka ve On spinoserebellar traktlar ile
spinooliver, spinotektal ve spinoretikiiler traktlar ¢ikan yollar1 olusturmaktadir(23).

Propriospinal yollar omuriligin farkli diizeylerindeki aktiviteyi koordine ve

spinal reflekslere aracilik etmesine 6nem tasimaktadir (23).

2.4. Akut Omurilik Yaralanmasi Klinik siniflanmasi ve Sendromlari

2.4.1 ASIA simiflamasi

Gilintimiizde AOY olan hastalarin muayenesinde ve siniflamasinda The
American Spinal Injury Association (ASIA) tarafindan belirlenen International
Standards for Neurological Classification of Spinal Cord Injury (ISNCSCI)’ nin
kullanilmast oOnerilmektedir. ASIA smiflamast ASIA tarafindan gelistirilen bu
standart 2013 yilinda son halini almistir. Bu yaymlanan son versiyonun daha
oncekilerden en onemli farki anahtar olmayan kaslara yer verilmesidir. Giindiiz ve

arkadaglar1 2013 yilinda yayinlanan son halini Tiirkgeye ¢evirmislerdir (25).
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Sekil 7. Spinal kord yaralanmasinda nérolojik siniflama (25).

ASIA tarafindan gelistirilen bu degerlendirmenin esas 6nemi tedavi se¢imi,
lyilesmenin gdézlenmesi, prognozun belirlenmesi ve klinisyenler agisindan ortak bir
dil olusturulmasi acisindandir. Norolojik muayenenin 6nde gelen 2 komponenti
motor ve duyu muayenesidir. Hastanin muayenesi supin pozisyonda yapilir.

Standartlara gore her iki tarafta 10 ar adet anahtar kas belirlenmistir.
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Tablo 1. ASIA kas anahtarlari1(26).
ASIA ISNCSCI’ YA GORE ANAHTAR KASLAR

SEVIYE Anahtar Kas

C5 Dirsek Fleksorleri

C6 El bilegi ekstansorleri

C7 Dirsek ekstansorleri

C8 Parmak fleksorleri

Tl Parmak abduktorleri(5.parmak)
L2 Kalga fleksorleri

L3 Diz ekstansorleri

L4 Ayak bilegi dorsifleksorleri
LS Bagparmak ekstansorleri

S1 Ayak bilegi plantar fleksorleri

Anahtar kas giiclinlin muayenesinde ASIA tarafindan belirlenmis olan
pozisyonda muayene edilmektedir. Kaslar manuel olarak degerlendirilir ve O ile 5
arasinda puanlandirilir. ASIA seviyesinin belirlenmesinde anahtar kaslarla beraber
anahtar olmayan kaslar da kullanilmaktadir. Duyu muayenesinde hafif dokunma ve
igne batma degerlendirilmektedir. Her dermatom ayr1 ayr1 standart nokta iizerinden
degerlendirilmektedir. Duyu muayenesi degerlendirilirken hastanin gozlerini
kapatmas: istenmektedir. Hafif dokunma duyusu bir par¢a pamuk ile yapilirken
keskin kiint ayrimi1 igne ile yapilmaktadir. Hastanin dokunma duyusu ve sivri kiint
ayrimin1 yapip yapamadigi siipheli durumlarda 10 kez tekrarlanir. Verilen 8 dogru

cevap yeterli kabul edilmektedir (27).
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Tablo 2. ASIA kas giicli degerlendirmesi (26).

ASIA ISNCSCI’YA GORE KULLANILAN KAS GUCU EVRELEMESI

Kas giicii
0
1
2

5*

NT

Total paralizi

Palpe edilebilir veya goriilebilir kontraksiyon

Aktif hareket, yer ¢cekimi elimine edildiginde tiim eklem acikligini
(EHA) tamamlar

Aktif hareket, yer ¢ekimine karsit EHAy1 tamamlar

Aktif hareket, yer ¢ekimine ve orta dirence kars1t EHA’y1 tamamlar
(Normal)Aktif hareket, tam dirence ve yercekimine karsi EHA’y1
tamamlar

(Normal)Aktif hareket, agri ve benzeri inhibe edici faktorler
kaldirildiginda yeterli dirence ve yergekimine karst EHA’y1
tamamlar.

Test edilemedi

Norolojik muayenenin tamamlanmast i¢in bu degerlendirmelerin yaninda

istemli anal kontraksiyon ve derin anal basing olup olmadiginin da muayene edilmesi

gerekmektedir. Hastalar duyu ve motor muayeneleri yapilarak norolojik seviye

belirlendikten sonra ASTIA A, B, C, D ve E olmak suretiyle 5 sinifta incelenmektedir.
ASIA simiflamasi;
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Tablo 3.ASIA siniflamas1 ve ndrolojik bulgular1 (26).
ASIA MUAYENE BULGULARI

» S4-5 segmentleri dahil tam motor ve duyu kaybi olmasi

B » Lezyon seviyesi altinda sensorial fonksiyon korunmus
halde tam motor kayip olmasi

C » Lezyon seviyesi altinda anahtar kaslarin yarisindan azinin
kas giicliniin grade 3 iizerinde olmasi ve sensorial
fonksiyonun korunmus halde olmasi

D » Lezyon seviyesi altinda anahtar kaslarin yarisindan
fazlasinin kas giiciiniin grade 3 iizerinde olmasi ve sensorial
fonksiyon korunmus halde olmas1

E » Tiim motor ve duyu fonksiyonlarinin normal olmasi

2.4.2 Klinik sendromlar

Bazi norolojik sendromlarin bilinmesi ASIA siniflamasinda yer almasa da
yaralanmanin degerlendirilmesinde 6neme sahiptir. Asagida bahsedilecek sendromlar
ISCNCSI’ nin 2011 versiyonunda yer almaktadir.
2.4.2.1 Santral kord sendromu

En sik karsilagilan AOY tipidir. Genellikle spondilozisi olan yagl hastalarda
meydana gelmektedir. Santral kord sendromu c¢ogunlukla hiperekstansiyon
yaralanmalar1 sonrasinda gelismektedir. Motor fonksiyonlar duyusal fonksiyonlardan
ve Ust extremiteler alt extremitelerden daha fazla etkilenmektedir (28). Santral kord
sendromunun prognozu degiskendir ve ¢ogu hastada bir dereceye kadar norolojik
lyilesme olmaktadir. Geng travma hastalar1 ve acil tibbi yardim isteyenlerin nérolojik
iyilesme sans1 daha yiiksektir. Prognostik faktorler yas, ilk norolojik defisit siddeti ve
ilk MRG bulgularin1 icermektedir. Santral kord sendromlu hastalar, yaralanmadan
sonra Onemli norolojik fonksiyonlart geri kazanirlar; gogu durumda yiiriime
kapasiteleri  diizelmektedir ~ fakat bazi  norolojik  bozukluklar  devam
etmektedir. Tyilesme genellikle artan bir sekilde gerceklesir ve dnce motor bacak
fonksiyonu diizelmektedir. Sonrasinda mesane kontrolii ve ardindan proksimal kollar

gelmektedir (29,30).
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Sekil 8. Santral kord sendromu.

2.4.2.2. Brown-sequard sendromu

Brown-Sequard sendromu (BSS) medulla spinalisin bir yarisinin anatomik
olarak biitiinliigiiniin bozulmasi olarak tariflenmektedir. Lezyon seviyesinin altinda
lateral kortikospinal trakstus ve ¢ikan yollardan dorsal kolon ve spinotalamik
traktusun etkilenmesi sebebiyle ipsilateral propriyosepsiyon, vibrasyon ve motor
kayb1 olusurken karsi tarafta ise agri ve 1s1 duyusu kaybi olusmaktadir. BSS
genellikle penetran bir AOY’ ye sekonder olusmaktadir. Ayrica neoplazmalar, disk
herniasyonu, demiyelinizasyon ve inflamatuar lezyonlar sonrasinda da
gorilmektedir. BSS diger akut omurilik yaralanmasi tiirleri ile karsilastirildiginda
olumlu prognoz gostermektedir. BSS’ li hastalarin en az %75’ 1 fizik tedavi ve
rehabilitasyondan sonra desteksiz yiiriiyebilmektedir (31). Brown sequard
sendromunun prognozu yaralanmanin nedenine ve omuriligin hasar gorme
derecesine bagli olarak degismektedir. Brown sequard sendromu omurilik
yaralanmasi oldugundan iyilesme potansiyeli gli¢liidiir. Hastalarin yarisindan fazlasi
lyilesmektedir ve travma sonrasi hastalarin ¢ogu motor fonksiyonlarini geri

kazanmaktadir. Norolojik iyilesme iki yila kadar siirebilmektedir (32).
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Sekil 9. Brown-sequard sendromu.

2.4.2.3. Anterior kord sendromu

Anterior kord sendromu genellikle MS’ in 6n 2/3 {inii etkileyen karakteristik
olarak lezyon seviyesinin altinda motor paralizi, agr1 ve sicaklik kaybiyla sonuclanan
bir sendromdur. Anterior kord sendromuna MS’ in 6n 2/3 iinii besleyen anterior
spinal arterdeki iskemi neden olmaktadir. MS’ in posterioru korundugu igin
dokunma, iki nokta ayrimi ve vibrasyon duyusu korunmaktadir (33). Anterior kord
sendromunda 6nemli prognostik faktorler ilk semptomlarin siddeti ve ilk 24 saat
icindeki iyilesme miktaridir. Semptomlarin daha siddetli ortaya ¢ikmasi ve ilk 24
saat icinde belirgin bir iyilesmenin olmamasi, ¢ok daha kotii bir prognoza yol
acmaktadir. Caligmalar daha hafif vakalarda ndrolojik fonksiyonda iyilesme ile
olumlu sonuglarim miimkiin oldugunu ve az sayida hastanin tam yiiriime kabiliyetini

geri kazandigini gostermistir (34,35).
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Sekil 10. Anterior kord sendromu.

2.4.2.4. Kauda equina sendromu

Kauda equina L2-L5, S1-S5 MS sinirleri ve koksigeal sinirleri
olusturmaktadir. Kauda equina sendromu ise kauda equinaya basi sonucu olusan
nadir goriilen norolojik bir hastaliktir. Alt motor noron etkilenmesi ile flassid
paralizi, arefleks mesane, bagirsak ve duyusal etkilenme goriilmektedir. Sakral
refleks ve anal refleks kayb1 bulunmaktadir (36).

Ilging ve tehlikeli bir kauda equina sendromu da L4-L5 veya L5-S1° de
gelisen akut santral disk hernisi sonucunda olusur ve dural kesenin merkezinde yer
alan sakral kcklerin hasarina neden olur. Lomber koklerin, 6zellikle S1° de oldugu
gibi, parsiyel olarak korunmas: s6z konusu olabilir. Oyleyse bu hastalarda bacakta
motor gii¢ tam olarak korunurken, perineal anestezi, mesane ve barsakta total paralizi
goriiliir. Sakral kokler ¢ok hassastir ve bazen etkili dekompresyona ragmen hig

diizelmez (37).
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Sekil 11. KaudaEquina Sendromu.
2.4.2.5. Konus medullaris
Konus medullaris genellikle L1 diizeyinde yerlesmektedir. Konus medullaris
sendromu ise MS’ in alt sakral segmentlerini etkileyen bir hastaliktir. Konus
medullaris sendromunun semptomlar1 bagirsak, mesane ve cinsel disfonksiyon,
perianal uyusma ve alt extremite motor zayifligini i¢cermektedir. Kauda equina
sendromuna gore daha sik simetrik tutulum gézlenmektedir (38).

2.5 Akut Omurilik Yaralanmasinda Tanm

AQOY siiphesi olan hastalarda servikal immobilizasyon saglanarak sirt
tahtalar ile transport saglanmalidir. Olasi spinal yaralanma durumundaki hastalarda
klinisyenin birincil sorumlulugu fiziki muayenelerle duysal ve motor fonksiyonu
degerlendirmektir. Fizik muayene sonrasinda AOY siliphesi veya travmasi olan
vakalarda tan1 ve lezyon seviyesinin tespiti icin radyolojik goriintiillemeler
yapilmaktadir. Radyolojik goriintiilemede ilk asama direk grafilerdir. Direk grafide
patoloji saptanan hastalarda boélgeleri detayli olarak tarama amaciyla bilgisayarl

tomografi (BT) ¢ekilmelidir.
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Bilinci kapali hastalarda tiim MS 6zellikle taranmalidir. Kemik patolojileri en
iyi BT ile gosterilmektedir. Ligament hasari, disk hernisi, hematom ve ndronal
hasarlanma gibi yumusak doku hasarlarini incelemek i¢in manyetik rezonans (MRGQG)

¢ekilmelidir.

2.6. Akut Omurilik Yaralanmasi Patofizyolojisi

AOY’ nin patofizyolojisi en iyi bifazik yaralanma olarak tanimlanmaktadir.
Bifazik yaralanma birincil ve ikincil olarak iki mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir.
Birincil yaralanma mekanik darbenin etkisi ile ortaya ¢ikan yaralanmadir. ikincil
yaralanma ise birincil yaralanmaya bagli sekonder gelisen nekroz ve apopitoza

baglidir (39).

2.6.1 Birincil yaralanma

Birincil yaralanma kemik, intervertebral disk ve kompresyonun MS’de
olusturdugu mekanik hasar olarak tanimlanmaktadir(40)Kontiizyon hemoraji patlama
kiriklar1 ve dislokasyonlar gibi travma aninda olusan hasarlardir. Bu hasarlar
zamanla MS de gelisen biyokimyasal ve histopatolojik olaylar zinciriyle MS’ in daha
fazla zarar gormesi nedeniyle hiicre 6liimiiniin devam etmesine neden olmaktadir
(40). Primer hasarin tedavisi olmamasi nedeniyle tiim ¢aligmalar sekonder hasari
azaltmak icin yapilmaktadir. MS yaralanmasina neden olan mekanik kuvvetin MS
tarafindan absorbsiyonu birincil yaralanmanin derecesini belirlemektedir. MS’ e

basinin uzun siirmesi sekonder hasari arttirarak prognozu kétiilestirmektedir (41,42).

2.6.2 ikincil yaralanma

Sekonder hasar spinal kordun primer hasar sonrasi meydana gelen
fizyopatolojik olaylar sonucunda meydana gelmektedir. Bu olaylar multisistemik
bilesenleri olan ve hiicrede esas yikimi gerceklestiren patolojik, metabolik,
O0dematoz, eflamatuar ve apopitotik siiregtir. Sekonder hasar primer hasardan sonra
giinler ve haftalar boyunca devam edebilmektedir. AOY’ nda tedavide temel prensip

ikincil hasarin gelisimini 6nlemeye ¢alismaktir (41,43).
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Tablo 4. ikincil Hasar Mekanizmalari.

ikincil Hasar Mekanizmalari

Sistemik Etkiler

>

Kalp hizinda kisa siireli artis, daha sonra
uzun siireli bradikardi

Kan basincinda kisa siireli artis, sonra uzun
stireli hipotansiyon

Periferik direngte azalma, Kardiyak debide

azalma

Omurilik  Dolasiminda  Lokal
Vaskiiler Etkiler

Y VvV

Kapiller ve veniillerde mekanik bozulma
Ozellikle gri cevherde hemoraji
Mikrodolasimda kayip-mekanik, tromboz,

vazospazm

Elektrolit Kaymalari

Intaselliiler kalsiyumda artis
Ekstraselliiler potasyumda artig

Intraselliiler sodyumda artis

Biyokimyasal Degisiklikler

YV V. .V V V|V VYV V

Eksitotoksitite-glutamat

Norotransmitter birikimi
Ketakolaminler-noradrenalin, dopamin
Aragidonik asit salinmasi

Serbest radikal iretimi, Lipid
peroksidasyonu

Eikosonoid tiretimi, Prostoglandinler

Endojen opioidler, Sitokinler

Enflamasyon

YV VY Y V V Vl vy v

Serbest Radikal iiretimi

Makrofajlar

Aksonal yikim, Miyelin artiklarinin salinimi
Sitokinlerin salinmasi

Glial hiicre aktivasyonu
Oligodendiritsitlerde sitotoksik etkiler

Wallerian dejenerasyon

Odem

Apopitozis

Enerji metabolizmasinda kayip

» ATP Uretiminde azalma

22




2.6.2.1 Sistemik etkiler
AOY medulla spinalis ile beraber bircok sistemi etkileyen sonuglar
dogurmaktadir. AOY’ na yol agan travma siddeti ve yaralanma seviyesi ile baglantili
olarak kardiyovaskiiler ve hemodinamik etkilere yol agmaktadir. Bu etkiler solunum
yetmezligi ve norojenik sok olarak goriilebilmektedir. Norojenik sok AOY nin
devaminda MS hasarina bagli olarak sempatik tonus kaybina ve vagal tonus
baskinligina bagli gelisen vazomotor yetmezlik sonucu yetersiz doku perfiizyonudur.
AOY’ nin erken doneminde hipotansiyon goriilmesi nedeniyle doku perfiizyonunu
saglamak i¢in tasikardi gelismektedir fakat ilk iki saat igerisinde bu durum devam
ettirilemedigi i¢in spinal ve hipovolemik sok neticesinde ortalama arter basinci ve
kardiyak output azalmasina bagli olarak bradikardi ve hipotansiyon gelismektedir.
AOY’ nin hemen ardinda substansia albada kan akimiin fazla olmasi sonucu
vaskiiler konjesyon ve 6dem goriilmektedir. Artan interstisiyel basing neticesinde de
MS’de perfiizyon azalarak iskemi gelismektedir. Gelisen iskemi neticesinde
dokulardaki karbondioksit basinci artmakta iskemi derinleserek enfarktlara neden
olmaktadir (42,44,45).
2.6.2.2 Lokal vaskiiler etkiler
AQY sonrast MS’ de hem kranial hem de kaudal kisimlarda kan dolasiminin
durdugu gosterilmistir. Kan dolagimimin durmast sonucunda lokal vaskiiler etkiler
substansia griseada daha belirgin olmak iizere substansia albada da goriilmektedir.
MS’deki yaralanmalarin kii¢iik damarlarda da mekanik hasara yol agarak sekonder
hasara yol a¢tig1 gosterilmistir (46). MS’ de kan basincinin degisikliklerine karsi kan
akimini sabit tutan otoregiilasyon mekanizmasinin akut AOY sonrast bozulmasi da
ikincil hasar1 arttirmaktadir. Kan basinci ve kan akiminin azalmasi substansia grisea
da daha fazla olmak {izere substansia albada da hipoperfiizyona yol agmaktir. Bu
hipoperfiizyon sonucunda vaskiiler otoregiilasyon mekanizmalar1 daha da
bozulmaktadir, azalan wvaskiiler otoregiilasyon sonucu doku perfiizyonu da
azalmasiyla doku Tlzerine toksik etkileri olan metabolik artiklar birikmeye
baslamaktadir. Doku perflizyonuna yarar saglamak i¢in sistemik kan basincinin
arttirtlmas1 bile perfiizyona fayda saglayamamakta aksine hiperemi ve O6dem
gelisimini de arttirmaktadir. Mekanik hasar ve vazoaktif maddelerin salinimina bagl

gelisen vazospazm, endotel hasar1 ve hiicresel sisme, kanama, tromboz, trombosit
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agregasyonu ve ortama salman hiicre i¢i sitotoksik oOzellikler tasiyan maddeler

salmimi1 posttravmatik iskeminin artmasina neden olmaktadir (46-48).

2.6.2.3 Elektrolit kaymalari

Akut omurilik yaralanmalarinda sivi elektrolit bozukluklar1 6nemli bir role
sahiptir. Travmayi1 takiben norepinefrin artisina bagli MS’deki kan akimi
azalmaktadir. Ayrica sodyum, potasyum, kalsiyum gibi iyonlarin yer degisimi,
lizozom, fosfolipaz ve proteaz gibi yikict enzimlerin aktivasyonu, opioit
reseptOrlerinin aktivasyonu, tromboksan, prostoglandin ve eksitator maddelerin
sentezlenmesi gibi olaylarin siirecine katkida bulunmaktadir. Hiicre i¢i sodyum hiicre
dis1 potasyum konsantrasyonlarinda meydana gelen degisikliklerin hiicresel iletiyi
durdurdugu gosterilmektedir. Hiicre hasarinin mekanizmasinda kalsiyum iyonunun
rolii fazladir. Saglikli bireyde hiicre disindaki kalsiyum konsantrasyonu hiicre igine
oranla kat kat yliksekken AQY sonrasi kalsiyum iyonu hasar gormiis hiicre
membrani vasitasiyla voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 ve glutamatin aktifledigi iyon
kanallar1 vasitasiyla hiicre i¢ine girmeye baslamaktadir. Bu yollarla hiicre i¢ine giren
kalsiyum, proteaz, fosfolipaz, niikleaz gibi proteolitik enzimleri aktifleyerek
norotoksisiteye yol a¢maktadir. Olusan norotoksisite sonucuyla hiicresel hasar
baslamaktadir. Hiicresel hasarin baslamasiyla hiicre mebranindaki lipitler
parcalanarak arasidonik asit ve yag asitlerini serbestlestirmektedir. Serbestlenen
molekiiller siklooksijenaz ve lipooksijenaz yolagi ile prostoglandin ve l6kotrienlere
¢evrilmektedir. Ayrica kalsiyum iyonu hiicrede mitokondrideki elektron transport
zincirini de bozarak serbest oksijen radikallerini ortaya ¢ikarmaktadir. Ortaya c¢ikan

serbest oksijen radikalleri de hiicre hasarinin ilerlemesine neden olmaktadir(49,50).

2.6.2.4 Biyokimyasal degisiklikler

Serbest oksijen radikalleri (SOR) dis yoriingelerinde eslenmemis elektron
bulunduran yapilardir. Eglenmemis elektron baska biyolojik molekiillere aktarilarak
oksidasyona yol agmaktadir. SOR’ larin asir1 artisi hiicre 6liimiine neden olmaktadir.
Saglikli hiicrelerde olusan antioksidan bilesikler SOR’ un yaptig1 zararh etkileri
kontrol edebilirken AOY gibi durumlarda asir1 SOR {iretimi antioksidan kapasitesini
asmaktadir. SOR arasinda siiperoksit radikal (O5), hidrojen peroksit (H20), organik
perhidroksi radikali (HO;), hidroksil radikal (OH") ve organik peroksi (ROO)

radikalleri yer almaktadir. Hiicrede elektron transferi yeterli olmas1 durumunda SOR
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molekiilleri siiperoksit dismutaz ile hidrojen peroksite, hidrojen peroksite hidrojen
peroksitte katalaz enzimi ile su (H,O) ve oksijen (O2) e ¢evrilir. Bu doniisiim
sayesinde molekiillerin toksik etkilerinden korunmus olunmaktadir. AOY sonrasi
ortamda hemoglobin, ferritin ve transferrin gibi molekiillerin demir igerigi aciga
¢ikmaktadir. Viicutta demir (Fe*?) katalizorler mevcutsa hidrojen peroksit hidroksile
dontismektedir. AOY sonrasi aciga ¢ikan demir nedeniyle de katalizlenen fosfolipit
peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda hiicre membran1 pargalanarak kan beyin
bariyeri bozulmaktadir. Bu durum SOR birikimine neden olarak ikincil hasarin daha
da artmasina yol agmaktadir (51).

Lipit, ntikleik asit, karbonhidrat veya protein gibi biyolojik molekiillere
okside edici bir radikalin etki etmesi ile karbon merkezli radikaller olusmaktadir ve
O, ile birleserek ROO™ radikalini olusturmaktadir. Olusan bu radikal lipit
peroksidasyonunun olugsmasina vesile olmaktadir (51).

SOR hiicreyi olusturan tiim bilesenlerle reaksiyona girebilirler fakat lipitler
SOR ile etkilesime en hassas yapilardir. Yiiksek oranda poliansatiire yag asitleri
iceren hiicre membraninin yikilmast SOR’ a bagli noronal hasar olugmasinin en
onemli agamasidir (52).

Glutamatin motor aktivite, duyusal iletimin devam ettirilmesi, hafiza islevleri
ve spinal reflekslerin diizenlenmesinde gorevi oldugu diisiiniilmektedir. Aspartatin
ise omurilik néronlarinin ara néronlarinda iletim fonksiyonunda gorevli oldugu ve
reflekslerin diizenlenmesinde islevi oldugu diisiniilmektedir (53). Travma sonrasi
glutamat diizeyi artmakta ve a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit
(AMPA) reseptorleri aktif oldugu zaman N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri de
aktive olmaktadir. Bu aktivasyon sonrasi hiicre i¢i kalsiyum diizeyi artmaktadir.
Ayrica Na-K-ATPaz bozuklugu sonucu ddem gelisimi ve ekstraselliiler potasyum
kayb1 eslik etmektedir. Hiicresel yikim mekanizmalar1 da etkinleserek hiicre hasarina

ve noron kaybina neden olmaktadir (54).

2.6.2.5 Enflamasyon

Enflamasyon canli dokunun yaralanmaya karst olusturdugu ortak bir
neticedir. Yaralanma bolgesindeki vaskiiler ndrolojik hiicresel ve humoral yanitlar
birlikte igermektedir. AOY’ m takiben enflamasyon cevabi ¢ok hizli bir sekilde

baglamaktadir. Enflamasyon cevabinda endotel hasar1 ve enflamasyona yol acgan
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bradikinin, prostoglandin, l6kotrienler, nitrik oksit (NO) gibi mediatér ve tiimor
nekrozis faktor trialfa (TNF-a), interlokin-1 beta, 6 gibi sitokinlerin salinimi damar
gecirgenliginin artis1 ile 6dem gelisimi, enflamasyonda rol alan hiicrelerin olay
bolgesine gocii ve mikroglial hiicrelerin aktivasyonu goriilmektedir. Interldkin-1 beta
enflamasyon i¢in kuvvetli bir uyaricidir. AOY’ nin oldugu bdlgede posttravmatik 1.
Saatte goriildiigli ve posttravmatik 72. Saate dahi yiiksek seyrettigi goriilmektedir.
Interlokin-10 ise antiinflamatuar bir sitokin olup monosit ve immiin sistem iizerine
inhibitdr etkili bir sitokindir. Interlokin-10 TNF iiretimini azaltarak noroprotektif ve
motor fonksiyonu iyilestirici etkiye sahiptir (55).

Polimorfontikleer graniilositler lezyon bdlgesine AOY’ yi takiben ilk birkag
saat igerisinde goc etmeye baslamaktadir. Go¢ eden hiicre miktar1 ortamdaki
hemoraji miktar1 ile iligkili olmaktadir. Bu go¢ esnasinda erken fazda en baskin
hiicreler noétrofiller olarak goriilmektedir. Travma sonrasi notrofil gogii en yiiksek
seviyeye ulasir ve 3. Giinde kaybolmaktadir. Bu gogte litik enzimler ile vaskiiler,
noronal ve glial dokularda daha c¢ok hasar olusmaktadir. Ardindan periferden
monosit ve makrofaj ile mikroglial hiicreler travma bolgesine go¢ etmektedir. Bu

gocler neticesinde enflamasyonu takiben demiyelinizasyon gergeklesmektedir (55).

2.6.2.6 Apopitoz

Apopitoz yunanca bir kelime olup agactan diisen yapraklar olarak
betimlenmistir. Apopitozembriyonal ve fetal gelisimde dejenerasyon ve tamir
olaylarinda, hiicresel hemostazin saglanmasinda, tiimor regililasyonunda, viral
hastaliklarda ve hormonal farkliliklara bagli organ regiilasyonunda onemlidir.
Apopitoz sonug olarak hiicrelerin bir siire¢ dahilinde ve programlanmis bir sekilde
hiicre 6liimii olarak tanimlanan bir siirectir. Erigkin bir bireyde giinde 50-70 milyon
hiicre apopitoza ugramaktadir (56).

Insanlarda AOY sonrasinda apopitozisin varhigi gosterilmistir. AOY
sonrasinda noronlarda ortaya ¢ikan apopitoz 2 yolla olmaktadir.

1)Ligand fas reseptorleri ile ekstrensek yol {izerinden (Reseptor bagimli)

2)Kaspaz 3 proenzim aktivasyonu ile intrensek yol iizerinden (Reseptor

bagimsiz)

AQY’ de apopitozun her iki yolu da aktive olmaktadir. Reseptor bagimli

apopitozda en 6nemli gorevli grup tiimor nekrozis faktdr (TNF) reseptor ailesidir.

26



TNF reseptor i¢inde apopitozu meydana getiren reseptdrlerden en dnemlileri fas ve
tiimor nekroz faktor reseptorii 1 (TNFR1) dir. Diger reseptorleri ise DR3, DR4, DRS
ve DR6 dir. Bu reseptorler ligand fas, DR3 ligandi veya
TNF-relatedapoptosis-inducing ligand (TRAIL) olarak adlandirilan ligandlarla
uyarildiginda hiicrenin sitoplazmasinda bulunan pargalar adaptor proteinlere
baglanmaktadir. Adaptor proteinler ndronlarin, mikroglia ve oligodendrositlerin faz
reseptor aktivasyonu birtakim programli ardisik kaspaz aktivasyonla neden
olmaktadir. Bunlar kaspaz 8 ve tetikleyici kaspazlar olarak bilinen kaspaz 3 ve
kaspaz 6 dir. Bu kaspazlarin aktivasyonu etkilenen hiicrenin Olimi ile
sonuglanmaktadir (56).

Reseptor bagimsiz apopitoz yolu hiicre i¢i sinyallerle aktive edilmektedir.
Reseptor bagimsiz yolun aktivasyonu, AOY sonrasi noronlarda tanimlanmis ve artan
intrandral kalsiyum konsantrasyonunu mitokondriyal hasarini, sitokrom C salinimini
ve alternatif programli kaspaz aktivasyonunu tesvik ettigi diistiniilmektedir. Bugiine
kadar 14 tane ayr kaspaz tespit edilmistir. Kaspaz 2,3,6,7,8,9 ve 10 hiicre 6liimii ile

iliskilidir. Kaspaz 3 en yaygini ve apopitozdan asil sorumlu olan kaspazdir (56).

2.7. Akut Omurilik Yaralanmasi Patolojisi

AOY’ m takiben noral dokuda ortaya ¢ikan patolojik degisiklikler santral
hemoraji, hematomiyeli, uzak kanamalar, santral hemorajik nekroz, posttravmatik
infarkt, subaraknoid kanama, subdural ve epidural kanamalar, 6dem, aksonal hasar,
miyelin kilif hasar1 ve inflamasyonu olarak 0Ozetlenmektedir. Akut omurilik
yaralanmalarinda néropatolojik bulgular travmay1 meydana getiren etkenin siddetine,
sliresine ve yaralanmadan sonra siireye bagl olarak degisiklik gostermektedir (57).

AQY’ den sonra MS’ de kanama, 6dem, aksonal ve noronal nekroz, kist
formasyonu ve infarktin taniklik ettigi demiyelinizasyon gibi patolojik degisiklikler
olusmaktadir. Olusan bu patolojik degisiklilkler akut, subakut ve ge¢ faz olarak 3
fazda incelenmektedir.

2.7.1 AOY’ DE akut faz

AOY’ nda hasar sonrasi travma mekanizmasina bagli olarak ekstradural alan,
subaraknoid bosluk ya da subdural alanda kanamalar goriilmektedir. Kanamay1
takiben substansia griseada mikrokanamalar, substansia albada da 6dem goriilmeye

baglamaktadir. Posttravmatik 1. Saatte hiicresel diizeyde degisiklikler
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goriilebilmektedir. Goriilen bu degisiklikler stoplazmada eozinofili, hayalet formu
kazanmig hiicreler, noronlarda kiiciilme, g¢ekirdekte hiperkromatizasyon seklinde
gorilmektedir. Ardindan substansia griseada artan kanamalar posttravmatik 8. Saatte
substansia albaya da yayilarak oOncelikle 6n boynuz hiicrelerini etkilemektedir.
Olusan bu etkilenme posttravmatik 8-24. Saatlerde 151k mikroskobuyla goriiliir hale
gelebilmektedir. 4. Saatte miyelin kilif hasar gérmeye baslayarak 6. Saat civarinda da
vazojenik 6dem gelismektedir. Hiicre i¢i kalsiyum artis1 neticesinde yikim
enzimlerinin etkinlesmesiyle néronal ve aksonal dejenerasyon ilerleyerek 12. Saat
civarinda tim hiicresel yapilarin morfolojisinin bozulmasina yol a¢maktadir ve
gelisen bu durum gri ve beyaz cevher ayriminin kaybolmasiyla sonu¢lanmaktadir.
Gri ve beyaz cevherin ayriminin kaybolmasiyla olusan dejenerasyon zonu rostralden
kaudale dogru genislemeye devam etmektedir. Bu genislemeyi takiben ortama goc
etmeye baslayan noétrofiller lezyon alani ile komsu saglam doku etrafinda toplanarak
enflamatuar siireci hizlandirmaya baslamaktadir. Bu siireci takiben posttravmatik 6.
Gilinde nekrozun ileri derecede ilerleyerek otodekstriiksiyonu gergeklestirdigi
izlenmektedir. Devaminda hemorajik alanda baslayan kavitasyon sonucunda olusan

enfarkt durumu posttravmatik enfarkt denilen durumu meydana getirmektedir (58).

2.7.2 Subakut faz

AOY sonrasinda mikroglia ve astrositleraktiflenerek reaktif gliozis
olusturmaya baglamaktadir. Mikroglia noronal dejenerasyon varliginda kimyasal
sinyaller altinda sitotoksik makrofajlara donlismektedir. Bu hiicreler lezyon
merkezinde calismaktadirlar ve nadiren yayilmaktadir. Saglam ya da az miktarda
yaralanmis hiicreleri 6ldiiriip 6ldiirmedigi heniiz anlagilamamistir. Travmaya cevap
olarak astrositler hipertrofi ve proliferasyon gostermektedir. Reaktif astrositler birinci
hafta itibariyle lezyon kenarinda birikmeye baslamaktadir. Astrosit yanit1 14. Gilinde
maksimum seviyeye ulasirken 28. Giline kadar ortaya ¢ikmaktadir. Yaralanmis kan
beyin bariyeri (KBB) ne bagli 6dem olusumu hasardan sonra erken saatlerde
baslamaktadir, radyal ve longitudinal olarak ilerlemektedir, ilk 24 saatte
belirginlesmektedir. Hidrostatik veya filtrasyona bagl olarak 6dem 8. Giine kadar
siirmektedir. Odem pia elastisitesi olmadig igin vaskiiler direncin artmasina bundan
dolayr da medulla spinalisde kan akiminin azalmasina neden olmaktadir. inflamatuar

hiicrelerin MS’ in hasarli dokusuna goclinde 2 evre bulunmaktadir. 1. Evrede
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polimorfoniikleer graniilositler hasardan saatler sonra travma bdlgesine gelerek
sitotoksik etkileriyle norofaji yapabilmektedirler. Bu etki 24. Saatte maksimuma
ulagsarak 3. Giinde kaybolmaktadir. 2. Evrede travma bdlgesine monosit ve
makrofajlar gelerek hiicre debrisini fagosite etmektedir. Schwann hiicreleri,
meningeal hiicreler ve fibroblastlar travma bdlgesine gb¢ eden diger periferal
hiicrelerdir. Schwan hiicrelerinin hasarli akson miyelinini onararak ve norotrofik
faktorleri salgilayarak aksonal rejenerasyonla gorev aldiklar1 gosterilmistir.
Meningeal hiicrelerin gorevleri tam olarak bilinememekle birlikte glial limitansi
kurmak olabilmektedir (58). Fibroblastlar meninks kaynakli olabilir. Travma sonrasi
bazik fibroblast, biiyiime faktorii saliniminin daha c¢ok artmasi fibroblast

proliferasyonu ve neoanjiogenez ila alakali olabilir (59,60).

2.7.2 Geg faz

AOY’ de ge¢ faz travmayi takip eden 6 ay ve sonrasinda meydana gelen
degisiklikleri kapsamaktadir. Bu 6 aylik zaman sonrasinda travma bolgesinde dura ve
araknoid membranin kalinlastigi, meningeal zarin duraya yapisiklik gosterdigi
izlenmektedir. Fibrozisin gelistigi MS makroskobik olarak gri ve sert kivamda olup
biiziilerek kiigiilmektedir. Meydana gelen eski kanamalar nedeniyle kahverengi-gri
renk degisimi izlenebilmektedir (61). Kronik déonemde AOY’ den 8 hafta sonra
travmanin oldugu bolgede i¢i sivi dolu kistler olusmaktadir. Kist olusumu nekroz,
onarim ve stabilizasyon evlerinden olugmaktadir. Kistik olusumlarin sebebi olarak
makrofajlarin travmadan sonra olusan nekrotik dokulari abserbe etmesi olarak
goriilmistiir (62).

Ge¢ fazin Onemli bir komponenti de miyelin kaybi1 olmasidir.
Demiyelinizasyon ilk 24. saatte baslamaktadir, 2. Haftada maksimum seviyeye
ulagsmaktadir. Demiyelinizasyonun etrafinda ince bir korunmus doku tabakasi
bulunmaktadir ve gri renkli sert kivamdadir. Kavitasyon ise travma merkezine rostral
ve kaudal yerlesimlidir (61).

Skar dokusu olusumunun yam sira ge¢ fazda hayatta kalabilmis bazi
noronlarda aksonal rejenerasyon schwann hiicrelerinde ise remiyelinizasyon

goriilebilmektedir (63).
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2.8 Deneysel Akut Omurilik Yaralanmasi1 Modelleri

AOY’ nin tamamina yakininda primer yaralanma, omurgadaki fraktiirler veya
fraktiir-dislokasyonlar neticesinde MS’ in akut basis1 veya laserasyonu ile
gelismektedir (47). MS’ e yonelen kuvvet minimum iki yonlii olmakla beraber
degisik hareketlerin sonucunda gelismektedir. Travmaya neden olan kuvvet ¢ogu kez
fleksiyon, ekstansiyon, kompresyon ve rotasyon hareketlerinin  farkh
kombinasyonlarindan meydana gelmektedir (64).

Hem birincil hem de ikincil yaralanma i¢in deneysel model gelistirme
calismalar1 20. Ylizyilin bagina dayanmaktadir. Yapilan deneysel AOY modelleri
olusturmak ig¢in spinal kord iizerine agirlik diisiirme, kompresif balon, ventral
kompresyon teknigi, kontrollii kontiizyon, omurilik iskemisi modeli, radyofrekans
akimla segmental omurilik yaralanmasi, kompresif klips uygulama gibi travma
modelleri uygulanmistir. Giincel kullanimi1 olan modeller ise yiiksekten agirlik
diisirme ve klips kompresyon ile MS yaralanmasidir (65,66).

Insanlarda AOY cok fazla degisken igerirken deneysel travma modellerinde
yas, seks gibi degiskenleri kontrol altinda tutmak miimkiin oldugundan iki yaralanma
arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Insanlarda omurilik yaralanmalar1 farkl
kuvvetlerin kombinasyonu ile olusurken deneysel modellerde uygulanan kuvvet
genellikle tek yonlii ve kompresyon tarzindadir. Insan omurilik yaralanmasi ile
deneysel modellerdeki yaralanma arasinda diger bir farklilik ise insanlarda MS
yaralanmas1 kapali vertebral sistem icerisinde gerceklesirken deneysel modellerde
cogunlukla agik laminektomi sonrasi yaralanma olusturulmaktadir (67).

Deneysel omurilik yaralanmasi modelleri arasinda da olusturulan hasar
yoniinden farkliliklar goriilebilmektedir. Khan ve Griebel, ratlarda deneysel spinal
kord yaralanma tekniklerini karsilastirmiglardir. Karsilastirma sonucunda agirlik
diistirme yonteminde MS hasarinin yiiksek oranda mekanik sebeple olustugu fakat
balon kompresyon ile klips kompresyon modellerinde hem mekanik hem de vaskiiler
faktorlerin devreye girdigini bildirmislerdir (68).

Bu ¢alismada spinal kord travmasi olusturmak amaciyla klip ile kompresyon
yontemi kullanilmistir. 24 g giiclinde Yasargil anevrizma klibi laminektomi ardindan
spinal kordun ekstradural kompresyonu amaciyla 1 dakika kapali tutularak travma

olusturulmustur.
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2.9 Akut Omurilik Yaralanmasinda Tedavi

AOY’ nda tedavinin ana amaci olusacak olan ikincil hasar1 engellemektir.
Hem cerrahi hem de medikal tedavi ile travmatize olmus MS koruyucu néroprotektif
ajanlarin kullanilmasi bilinen tedavi yontemleridir. AOY’ nin ardindan tek ya da
etkilerini potansiyelize edip edemediklerini belirlemek amaciyla kombine sekilde
deneysel ¢alismalarda denenmistir (69).

Giliniimiizdeki tedavi yaklasimlar ise travmatize olmus MS’ deki Oncelikle
aksonlarin yeniden gorevlerini yapabilecegi rejenerasyon ¢aligmalaridir. Ayrica kafa
travmasi kardiyak arrest ve serebral iskemi tedavisinde kullanilan hipotermide giincel

tedavi yontemleri arasinda yerini almistir (70).

2.9.1 Akut Omurilik Yaralanmasinda Cerrahi Tedavi

AQOY’ de cerrahi miidahalenin ne zaman yapilmasi konusunda tartisma halen
devam etmektedir. Cerrahlarin birgogu erken cerrahi miidahaleyi savunuyor olsa da
erken miidahalenin norolojik fonksiyonlarda iyilesmeye faydasi olabilecegi
konusunda bulunmus kesin bir kanit yoktur. Yine de acil olarak yapilacak
dekompresyon ameliyatinin daha sonradan gelisebilecek olasi norolojik hasarlari
onleme konusunda yararli olabilecegi konusunda oneriler mevcuttur. Travma sonrasi
yapilacak olan erken dekompresyon ameliyatiyla MS iizerindeki basinin azalmasi ve
stabilizasyon ile MS’ in anatomik pozisyonunun diizelmesi ile sekonder hasarin

siddetinin azalmasi saglanabilmektedir (71,72).

2.9.2 Akut Omurilik Yaralanmasinda Medikal Tedavi

AOQOY’ de yapilan ¢aligmalarda bir¢ok farmakolojik ajan denenmistir. Yapilan
deneysel c¢alismalarda bazi1 ilaclarin etkinligi gosterilse de klinik kullanima
girememislerdir. Glincel kullanim1 olan ilaglar metil prednizolon birinci sirada olmak
lizere gangliozitler, opiat reseptor antagonistleri ve nimodipin insanlarda ilag
ruhsatlandirma c¢aligmalarim1  tamamlamig, onay almis ve kullaninmi olan
ilaglardir(73). AOY’ de giincel kullanimi olan bu ilaglar ile primer hasardan ziyade

sekonder hasarin gelisimi 6nlemeye ¢alisilmaktadir (74).

2.9.2.1 Metil Prednizolon
Sekonder hasarin Onemli mediyatorlerinden biri oksijen radikallerince

indiiklenen lipit peroksidasyonudur. Metil prednizolon ise antiinflamatuar, lipit
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peroksidasyonu inhibisyonu, sitokin olusumu &nleyici, hiicreye Ca’™" girisini
engellemesi ve doku perfiizyonunu arttirict etkisi  bulunmaktadir(75). Metil
prednizolon bu etkiyi membrandaki Na-K-ATPaz enzimini koruyarak lipit
peroksidasyonuna bagli membran harabiyetini engelleyerek yapmaktadir(76,77).
Metil prednizolon sentetik bir glukokortikoittir ve uzun senelerdir beyin édemi ve
MS yaralanmasinda kullanilmaktadir. Metil prednizolonun bu etkileri prospektif,
randomize, ¢ift kor ve ¢ok merkezli klinik ¢aligmalar olan NASCIS (National 27
Acute Spinal Cord Injury Studies) ile ortaya konmustur. NASCIS ¢alismalar1 ile
genel kabul goren tedavi protokolii metil prednizolunun 30 mg/kg bolus sekilde 60
dakika igerisinde verilmesi ve devaminda 5.4 mg/kg 23 saat idame olarak devam

ettirilmesidir (21).

2.9.2.2 Magnezyum

Magnezyum siilfat (MgSOa4) noroprotektif bir ajandir. MgSO4 kontiizyon
yaralanmasindan sonra noroprotektif ozellik gostermistir. Magnezyum kan spinal
kord kagisini endotelde glutamat antagonizmasi ile onleyebilmektedir. NMDA
reseptor blokaji ile noral yapilarda glutamat toksisitesini Onlemektedir.
Magnezyumun lipit peroksidasyon yan friinlerine glutamat antagonizmasindan
kaynaklanan indirek etkisiyle azalttigina inanilmaktadir. Magnezyum AOY’ den
sonra serbest radikal ve glutamatin vaskiiler yapida hasarinin yonlendirilmesinde
anahtar rol oynamaktadir. Serbest radikal diizenlenmesini azaltarak noral yapilarda
vazoproteksiyon saglamaktadir. Magnezyum eksikligi endotel hiicrelerinde serbest
radikal kaynakli intraselliiler oksidasyon ve sitotoksisiteye neden olmaktadir (78).
2.9.2.3 Naloksan

Naloksan opiat antagonisti bir ilactir. AOY’ n1 Onlemede etkin oldugu
NASCIS2 calismalarinda gosterilmistir. Opiat reseptdr antagonistlerinin norolojik
travma TUzerindeki olumlu etkilerine spinal kord kan akimini arttirarak yaptig
bilinmektedir (79).Naloksanin tedavi dozu 5.4mg/kg yiikleme sonrasi 24 saat

boyunca 4 mg/kg idame olarak denenmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (80).
2.9.2.4 Gangliozitler

Gangliozit glikoz sfingolipit yapida bir ajandir. En 1iyi bilineni
monosialotetrahekzosilgangliozitdir. Deneysel ¢alismalarda antiapopitotik ve

noroprotektif etkileri gosterilmistir (40).
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2.9.2.5 Na-K-Ca Kanal blokérleri

Travma sonrasinda hiicre igerisinde Na® ve Ca™" artis1 goriilmektedir. Bu
artisin sekonder hasar dahil bir¢ok patolojiye sebep oldugu bilinmektedir. Bu
patolojilerden dolayr kanal blokorii ajanlar omurilik yaralanmasmin tedavisi
arastirmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bir Na* kanal blokérii olan tetradotoksi
kullanildiginda posttravmatik sekiz hafta sonrasinda beyaz cevherdeki hasari ve
akson kaybini azalttigt bu durumun neticesinde de norolojik defisitlerde iyilesme
goriilmiistir (81).

Riluzol benzodiazepin smifi bir antikonviilzan olup ek olarak kalsiyum
kanallarin1 bloke ederek hiicre i¢i Ca’" diizeyinin artisini 6nledigi ve bunun
neticesinde glutamat ekzotoksisitesini Onleyerek noroprotektif etki gosterdigi
goriilmistiir. Riluzol asil olarak ise amyotrofik lateral skleroz tedavisinde
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada servikal kord yaralanmasi olan 36 hastada 50
mg/glin oral doz riluzol ile 14 giinliik tedavi sonucunda motor aktivitelerinde anlaml1
olarak diizelme oldugu goriilmistiir (74).

Yaralanma ve iskemi sonrasinda hiicre membrani hasar1 gelismesini takiben
hiicre i¢ine kalsiyum girisi olmaktadir. Bu kalsiyum girisine kalsiyum kanallarinin
acilmasi da eslik etmektedir. Bunun sonucunda artan hiicre i¢i kalsiyum diizeyi hiicre
hasarina yol agan enzimlerin aktiflesmesine ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
vazospazma yol agarak iskeminin daha da derinlesmesine neden olmaktadir (82).

Travma sonras1 noronlarda potasyum kanallarinin agilmasi ile hiicre digina
potasyum ¢ikist  olmaktadir. Hiicre disina ¢ikan potasyum ndronlarin
depolarizasyonuna neden olmaktadir. Bu depolarizasyon sonucu miyelin kaybina ve
noronal iletimin bloke olmasia neden olmaktadir. 4-aminopiridin ile hiicre i¢ine K*
girisinin azaldig1 ve sonucunda inkomplet yaralanmalarda kronik fazda fonksiyonel

sonuglarda iyilesme oldugu gosterilmistir (82).

2.9.2.6 Eritropoetin

Eritropoetin (EPO) ve deriveleri santral sinir sisteminde bulunan ve
noroprotektif etkileri olan endojen mediyatorlerdir. EPO’ nun etkilerine bakildiginda
hiicreleri iskemi ve reperfiizyon hasarindan korudugu, antiapopitotik etkileri oldugu,
hiicre eksitabilitesini diizenledigi ve travma sonrasinda rejenerasyona olumlu yonde

etkilerinin oldugu gdsterilmistir. EPO’ nun ayrica sinir sistemi gelisiminde 6nemli
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islevleri oldugu bildirilmistir (83).
2.9.2.7 Tosilizumab

2.9.2.7.1 IL-6 ve tosilizumab

IL-6 bir sitokin olup proinflamatuar sitokinler olarak bilinir ve inflamatuar
degisikliklerin olusmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli bagisiklik
yanitinin ortaya ¢ikmasinda rol almaktadirlar. IL-6 degisik dokularin biiylimesini ve
farklilasmasini diizenleyen, bircok islevi olan bir sitokindir. Hedef hiicreye bagh
olarak biliyiimeyi uyaran ve farklilagmayi saglayan etkinlige sahiptir. Sistematik
inflamatuar yanit sirasinda ortaya c¢ikan akut faz reaktanlari arasinda IL-6
inflamatuar olaylarda mononiikleer fagositlerde mikrobik uyarilara direkt yanit
olarak ve tiimor nekroz faktorii ile interlokin 1 (IL-1) {iretiminin sonucunda ortaya
cikan bir sitokindir. Travma nedeniyle yogun bakim destegine gereksinim duyan
hastalarda ates, tasikardi, hiperventilasyon ve l6kositoz gibi bulgularin travmaya mi
ya da enfeksiyona mi1 bagli oldugunu ortaya koyabilmek ve antibiyoterapi baslanacak
hastalarin ayirt edilebilmesi i¢in son derece 6nemlidir. IL-6 akut faz cevabin asil
olusturucusudur. IL-6 C-reaktif protein, kompleman bilesenleri, orosomukoid,
haptoglobin, fibrinojen, proteaz inhibitorleri sentez etmek icin hepatositleri aktive
ederek saglamaktadir (84,85).

Antiinflamatuar etkiye ek olarak, tosilizumabin B hiicresinin yani sira T
hiicresi fonksiyonunu da etkiledigi, boylece bagisiklik fonksiyonunu modiile ettigi ve
osteoklastlarin yan1 sira vaskiiler endotelyal biliylime faktoriinii etkiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle, su anda bir dizi vaskiilit, sistemik lupus eritematozus,
sistemik skleroz, polimiyozit, asiya kars1 konak hastaligi, tekrarlayan polikondrit ve
ayrica Behget sendromu, spondiloartropatiler ve tiimor nekrozu dahil olmak iizere
¢ok sayida otoimmiin durumda etkinligi arastirillmaktadir (86).

Tosilizumab (TCZ); antiinflamatuar etkileriyle romatoid artrit, castlemen
hastaligi, juvenil romatoid artrit ve inflamatuar barsak hastalig1 iizerinde yararh
etkileri olan interlokin 6 (IL-6) reseptdr agonisti olan bir monoklonal antikordur.
TCZ ilk olarak 2008 de Japonya’ da tamtilmistir. TCZ IL-6 nmin reseptorlere
baglanmasini inhibe etmektedir, bu inhibisyonu yaparken interlokin 6 reseptoriiniin
(IL-6R) hem ¢6ziiniir hem de hiicre membranina bagli formlari ile rekabet ederek bu

sitokinin proinflamatuar aktivitesini azaltmaktadir (84,85).
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Karatas ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada TCZ kullanilmis ve
TCZ’ nin noroprotektif etkileri serebral iskemi modelinde arastirilmis ve yararh

etkileri bildirilmistir (87).

2.9.2.7.2. Tosilizumab farmakokinetigi

Tosilizumabin yarilanma Omrii doza bagimhidir ve 4 mgkg dozunda
kullanildiginda yaklasik 11 giin ve 8 mg/kg dozunda kullanildiginda 13 giindiir. IL-6
degisik CYP450 izoenzimlerini suprese etmekte; boylece IL-6" nin inhibe olmasi
CYP450 aktivitesini artirmaktadir. Bu durum substrati CYP450 olan ve terapotik
penceresi dar olan ilaglar i¢in (6rn. siklosporin veya varfarin) klinik olarak énemlidir
ve bu ilaglar ile tedavide doz ayarlamasi yapilmalidir (88).

Tosilizumab tek basina veya nonbiyolojik hastalifi modifiye eden
antiromatik ilaglar (DMARD) ile kombine olarak kullanilmaktadir. Tedaviye 4
haftada bir intravenéz 4mg/kg ile baslanip klinik yanita goére doz 8 mg/kg’a
arttirtlmaktadir. Ancak laboratuvar bulgularinda degisiklik, karaciger enzimlerinde

yiikselme, nétropeni ve trombositopeni varsa doz ayarlamasi yapilmalidir (88).

2.9.2.7.3.Tosilizumab kullanilisi

Tosilizumab bir veya daha fazla TNF antagonisti ilaca yeterli yanit vermeyen
eriskin hastadaki ortadan-siddetliye aktif romatoid artrit tedavisinde kullanilmaktadir
(88).

2.9.2.7.4 Tosilizumab yan etkileri

Tiiberkiiloz, fungal, viral ve diger oportiinist infeksiyonlar dahil ciddi
infeksiyonlara neden olmaktadir. Tosilizumab tedavisine baslamadan 6nce hastada
tiiberkiiloz taramasi1 yapilmalidir. En sik goriilen yan etkiler iist solunum yolu
infeksiyonu, bas agrisi, hipertansiyon ve karaciger enzimlerinin yiikselmesidir.
Bazen nétropeni ve tromb osit sayisinda azalma goriiliir ve plazma lipidleri (6rn.
kolesterol, trigliserid, LDL, ve HDL) takip edilmelidir. Divertikiiliti olan veya
kortikosteroid kullanan hastada tosilizumab gastrointestinal sistemde perforasyona
neden olmaktadir (88).
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3.MATERYAL VE METOD

Bu ¢aligmaDiizce Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan 2022
/06/04 karar numarasi ile etik kurul onayr alindiktan sonra Diizce Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi Hayvan Laboratuvari’nda Ocak 2023 doneminde
yapildi. Kullanilan denekler Diizce Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Merkezi’nden elde edildi.

Calismamizda yaklasik 3 aylik, 200-250 gr agirliginda toplam 30 adet Sprague
Dawley cinsi disi erigkin sican kullanildi. Denekler rastlantisal olarak her biri 6 adet

hayvan igeren 5 gruba ayrildu.

3.1. Deney Gruplari
Grup 1 (Kontrol) (n=6): T7-T9 seviyesinde sadece laminektomi uygulanan grup.
Grup 2 (Injury-Sham) (n=6): T7-T9 seviyesinde laminektomi yapilmasi akabinde
dura intakt birakilarak bir dakika boyunca medulla spinalise Tator ve Rivlin klip
kompresyon modeli uygulanan ve herhangi bir tedavi verilmeyen grup.
Grup 3 (Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg) (n=6): T7-T9 seviyesinde
laminektomi yapilip anevrizma klipi ile basi uygulandiktan sonra intraperitoneal
olarak 5 dakika i¢inde Metil prednizolon 30 mg/kg uygulanmis 7 giin izlendikten
sonra 8. giin sakrifiye edilerek patolojik inceleme i¢in gonderilen grup.
Grup 4 (Injury + Tosilizumab (4 mg/kg) (n=6): T7-T9 seviyesinde laminektomi
yapilip anevrizma klipi ile basi uygulandiktan sonra intraperitoneal olarak 7 giin
artarda uygulama yapildiktan sonra 8. giin sakrifiye edilerek patolojik inceleme i¢in
gonderilen grup.
Grup 5 (Injury + Tosilizumab (8 mg/kg) (n=6): T7-T9 seviyesinde laminektomi
yapilip anevrizma klipi ile bas1 uygulandiktan sonra intraperitoneal olarak 7 giin art
arda uygulama yapildiktan sonra 8. giin sakrifiye edilerek patolojik inceleme igin
gonderilen grup.

Her grup ayr kafeslerde uygun sartlar altinda muhafaza edildi, intraperitoneal
yontemle ila¢ verildi. Takipleri ve ilag verilis giinleri ayr1 ayr1 yazilarak tiim veriler
kayit altina alindi. Giinde iki kez kontrol edilerek manuel mesane basisiyla idrar

cikislar1 saglandi.
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| ekil 14. Sican kafeslerinin genel génﬁmﬁ.

3.2. Anestezi
Cerrahi iglem yapilacak olan tiim gruplardaki si¢anlara genel anestezi amagh
90mg/kg Ketamin (Ketalar, Parke-Davis Eczacibasi-Istanbul) ve 10 mg/kg Ksilazin

intramiiskuler enjeksiyonuyla anestezi uygulanarak sedasyon saglandi.

3.3 Cerrahi islem

Siganlar tespit tahtalarina prone pozisyonunda yerlestirildi. Torakal bdlgesi
once PVD iyodin (Batticon st soliisyon Adeka Samsun) ile sterilize (Sekil 15a)
edildikten sonra tiraglandi. Cilt trasindan sonra tekrar PVD iyodin ile sterilizasyon
saglandi. Operasyon boyunca Ve anestezik etki sonlanana kadar 1sitict ped ile viicut
1s1s1 37 C tutuldu. Interskapular mesafe referans alinarak T7-T9 seviyesinde
iki cm’lik insizyon ile cilt, cilt alti gecilip paravertebral kaslar siyrildi. Mastoid
ekartor yerlestirildi (Sekil 15b). Laminalar ortaya ¢ikarildi. T 7-8-9 total laminektomi
yapildi. Spinal kord ortaya konuldu (Sekil 15¢). Duramaterde travma olusturulmadan
once laminalar lateralden alindi, duramatere tam kat anevrizma klibi ile kompresyon
uygulanmasi 1 dakika siireyle yapildi (Sekil 16). Hemostaz saglandi, paravertebral
adaleler ve cilt usuliine uygun 2/0 vicyrl ile primer siitiire edildi. Siganlar normal oda
1s1sinda uyandirildi ve gruplar i¢in hazirlanmis ayr1 kafeslere yerlestirildi.

Cerrahi islemlerde grup 1’e yalmizca laminektomi, grup 2,3,4 ve 5 ’e
laminektomi ve anevrizma klipi uygulandi. Sicanlar cerrahi islemin sonrasinda

degerlendirildi. Grup 1°deki 6 siganin motor kuvvetlerinin tam oldugu, diger gruptaki
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sicanlarin paraplejik oldugu goriildii. Idrar ¢ikis1 ve motor fonksiyonlar: uygun 1s1 ve

ortamda giinde iki kez takip edildi.

Sekil 15. A-Siganlarin cerrahi dncesi prone pozisyonda povidon iyot ile dezenfekte
edilmesi, B- Cilt insizyonu ve paravertebral kaslarin siyrilmasi sonrasi ekartor

yerlestirilmesi, C- Laminektomi sonrasi spinal dura goriiniimti.

Sekil 16. Anevrizma klibi uygulanmasi.
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3.4. Tosilizumab Verilis Yontemi ve Sikhig1

Grup 1: Herhangi bir ilag verilmedi.

Grup 2: Herhangi bir ilag verilmedi.

Grup 3: 6 adet sigana intraperitoneal olarak 5 dakika iginde Metil prednizolon 30
mg/kg uygulandi.

Grup 4: 6 adet sicana intraperitoneal olarak 7 giin art arda Tosilizumab 4 mg/kg
uygulandi.

Grup 5: 6 adet sigana intraperitoneal olarak 7 giin art arda Tosilizumab 8 mg/kg

uygulandi.

Sekil 17. Intraperitoneal tosilizumab verilisi.

3.5. Tyilesmeyi Degerlendirilme Kriterleri
Hasar skoru muayene yontemi olarak egik diizlem (Sekil 18a) ve
motor muayene (Drummond ve Moore kriterleri) (Tablo 5) kullanildi. Tosilizumabin

hasar iizerindeki koruyucu ve tedavi edici etkinligi arastirildi.
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3.5.1 Egik diizlem ile degerlendirilmesi

Rivlin ve Tator’ un 1977°de olusturdugu yontemde deney hayvaninin
egik diizlem iizerinde 5 sn boyunca kaymadan durabildigi ac1 esas altina alinarak
kayit edilmektedir (72,89). Sican yere paralel olan diizlem {izerine yerlestirildi,

diizlem asamali olarak kaldirildi. Deneklerin kaydigi a¢1 1.3 ve 7. giinde kaydedildi.

3.5.2 Drummond Moore Kriterleri ile degerlendirme
Siganlarin 1.3 ve 7. glinlerde motor muayeneleri yapilarak kaydedildi.

Tablo 5. Drummond Moore kriterleri O puan 1 puan 2 puan 3 puan 4 puan.
0 Puan Alt extremitelerinde motor kas fonksiyonu yok,

paraplejik

1 Puan Alt ekstremitede motor fonksiyon zayif, sadece yer

cekimine kars1 zayif hareket

2 Puan Orta derecede alt ekstremite motor fonksiyonu, yer
cekimine kars1 giic iyi fakat bacaklarini viicudun altina

cekemiyor

3 Puan Motor fonksiyon ¢ok iyi, bacaklarini viicudun altina
cekip ziplayabiliyor, fakat tam normal motor fonksiyon

degil

4 Puan Normal motor fonksiyon

3.6. Spesmenin Alinisi

Tiim gruplardaki biitiin sicanlar 7 giinliik takiplerinin sonunda 8. Giinde sakrifiye
edildi. Siganlar sakrifiye edildikten sonra, sicanlarin dnceden cilt kesisi yapilan
yerden girilerek, laminektomi yapilan ve dura iizerinden klip uygulanarak AOY
olusturulan kisma ulasildi, duraya hasar verilen kord kismi diizenli olarak ¢ikarildi
(Sekil 18b). Almnan o6rnekler hazirlanan %10 formaldehit igeren kaplara konuldu
(Sekil 18c). Her bir sican grubu ve kaginci denek hayvani oldugu kaplarin iizerine

not edildi. incelemenin yapilacag laboratuvara alind.
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Sekil 18. A-Egik diizlem testi, B- AOY olusturula e'gment, C-Grup ve sigan

numaralariin yazildig: kaplar.

3.7.Isik Mikroskobu incelemesi I¢in Dokularin Hazirlanmasi
Asagida verilen sirayla dokulara takip islemi uygulandi.
1. Dokular 24 saat bouin soliisyonunda fikse edildi.
2. 15 dakika % 70’lik alkolde bekletildi.
3. 15 dakika % 80’lik alkolde bekletildi.
30 dakika % 90’lik alkolde bekletildi.
30 dakika % 90’lik alkolde bekletildi.
30 dakika % 96’lik alkolde bekletildi.
30 dakika % 96’lik alkolde bekletildi.
45 dakika % 96°lik alkolde bekletildi.
45 dakika Asetonda bekletildi.
10. 10 dakika 1. Ksilen’de bekletildi.
11. 20 dakika 2. Ksilen’de bekletildi.
12. 10 dakika Parafin-1’de 75°C sicakliktaki etiivde bekletildi.
13. 20 dakika Parafin-2’de 75°C sicakliktaki etiivde bekletildi
14. 30 dakika Parafin-3’de 75°C sicakliktaki etiivde bekletildi

© o N o g &

15. Takip edilen dokular metal gdmme kaplarinda parafine gomiilerek etiketleme

yapildi.

Hazirlanan bloklardan mikrotom cihazi ile 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Daha
sonra su banyosunda diizlestirme yapilarak lam {izerine alindi. Bu kesitlere
hematoksilen&eosin boyamasi ve Cleaved Caspase 3 (Cell Signaling, #9664)

antikoru ile immiinohistokimyasi yapildi.
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3.7.1.Hematoksilen & eozin boyamasi

Kesitler, doku disinda bulunan parafinlerini birakmasi i¢in 75° C sicakliktaki
etiivde 40 dakika boyunca bekletildi. Etiivden ¢ikan kesitler, 15’er dakika ksilen 1 ve
ksilen 2’de bekletildi. Her birinde 10 dip olmak kaydiyla % 96, % 80 ve % 70 etil
alkole daldirilan dokular akan suda yikanarak dokunun suyu tekrar geri verildi.
Niikleuslarin boyanmasi i¢in 3 dakika hematoksilende bekletildi. Sonrasinda akan
suda yikandi. Cok hizli bir sekilde 2 defa asit alkole daldirildiktan sonra akan suda
yikandi. Dokular hizli bir sekilde 2 defa amonyakli suya daldirildi. Tekrardan akan
suda yikandi. 10 dip % 70’lik etil alkole daldirildi. Sitoplazmanin boyanmasi igin 40
saniye alkolde ¢0zililmiis eozinde bekletildi. Ardindan akan suda yikandi. 10’ar dip %
70, % 80 ve % 96’lik etil alkole daldirildi. 10 dakika ksilende bekletildikten sonra 2
dakika 75° C sicakliktaki etiivde bekletildi ve lamlar entellan damlatilarak lamel ile
kapatildi.

3.7.2.Cleaved caspase 3’iin immiinohistokimyasal boyamasi
3.8.2.1.Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

2,85 gram di sodyum hidrojen fosfat (Carlo Erba, #480141) 16 gram sodyum
kloriir (Iso Lab, #969.036.1000) ve 0,8 gram potasyum dihidrofosfat (Iso Lab,
#960.066.1000) 2 litre distile su (dH20) i¢ine eklenerek ¢ozdiiriildii. Daha sonra pH
degerine bakildi. pH 7.2 ile 7.4 arasinda olmalidir.
3.8.2.2.Sitrat tamponu

2,10 gram sitrik asit (Iso Lab, #910.046.1000) 900 ml distile su (dH20) i¢ine
atilarak ¢ozdiiriildii. Daha sonra pH degerine bakildi. Genellikle pH degeri 2.80
¢ikan sitrat tamponu NaOH ile pH 6’ya ayarlanda.
3.8.2.3.%3 H202 hazirlanmasi

63 ml methanol (Carlo Erba, #412722) tizerine 7 ml %35 hidrojen peroksit
(H202) (Iso Lab, #932.122.2500) eklendi.
3.8.2.4.DAB Hazirlama

1500 ul DAB substrat’a 30ul DAB kromojen eklenmesi ile hazirlandi.
Tiim gruplarin parafin bloklarindan immiin lamlara 4 um kalinliginda kesitler alind1.
Parafin kesitler 75° C’deki etiivde 40 dakika bekletildi. Etiivden sonra
deparafinizasyon icin ksilen 1’de 10 dakika, ksilen 2°de 5 dakika bekletildi. Daha
sonra kesitler her birinde 5 dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik etil
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alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edildi. Kesitler distile suda (dH20) 5 dakika
bekletildi. Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat
tamponuna (pH:6.0) konularak mikrodalga firinda 8 dakika 750 Watt’ta kaynatildi ve
sonra 20 dakika boyunca oda 1sisinda sogumaya birakildi. Fosfat tamponlu tuz (PBS)
(pH: 7.2 -7.4) ¢ozeltisinde 3 kez 5 dakika yikama yapildi. Endojen peroksidaz
aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler %3’ liikk H202 ile 15 dakika inkiibe edildi.
3 kez 5 dakika PBS ile yikama yapildi. Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle (Pap-pen)
cizildi. Kesitler, oda sicaklifinda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan immunoglobulin
G (IgG) baglanmalarini 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile 7 dakika muamele
edildi. Kesitlere, Cleaved Caspase 3 (Cell Signaling, #9664) (1:200) primer antikoru
damlatildi. Kesitler nem kutusunda +4° C’de gece boyu inkiibe edildi. Ikinci giin
kesitler PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi. Daha sonra, 1 saat biyotinlenmis sekonder
antikor ile oda 1s1sinda nemli ortamda inkube edildi. 3 kez 5 dakika PBS ile yikama
yapildi. Sonrasinda 20 dakika HRP-konjuge streptavidin kompleksi ile oda 1sisinda
nemli ortamda inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5 dakika yikama yapildi. Goriintiiyii
gelistirmek i¢in dokular 4 dakika di-amino-benzidin (DAB) (ScyTek, #ACK125)
kromojeni ile muamele edildi ve distile suda yikandi.  Kesitlere Mayer’s
hematoksilen (ScyTek, #800-729-8350) ile 1 dakika zit boyama yapildi. Normal
¢cesme suyunda yikanan kesitler her birinde 10 dip olmak kaydiyla %70, %80,
%9011k etil alkol serilerinden gegirildi. %100’luk alkolde 4 dakika bekletilerek
dehidrate edildi. Cikis ksileni 1 ve ksilen 2’de 5’er dakika bekletilerek entellan

kapatma soliisyonu ile lamlar kapatilda.

3.8. Immiinohistokimya Sonuclarimin imageJ program fle Analizi

Olympus BX50 mikroskobu ile Zeiss Axiocam ICc5 kamera kullanilarak Kontrol,
Injury-Sham,Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg,Injury + Tosilizumab (4
mg/kg)Injury + Tosilizumab (8 mg/kg) gruplarindan immun boyanmis kesitlerin
mikrograflar cekildi ve ImageJ programi kullanilarak
Uimmiinohistokimyasal boyama yogunluklari degerlendirildi. Kontrol, Injury-
Sham,Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg,Injury + Tosilizumab (4 mg/kg)Injury +
Tosilizumab (8 mg/kg)gruplarindan her kesitten 10 mikrograf alinarak
degerlendirmeye dahil edildi. Oncelikle boyanan alanin tamami (hematoksilen +

DAB) segilecek sekilde ayarlandi. Ardindan, hiicrenin boyanma yogunlugunu
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se¢mek icin yalnizca DAP-pozitif alanlar secildi. Boyanma yogunlugu, DAB-pozitif
alanin yogunlugunun, toplam boyanma yogunluguna boliinmesi ve ¢ikan sonucun
100 ile ¢arpimi yoluyla belirlendi. Sonug olarak, ortalama yogunluk yiizde olarak 0-
100 araliginda ifade edildi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Verilerin dagilimi Shapiro-Wilk testiyle incelenmis, grup karsilastirmalarinda one-
way ANOVA veya Kruskal-Wallis testleri kullanilmistir. Coklu karsilagtirmalar igin
post hoc Tukey veya Bonferroni diizeltmesi ile gruplar karsilastirilmistir. Veriler
dagilimina uygun olarak ortalama ve standart sapma veya ortanca, ¢eyrekler arasi
genislik ve minimum-maksimum degerler ile 6zetlenmistir. Kategorik degiskenler
Fisher-Freeman-Halton test ile karsilastirilmig, say1 ve yiizde seklinde verilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS v.22 paket programu ile yapilmis ve istatistiksel anlamlilik

diizeyi 0,05 olarak dikkate alinmistir.

44



4. BULGULAR

4.1 Egik Diizlem ve D&M Sonuclari

4.1.1 1. Giin gruplarin karsilastirilmasi

Tablo 7. 1. Giin gruplarin karsilastirilmasi. Veriler ortanca (CAG, ¢eyrekler arasi
genislik) ve [minimum-maksimum] degerler seklindedir.

Kontrol Injury- Metil pr. | Tos.4mg | Tos.8mg
1.giin p
(n=6) |sham (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Act 60 (0) [60-41 (2) [40-40,5 (1) [40-41 (3) [40-41 (2) [40-0’003
60] 42] 41] 43] 43]
DMO 3,5 (1) [3-4] 0(1) [0-1] [0(0)[0-1] [0(0)[0-1] 1[0(0)[0-0] (0,001
D&M
(1.giin)
0 0 (%0,0) 4 (%66,7) 14 (%66,7) 4 (%66,7) |6 (%100)
0 (%0,0) 2 (%33,3) 2(%33,3) [2(%33,3) [0(%0,0)
1 <0,001
3 3 (%50,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
A 3 (%50,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)

1.giinde injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8

mg gruplarinin tiimiinde egik diizlem agis1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml sekilde distiktiir (sirasiyla p=0,032; p=0,003; p=0,041 ve p=0,044). Injury,

metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin birbiri

arasinda ise 1.giin egik diizlem agis1 bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamistir

(Sekil 19).

1.glinde injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8
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mg gruplarmin tiimiinde D&M kriteri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde diistiktiir (sirasiyla p=0,018; p=0,018; p=0,018 ve p=0,001). Injury,
metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin birbiri
arasinda ise 1.glin D&M kriteri bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamistir

(Sekil 20).

Pairwise Comparisons of grup
Tosilizumab 4 mg

&0 - 14,00

Metil prednizolon 30 me

9,50 P 9
55

g Injury
50 13,00
4 Tosilizumah 8 mg
1350
40
Sham Injury

Wil Tosilizumah  Tosiizumab
prednizolon 4 mg 8mg
30mg

Each node shows the sample average rank of grup.

Sekil 19. a) Gruplarda 1.glin a¢1 degerleri, b) Coklu karsilagtirma sonuglari.

Pairwise Comparisons of grup

Tosiizumak 4 mg
1350

Ietil prednizolon 30 m
5 agrean= ¢

Injury
13,50

D&M

Tosilizumah & mg
9,50

[ BN .

Sham Injury Metil  Tosiizumab  Tosiizumab
predrizlon 4 mg Bmg
30my

Each node shows the sample average rank of grup

Sekil 20. a) Gruplarda 1.giin D&M degerleri, b) Coklu karsilastirma sonuglari.
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4.1.2 3. Giin gruplarin karsilastirilmasi

Tablo 8. 3. Giin gruplarin karsilagtiritlmasi. Veriler ortanca (CAG, geyrekler arasi
genislik) ve [minimum-maksimum] degerler seklindedir.

Kontrol Injury- Metil pr. | Tos.4mg | Tos. 8mg
3.giin Y
(n=6) sham (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
62 (2) [60-41,5 (3) [40-42,5 (1) [41-46 (4) [42-45 (3) [43-
Act @ I @) [ M [ 4) [ @) I 0001
63] 43] 43] AT] 48]

DMO  #4(1)[3-4] 0,5(1)[0-1] 1L (1)[0-1] 0,5 (1)[0-1] [ (1)[0-2] 10,001

D&M

(-gin) (%0,0)  [3(%50,0) R (%33,3) 3 (%50,0) [l (%16,7)
Cl) 0 (%0,0) 3(%50,0) 4 (%66,7) [3(%50,0) [ (%50,0)
, QOO0 D(%00)  0(%00) P%00) (%333 <0001
. PO333) D00 (600  0(%00)  0(%00)
, [O867) D(%00) D (%00)  0(%00)  0(%00)

3.giinde injury ve metil prednizolon 30 mg gruplarinda egik diizlem agisi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktiir (sirasiyla p<0,001
ve p=0,002). Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda ise egik diizlem
acist bakimindan sham grubu ile anlamli bir farklihk goriilmemistir (sirasiyla
p=0,354 ve p=0,636). Injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve
tosilizumab 8 mg gruplarinin birbiri arasinda ise 3.gilin egik diizlem agis1 bakimindan
anlaml1 bir farklilik saptanmamustir (Sekil 21).

3.glinde injury, metil prednizolon 30 mg ve tosilizumab 4 mg gruplarinda
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D&M kriteri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktiir
(swrastyla p=0,004; p=0,016 ve p=0,004). Tosilizumab 8 mg grubunda ise D&M
kriteri sham grubuna benzer bulunmustur (p=0,238). Injury, metil prednizolon 30
mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin birbiri arasinda ise 3.giin

D&M kriteri bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamistir (Sekil 22).

a ﬂw
ise Comparisons of grup
Sham
Tusli:w/
1692
q

27,50

Metilprednizolon 30 mg
875

ACI

E T

Sham Iniury Metil  Tosiizunab  Toslizumab
e "

Each node shows the sample average rank of grup.

Sekil 21. a) Gruplarda 3.giin ac1 degerleri, b) Coklu karsilagtirma sonugclari.

a b Pairwise Comparisons of grup

Tosilizumak 4 mg
10,50
»

Ietil prednizelon 30 m
15 apredn= N

D&M

Tosilizumab & mg
16,67

Sham
50

Each node shows the sample average rank of grup.

Sekil 22. a) Gruplarda 3.glin D&M degerleri, b) Coklu karsilastirma sonuglari.
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4.1.3 7. Giin gruplarin karsilastirilmasi

Tablo 9. 7. Giin gruplarin karsilagtiritlmasi. Veriler ortanca (CAG, geyrekler arast
genislik) ve [minimum-maksimum] degerler seklindedir.

Kontrol Injury- Metil pr. | Tos.4mg | Tos. 8mg
7.giin Y
(n=6) |sham (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Act 63,5 (3) [61-42 (3) [41-455 (2) [44-51,5 (8) [45-51,5 (4) [48-<O,001
66] 44] A7] 54] 55]
DMO 40)[3-4] L(@)I[0-1] [1(V[1-2] R(@)I[1-2] [2(1)[1-2] [,001
D&M
(7.g1'in()) 0 (%0,0) 2 (%33,3) |0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
. 0 (%0,0) 4 (%66,7) 4 (%66,7) 2 (%33,3) 2 (%33,3)
) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 2 (%33,3) 4 (%66,7) ©(%66,7) [<0,001
3 1(%16,7) |0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)
A 5 (%83,3) |0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0) 0 (%0,0)

7.giinde injury ve metil prednizolon 30 mg gruplarinda egik diizlem agis1 kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde disiiktiir (sirasiyla p<0,001 ve

p=0,007). Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8§ mg gruplarinda ise egik diizlem agis1

bakimindan kontrol grubu ile anlamli bir farklilik gériilmemistir (sirastyla p=0,433

ve p=0,845). Injury ve metil prednizolon 30 mg gruplar1 birbirine benzer bulunurken,

tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8§ mg gruplarinda ise egik diizlem agisinin injury

grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Tosilizumab 4 mg grubunda egik

diizlem acis1 injury grubuna gore daha yiliksek oldugu ancak bu farkin istatistiksel
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anlamlilik gdstermedigi (p=0,074) bulunurken, tosilizumab 8 mg grubunda ise egik
diizlem agisinin injury grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
oldugu bulunmustur (p=0,029). Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda
egik diizlem acgisinin metil prednizolon 30 mg grubuna gore daha yiiksek oldugu
ancak bu farkin istatistiksel anlamlilik gdstermedigi saptanmistir. Tosilizumab 4 mg
ve tosilizumab 8 mg gruplarmin birbiri arasinda ise 7.giin egik diizlem agis1

bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamustir (Sekil 23).

7.giinde injury ve metil prednizolon 30 mg gruplarinda D&M kriteri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiktiir (sirasiyla p<0,001 ve p=0,014).
Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda ise D&M kriteri kontrol grubuna
benzer bulunmustur (her iki p=0,153). Injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab
4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin birbiri arasinda ise 7.giin D&M kriteri

bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamustir (Sekil 24).

Pairwise Comparisons of grup

a Sham
27 50

Tosilizumak 4 my
17,25

Metirprednizolon 30 mg
10,3

ACI

Each node shows the sample average rank of grup

Sekil 23. a) Gruplarda 7.giin a¢1 degerleri, b) Coklu karsilagtirma sonugclari.
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a b Pairwise Comparisons of grup

Toslizumab 4 mg
1583

Metil precinizolon 30 mg
517
f ]

D&M

Each node shows the sample average rank of grup.

Sekil 24. a) Gruplarda 7.glin D&M degerleri, b) Coklu karsilastirma sonuglari.

4.2 Histopatolojik Bulgular

Medulla spinalis dokusunda meydana gelen morfolojik degisimleri gostermek
amaci ile hematoksilen&eozin boyamasi yapildi. Histopatolojik inceleme sonucunda
kontrol grubunda glial hiicrelerin niiklear yapisinda, motor noronlarin stoplazmik
yapist, uzantilari ve niikleusunda herhangi bir anormal degisiklige rastlanmadi
(Sekil-25). Ancak injury-sham grubunun glial hiicre niikleuslarinda kiiglilme ve
yogunlasma, motor noronlarda ise sitoplazmanin biiziildiigi, niikleuslarin
yogunlastigr ve ¢ogu hiicrede secilemedigi ve hiicre uzantilarinin diizensizlestigi,
bazi hiicrelerin dejenere oldugu saptandi (Sekil-26). Injury + Metil prednizolon 30
mg/kg grubundaki glial hiicre niikleuslar1 injury-sham grubuna gore daha iyi
secilebiliyordu. Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg grubu motor ndronlarinin
sitoplazmalarinda biiziilme daha azdi, niikleus ve niikleoluslari ayirt edilebiliyordu
ve hiicre uzantilart injury-sham grubuna goére daha diizenliydi (Sekil-27). Injury +
Tosilizumab (4 mg/kg) grubu ve Injury + Tosilizumab (8 mg/kg) grubu glial
hiicreleri niikleuslar1 rahatlikla segilebiliyordu. Injury + Tosilizumab (4 mg/kg)
grubu ve Injury + Tosilizumab (8 mg/kg) grubu motor noronlarin sitoplazmalari

normal, niikelus ve niikleoluslar1 ayirt edilebiliyor ve hiicre uzantilar1 normaldi
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(Sekil-28 ve Sekil-29).

Kirmizi ok; motor

Sekil 25. Kontrol grubu hematoksilen&eozin boyamasi temsili mikrografi.

’dir ve skala bar 20 um’dir.

glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiyiitmesi 40x

i

noronlari, siyah ok;

sham grubunda hematoksilen&eozin boyamasi temsili mikrografi. Kirmizi ok; motor

Sekil 26.Injury-

glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiylitmesi 40x’dir ve skala bar 20 pm’dir.

9

ndronlari, siyah ok;
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Sekil 27. Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg grubu hematoksilen&eozin boyamasi temsili

mikrografi. Kirmizi ok; motor ndronlari, siyah ok; glial hiicreleri gostermektedir. Objektif bilyiitmesi

Sekil 28.Injury + Tosilizumab (4 mg/kg) grubu hematoksilen&eozin boyamasi temsili mikrografi.
Kirmiz1 ok; motor ndronlari, siyah ok; glial hiicreleri gostermektedir. Objektif bitylitmesi 40x’dir ve

skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 29.Injury + Tosilizumab (8 mg/kg) grubu hematoksilen&eozin boyamasi temsili mikrografi.
kirmizi ok; motor néronlari, siyah ok; glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiyiitmesi 40x’dir ve

skala bar 20 pm’dir.
4.3 Cleaved Caspase 3 Immunohistokimya Bulgular

Cleaved Caspase 3 boyanma paterni sitoplazmik ve niikleardi. Kontrol
grubundaCleaved Caspase 3 ekspresyonu ¢ok zayiftt ve motor noronlarda negatifti
(Sekil-30).Injury-sham grubunda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu ¢ok yogun pozitifti
ve bircok motor néronun hem sitoplazmasi hemde niikleusunda ekspre oldu. Bazi
glial hiicrelerinde niikleusunda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu yogun sekilde
gozlendi (Sekil-31 ).Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg grubu Cleaved Caspase 3
ekspresyonu injury-sham grubuna gore daha diisiiktii. Ozellikle injury-sham grubu
motor noronlarda gozlenen Cleaved Caspase 3 ekspresyonu Injury + Metil
prednizolon 30 mg/kg grubunda azaldi. Ancak bazi glial hiicrelerde yogun sekilde
Cleaved Caspase 3 ekspresyonu gozlendi (Sekil-32). Injury + Tosilizumab (4 mg/kg)
grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg grubuna
gore daha da azalmistir. Injury + Tosilizumab (4 mg/kg) grubunda sadece motor
noronlarda ¢ok zayif pozitif olarak sadece sitoplazmada gozlendi. Glial hiicrelerde
ise negatif olarak gozlendi (Sekil 33). Injury + Tosilizumab (8 mg/kg) grubu Cleaved
Caspase 3 ekspresyonu diger gruplara kiyasla daha da diisiiktii ve kontrol grubuna en

yakin olan gruptu. Cleaved Caspase 3 ekspresyonu motor ndronlar ve glial
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hiicrelerde negatif iken ndronlarin sitoplazmik uzantilarinda c¢ok zayif gozlendi

(Sekil 34).

Sekil 30. Kontrol grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu temsili mikrografi. Kirmizi ok; motor

ndronlari, siyah ok; glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiylitmesi 40x’dir ve skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 31. Injury-sham grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu temsili mikrografi

. Kirmiz1 ok; motor
noronlart, siyah ok;

glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiyiitmesi 40x’dir ve skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 32. Injury + Metil prednizolon 30 mg/kg grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu temsili
mikrografi. Kirmizi ok; motor ndronlari, siyah ok; glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiyiitmesi

40x’dir ve skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 33. Injury + Tosilizumab (4 mg/kg) grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu temsili mikrografi.
Kirmiz1 ok; motor ndronlari, siyah ok; glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiyiitmesi 40x’dir ve

skala bar 20 pm’dir.

Sekil 34. Injury + Tosilizumab (8 mg/kg) grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu temsili mikrografi.

Kirmiz1 ok; motor ndronlari, siyah ok; glial hiicreleri gostermektedir. Objektif biiylitmesi 40x’dir ve
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skala bar 20 pm’dir.

Tablo 6. Gruplarda IHC (immiinohistokimya) degerleri.

Kontrol Injury- | Metil pr. | Tos.4mg | Tos. 8mg
(n=6) |sham (n=6)| (n=6) (n=6) (n=6) P
HC 5,99+1,64 |15,09€1,51 | 11,84+1,29 | 9,68+0,80 | 7,62+1,30 [<0,001

[HC degerleri tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli

bulunmustur (p<0,001). En diisiik IHC degeri kontrol grubunda iken injury grubunda

ise en yiiksek diizeyde oldugu goriilmiistiir. Metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4

mg ve tosilizumab 8 mg gruplarnm tiimiinde IHC degerleri injury grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde daha distiktiir (tiim p<0,001). Yine, metil

prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin birbiri

arasinda da THC degerlerinin anlamli farklilik gésterdigi ve bu gruplar arasinda en

yiiksek THC diizeyi metil prednizolon 30 mg grubunda goriiliirken tosilizumab 8 mg

grubunda ise en diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir (tiim p<0,001).

1

i

Sham

Injury

30mg

Metil prednizolon  Tosilizumab 4 mg  Tosilizumab 8§ mg

Sekil 35.Gruplarda THC (immiinohistokimya) degerleri.

58



5. TARTISMA

Yillik oranmi yaklasik milyonda 20-40 kisi olan AOY ileri diizeyde ekonomik
kayiplara neden olmasi, morbiditesinin yiiksek olmasi, yasam konforunu ileri
diizeyde diistirmesi ve standardize edilebilmis bir tedavisinin giiniimiizde olmamasi
nedeniyle 6nemini korumaktadir (90,91).

Travmatik yaralanmalarda ilk olarak omurilik ve omuriligi koruyan kemik,
ligaman, vaskiiler yapilarin mekanik anlamda zarar gérdiigli primer hasar s6z konusu
olmaktadir. Bu hasar travmanin mekanik etkisine baghh oldugundan
ongoriilememektedir ve degistirilememektedir. Birincil hasar erkenden tespit edilip
dekompresyon, stabilizasyon ve fiziksel rehabilitasyon yapilsa dahi noérolojik
diizelme ¢ok simirli kalmaktadir. Birincil hasarin ardindan bir dizi mekanizma ile
tetiklenen ve uzun bir siireci kapsayan ikincil hasar meydana gelmektedir. Hastada
gorlilen norolojik defisitlerin olugsmasinda ikincil hasar birincil hasara gore daha
onemli yer tutmaktadir (92-94).Bu asamanin patofizyolojik siirecinde; kan omurilik
bariyerinin bozulmasi, 6dem, vazospazm ile olusan iskemi, hipoksi ve omurilik
perfiizyonunun bozuldugu vaskiiler durumlar s6z konusudur. Hiicre i¢indeki Na+ ,
K+ , Ca+2 gibi iyonlarin dengesinin degismesi proteaz, lipaz, niikleaz gibi hiicre

yikict enzimlerin salinmasi mitokondri ve enerji depolarmin zarar gérmesi gibi
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biyokimyasal olaylar ile birlikte TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin salinimi ile olay yerine notrofil, lenfosit, makrofaj gibi inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonu ve astrosit gibi mikroglial hiicrelerin aktivasyonu 6énemli rol
oynamaktadir. Bu sekilde oligodentrositlerin hasarlanmasi, wallerian dejenerasyon,
gliotik skar ve kavite olusumu gergeklesmis olur (93,94).

Ikincil hasar siirecinde olusan inflamasyonun asil amaci hiicresel diizeyde
hasarin stabilize edilmesi, hiicre kalintilarinin temizlenmesi, ortamdan zararli
maddelerin uzaklastirllmast olsa da bu inflamatuar yanit asir1 oldugunda
rejenerasyon yetenegi olan saglikli noral dokunun hasarlanmasi kaginilmazdir. Bu da
birincil hasar sonucu olusan ndrodefisitin daha da derinlesmesine neden olmaktadir
(95,96).

Travmadan sonra ikincil hasar siirecinde vaskiiler yaralanmalar, 6dem ve kan
omurilik bariyerinin bozulmasi sonucu ortamda inflamatuar hiicreler artar.
Inflamatuar siirecin travma sonras1 3-7. giinlerde daha da arttigin1 Whetstone ve ark.’
larinin yaptig1 ¢alisma ile gosterilmistir (97) Yakovlev ve ark., yaptiklar ¢alismada
ise travma sonrasi 30. dakika itibariyle TNF-a mRNA diizeylerinin arttig
saptanmistir (98). Bu artis travmadan sonra 24. saatte maksimum diizeye
ulasmaktadir (96). Ikincil hasarin siddetinin ortamdaki TNF-a miktar ile iliskili
oldugu sonucuna vartlmistir (99).

Ikincil hasarda bir diger 6nemli asama ise hiicre mitokodrial aktivitesinin zarar
gormesidir. Bu durum nérojenik ve sistemik soka neden olup hipoksi, omurilik
hipoperfiizyonu ve iskemi ortaya ¢ikarir ve tablo daha da agirlagir (100). Ayrica
omurilik perflizyon bozuklugunun sonucu olarak kaspaz-3’ iin aktiflesmesi ile
apopitoz baslamis olur (101,102). Akabinde hiicre ig¢indeki Na+ , K+ ve Ca+2
dengelerinin de bozulmasi ile niikleaz, proteinaz ve lipaz gibi yikici enzimler
artarken  apopitotik  molekiiller  aktiflesirler ~ (103).  Fehlings  ve Tator
posttravmatik iskeminin ikincil hasar siirecinin merkezini olusturdugunu, tedavi
edilebilir ve geri doniisiimlii oldugunu savunmaktadir (91).

Travma sonrast merkezi sinir sisteminin ana eksitator ndrotransmitteri olan
Glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna ve artan intraselliiler Ca+2’ a bagh
olarak lipaz, proteinaz enzimleri aktive olurlar. Ayrica lipit peroksidasyonunun

baglamasi ve glutamat etkisinin artist reaktif oksijen ve nitrojen {riinlerinin
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olusumuna neden olarak ndronal hasar siddetlendirir (104).Lea ve Faden, yaptiklar
calismalarinda glutamat reseptdrlerini bloke ederek hiicre igine Ca+2 girisini
azaltmis ve ndral inflamasyonu baskilamislardir (105). ikincil hasarda asir1 NO
olusumu 6nemlidir. Fizyolojik siireclerde NO her ne kadar 6nemli olsa da patolojik
olarak asir1 sentezlenmesi noral doku hasarina neden olur. Liu ve ark. normal spinal
kord fizyolojisinde olmayan nitrik oksit sentaz enziminin yaptiklar1 gen ekspresyon
caligmalarinda travma sonrasit transkripsiyonel diizeyde eksprese edildigini
gostermislerdir (106-108).

AQOY sonrasi ortaya cikan inflamatuvar siiregte hasarlanan bolgeye ilk
notrofiller olmak tizere, monositler, mikroglia ve T-lenfositler de gelmektedir.
Notrofiller, diger inflamatuvar hiicreleri ve glial hiicreleri aktive ederek sitokin,
proteaz ve serbest radikalleri salgilar. Bu sekilde noral doku hasar1 ve 6liimii ortaya
cikar (109) .

Ikincil hasar travma sonrasi uzun ddneme uzanan, yillar siirebilen bir
dénemdir. Bu siire¢ hipoksi, 6dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, hiicre yikim
stiregleri, nekroz, apopitoz, wallerian dejenerasyon ve noral hasar sonucu olusan
kaviteye kadar uzanan bir¢ok degisiklikler icermektedir (110,111).

Glniimiizde  aragtirmacilarin  gelistirmeye  c¢alistiklart  tedavi
protokollerinin asil amaci ikincil hasar siirecine yoneliktir. Bu baglamda ikincil
hasarin farkli basamaklarina etki eden bir¢ok ajan kullanilmistir. Demir selatorleri,
glutatyon, glukokortikoit gibi SOR olusumunu azaltan antioksidan molekiiller,
kalsiyum kanal blokdorleri, sodyum kanal blokorleri hipoperfiizyonu gidermek ve
iyon dengesini saglamak icin opiot antagonistleri, volim genisleticiler, trilazad
mesylate ve 6zellikle de antiinflamatuvar etkisinden dolay1 metil prednizolon yaygin
olarak kullanilmigtir (112-115). Ayrica antiagreganlar, analjezikler, antiodem tedavi
ajanlari, skar gidericiler, antiapopitdtikler ve ¢ok sayida inflamasyon baskilayicilar
deneysel caligmalarda kullanilmis olsa da etkisi kanitlanmig bir molekiil heniiz
saptanmamigtir. Farmakolojik tedavinin hedefi bir¢ok farkli basamaklar1 ve
komponentleri olan ikincil hasara yonelik olmaya devam etmektedir.

Calismamizda omurilige tam kat anevrizma klibi kompresyonu
uygulayarak spinal kord hasar1 olusturduk. Sweet veAllen 1913 yilinda, képeklerde

kontlizyon tipi omurilik hasari olusturarak bu konuda ilk c¢alismayr yapmuistir.
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Myelotomi ve posttravmatik hematomyelinin kaldirilmasi ile noérolojik durumda
iyilesme saglayabilmeleri daha dnceki deneysel ¢aligmalari belirli kriterlere bagladig:
gibi devaminda yapilacak ¢alismalara da ikincil hasar konsepti agisindan Onciiliik
etmigtir (116).

Yapilan bir ¢calismada omurilik kontlizyonu sonrasi intraperitoneal tek
doz fare anti-fare IL-6 reseptor monoklonal antikoru (MR 16-1) verilen siganlarda IL-
6 iliskili immiin yanitin baskilandigi, astrogliozis gelisiminin inhibe oldugu ve motor
muayenelerinde gelisme oldugu kaydedilmistir (117).

Tosilizumab romatoid artrit, Castleman hastaligi, juvenil romatoid artrit
ve inflamatuvar barsak hastaligi gibi durumlarda yararli etkileri olan bir IL-6 reseptor
blokeridir (118). Tosilizumabin B hiicre ve T hiicre fonksiyonunu etkileyerek
otoimmiin hastaliklarda da etkin oldugu ortaya konulmustur (86). Tosilizumab bu
etkilerini IL-6 reseptor agonisti olarak bu sitokinin etkilerini baskilayarak
saglamaktadir (84,85).

Calismamizda AOY sican modelinde daha once ¢alisilmamis olan
antiinflamatuvar etkisi iyi bilinen tosilizumab kullanilmistir. Tosilizumabin diisiik ve
yiikksek doz etkilerinin farkli olabilecegi dusiiniilerek iki farkli sican grubu
olusturulmustur. Diisiik doz olarak 4 mg/kg verildiginde yarilanma dmriintin 11 giin,
8 mg/kg olarak verildiginde yarilanma Omriiniin 13 giin olmas1 géz Oniine alinarak
doz ayarlamasi yapilmistir. Tosilizumab sicanlara intraperitoneal uygulanmistir.
Tosilizumabin klinik iyilesme iizerine olan etkisi ise bugiine kadar ¢okga calismada
kullanilan egik diizlem testi ve Drummond Moore kriterleri ile degerlendirilmistir.
Ayrica hematoksilen eozin boyamasi ile doku biitiinliigii ve yapisi, Cleaved caspase
3 immunohistokimyasal boyama yontemiyle de apopitoza giden hiicrelerin
gosterilmesi amacglanmaistir.

Egik diizlem agis1 injury ve metil prednizolon 30 mg grubunda kontrol
grubuna gore diisiikken, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda kontrol
grubuna benzer goriilmiistiir. Injury ve metil prednizolon 30 mg gruplari birbirine
benzer goriilmiisken tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin egik diizlem
acilari injury grubuna gore yiiksek goriilmiistiir. Tosilizumab4 mg ve tosilizumab 8
mg gruplarinda egik diizlem agisinin metil prednizolon 30 mg grubuna gore daha

yiikksek oldugu goriilmiistiir. Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin
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birbiri arasinda ise egik diizlem agis1 bakimindan anlamli bir farklilik
saptanmamistir. Bu durum tosilizumabin egik diizlemde yiiriimeyi arttirdigini, motor
muayenede iyilesme sagladigimi ve metil prednizolon 30 mg’ dan daha {istiin
oldugunu gostermektedir. Bu etkinin ancak 7. giinde ortaya ¢iktig1 ve doza bagimh
olmadig1 goriilmiistiir. Drummond ve Moore kriterlerine gore yapilan degerlendirme
sonucunda injury ve metil prednizolon 30 mg kontrol grubundan diisiik iken
Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplar1 kontrol grubuna benzer bulunmustur.
Bu durum D&M kriterlerine gore tosilizumabin motor muayenede iyilesme
sagladigin1 gostermektedir. Bununla birlikte tedavi gruplarinin klinik olarak iyilesme
kaydettigi gozlenmesine karsin bu farkin injury grubuna gore istatistiksel anlamlilik
diizeyine ulasamadigi goriilmiistiir(119,120). Bu durumun D&M kriterlerinin 6lgiim
skalas1 ve denek sayisina bagl olarak ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmekte olup, hayvan
sayisinin artmast veya tedavi siiresinin daha uzun olmasi durumunda istatistiksel
olarak da kanitlanabilir seviyeye ulasabilecegini diisiinmekteyiz (121,122).

Hematoksilen&Eozin boyamasi ile medulla spinalis morfolojik
degisiklikleri degerlendirilmistir. Injury grubunun glial hiicre niikleuslarinda
kiicilme ve yogunlagsma, motor noronlarda ise sitoplazmanin biiziildigi,
niikleuslarin  yogunlagtigit ve c¢ogu hiicrede segilemedigi, hiicre uzantilarinin
diizensizlestigi, bazi hiicrelerin dejenere oldugu saptanirken metil prednizolon 30 mg
grubunda motor néronlarinin sitoplazmalarinda biiziilmenin daha az oldugu, nikleus
ve niikleoluslarin ayirt edilebildigi ve hiicre uzantilarinmn Injury grubuna gére daha
diizenli oldugu saptandi. Tosilizumab 4 mg ve 8 mg gruplarinda ise glial hiicre
niikleuslarinin rahatlikla segilebildigi, motor ndronlarin sitoplazmalarinin normal,
nukleus ve niikleoluslar1 ayirt edilebilir ve hiicre uzantilariin normal oldugu
saptand1. Bu bulgular tosilizumabin nekrozu azalttigin1 ve histopatolojik diizeyde de
fark yaratacak anlamda iyilesmeyi sagladigini géstermektedir.

Cleaved Caspase 3 immiinohistokimyasal boyamasi ile apopitoza giden
hiicrelerin  godsterilmesi amaclanmistir. Injury grubunda Cleaved Caspase 3
ekspresyonu ¢ok yogun pozitifti ve birgok motor néronun hem sitoplazmasi hem de
niikleusunda ekspre olurken, kontrol grubunda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu ¢ok
zaylf ve motor noronlarda negatif oldugu saptandi. Metil prednizolon 30 mg

grubunda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu Injury grubuna gére daha diisiik izlendi.
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Tosilizumab 4 mg grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu metil prednizolon 30 mg
grubuna gore daha da azalmis, sadece motor noronlarda ¢ok zayif pozitif olarak
sitoplazmada g6zlendi. Glial hiicrelerde ise negatif olarak gézlendi. Tosilizumab 8
mg grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu diger gruplara kiyasla daha da diisiik
goriildic ve kontrol grubuna en yakin boyama izlendi. Cleaved Caspase 3
ekspresyonu motor ndronlar ve glial hiicrelerde negatif iken néronlarin sitoplazmik
uzantilarinda ¢ok zayif gozlendi. Wagner ve ark. yaptigi deneysel ¢alismada orta
serebral arter iskemisi sonrasi etkilenen korteks alani MAP-2-immiinoreaktif
noropilin tamamen kaybiyla acik¢a tanimlanabilmis ve etkilenen hemisferde Cleaved
Caspase 3 expresyonu yaygin olarak goriilmiistiir. Iskemik hiicrelerde niiklear ve
sitoplazmik Cleaved Caspase 3 ekspresyonunun ileri diizeyde oldugu gozlenmistir
(123) . Calismamizda tosilizumab ile Cleaved Caspase 3 expresyonundaki azalma,
tedavinin hiicre diizeyindeki hasar1 geriye ¢evirdigini gostermektedir.

Calismamizdaki asil amag cerrahi ve tibbi tedaviye yardimci olabilecek
ek tedavi ajam1 tanimlamakti. Dolayisiyla tosilizumabin AOY tedavisinde faydali
olabilecegi bu calismayla gosterilmistir. Ancak calismamizin gelistirilmis daha
biiyiik denek sayilart ve kan-doku IL-6 degerlerinin Olgiilebildigi kapsamli
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Bu sonuglara gére AOY”’ de tosilizumabin birincil hasar ile olusan 6dem,
iskemi, membran hasar1 gibi morfolojik bulgular1 diizelttigi Hematoksilen&Eozin
boyamasi ile goriilmiistiir. Bunun yaninda ikincil hasarda Cleaved Caspase 3 iin
ozellikle niiklear ekspresyonu ile apopitozun azaldigi gosterilmistir. Egik diizlemde
ve D&M degerlendirmelerinde ortaya ¢ikan motor iyilesmenin tosilizumabin
antiinflamatuvar, antiapoptotik ve immiinregulatuar etkilerinin bir sonucu oldugunu

diisiiniiyoruz.
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6. SONUCLAR

Bu calisma Diizce Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi Hayvan
Laboratuvari’'nda Ocak 2023 doneminde yapildi. Kullanilan denekler Diizce
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden elde edildi. Denek olarak
yaklasik 3 aylik, 200-250 gr agirliginda toplam 30 adet Sprague Dawley cinsi disi
erigkin sigan kullanildi.

1- Tim deneklerin motor muayenesi 1, 3 ve 7. giinde egik diizlem agilar1 ve
Drummond ve Moore kriterleri ile degerlendirildi.

2- Egik diizlem acgilarinin 1. Giin degerleri bakimindan injury, metil
prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin tiimii
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiiktiir (sirasiyla
p=0,032; p=0,003; p=0,041 ve p=0,044).

3- Injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg
gruplariin birbiri arasinda ise 1.giin egik diizlem ac¢is1 bakimindan anlamli
bir farklilik saptanmamustir.

4- Egik diizlem agis1 3. Giin degerleri bakimindan injury ve metil prednizolon
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a1
1

(o)
1

30 mg gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiiktiir (sirasiyla p<0,001 ve p=0,002).

Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda ise egik diizlem agis1
bakimindan sham grubu ile anlamli bir farklilik goriilmemistir (sirasiyla
p=0,354 ve p=0,636).

Injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg
gruplarinin birbiri arasinda ise 3.glin egik diizlem agis1 bakimindan anlamli
bir farklilik saptanmamustir.

Egik diizlem agis1 7. Giin degerleri bakimindan injury ve metil prednizolon
30 mg gruplarinda egik diizlem agis1i kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde diistiktiir (sirasiyla p<0,001 ve p=0,007).
Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda ise egik diizlem acis1
bakimindan kontrol grubu ile anlamli bir farklilik goriilmemistir (sirasiyla
p=0,433 ve p=0,845).

Injury ve metil prednizolon 30 mg gruplari birbirine benzer bulunurken,
tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda ise egik diizlem ag¢isinin

injury grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

10- Tosilizumab 4 mg grubunda egik diizlem agis1 injury grubuna gore daha

yiksek oldugu ancak bu farkin istatistiksel anlamlilik gostermedigi
(p=0,074) bulunurken, tosilizumab 8 mg grubunda ise egik diizlem ag¢isinin
injury grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu
bulunmustur (p=0,029).

11- Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda egik diizlem agisinin

metil prednizolon 30 mg grubuna goére daha yiiksek oldugu ancak bu farkin

istatistiksel anlamlilik gostermedigi saptanmaigtir.

12-Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin birbiri arasinda ise

7.glin egik diizlem agis1 bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamastir.

13-D&M kriterleri bakimindan 1.giinde injury, metil prednizolon 30 mg,

tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinin timii kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktiir (sirasiyla p=0,018;
p=0,018; p=0,018 ve p=0,001).

14- Injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg
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gruplariin birbiri arasinda ise 1.glin D&M kriteri bakimindan anlamli bir
farklilik saptanmamustir.

15- D&M kriterleri bakimindan 3.giinde injury, metil prednizolon 30 mg ve
tosilizumab 4 mg gruplar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiiktiir (sirasiyla p=0,004; p=0,016 ve p=0,004).

16-Tosilizumab 8 mg grubunda ise D&M kriteri sham grubuna benzer
bulunmustur (p=0,238).

17-Injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg
gruplariin birbiri arasinda ise 3.glin D&M kriteri bakimindan anlamli bir
farklilik saptanmamustir.

18-D&M kriterleri bakimindan 7.giinde injury ve metil prednizolon 30 mg
gruplar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktiir
(sirastyla p<0,001 ve p=0,014).

19- Tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg gruplarinda ise D&M kriteri kontrol
grubuna benzer bulunmustur (her iki p=0,153).

20- Injury, metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg
gruplariin birbiri arasinda ise 7.glin D&M kriteri bakimindan anlamlt bir
farklilik saptanmamustir.

21- Histopatolojik inceleme icin 8. Giin sakrifiye edilen siganlardan kontrol
grubunda glial hiicrelerin niiklear yapisinda, motor ndéronlarin stoplazmik
yapist, uzantilar1 ve nukleusunda herhangi bir anormal degisiklige
rastlanmad.

22- Sham grubunun glial hiicre niikleuslarinda kiiclilme ve yogunlagma, motor
noronlarda ise sitoplazmanin biiziildiigii, niikleuslarin yogunlastigi ve cogu
hiicrede secilemedigi ve hiicre uzantilarinin diizensizlestigi, baz1 hiicrelerin
dejenere oldugu saptandi.

23- Metil prednizolon 30 mg grubundaki glial hiicre niikleuslar1 sham grubuna
gore daha iyi segilebiliyorken bu grubun motor né&ronlarmin
sitoplazmalarinda biiziilme daha azdi, niikleus ve niikleoluslar1 ayirt
edilebiliyordu ve hiicre uzantilar1 sham grubuna gore daha diizenliydi.

24-Tosilizumab 4 mg grubu Tosilizumab 8 mg grubu glial hiicreleri

niikleuslar1 rahatlikla segilebiliyordu. Her iki grup motor ndronlarin
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sitoplazmalar1 normal, niikelus ve niikleoluslari ayirt edilebiliyor ve hiicre
uzantilar normaldi.

25- Immiinohistokimya acisindan degerlendirildiginde kontrol grubunda
Cleaved Caspase 3 ekspresyonu ¢ok zayift1 ve motor néronlarda negatifti.

26- Sham grubunda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu ¢ok yogun pozitifti ve
bir¢ok motor néronun hem sitoplazmast hem de niikleusunda ekspre oldu.
Bazi glial hiicrelerinde niikleusunda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu yogun
sekilde gozlendi.

27- Metil prednizolon 30 mg grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham
grubuna gore daha diisiiktii. Ozellikle sham grubu motor noronlarda
gozlenen Cleaved Caspase 3 ekspresyonu metil prednizolon 30 mg
grubunda azaldi.

28- Tosilizumab 4 mg grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu metil prednizolon
30 mg grubuna gore daha da azalmistir. Tosilizumab 4 mg grubunda sadece
motor noronlarda ¢ok zayif pozitif olarak sadece sitoplazmada gozlendi.
Glial hiicrelerde ise negatif olarak gdzlendi.

29- Tosilizumab 8 mg grubu Cleaved Caspase 3 ekspresyonu diger gruplara
kiyasla daha da diistiktii ve kontrol grubuna en yakin olan gruptu. Cleaved
Caspase 3 ekspresyonu motor ndronlar ve glial hiicrelerde negatif iken
ndronlarin sitoplazmik uzantilarinda ¢ok zayif gozlendi.

30- [HC degerleri tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli
bulunmustur (p<0,001). En diisiik THC degeri kontrol grubunda iken injury
grubunda ise en yiiksek diizeyde oldugu gortilmiistiir.

31- Metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg
gruplarinmn tiimiinde THC degerleri injury grubuna gére istatistiksel olarak
anlaml sekilde daha diistiktiir (tiim p<0,001).

32- Metil prednizolon 30 mg, tosilizumab 4 mg ve tosilizumab 8 mg
gruplarinm birbiri arasinda da THC degerlerinin anlaml farklilik gosterdigi
ve bu gruplar arasinda en yiiksek IHC diizeyi metil prednizolon 30 mg
grubunda goriiliirken tosilizumab 8 mg grubunda ise en diisiik diizeyde
oldugu goriilmiistiir (tiim p<0,001).

Sonuc olarak; Yapilan bu calismada asil ama¢ AOY tedavisi i¢in tek basina bir
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yontem gelistirmek olmamakla beraber medikal ve cerrahi tedavi siirecine destek
olabilecek bir ajan1 ortaya koymaktir. Bu c¢alisma sonuglari ile beraber
degerlendirildiginde ve spinal kord travma modelinde daha once tosilizumabin
kullanilmadig1 da g6z 6niine alindiginda tosilizumabin AOY’ de yararli olabilecegi
tespit edilmistir. Fakat daha genis seriler ile yapilacak gerek laboratuvar gerekse
klinik calismalar ile bu bulgularin desteklenmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmalar
1s18inda  tosilizumabin  AOY’ de etkin bir tedavi segenegi olabilecegi

distintiilmektedir.
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