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OZET

Tillin Firat, Deneysel olusturulan medulla spinalis zedelenmesinde agmatin,
metilprednizolon ve rapamisin’in tedavi edici etkilerinin 151k, elektronmikroskobik ve
biyokimyasal olarak degerlendirilmesi. Uzmanhk Tezi, Bolu, 2010. Spinal kord
yaralanmalari, 6nemli bir sosyal ve ekonomik sorundur. Doku zedelenmesi primer ve
sekonder yaralanma olarak iki mekanizma ile olugmaktadir. Primer yaralanma
sonucu ortaya c¢ikan degisiklikler nekrozla sonuglanir. Takip eden saatler icinde
meydana gelen sekonder zedelenme ise dolasim bozuklugu, inflamatuar yanitin
durumu kdétiilestirmesi, metabolizmanin bozulmasi, elektrolit degisiklikleri, serbest
oksijen radikallerinin artarak dokuya zarar vermesi, apoptozis, eksitotoksisite gibi
olaylarla meydana gelmektedir. Deneysel ve Kklinik olarak sekonder zedelenmenin
Onlenmesi yoniinde caligmalar yapilmakta ve medulla spinalis hasar1 onlenmeye
calisiimaktadir. Bu calismada da deneysel olarak olusturulan spinal kord hasarina
rapamisin ve agmatinin olasi1 etkilerinin arastirilmasi ve klinikte rutin kullanilan
metilprednisolonla karsilastirilmas1 amaglanmastir.

Calisma, 30 adet Spraque Dawley cinsi eriskin disi rat ile yapildi. Sham, hasar ve
hasar+metilprednizolon, hasar+rapamisin, hasar+agmatin olmak iizere 5 grup
olusturuldu. T7g seviyelerinde spinal kord hasar1 olusturulduktan sonra tedavi
gruplarina bir hafta boyunca hergiin ilag uygulandi. Siire sonunda anestezi altinda
sakrifiye edilen hayvanlarin medulla spinalis dokular1 ve kan ornekleri alindi. Isik
mikroskopik incelemeler i¢in Hematoksilen-Eozin, Luxol Fast Blue boyalari,
apoptozisi tesbit etmek icin TUNEL yOntemiyle immun boyama yapildi. Tim
gruplarin hasarli medulla spinalis dokular1 ince yapi1 diizeyinde incelendi. Hasar
grubunda 6dem, néron, akson ve myelin yapilarinda dejenerasyon daha belirgin iken
ilag gruplarinda yap1 biitiinliigii daha iyi korunmustu. Biyokimyasal incelemelerde,
metilprednizolon ve agmatinin, hasarda artmis olan MDA seviyelerini diisiirerek
lipid peroksidasyonunu engelledigi, rapamisinin olumlu bir etkisinin olmadigi; SOD
ve katalaz seviyelerine anlamli etkinin olmadigi; glutatyon peroksidaz seviyelerini
daha ¢ok rapamisin olmak {izere agmatin ve rapamisinin anlamli olarak diisiirmesi
serbest oksijen radikallerine verilen cevabi gosterdigi bulunmustur. Sonug olarak;
spinal kord hasarinda kullanilan bu ilaglarin sekonder cevabi azaltarak, hasarl alanin
genislemesini azalttig1 tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Spinal Kord Hasar1, Metilprednizolon, Rapamisin, Agmatin
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SUMMARY

Tiilin Firat. The therapeutic effects of Agmatine, Methylprednisolone and
Rapamycine on experimental spinal cord injury and evaluate with light,
electronmicroscopy and biochemical datas, Medical Speciality Thesis, Bolu,
2010 Spinal cord injury is an important social and economic problem. Tissue damage
occurs with two mechanisms as primary and secondary injury. Necrosis appears as
an outcome of primary injury. Secondary injury occurs in following hours such as
disturbed circulation, deteriorated conditions with inflammatory response, impaired
metabolism, electrolyte imbalance, oxidative stress due to free oxygen radicals,
apoptosis and excitotoxicity. Secondary injury became target of therapies because of
these mechanisms can be preventive. In the present study it was aimed that to
examine the effects of rapamycine, methylprednisolone and agmatine on
experimental spinal cord injury in rat by biochemical, light and electron microscopic
evaluations. Our study was performed with 30 Spraque Dawley adult female rats.
There were 5 groups as Sham control, Injury, Injury+methylprednisolone, Injury+
Rapamycine, Injury+ Agmatine. Following the induction of trauma to T;.g levels,
treatment was given everyday for a week. At the end of the time, medulla spinalis
and blood samples were collected from sacrificed animals. Hematoxylene- Eosine,
Luxol Fast Blue and TUNEL immunreaction for apoptosis staining were performed
for light microscopical evaluations. The ultrastructure of injured medulla spinalis
tissues were evaluated. Although edema, degeneration of neuron, akson and myelin
were significant in injury group, the integrity of structure was well-arranged in
treatment groups. Our study showed that, methylprednisolone and agmatine prevents
lipid peroxidation by reducing MDA levels, rapamisin increased it. In SOD and
catalase levels, there is no significant difference among the groups. Mostly
rapamisin and also agmatine decreased the orther antioxidant enzyme glutathione
peroxidase levels which attributed to response to free oxygene radicals. The
biochemical results showed that, rapamycine significantly decreased SOD and GPx
levels, but increased MDA levels; Agmatine decreased GPx levels but not significant
alteration occured in SOD levels. As a result, all treatment groups of spinal cord
injury decreases secondary response but not prevent completely.

KEY WORDS: Spinal cord injury, Methylprednisolone, Rapamycine, Agmatine



1. GIRIS

Akut travmatik spinal kord hasar1 (SKH), beklenmeyen, katastrofik (feci) bir olaydir.
Sonuglar1 ¢ogu kez hastanin yasami boyunca siirer ve sadece hastayr degil aile
iiyelerini ve toplumun tamamini da farkli yollarla etkiler. Bu insanlarin yasamlarinin
en verimli donemlerinde disa bagimli hale gelmelerine tip ¢aresiz kalmakta, sadece
mevcut durumu en iyi sekilde kullanabilecek rehabilitasyon ve psikolojik destek
saglayabilmektedir (1).

Beyin ve omurilikten olusan Merkezi Sinir Sistemi (MSS) 100 milyar hiicre igerir.
Bu hiicrelerin 10.000'den fazla alt tipi vardir. Bu hiicreler neredeyse sayilamayacak
kadar ¢ok baglantilarla birbirleri ile haberlesirler. Omuriligin en kalin oldugu bolimii
el bagparmagi genisligindedir. Beyinle karsilastirildiginda birgok islem ¢ok dar bir
alana sikismis durumdadir. Omurilikte olusabilecek en kiiglik bir hasar bile bir¢ok
islevin bozulmasina yol agmaktadir (2).

Amerika’da her yil akut spinal kord hasari olan 10.000-15.000 yeni vaka rapor
edilmektedir, toplamda yaklasik 225.000-288.000 Kisi bulunmaktadir. Birgok iilkede
de insidans1 1.000.000°da 20 ila 40 arasinda degismektedir. Hastalarin ortalama yasi
16-30 arasindadir (3,4,5,6).

Spinal Kord Hasar1 olan hastalarin maliyeti sok edici olarak 1998’de 9.7 milyar dolar
hesaplanmistir. Bir insan 25 yasinda tetraplejik oldugunda hayat boyu masrafi 2.8
milyon dolar1 bulmaktadir. Erkekler 4 kat daha fazla etkilenmektedir. Amerika’daki
vakalarin ortalama yas1 70°li yillarda 28.7 iken, 2000’lerde 37.6’ya yiikselmistir.
Ayni1 periodda, 60 yas ve Usti kisilerdeki hasar oran1 %4,7’den %10.9’a ¢ikmustir.
Spinal kord hasarmin basglica sebepleri: motorlu tasit kazalari (%47.5), diisme sonrasi
(%22.9), siddet (oncelikle atesli silah yaralanmalarr) (%13.8) ve spor
yaralanmalaridir (%8.9) (7).

Yiiksek servikal lezyonlar tetraplejiye neden olurken, asagi lezyonlar paraplejiye yol
agmaktadir. Tetrapleji ve parapleji yaralanmalarmn yarisinda mevcuttur (8).

Akut spinal kord hasar1 tedavisinde birgok arastirmaci yeni ve modern stratejiler
denemelerine ragmen 6nemli ve kalict gelisme saglayacak evrensel bir tedavi halen
bulunmamaktadrr (9,10,11,12). Buna ragmen son on yil i¢inde omurilik

yaralanmalarindaki tedavi ¢aligmalar1 son ylizyilda oldugundan daha fazla ilerleme



kaydetmistir (2). Spinal Kord Hasar1 tedavisinde kok hiicre denenmektedir ve fareler
tizerinde olumlu sonuglar alindig: bildirilmistir (13).

Spinal kord hasarinin ilk anlarinda néronlarda olugan hasara primer hasar, ilk hasarin
indiikledigi bir¢cok mekanizma sonucu olusan noronal hasara ise sekonder hasar adi
verilir (14). Spinal kord lezyonlar1 sekonder hasarla birlikte genislemekte, nérolojik
disfonksiyon sekonder hasarda daha ¢ok meydana gelmektedir (15). Travma sonrasi
spinal kord hasari, sadece primer mekanik hasarin sonucu olarak kabul edilmemekte,
bir¢cok sekonder patofizyolojik degisiklikler de bu hasardan sorumlu tutulmaktadir
(16,17,18,19,20). Primer hasara kars1 medikal veya cerrahi tedavi bulunmamakta,
akut spinal kord hasarinda modern tedavi rejimleri, sekonder patofizyolojik
mekanizmalarin verdigi hasar1 6nlemeyi esas almaktadir (14). Otuz yil Oncesine

3

kadar spinal kord hasari olan hastalara ve yakinlarina “yapilacak higbir sey yok”
denilmekteydi. Bu garesizligi ortadan kaldirmak igin yapilan arastirmalarm hedefleri
su sekilde siralanmaktadir (21):

1) Odem ve serbest radikal iiretimini dnlemek,

2) Noral dokunun, asir1 artmis ekstraselliiler glutamat konsantrasyonu gibi sekonder
olusumlarla 6lmesini engellemek,

3) Inflamasyon kontrolii,

4) Noronal-glial topluluklarin apoptozunu azaltmak veya 6nlemek,

5) Demyelinizasyon ve iletim bozukluklarini tamir etmek,

6) Ekstraselliiler ortamin diizelmesi sonucunda norit biiyiimesine katkida bulunmak,
7) Hiicre replasman tedavileri,

8) Transplantasyon yaklasimi,

9) Motor hareketleri yeniden 6grenme ve hatirlama gabalari,

10) Elektriksel stimulasyonlarla kayip fonksiyonlarin geri kazanimu,

11) Kronik agri sendromlarmi dindirmek .

Spinal kord travmali hastalarin %50’sinin serum ve BOS ‘larinda galaktoserebrozid,
MBP, ve GM-1 gangliozidler i¢in spesifik antikorlarin seviyeleri artmustir (21).
Lenfositler hasar bolgesine ulagsmakta ve siiresiz olarak kalmaktadiwr. T ve B
lenfositler fare spinal kord hasar1 lezyonlarinda, hasar sonrasit 9. haftaya kadar
artmaktadir. Bu artig tam olarak doku yenilenmesi ve biitiinliigiiniin saglanmasina
ragmen meydana gelir (22,23,24). intraspinal sitokin/kemokinlerin giderek artis

gosterdigi, endotel ve diger hiicrelerde integrin ekspresyonunu diizenleme



kapasitesinde oldugu one siiriilmektedir (25,26,27). Kemokinlerin artmas: ve
adezyon molekiilleri, spinal kord hasari sonrasi intraspinal lenfositlerin etkilerini
kontrol etmek i¢in molekiiler hedefler sunmaktadir (28).

Hasarlarda ortaya c¢ikan eksitotoksisite, noronal hiicre Olimiinde en Onemli
mediyatorler olarak tanimlanan eksitator norotransmitterler glutamat ve aspartatla
diizenlenir (29). Glutamat, hipoksi ve iskemiyle ilgili ndron ve oligodendrositlerin
Olimiiyle iligkilidir. Glutamatin intraspinal enjeksiyonu, enjeksiyon alaninin
etrafindaki noronlarm belirgin kaybma yol acar, bu da bize spinal kord hasarinda
salinan eksitator aminoasitlerin norotoksik oldugunu gostermektedir (30).
Glutamat’m NMDA ve en bilineni AMPA/kainat tip glutamat reseptorii olan non-
NMDA reseptorleri gibi birgok reseptorlerle zararli etkileri vardir (31). NMDA
reseptor aktivasyonu, hasardan 24 saat ve 7 giin sonraki apoptozise bagli gecikmis
noronal ve glial hiicre 6liimiinden sorumludur (32).

Medulla spinalis yaralanmalarinin fizyopatolojisiyle ilgili bircok arastirmanin
sonucunda, olusan 6dem, serbest oksijen radikalleri ve lipit peroksidasyonunun
ikincil hasarin meydana gelmesinde énemli rollerinin oldugu ortaya ¢ikmistir. Spinal
kord hasar1; akson, myelin, kan damarlar1 ve hasar bolgesinde doku kaybina yol acan
sekonder dejenerasyonun takip ettigi ani mekanik doku harabiyetine neden
olmaktadir. Bu sonuglar, ikincil hasarin olusmasini 6nleyecek ndroprotektif ajan
aragtirmalarini beraberinde getirmistir (33). Deneysel spinal kord hasari sonrasi
sekonder hasar1 onlemek i¢in metilprednizolon (34), melatonin (35), eritropoetin
(36), magnezyum (37), meksiletin ve naloksan gibi farmakolojik ajanlar denenmistir
(21).

Bu konuda yapilan ¢alismalar goz 6niine alinarak, calismamizda sicanlarda deneysel
medulla spinalis zedelenmesi sonucunda gelisen sekonder hasarm onlenmesi veya
hafifletmesi i¢in agmatin ve rapamisin ile tedavi edilen deneklerdeki olasi koruyucu
etkilerin arastirilmasi, tedavide rutin olarak kullanilan metilprednizolon etkisi ile

karsilastirilmasi1 amaclanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. MEDULLA SPINALIS EMBRiYOLOJISi

Sinir sistemi, embriyonik ektodermin kalinlagsmis terlik bigimindeki alan1 olan ndral
plaktan gelisir. Notokord ve paraksiyal mezoderm, iizerinde yer alan ektodermin
noral plaga farklilagsmasini indiikler. Bu olay aktivin ve fibroblast growth faktorleri
(FGFs) igeren sinyalleyici molekiiller gibi transforming growth factor-8 (TGF-p)
ailesinin iiyeleriyle gerceklestigi diisiiniilmektedir (38). Ugiincii haftanin sonlarma
dogru noral plagin lateral kenarlar1 daha fazla biiyliylip yiikselerek noral katlantilar:
olusturur. Noral katlantilarin arasinda kalan cukur bolge ise noral oluk olarak
adlandirilir. Noral katlantilar, daha sonra, birbirlerine dogru yaklasarak orta hatta
birbirleriyle kaynasirlar. Kaynasma, gelecekte boynun olusacagi, dordiincii somit
bolgesinden baslar, sefalik ve kaudal yonde devam eder. Bu olaylarin sonunda néral
tiip olusur. Kaynagsma tamamlanana kadar ndral tiipiin sefalik ve kaudal uglari,
amnion bosluguyla sirasiyla kraniyal ve kaudal noéroporlar yoluyla iliskidedir.
Kranial noropor 25. giin dolaylarinda(18-20 somitlik evre) ve posterior ndropor da
27. giin dolaylarmda (25 somitlik evre) kapanir. Noroporlarin kapanmasiyla
norulasyon tamamlanir. Santral sinir sistemi, kaudal bolgesi dar olan spinal kord ve
icinde birkag¢ dilatasyonun beyin keseciklerinin yer aldig1 genis sefalik bolgesi olan
kapali bir tiibiiler yap1 haline gelir (39). Noral plagin ve noral tiipiin kraniyal 2/3’{ ve
4. ¢ift somitlerin kaudaline kadar olan kismi gelecekteki beyni; kaudal 1/3°1 ise
gelecekteki medulla spinalisi olusturur (38). Her iki yandaki noral katlantilar
birbirlerine dogru yiikselip kaynasirken néroektodermin lateral sinir1 veya krestinde
bulunan hiicreler komsularindan ayrilmaya baslarlar. Bu hiicre toplulugu noral krest
adiyla bilinir. Noral krest hiicrelerinden daha sonra, spinal (duyu) ve otonom sinir
sistemi ganglionlari, V, VII, IX ve X. Kafa ¢ifti ganglionlarmin bazi boliimleri,
Schwann hiicreleri ve meninksler (pia ve araknoid) gelisir (39). Yeni kapanmis bir
noral tliplin duvarlari, ndroepitelyal hiicrelerden meydana gelir. Bu hiicreler, duvarin
tim kalinligi boyunca uzanarak, kalin bir psddostratifiye epitel olustururlar.
Birbirleriyle, liimendeki birlesim kompleksleri araciligi ile baglant1 kurarlar. Noral
oluk evresinde ve tiipiin kapanmasindan hemen sonra, bu hiicreler hizla boliinmeye

baslayarak, giderek daha fazla sayida ndroepitelyal hiicre iiretirler. Sonugta bu hiicre



yigmi topluca, noroepitelyal tabaka veya noroepitel admi alirlar. Noral tip
kapandiktan sonra, noroepitelyal hiicreler, genis, yuvarlak nukleuslu, soluk
nukleoplazmali ve nukleoluslari koyu boyanan bir baska hiicre tipini olugturmaya
baslarlar. Bu hiicreler, primitif sinir hiicreleri veya diger adiyla, noroblastlardir.
Noroblastlar, néroepitelyal tabakanin gevresinde manto tabakasi olarak bilinen bir
tabaka olustururlar. Bu tabaka daha sonra spinal kordun gri cevherini olusturacaktir.
Spinal kordun en dig katmani manto tabakasindaki ndroblastlardan c¢ikan sinir
liflerini icerir ve marjinal tabaka olarak bilinir. Bu tabaka sinir liflerinin
myelinizasyonu sonucu beyaz bir goriiniim kazandigindan, spinal kordun beyaz
cevheri adiyla anmilwr. Manto tabakasina siirekli bicimde yeni noroblastlarin
katilmasinin bir sonucu olarak, noral tiibiin her iki yaninda, bir dorsal ve bir de
ventral kalinlagsma ortaya ¢ikar. Bazal plaklar olarak bilinen ventral kalinlagsmalar,
ventral motor boynuz hiicrelerini igerir ve spinal kordun motor bolimiini
olustururken, alar plaklar adiyla anilan dorsal kalimlagmalar da duyu bdlgelerini
meydana getirirler. Bu iki kalinlagsma bolgesi arasindaki siniri, sulkus limitans adli
longitudinal bir oluk olusturur. Noral tiibiin dorsal ve ventral orta hat bolgeleri,
sirastyla tavan ve taban plaklari, ndroblast igermezler ve asil gorevleri, bir taraftan
diger tarafa gegen sinir liflerine zemin olusturmaktan ibarettir. Ventral motor boynuz
ve dorsal sensoryal (duyu) boynuza ek olarak, bu iki bolge arasinda kiimelenen bir
grup noron, kiiclik bir ara boynuzun olusmasina neden olurlar. Bu boynuzda otonom
sinir sisteminin sempatik kismina ait néronlar bulunur ve bu yapiya sadece spinal

kordun torasik ve st lumbar (L2-L3) bolgelerinde rastlanir (39,40).

2.2. MEDULLA SPINALIS ANATOMISI

Spinal kord, atlas kemiginin iist sinirindan, 1. ve 2. lomber vertebra eklemine kadar
devam eder. Ortalama uzunlugu Avrupa erkeklerinde 45cm, agirligi ise yaklasik 30
gr’dir. Kranialde medulla oblangata ile devam eder, kaudalde ise ug¢ kismi1 bag doku
filaman1 filum terminale olan conus medullaris ile birinci koksigeal vertebral
segmente inerek sonlanir. Gelisim sirasinda, vertebral kolon spinal korda gore daha
hizl1 uzar, bu yiizden spinal kord segmenti ve eslik eden vertebrasi arasinda gittikce
artan bir uyumsuzluk olur. 23. gelisim evresinde (56 giin) vertebral kolon ve spinal
kord ayni uzunluktadir ve kord son koksigeal vertebrada biter: bu diizenleme tiglincii

fetal aya kadar devam eder. Dogumda, spinal kord ikinci lomber vertebranin alt



smirinda sonlanir ve bazen tiglincii lomber vertebraya ulasabilir. Erigkinde, spinal
kord 1. ve 2. vertebra gévdelerinin arasindaki disk seviyesinde sonlanir, bu da kollar
yanda iken dirsek seviyesine denk gelir. Bununla birlikte, spinal kordun bitis yerinde
onemli varyasyonlar bulunur. %40 olguda bu seviyede biterken, 12. torasik vertebra
veya 2. ve 3 lomber vertebra arasinda da sonlanabilmektedir. Spinal kordun transvers
genisligi farklilik gosterir, baz1 seviyelerdeki genislemelerin diginda, kranialden
kaudale dogru giderek incelir. Silindirik degildir, transvers olarak her seviyede,
ozellikle de servikal segmentlerde daha genistir. Servikal genisleme, tist ekstremiteye
giden genis spinal sinirlerin kaynagidir. Ugiincii servikalden ikinci torasik segmente
dogru uzanir, ¢evresi maksimum 38mm olarak 6. servikal segmenttedir (Bir spinal
kord segmenti, bir ¢ift spinal sinir kok parcalarmi da igermektedir). Lomber
genisleme, alt ekstremiteyi etkileyen genis spinal sinirlerin kaynagidir. Birinci
lomberden {igiincii sakral segmente uzanir, es vertebral seviye 9. ve 12. torasik
vertebra diizeyindedir. En biiyiik ¢evresi yaklasik 35 mm’dir, 12. torasik vertebra
seviyesindedir, hemen altinda konus medullarise dogru incelir. Onde anterior
median fissiir, arkada posterior median sulkus ve septum, kordu sag ve sol yarilara
aymrir, fakat santral kanali da kapsayan sinir doku, kommiinikan liflerle birbirine
baglanmaktadir. Anterior median fissiir, kaudal seviyelerde daha derinlesmekle
birlikte tiim ventral yliz boyunca ortalama derinligi 3mm olarak uzanir. Commisura
alba anterior’un arkasmdadir. Spinal damarlarin delici dallar1 santral spinal bolgeyi
beslemek i¢in fissiirden kommisiire girmektedir. Posterior median sulkusun derinligi
daha azdir, ve bundan itibaren bir posterior median septum neredeyse santral kanala
kadar kordun yarisindan fazlasma uzanir. Septum anteroposterior uzunlugu 4-6
mm’dir ve kord daraldik¢a ve kanal daha arkaya yerlestigi gibi kaudal olarak
kiigtiliir. Posterolateral sulkus, posterior median sulkusun her iki tarafinda 1,5-
2,5mm kadar lateralinde bulunur. Spinal sinirlerin dorsal kokleri (kokgiikler de)
sulkus boyunca korda girmektedir. Posterior median ve posterolateral sulkus
arasindaki her iki taraftaki beyaz maddeye posterior funiculus ad1 verilir. Servikal ve
st torasik segmentlerde, uzunlamasina bir posterointermediate sulkus her bir
posterior funikulusu iki alana bdlen bir septumu isaretler: fasikulus gracilis (medial)
ve fasikulus kuneatus (lateral). Posterolateral sulkus ile anterior median fissiir
arasinda anterolateral funikulus bulunur. Bu, anterior ve lateral funikuli olarak

ventral spinal kokgiiklerle boliiniir. Ust servikal segmentlerde, sinir kokleri her



lateral funikulusdan, spinal kordun yanindaki vertebral kanaldan yukariya uzanan ve
foramen magnum yoluyla posterior kranial fossaya giren spinal aksesuar siniri
olusturmak i¢in ¢ikar (41,42) (Sekil 1,2).
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Sekil 1. Medulla Spinalisin Bolgeleri (42)

Filum terminale, 20cm uzunlugunda bir bag doku filamanidir, conus medullarisin

apeksinden asagiya uzanir. Ust 15cm kismu, filum terminale internum, dural ve



araknoid meninks uzantilartyla birlikte devam eder ve ikinci sakral vertebranin
kaudal smirma ulasir. Son 5cm kismi, filum terminale externum, duramaterle
kaynasir ve sonra ilk koksigeal vertebral segmentin sirtina (arkasmna) uzanwr. Filum,
uistiindeki spinal piamaterle devam eder. Santral kanal 5-6mm filumla devam eder.
Subaraknoid boslugun genis bir kism1 filum terminale internumu g¢evreler ve BOS’a

(lomber ponksiyon i¢in) giris noktasi olusturur (42).

2.2.1. On ve arka kékler

Medulla spinalise biitiin uzunlugunca 6n veya motor, arka veya sensitif kokler
araciligiyla 31 ¢ift spinal sinir tutunmustur (Sekil 1). Her bir kok medulla spinalise
komsu segmentler boyunca uzanan bir seri kiigiik kokciiklerle baghdir. Her bir arka
sinir kokii, periferik ve santral uzantilar veren arka kok ganglionuna (ganglion

spinale) sahiptir (42).
2.2.2. Arterleri ve venleri

Sekil 2’de gorildigi gibi, medulla spinalis, iki A. Spinalis Posterior ve bir A.
Spinalis Anterior olmak tizere longitudinal uzanan {i¢ kiigiik arterle beslenir (43,44).
A. spinalis posterior, medulla spinalisin iki tarafinda dogrudan veya dolayli olarak A.
Vertebralis’lerden ¢ikarlar. Arka spinal kéklerine yakin olarak asagi dogru uzanirlar.
Vertebral arterlerden ¢ikan A. Spinalis Anterior’lar fissura mediana anterior iginde
asag1 dogru birleserek tek bir arter olustururlar. A. Spinalis Anterior ve Posterior’lar
Foramen Intervertebrale’lerden vertebral kanala giren A. Radicularis’lerce
desteklenirler. Radikiiler arterler; vertebral, inferior tiroidal, asendan servikal,
interkostal, iliolumbalis ve sakral arterlerden ¢ikan ve her intervertebral foramenden
giren segmental arterlerdir. Intumesentia lumbalisi besleyen anterior radikiiler arter,
Adamkiewicz arteri (A. Radikiilaris Manga) adimi alir. Venler omurilikte arterlere
eslik eder ve arter dallariyla ayni ismi alir. Medulla spinalisin venleri plexus venosus

vertebralis internus’a drene olurlar (43).
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Sekil 2. Medulla spinalisi besleyen arterler (44)
2.2.3. Zarlan

MS ve beyin ii¢ zarla kaphdir. Dura mater, araknoid ve piamater. Duramater en
distaki membran olup MS ve kauda ekinay1 Orten sik Orgiilii, saglam, fibroz bir
kiliftir. Duramater ve araknoid foramen magnumdan baslar, S, seviyesinde kapanir.
Araknoid ile pia arasmda subaraknoid bosluk bulunur (sekil 3) ve S, seviyesine
kadar uzanir. BOS’un yaklasik yaris1 (75 ml) bu bosluktadir. Duramater, Foramen
Intervertebrale’lerde spinal sinirlerin epineuriumuna karisir. Epidural (ekstradural)
bosluk, arkada lig. Flava’lar ile duramater arasinda, 6nde ise lig. longitudinale
posterior ile duramater arasindadir. Epidural aralikta, plexus venosus denilen vendz
bir pleksus bulunur. Piamater, medulla spinalisin bittigi yerde (L., aras1 diskus
seviyesinde) kapanir. Piamater ve araknoid Foramen Intervertebrale’lerde spinal
sinirlerin perineuriumuna karigir. Ligamentum Denticulatum, medulla spinalisin her
iki yaninda, spinal sinirlerin 6n ve arka kokleri arasinda, subpial dokudan duramatere
uzanan dig benzeri ligamentlerdir. Piamater tarafindan olusturulur. Birinci servikal
vertebra ile birinci lumbal vertebra arasinda kalan bolgede bulunurlar. Genellikle 21
cifttir. Birincisi a. vertebralis ile n. accessorius’un spinal kokii ve C1’in ventral kokii
arasmndan geger. Sonuncu ligament T, ve L; spinal sinirlerin ¢ikislar1 arasindadir
(45).
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Sekil 3. Medulla spinalisin sematik gériiniimii (42)

Spinal sinir kokleri, her bir spinal sinir segmentinden laterale dogru kendileri ile
ilgili foramen intirvertebrale seviyesine kadar uzanirlar, orada birleserek spinal
sinirleri olustururlar. Burada motor ve sensitif lifler karismislardir. Oyle ki, bir spinal
sinir motor ve sensitif liflerin karigimidir. Gelisme sirasinda kolumna vertebralisin
uzunlugu medulla spinalise gore oransiz biiylime nedeni ile daha fazladir. Dolayis1
ile koklerin uzunlugu yukaridan asag1 dogru kademeli olarak artar. Ust servikal
bolgede spinal sinir kokleri kisadir ve daha ¢ok horizontal olarak uzanir. Fakat
asagida lumbal ve sakral sinir kokleri medulla spinalisin bitme seviyesinde filum
terminale c¢evresinde sinirler vertikal bir kilif olusturur. Alt sinir kokleri topluca

kauda ekina olarak isimlendirilir (43).
2.3. MEDULLA SPINALIS HISTOLOJiSI

Enine kesitte medulla spinalis; santral kanal etrafinda kelebek seklindeki gri madde
ve distaki beyaz maddeden olugsmaktadir. Santral kanal ¢evresinde tek katli prizmatik
ependim hiicreleri yer alir. Beyaz madde myelinli ve myelinsiz aksonlar1 ve glial
hiicreleri icermektedir. Bu aksonlar, medulla spinalisin diger kisimlar1 veya beyine

giren ve ¢ikan aksonlardir. Islevsel olarak; beyaz maddedeki akson demetlerine
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traktus ad1 verilmektedir. Gri madde ise, akson ve ndroglialarla birlikte ndron hiicre
govdelerini ve dendritlerini igermektedir. Motor noronlar gri maddenin 06n
boynuzunda arka boynuzdaki néronlara gore daha biiyiiktiir. Ventral motor néronlar
veya On boynuz hiicreleri, biiylik bazofilik hiicrelerdir ve histolojik kesitlerde
kolaylikla gériiliirler. On boynuz néronlarinda Nissl cisimcigi belirgin olarak ayirt
edilir. Gri maddede islevsel olarak bir araya gelmis sinir hiicre gévdeleri, fibril ve
noroglialardan olusan gruba cekirdek adi verilmektedir. Cekirdek, periferik sinir
sistemindeki ganglionla aynidir. Sinapslar sadece gri maddede olmaktadir. impulslar1
santral sinir sisteminden uzaga ilettikleri i¢in efferent néron adi da verilmektedir.
Motor nodronun aksonu spinal kordu terk eder, 6n boynuzdan ¢ikip o segmentin
spinal sinir tiyesi olarak kasa iletilir. Kasa geldiginde ¢ok sayida terminal dallara
ayrilarak kas hiicresinin ndromuskuler sinapsini olusturur. Arka kdk ganglionundaki
duyusal noronlar psddounipolardir. Periferden hiicre govdesine bilgileri getiren
periferal kisimdan ve hiicre govdesinden MS’in gri maddesine ileten santral
kisimdan olusur. Sensoryal noronlar santral sinir sistemine impulslar1 getirdigi i¢in,
afferent noron da denmektedir. impulslar, periferal kisimda terminal reseptdr aginda

olusturulmaktadir (46).

2.3.1. Medulla Spinalisin “Bag dokusu”: Glia

Glia hiicreleri, ¢ogalma 6zelligi gosterebilen ve nérondan daha fazla sayida bulunan
hiicrelerdir. Bircok benign ve malign beyin tiimorleri glia orjinlidir. MSS
yaralanmalarinda glia hiicreleri, hasarli dokuyu temizler ve o bdlgeyi ¢evreleyerek

ndron rejenerasyonunu engelleyen glial skar dokusu-*“gliosis” olusumuna neden olur

47).
Glia hiicrelerti;

1. Noroektodermden koken alan astrositler
2. Noroektodermden koken alan oligodendrositler

3. Mezodermden koken alan mikroglia’y: igerir.

Glia hiicreleri, noronlarin aksine aksiyon potansiyeli olusturmazlar ve elektriksel

uyarilarin alinmasi ve iletilmesine rol oynamazlar. Glia hiicrelerinin fonksiyonu
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ndronlara yapisal destek saglamak ve noronlarin normal fonksiyonlarini yerine

getirmek i¢in lokal olarak uygun ortam saglamaktir (47).

2.3.1.1. Astrositler

MSS de gozlenen astrositler iki gruba ayrilir:

1. Fibroz astrositler

2. Protoplazmik astrositler

Fibroz astrositler beyaz cevherde daha fazla bulunur ve birka¢ ince dallar1 olan uzun
ince uzantilara sahiptir. Protoplazmik astrositler ise gri cevherde daha fazla bulunur
ve ¢ok sayida dallar1 olan oldukg¢a kisa uzantilara sahiptir. Astrosit uzantilarinin
geniglemis u¢ kisimlarina son-ayak adi verilir. Son ayak uzantilar, ndronlari
(dendritler ve hiicre govdeleri), piamaterin i¢ yiizeyini ve MSS’nin her bir kan
damarin1 6rtmektedir. Astrositlerin 6nemli 6zelliklerinden birisi, cok miktarda glial
filamentler (GFAP-glial fibrillary acidic protein) i¢ermesidir. Astrositlerin
tanimlanmasinda GFAP  immiinohistokimyasal boyamasi  kullanilmaktadir.
Astrositlerin ¢ekirdekleri biiylik, oval bi¢imli ve acik boyanmistir. Astrositler,
noronlarda myelin kilifindan yoksun alanlar1 ¢evreleyerek sinir sistemi i¢in yapisal

bir matriks olusturur (47).

2.3.1.2. Oligodendrositler

Oligodendrositler astrositlerden daha kiigiiktiir ve koyu boyanan diizensiz ¢ekirdege
sahiptirler. Sitoplazmalarinda gelismis bir Golgi aygiti, cok sayida mitokondri ile

mikrotiibiilleri igerir. Oligodendrositlerin gorevi aksonu myelinlestirmektir (47).

2.3.1.3. Mikroglia hiicreleri

Bu hiicreler mezoderm kokenli hiicreler olup en 6nemli islevleri fagositozdur. Beyin
ve omuriligin immun koruyucular1 olarak adlandirilirlar. Noron ve astrositlerle temas
halindedir, 6lii noronlarmn oldugu alanlara gelerek sayisal olarak ¢ogalirlar ve 6lii
hiicreleri fagosite ederler. Rutin histolojik tekniklerle mikroglia hiicreleri, astrositleri
ve oligodendrositleri birbirinden ayirmak giictiir, immunhistokimya teknikleri

kullanilmaktadir (47).
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2.3.2. Kan-beyin bariyeri

MSS’nde, kapillerler kesintili olmayan devamli endotel hiicreleri ile ortiilii olup siki
baglantilartyla baglanmiglardir. Maddeler ancak endotel hiicrelerini gecerek sinir
dokusuna ulasabilirler. Bunun yaninda, gazlar ve yagda eriyen molekiiller endotel
hiicrelerinden kolaylikla gegebilmektedir. Endotel hiicreleri arasindaki siki
baglantilar, kan-beyin bariyerinin en 6nemli elemanidir. Diger elemanlar ise: kapiller

endotelinin bazal laminasi ve perivaskiiler astrositin son ayak uzantisidir (47).

3. OMURILIK HASARININ TARIHCESI

Spinal kord hasarmin tarihgesi eskilere dayanir. M.O. 2500-3000 yillar1 arasinda
musirli cerrahlarca yazilan Edwin Smith Papiriisii’nde (48) spinal travma ile ilgili ilk
yazilara rastlanmaktadir. Asagida goriilen bu papiriiste spinal kord hasar1 “tedavi

edilemez bir hastalik” olarak tariflenmektedir.

MO. 400 yillarinda Hipokrat, kirik ve dislokasyonlar1 rediikte etmek i¢in kendine
6zgii bir traksiyon cihazi imal etmis ve paraplejiyi tariflemistir. MO. 150 yillarinda
Galen de deneysel olarak kesilen medulla segmentinin altinda duyu ve hareket
kaybinin olustugunu saptamistir. Sekonder hasar teorisi ilk defa Allen tarafindan
1911 yilinda deneysel akut spinal kord hasar1 yapilmig kdpeklerde myelotomi sonrasi

posttravmatik hematomyelinin uzaklagtirilmasiyla ndrolojik fonksiyonlarin iyilesme
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gostermesiyle ortaya atilmistir. Allen, hasar sonrast hemorajik nekrotik dokuda
bulunan ve daha ileri hasar olusturan “biyokimyasal bir faktor”, zararli bir ajan
oldugu teorisini sunmustur. Modern noérolojik bilimler, spinal kordun ndronal
hiicreleri ve destek dokularinda, birbiriyle iliskili kompleks biyokimyasal ve
molekiiler olaylarin kor travma sonrasi ilerleyici hiicre dliimiine yol agtigina 151k
tutmusglardir (49). Allen aym1 zamanda halen en ¢ok kullanilan modellerden birisi
olan agirlik diisiirme metodunu gelistirilmistir (50). Bu model, duramateri agilmamis
spinal kord tizerine degisik agirliklarin disiiriilmesi ve agirliklarin  hemen
uzaklastirilmasini temel alan carpma modeline dayanir. Bugiline kadar bir¢ok
arastirmaci tarafindan kullanilan bu model, halen de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Insanlardaki spinal kord yaralanmasinin biyomekanigini ¢ok iyi taklit eden agirhik
diisirme metodunun en biiyiik dezavantaji; insanlarda anterior kord kompresyonu
daha yaygin olmasina ragmen, posterior kord kompresyonu olusturmasidir (51).
1978 yilinda Tator ve Rivlin tarafindan gelistirilen klip kompresyon modelinde omurilik
cesitli zaman araliklarinda anevrizma klipleri ile klibe edilmekte ve bu sayede degisik
miktarlarda travma olusturulabilmektedir. Bu modelde klip kapanma giicii ve
kompresyon siiresi degistirilerek istenen siddette yaralanma olusturulabilmektedir
(52,53).Bu modelin avantaji omuriligin tamaminin travmaya maruz birakilarak, ayni
zamanda iskemiye yol agmasidir ki bu da insanlarda meydana gelen travma sonrasi

omurilik yaralanmasina benzer bir model olmaktadir (54).

4. FiZYOPATOLOJI

Medulla spinalis yaralanmalarinin fizyopatolojisiyle ilgili birgok arastirmanin
sonucunda olusan 6dem, serbest oksijen radikalleri ve lipit peroksidasyonunun
ikincil hasarin meydana gelmesinde 6nemli rollerinin oldugu ortaya ¢ikmustir. Bu
sonuglar, ikincil hasarm olusmasint onleyecek ndroprotektif ajan arastirmalarini
beraberinde getirmistir (38).

Spinal kord hasarindaki patolojik bulgular sadece primer yaralanmaya ait degildir,
devaminda ortaya ¢ikan fizyopatolojik mekanizmalar sonucu olusan yaralanmalar,
sekonder yaralanmayr olusturur. Bu tip yaralanmada rol oynayan birgok
fizyopatolojik mekanizma tanimlanmistir (55). Hasarin sekonder fazinda spinal kord

perfiizyonu ve hiicresel diizeyde enerji yetersizligi énemli rol oynamaktadir. iskemi,
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spinal kord hasarindan hemen sonra baslar, tedavi edilmezse ilk 3 saat i¢inde
kotiilesir, haftalar veya aylar siirebilir (56,57).

Travmatik SCI sonrasi ilk dakikalar, saatler ve giinler iginde olusan sekonder olaylar
zincirindeki kompleks etkilesmeler ve anahtar oyuncular Sekil 4’de sematize
edilmistir (58). En ani olay, mekanik olarak indiiklenmis depolarizasyon ve takip
eden voltaja bagli iyon kanallarmin (Na, K, Ca gibi) agcilmasidir. Bu, NMDA, AMPA
gibi glutamat reseptor-bagimli iyon kanallarinin agilmasina yol acan glutamat gibi

norotransmitterlerin masif salinimina onciliik eder.
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Sekil 4. Spinal kord hasarindaki sekonder zedelenmenin patofizyolojisi (58).

Iyon akismin en dnemli asamasi, intraselliiler kalsiyum birikimidir. Bu kalsiyum
birikimi;

1) Aerobik solunumun bozulmasina ve laktat birikimine yol agan mitokondriyal
islev kaybina neden olur.

2) Mitokondriyal ve sitoplazmik nitrik oksit sentaz (NOS) ve nitrik oksit {iretiminin
aktivasyonuna yol acar.

3) Fosfolipaz A2’nin aktivasyonu ile arasidonik asitin (AA) serbestleserek
siklooksijenaz (COX 1,2) ile potent vazokonstriikktdr prostaglandin F2 (PGF2) ve
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vazokonstriiktor/trombosit agregasyonu Yyapan tromboksan A2 (TXA2) gibi
prostanoidlere, lipooksijenazlar ile bazilari PNL ve makrofajlar1 bolgeye ceken
Iokotrienlere (LT)  doniismesine yol agar. Vasokonstriksiyon ve trombosit
agregasyonu ile lokal iskemiye neden olarak sekonder yaralanmayi arttirict rol
oynarlar (59,60,61,62). Sitoskeletal proteinler de dahil olmak {izere bir¢ok substrata
sahip kalsiyumla aktiflesen sistein proteaz, kalpainin aktivasyonu gibi birgok hasar
verici etkiyi baslatmaktadir. Membran gegisinde artis olmasiyla, kalsiyum hiicre
i¢ine girer ve potasyum hiicre disma ¢ikar, sodyum su ile birlikte hiicre igine girer ve
sonucta 6dem geligir (63). Kalsiyumun normal néronal fonksiyonu ayarlamada rolii
oldugu gibi hiicre 6liimii ve yaralanmasinda da 6nemli rolii bulunmaktadir (64).
Yiiksek Ca*? girigine bagl olarak mitokondriyal islev kaybi, g¢ekirdekte sisme ve
pargalanma goriilir (nekrotik hiicre 6limii). Daha az hasarli yaralanmalarda hiicre
icine Ca*? girisi olmasima ragmen mitokondri islevi bozulmaz, hiicreler apoptozis ile
sliimii secerler. Hiicre ici yiiksek Ca*? seviyeleri, fosfolipaz, proteaz ve endoniikleaz
gibi enzimlerin aktivasyonuna neden olur (65,66).

Hiicredis1 potasyum travmadan 2-3 saat sonrasina kadar yiiksek seviyededir, hiicreici
kalsiyum ise daha uzun siire yiiksek kalmaktadir (67).

COX ve lipooksijenaz ve NOS aktivasyonu sonucunda, peroksinitrit anyonu da dahil
olmak tizere reaktif oksijen radikalleri (ROS) olusur. Bu radikaller, siiperoksit
radikalinin nitrik oksitle reaksiyonuyla meydana gelirler. Peroksinitrit g¢esitli
mekanizmalarla hiicresel hasar1 tetiklese de, hiicre membrani (plazma ve organeller)
lipid peroksidasyonu (LP) Kkesin olarak anahtar mekanizmadir. Bununla birlikte,
demir LP reaksiyonlarmin yayilimini hizlandiran giiglii bir katalizordiir. Glikolitik
yolla olusan laktat, ferritin gibi depolandig1 yerlerden demir salinimini stimiile
ederek LP’yi destekler. Ek olarak, primer ve sekonder petesiyal hemorajiler
hemoglobin bagli demiri saglarlar. Noronlar ve kan damarlarinda olusan LP, ndronal
ve aksonal membran fonksiyonunu ve biitlinliigiinii direkt olarak bozar ve sekonder
ndronal hasarla indirekt olarak iligkili mikrovaskiiler hasara ve sekonder iskemiye
yol acar. Travmanin indiikledigi, en Onemlisi dinorfin A olan endojen opiatlarin
salmimi, NMDA reseptorlerini stimiile ederek ve opiyat reseptorlerini aktive ederek
sekonder hasar olusumunu koétiilestirir ve son olarak vaskiiler disfonksiyon, iyonik ve
metabolik bozukluga katkida bulunur. Bu ikincil hasar olaylar1 travma sonrasi

apoptotik siirecle de iligkilidir (68).
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5. OMURILIK HASARINDAKI PATOLOJIK DEGIiSIKLIKLER

5.1. Akut degisiklikler

Spinal Kord Hasari, primer hasar alaninda veya yakininda demyelinizasyonun yani
sira noronal ve aksonal destriiksiiyona da sebep olur. Bu siirecin anahtar mediyatorti,
kemo ve sitokinlerin sentez ve salinimiyla birlikte akut ve giigli inflamatuar cevap
ve hem CNS parankimindeki mikroglialarin hem de dolasimdaki 16kositlerin bolgeye
goclidiir. Hasar sonrasi ilk 24 saatte, TNF-a ve IL-1p gibi gii¢lii pro-inflamatuar
mediatorlerin lezyon bolgesinde sentez ve salinimlari artarak, insan ve deneysel
Spinal Kord Hasar1 sonrasi deney hayvanlarinda sekonder doku dejenerasyonunun
gelisiminde major rol oynamaktadir.

Medulla spinalisde hasar, beyaz cevhere oranla daha siklikla gri cevherde
goriiliir. Ilk belirtiler gri cevherde petesiyal kanamalar, beyaz cevherde ise 6demdir
(69).

Ik olusan kan akimi degisikligi, kan akiminda duraklamadir (staz). Odem, travmay1
takiben ilk 15 dakikada belirir ve 12-18 saatte maksimum seviyeye ulasir; 3-5 giin
sonunda siddetini kaybeder. Ancak travma sonrasi 15 giin boyunca 6zellikle beyaz
cevherde belirgin kalabilir. Odem hafif oldugunda sadece damarlar ¢evresinde, agir
oldugunda ise, etkilenen tiim segmentte yaygin olarak izlenir. Beyinde oldugu gibi
medulla spinaliste 6dem, beyaz cevherde perivaskiiler mesafelerde ve astroglial
hiicre sitoplazmalarinda; gri cevherde ise, noronlar ¢evresinde belirgindir. Ayrica
travma sonrasi eritrositlerin damar disma ¢ikmasiyla petesial kanamalar olusur ve
I6kositler de damar dismna ¢ikarlar. Notrofiller travma sonrasi ortama hakim olup
daha sonra yerlerini lenfosit ve makrofaja birakirlar. Medulla spinalis
parankimindeki travmatik degisiklikler; noronlarda akson ve myelin kilifinin sismesi
ve biitiinlik kaybi olup, 7. saatte baglar. Ultrastriiktiirel olarak da aksonlarda,
mikrotiibiil ve noroflamanlarda pargalanma izlenir. Akson membranindaki hasara
baglt olarak iyon kanallarinda fonksiyonel bozukluk ve vaskiiler endotelyal hasar
ortaya ¢ikar. Akson hafif siddette hasarlandiginda sismis, bogumlanmis ve
kivrimlanmis bozulma gosterirken, daha agir hasarda kesintili damlaciklar seklinde

goriiliir. Aksonun tamamen yirtildig1 veya koptugu noktada "terminal tanecik" adi
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verilen terminal sisme goriilir. Miyelin kilifta hafif hasarda vakuoler dejenerasyon
goriilirken, agir hasarda miyelin ve aksonun birlikte parcalanmalar1 ile serbest yag
tanecikleri gozlenir (69).

5.2.Glial hiicrelerin hasara yaniti:

Santral sinir sistemine hasarlar sadece noronlara zarar vermez, glial hiicrelerde
dramatik degisikliklere yol acar (70,71,72,73). Spinal Kord Hasarini takiben,
astrositler; vimentin, nestin, ve glial fibriller asidik proteinleri gibi ara flaman
proteinlerini, proteoglikanlar1 ve akson biiylimesini inhibe eden diger molekiillerin
ekspresyonunu arttirir. Hasar sonrasi birtakim g¢ogalmalar olmakla birlikte, en
dramatik astrosit cevabi, hasar bolgesine go¢ ve hipertrofiyi i¢erir. Zaman gegtikce,
reaktif astrositler ekstraselliiler matriks molekiillerini biriktirir ve glial skar
olustururlar. Glial skar, tamir agsamasinda 6nemli rol oynar ¢iinkii hasar bolgesini
smirlayarak homeostazi yeniden diizenler ve kan beyin bariyerinin biitlinliiglinii eski
haline getirir. Ancak, glial skar; hasarli aksonlarin rejenere olmasini ve fonksiyonel
baglantilarmn yeniden kurulmasmi engelleyen fiziksel ve biyokimyasal bariyeri
olusturur (74).

5.3. Subakut Donem Patolojisi

Travma sonrasi 2-3 haftada akut bozukluklar diizelmeye baslar. Kiiciik kanamalar
rezorbe olup, 6dem azalirken, biiyiilk kanamalar organizasyon ile giderilmeye
caligilir, rekanalizasyon izlenir. Damarlarin ¢ogunun liimeninde fibrin trombiisleri
bulunur. Ortamda ¢ok sayida lipid ve hemosiderin yiiklii makrofajlar vardir. Hasar
alaninda, ozellikle de damar gevresinde fagositik hiicreler rozetler olustururlar.
Miyofibroblastlarn  kollajen iireten fibrositlere doniisimiiyle nedbe dokusu
olusurken, astrositik glial hiicre artis1 ile gliozis izlenir (69).

Eger santral hemorajik nekroz olusmussa, onarim boru seklinde kistik bosluk olarak
gerceklesir. Aksonal baglantis1 kesilmis néronda “santral kromatolizis™ olarak
adlandirilan sitoplazmanin belirgin homojenizasyona ugradigi ve sistigi, ¢ekirdegin
ise kenara itildigi degisiklikler goriiliir. Travmanin basinda sismis olan spinal kord
onarmm sonuna dogru incelmis ve atrofik goriinim almistir. Yapilan deneysel spinal
kord hasar1 ¢alismalarinda, rejenerasyonun ii¢ yila kadar yavas hizla devam ettigi

gorilmistiir (75).
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5.4.Kronik donem patolojisi

Travmanin 6 ay ve sonrasi doneminde izlenen degisikliklerdir. Hasarli kord bdlgesi
tizerindeki duramater ve araknoid membran kalinlagir. Meningial zar, adeziv
araknoidit olarak isimlendirilen korda veya duraya yapisiklik gosterir. Mikroskobik
olarak fibrozis ve meningeal hiicre proliferasyonu gorilir. Medulla spinalis
makroskopik olarak buziilerek kiigiilmiistur, gri ve sert kivamhidir. Skar dokusunun
yant sira bazi noronlarda aksonal rejenerasyon, Schwann hiicrelerinde

remyelinizasyon gortilebilir (69).

6. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI
Santral sinir sistemi yiiksek konsantrasyonda poliansatiire yag asidi igerdigi igin
serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu olusan lipit peroksidasyonuna oldukg¢a duyarli
bir dokudur (76). Biriken serbest radikaller hiicre lipidlerine, proteinlerine ve DNA
ya zarar verir. Serbest radikaller, mitokondride olusur ve antioksidan sistemler ile
zararh etkileri engellenir (77). Serbest radikallerin asir1 artigi, antioksidan sistemlerin
yetersiz kalmasina ve hiicre o6limiine neden olur (78). Travma sonrasi spinal
korddaki hasarin ¢ogu glutamat eksitotoksisitesinin sekonder etkileriyle iliskilidir.
Ca’nin asir1 artig1 ve oksidatif stresle birlikte ndronun disfonksiyonuyla sonuglanan
olaylar dizisinde yer alir. Reaktif oksijen radikallerinin i¢inde hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali posttravmatik oksidatif hasarda 6nemli rol oynar. Norolojik
rahatsizliklarda sekonder doku hasar1 yapan asil radikal olan peroksinitrit (PON,
ONOO); NO™ ve Oy nin nitrikoksit sentaz (NOS) tarafindan birlestirilmesiyle
olusturulur. Peroksinitirit’in (ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirleri olarak da
isimlendirilir) biyokimyas1 bulundugu giinden beri daha iyi tanimlanmistir. PON’un
giicli okside edici kabiliyeti, kendi ayrigma {iriinlerinin gili¢lii serbest radikal
ozelliklerine baghidir. Bu iriinler, Sekil 5°de gosterildigi gibi (79) iki yoldan

meydana gelirler:

Mitokondriyal

/NDS aktivasyonu™ NO‘\ H+\ ONOOH — *NO, + *OH
Cat2 akisi ONOO- /
\-Mitokondriyal / N
sant — 0, CO, ~ ONOOCO, == *NO, + CO,"

Sekil 5. Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu (79)
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Lipid peroksidasyon diizeyi, malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyonu
sirasinda olusan ara iriinler araciligi ile tayin edilebilmektedir. Siiperoksit dismutaz,
iki degerli bakir igerir. Bu 6zelliginden dolay1, Siiperoksit radikalini (O2) H20;’ye
doniistiirmektedir.

OH'+0, +0, Stercksitdismuez 0 40,

Katalaz , H,0, varliginda 2H,0, — 2H,0 + O, reaksiyonunu katalizler. Glutatyon

peroksidaz da hidrojen peroksiti metabolize eder. Katalaz, SOD ve glutatyon, artmis
oksidan stresiyle basa ¢ikacak primer antioksidan Kkoruyuculardir. Hiicresel
substratlar1 okside edebilecek oksijen ve H,O;’ yi ortadan kaldiran antioksidanlardir.
Bunlar serbest radikallerin miktarmi azaltarak zincir reaksiyonlarini onlerler. Bu
enzimlerin aktif olusu daha zararl radikalerin olusumunu engellemektedir. Nitrik
oksit, hidroksil radikali (OH"),stiperoksit anyonu (O2°) ve hidrojen peroksit (H,O,) ve
serbest radikaller oksidatif streste salinirlar. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSHPx) ve katalaz antioksidan enzimlerdir, oksidatif strese karsi
savunmada rol oynarlar. Fazla NO ve/veya defektif antioksidanlar lipid
peroksidasyonu, hiicre islevinin bozulmasina ve 6liime sebep olurlar (80). Nitrik
oksit, membranlar1 kolayca gegebilme 6zelligi olan, oldukga lipofilik bir molekiildiir.
Nitrik oksit sentezleyen enzimlerin (NOS) katalize ettigi bir dizi reaksiyon
sonucunda L-arginin, L-sitriilin ve nitrik oksite doniisiir (81). Nitrik oksit sentezleyen
enzimin 3 farkli izoformu vardwr. Bu izoenzimlere 0zgii genler kromozom 7
(endotelyal NOS-eNOS), 12 (néral NOS-nNOS) ve 17 (indiiklenebilen NOS-iNOS)
tizerinde bulunmustur. Nitrik oksit sentezleyen enzim-l ya da nNOS ve NOS-I1I ya
da eNOS siirekli, ancak az miktarda ve kalsiyuma bagimli olarak (enzim aktivasyonu
icin hiicre i¢i kalsiyumun artmasi gerekir) salinir. Noral dokularda NOS-I ve
vaskiiler endotelde ise NOS-III bulunur. Solunum yolu epitelinde ve ¢esitli diger
hiicrelerde NOS-II ya da iNOS bulunur (kalsiyuma bagmli degildir). Ozgiil

sitokinlerin indiiklemesi sonrasinda fazla miktarda salgilanir. 1nterfer0n-y, IL-1 B,

TNF-a, endotoksin veya egzotoksinlerce indiiklenmesi sonucunda NOS-I ve NOS-
[I'ten (ikisi birlikte, constitutive NOS-cNOS olarak adlandirilmaktadir) 1000 kat
daha fazla NO sentezleyebilmektedir. Glukokortikosteroidler bu indiiksiyonu ve NO

sentezini inhibe eder (82). Spinal kord hasari sonrasi, reaktif oksijen ve nitrojen

tiirleri, inflamatuar hiicrelerde gerceklesen bir dizi reaksiyon tarafindan NADPH
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Oksidaz, nitrik oksit sentaz (NOS), fosfolipaz A2-siklooksijenaz, Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlar1 ile ortaya ¢ikar. Sonugta, siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit,
peroksinitrit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen radikalleri olusur. Nitrik oksit,
in vivo sekonder patolojik siiregte oldugu kadar, hasar sonrasi spinal kord
kavitasyonu gelisimiyle de alakalidir. Bu antioksidanlarin tikenmesine ve-veya
serbest oksijen radikallerinin artmig tiretimine ve hasar alaninda NO artigina sebep
olur. Serbest oksijen radikalleri NO ile reaksiyona girerek yiiksek reaktif ve
sitotoksik olan ONOO™ ve peroksinitroz asit (ONOOH) olusturur. Serbest oksijen
radikalleri ve  ONOO" lipidlere, proteinler ve niikleik asitlere zarar vererek
sitotoksisiteye sebep olur. Ayrica, NO bagimli patoloji NOS’un fazla agiga
cikmastyla iliskilidir (83).

7. UYGULANAN TEDAVILER

7.1. Metilprednizolon

Medulla spinalis yaralanmalarinda halen en yaygin Klinik kullanimi olan ajan
metilprednizolondur (MP), ancak yiiksek doz kortikosteroidler nérolojik yararlari
gosterilmis olsa da ciddi yan etkilere sahiptir (84). Metilprednizolon, diger
kortikosteroidlere gore daha giicli antioksidan ozelligi olmasi ve hiicre
membranindan daha kolay ge¢mesi sebebiyle 6n plana ¢ikmustir (21) . Spinal kord
hasarmda yiiksek doz metilprednizolon uygulamasinin hayvan ve insanda basarili bir
yaklasim oldugu gosterilmistir (85,86). Metilprednizolon’un etkilerinin tam olarak
anlasilamamasina ragmen, inflamatuar sitokin iiretimi ve lipid peroksidasyonun
onlenmesinde major rol oynadigi disiiniilmektedir (87,88,89,90). MP vaskiiler
gecirgenlik ve odem iizerine dogrudan etki etmekte veya antiinflamatuar etki
yapmaktadir. Cochrane Review’e gore, spinal kord travmasi sonrasi, “yiiksek doz
MP, zedelenmeden sonra 8 saat i¢inde uygulanirsa, etkili oldugu kabul edilen tek
farmakolojik tedavidir” (21). Spinal kord hasarli hastalarda steroid tedavisinin
etkinligiyle ilgili ii¢ tane genis ¢apli randomize klinik ¢aligma- The National Acut
Spinal Cord Injury Study NASCIS-1-2-3 yapilmistir (91,92,93,94). NASCIS-1
caligmasinda 330 akut spinal travmali hastaya ilk 48 saat icinde MP uygulanmustir.

Bu ¢alisma, verilen dozun hayvan deneylerindekinden diisiik olmasi ve plasebo



22

grubunun olmayisi sebebiyle elestirilere maruz kalmistir. Bu nedenle NASCIS-2
calismasinda naloksan veya plasebo grubu olusturulmus ve daha yiiksek doz
verilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda eger ilk 8 saat i¢inde yliksek doz MP inflizyon
tedavisine baslanirsa plaseboya gore anlamli farklilik olusacagi gosterilmistir (95).
1990’larin  basinda NASCIS-2 ve NASCIS-3 calismalarinda, spinal hasarli
insanlarda, hasardan sonra ilk 8 saat iginde metilprednizolon uygulandiginda
istatistiksel olarak anlamli gelismeler bulunmustur (93). NASCIS-3 ¢alismasinda ilk
8 saatte baglayan MP tedavisinin 24 saat ve 48 saat inflizyonu karsilastirilmistir. Bu
calismanmm da ilk sonuglari 1997 yilinda yaymlanmistir. Bu c¢alisma, 48 saat
inflizyonun 24 saatlik uygulamaya gore {stiinliigliniin olmadigin1 gostermistir
(96,97). Etkisi bilinen metilprednizolon’un bu ¢alismada kullanilmasinin amaci diger

ilaglar ile karsilastiriimasidir.

7.2. Agmatin

Agmatin, L-arjinin’den arjinin dekarboksilaz (ADK) enzimi ile dekarboksilasyonu
sonucu olusan bir bilesik olup, glutamat’in NMDA reseptor antagonisti ve NOS-
inhibitér aktivitesi olan bir ndrotransmitter-néromodiilatordiir (98,99,100,101).
Agmatin (4-(aminobiitil)guanidin) agmatinaz (agmatin {ril-hidrolaz) enzimiyle
piitresin ve {iireye hidrolize edilir (102,103) (Sekil 6). Agmatin uzun zamandir
bakteri, bitki ve omurgasizlarda piitresin prekiirsorii olarak bilinmekteydi (104).
Piitresin, spermin ve spermidinin 6nciil maddesidir, agmatinin de bu organizmalarda
poliaminlerin olusumunda metabolik ara triiniidiir. Son zamanlarda agmatin, ADK
ve Agmatinaz’in memelilerin dokularinda eksprese edildigi kesfedilmistir (105).
Memelilerin beyninde, agmatin lokal olarak sentezlenir ve bolgesel noronlarda
depolanir (106). Ozellikle, agmatin hipokampusteki piramidal ndronlar iizerinde
eksitator sinapslar yapan akson terminallerindeki sinaptik vezikiillerle iligkilidir
(107). Agmatin; aderenal kromafin hiicrelerden katekolamin salinimini stimule
etmekte (105), sicanlara intrasisternal enjekte edildiginde arteryal kan basmcini
artirmakta (108), insiilin salmimini uyarmakta (109), hipotalamustan LHRH
salmmmin1 artirmakta (110), morfine tolerans gelisimini engelleyerek morfin
yoksunluk sendromunun tiim semptomlarmi baskilamaktadir (111). Adrenerjik ve

imidazolin reseptorlerinin ligandi oldugu bilinmektedir (112). NMDA reseptor
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antagonisti ve NOS inhibitorii olan agmatin ndrotransmitter-néromodiilatordiir (99).
Agmatin NMDA reseptor kanallarini konsantrasyon ve voltaja bagh sekilde selektif
olarak bloke eder ve hipokampal noronlarda glutamatla birlikte kolokalize olur (67).

Sekil 6’da sentezin basamaklar1 sematize edilmistir (113).

1[00{;/J\/\/H YN[ g
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Sekil 6. Agmatin Sentezlenmesinin Basamaklar1 (113)

7.3. Rapamisin

Rapamisin, sirolimus olarak da bilinmektedir. Pasifik okyanusunda, Rapa Nui-
Paskalya Adasi’'ndan alman toprak numunesinde bulunan Streptomyces
hygroscopicus bakterisinin iiriinii olarak kesfedilmistir. Onceleri antifungal olarak
bilinse de, immun baskilayic1 6zelliginin kesfedilmesiyle, glinlimiizde organ nakli
hastalarinda reddi 6nlemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Antiproliferatif
etkiye sahip olmasi nedeniyle kanser tedavisinde de rolii olabilecegi diisliniilmektedir
(114). Kardiak cerrahide, stentlerin acik tutulmasi, kornea yaniklar1 tedavisi gibi
pekcok alanda degisik denemeler yapilmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Rapamisin
ile yapilan son giincel bir ¢aligmada Harrison ve arkadaslari, rapamisinin farelerin

omriinii uzattigmi bulmuslardir (115). Rapamisin 1999 yilinda FDA onay1 almistir ve
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kullanim:  giderek yaygmlagmaktadir. Rapamisin, immunosupressif kompleks
olusturmak tizere hiicrelerde immunofilin, FK baglayict protein-12 (FKBP-12)’e
baglanir. Rapamisin-FKBP-12 kompleksi memelilerde diizenleyici bir kinaz olan
“Target of Rapamisin” (TOR)’a baglanarak aktif hale gelmesini 6nler. TOR un aktif
hale gelmesinin Onlenmesi ile hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina gegmesi
onlenir. MTOR (mammalian target of rapamycin), translasyon ve hiicre boliinmesini
diizenleyen bir serin/treonin kinaz’dir. mTOR, biiylime faktorleri ve besin
maddeleriyle diizenlenen protein sentezi de dahil olmak iizere ¢oklu sinyalleri
birlestirir.  mTOR’un  inhibisyonu;  hiicre = ¢ogalmasmin  inhibisyonuna,
immunsupresyon ve otofaji indiiksiyonuna yol acar. Otofaji, hiicre igeriginin
bozulmasi, protein sentezi ile yikimi arasindaki dengeyi koruyan yapidir ve
aminoasit eksikliginde indiikklenmektedir. Rapamisin, immunsupresif immunofilin
baglayicisidir ve ndrotrofik ve noroprotektif etkisinin oldugu gosterilmistir
(116,117,118). Steiner ve arkadaslari, 1997 yilinda yaptiklari ¢alismada, rapamisinin
PCI12 hiicreleri ve sensoryal noronal kiiltiirlerde arka kok ganglionlarinda ndrit
biiyiimesini destekledigini gostermislerdir. Immunofilin ligandlarinmn nérotrofik
potonsiyelinin FKBP-12 veya siklofin tizerinden oldugunu belirtmislerdir. Ratlarin,
rapamisinin analogu olan FKS506 ile tedavisiyle hasarlanmis siyatik sinirde
fonksiyonel ve morfolojik iyilesme goOsterdigini savunmuslardir. Periferik sinir
yaralanmalarinda iyilestirici etkileri tanimlanan (119) rapamisinin medulla spinalis

yaralanmalarinda etkileri konusunda ¢ok smirli ¢alisma bulunmaktadir.

7. MATERYAL METOD

Bu c¢alisma Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun
2008/300-59 sayili onay1 alinarak gerceklestirildi. Calismada kullanilan siganlar
Diizce Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Agirliklar1 200-300
gr arasinda degisen 30 adet Spraque Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Denekler
normal oda sicakliginda (22 C°),12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda tutuldu.
Standart palet sican yemi ile ad libitum beslendiler, musluk suyu igtiler. Bakimlar1

diizenli olarak yapildi. Deneyde toplam 5 grup olusturuldu.
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Grup 1: (Sham-Kontrol Grubu) (n=6): Bu gruptaki ratlarin paravertebral kaslari
kesilerek, medulla spinalis T;g9 seviyelerinde agildi, laminektomi sonrasi basi
uygulanmadan kapatild1.

Grup 2: (Hasar Grubu) (n=6): Paravertebral kaslar kesilip medulla spinalisin T7-s-
seviyelerinde laminektomi yapildi. Medulla spinalis segmentine, duramater intakt
birakilarak 1 dakika boyunca anevrizma klibi ile Rivlin ve Tator’un klip kompresyon
yontemiyle basi uygulandi. Klip siire sonunda c¢ikarildi ve katlar aslina uygun
kapatildi.

Grup 3: (Hasar+Metilprednizolon Grubu) (n=6): Anevrizma klibi ile basi
uygulanan ratlara operasyon sonrasindaki 5 dakika i¢inde ve devam eden 7 giin
boyunca metilprednizolon intraperitoneal (IP) olarak 30 mg/kg verildi.

Grup 4: (Hasar+ Rapamisin Grubu) (n=6): Basi uygulanan hayvanlara 7 giin
boyunca oral gavajla rapamisin (Rapamune®, 1 mg, Wyeth, Amerika Birlesik
Devletleri) 1 mg/kg dozunda verildi.

Grup 5: (Hasar+Agmatin Grubu) (n=6): Ayn siirede basi uygulanan hayvanlara
50 mg/kg dozunda Agmatin(sigma) intraperitoneal olarak 7 giin boyunca uygulandi.

Tedavi gruplarinda ilaglarin ilk dozlar1 operasyon sonrasinda vakit kaybetmeden
verildi. Deney siiresi olan 7.giinde gruplardaki siganlarin viicut agirhiklari tartildi.
Anestezi altinda biyokimyasal tetkikler i¢in intrakardiyak kan alinarak sakrifiye
edildi. Medulla spinalis vertebralardan serbestlestirilerek ¢ikarildi. Lezyon
olusturulan boélge “core area” olarak kabul edildi. Belirli araliklar ile alinan
kesitlerin ayni seviyede olmasi ve dokuda olusan degisikliklerin daha saglikli
degerlendirilmesi i¢in her denekten 5mm uzunlugunda “core” alani almarak tespit
edildi. Bu alanin 1cm kaudali ve rostrali de almarak proksimal ve distal pargalardaki
degisikliklerin incelenmesi i¢in saklandi. Doku 6rnekleri, 151k mikroskobik tetkikler
icin %10’luk formaldehite, Elektron mikroskobik tetkikler i¢in % 2,5’luk
glutaraldehit soliisyonuna (pH: 7.25) kondu. Dokuda lipid peroksidasyonunu
gostermek amaciyla MDA ve antioksidan Glutatyon peroksidaz 6l¢timleri i¢in doku
ornekleri serum fizyolojik ile yikanip, kurulanarak eppendorf tiiplere alinarak -80
C*de saklandi. Alinan kan 6rneklerinde de serbest oksijen radikallerini belirlemek

icin antioksidan enzimler olan Katalaz ve Siiperoksitdismutaz igin dlgtimler yapildi.
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Cerrahi islem

Ratlara 100 mg/kg Ketamin (Alfamine %210,100 mg/ml,10 ml, Alfasan, Hollanda)
ve 10 mg/kg Ksilazin (Alfazyne %2, 20 mg/ml, 30 ml.Alfasan, Hollanda)
intramuskuler enjeksiyonuyla anestezi yapildi. Yiiziistii-prone pozisyonda yatirilan
ratin st bolgesi traglandi ve polividin iyot ile saha temizligi yapildi. Spindz
cikintilarin kilavuzlugunda torakal 7-8-9 seviyelerinden deriye insizyon yapildi.
Paravertebral kaslar kesildi. Laminektomi yapilarak medulla spinalis agiga ¢ikarildi.
Duramater intakt birakilarak anevrizma klibi ile 60 saniye basi olusturuldu. Klip
kaldirildiginda bas1 yerinde kontiizyon olustugu goézlendi. Daha sonra Kkatlar
anatomisine uygun olarak kapatildi. Hayvanlar uyandiginda paraplejinin olustugu
gozlendi. Sonraki giinlerde giinliik yara bakimi yapildi. Giinde iki defa mesanelerine
bastirarak idrarlar1 yaptirildi. Haftanin sonuna dogru alt ekstremite kaslarinda atrofi

olustugu gézlendi.

Biyokimyasal Inceleme

Alinan kan ornekleri, 4000 devir/dk’da 10 dakika santrifiij edilerek biyokimyasal
tetkikler i¢in -80 C°’de plazma olarak ¢alisilacag: gline kadar saklandi. Plazmadan
Johannson ve arkadaglarinin yontemine uygun olarak Katalaz (Cayman, Catalase
assay kit, Catalog no:707002, lot no:196248, 96 test) ve Siiperoksit dismutaz
(Cayman, Superoxide Dismutase Assay Kit, Catalog no:706002, lot no:0411309, 96
test) enzimleri ¢alisildi. MDA ve Glutatyon peroksidaz 6l¢timleri i¢in doku 6rnekleri
serum fizyolojik ile yikanip, kurulanarak eppendorf tiiplere kondu ve hizlica -80
C*”de saklandi. Calisilacagi giin dokular ¢oziildii, MDA igin serum fizyolojikte,
glutatyon peroksidaz i¢in soguk olarak hazirlanan 50mM tris HCI, pH 7.5, 5mM
EDTA, ve 1mM DTT karisiminda her gram igin 5-10ml olacak sekilde homojenize
edildi. Homojenatlar kitlerin igindeki prosediire uygun olarak caligildi. Sonuglar,
katalaz enzim aktivitesi i¢cin nmol/min/ml, GPx i¢in nmol/min/ml, MDA i¢in nmol,
SOD igin ise U/mL olarak ifade edildi.
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Istk Mikroskobik Islemler:

1. %10luk formaldehite alinan doku 6rnekleri, soliisyonlar degistirilerek 48 saat
stire ile tesbit edildi.

Daha sonra akan musluk altinda yikand.
% 70’lik alkolde iki saat bekletildi.
%80’lik alkolde iki saat bekletildi.

% 96’lik alkolde bir saat bekletildi.

% 96’lik alkolde bir saat bekletildi.

% 100’liik alkolde bir saat bekletildi.

% 100’liik alkolde bir saat bekletildi.
Ksilol I’de bir saat bekletildi.

Ksilol IT°de bir saat bekletildi.
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11.  Esit miktarlarda hazirlanmis Ksilol-parafin karisiminda 64°C’de etiivde 30
dakika bekletildi.

12. Parafin I’de 64°C’de etiivde {i¢ saat bekletildi.

13.  Parafin I1I’de 64°C’de etiivde ii¢ saat bekletildi.

14.  Takip edilen dokular silikon bloklama kaplarma gomiilerek etiketlendi ve
sertlesmesi i¢cin buzdolabina konularak parafin bloklar hazirlandi.

Sertlesen bloklardan Leica® RM 2125 RT mikrotom aleti ve Leica® mikrotom
bicaklar1 kullanilarak 4-5 pm kalinligindaki parafin kesitler alindi. Bu kesitlere genel
dokuyu, hasar alanlarmi degerlendirmek i¢in hematoksilen-eozin, Luxol Fast Blue
boyamasi, apoptozisi gostermek icin TUNEL yoOntemi ile immunhistokimyasal
boyama yapild.

Hematoksilen-Eozin Boyama

Parafin kesitler 60°C’de etiivde bekletildi.

Ksilol I’de 2 dakika bekletildi.

Ksilol IT’de 2 dakika bekletildi.

iki defa %100°liik alkolde 1’er dakika bekletildi.

Iki defa %96’ lik alkolde 1’er dakika bekletildi.

Akan suda yikandi.

Hematoksilen boyasinda 3 dakika bekletildi.

Akan suda yikandi.

Asit alkole 2 kere daldirildi

© N o ok~ w0 D PRE
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9. Akan suda yikandi.

10. Amonyakli suda 10-15 saniye bekletildi.

11. Akan suda yikand.

12. %80’lik alkolde 1 dakika bekletildi.

13. Eozin boyasinda 1 dakika bekletildi.

14. iki defa %96°lik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

15. iki defa %100°liik alkolde 2’ser dakika bekletildi.

16. Ksilolde 10 dakika bekletildi, ¢ikarilip entellan damlatilarak lamelle kapatildi.
Myelin boyamas:

Kluver ve Barrera’nin 1953 yilinda yayinladiklar1 makaledeki yontemlerine uyularak
myelin boyamasi yapildi (120).

Luxol Fast Blue soliisyonu:

Luxol Fast Blue 0.25 gr.

%95’1ik alkol 250 ml.

icinde ¢oziiliir. Her 100 ml. I¢in 0.5ml. %10’ luk asetik asit eklenir.

Kristal viyole soliisyonu:

Kristal viyole 0.25 gr.

Distile su 250 ml. Iginde ¢oziiliir. Kullanmadan énce 0,15-0,20
%10’luk glisial asetik asit eklenir, 57 °C etiivde 1sitilir.

Lityum karbonat soliisyonu:

Lityum karbonat 0.1¢.

Distile su 200 ml. i¢inde ¢oziilerek kullanilir.

Boyama prosediirii:

1. Deparafinizasyon isleminden geg¢irilen kesitler, % 95’lik alkole alinir.

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

3. % 95’lik alkole alinip boya artiklar1 giderilir.

4. Distile suda yikanur.

5. Lityum karbonatta 10 sn. tutulur.

6. %70’lik alkole alinir.

7. Bu asamada kesitlere mikroskopta bakilarak gri madde renksiz, beyaz madde
yesilimsi mavi olana kadar lityum karbonat ve alkol agamasi tekrarlanir.

8. Distile suya alinir.

9. Kristal viole soliisyonunda 6 dk. bekletilir.
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10. % 95’lik alkolde birkag¢ defa bekletilir.

11. Absolii alkole alinir.

12. Ksilende 2 defa bekletildikten sonra lamelle kesitler kapatilir.

13. Sonugta myelin mavi, sinir hiicreleri pembe-mor goriiliirler.
Immunhistokimyasal Inceleme

TUNEL boyamast

Hazirlanan parafin bloklardan polizinli lamlara (Menzel Glaser) 4-5 um kalinliginda
kesitler alindi. Medulla spinalis dokularinda apoptotik hiicreleri gdstermek icin
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling)
yontemi ile In Situ Cell Death Detection Kit, POD (ROCHE, ABD,50 test, cat no: 11
684 817 910, lot no: 10854100) apoptoz kiti kullanilarak immun isaretleme yapilda.
Apoptotik sinyaller DNA iizerinde kiriklar olusturmaktadir. A¢iga ¢ikan DNA
parcaciklarmin serbest 3'-OH uclarma terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT)
aracilig1 ile biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksinukleotidler eklenir.
Daha sonra biotin ile isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz
konjugat1 ile tespit edilir. Diaminobenzidine, isaretlenmis ornek ile tepkimeye
girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile
ters boyama yapilarak deney sonlandirilir.

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

Uc kere 5’er dakika ksilende bekletildi.

Etiivde kurutulan dokularn etrafi etiivden ¢ikinca pappen ile ¢izildi.

On dakika %100’liik alkolde bekletildi.

On dakika %96’lik alkolde bekletildi.

On dakika %90°lik alkolde bekletildi.

On dakika %80’lik alkolde bekletildi.

On dakika %70’lik alkolde bekletildi.

Ug dakika distile suda bekletildi.
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Fosfat tampon soliisyonunda (PBS) yikand:.

10. Lamlar, i¢inde 200 ml. 0.1 M sitrat buffer pH 6.0 olan dayanikli plastik kaba
konarak 350 W’ta 5 dakika mikrodalgada kaynatild1.

11. PBS i¢inde kesitler iki defa yikandu.
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12. Kitin iginden ¢ikan label soliisyonundan 100 pl. Negatif kontrol igin ayrildi.
(Negatif kontrol i¢cin 50 pl. Label solisyonu TUNEL reaksiyon karisimi yerine
kullanildi.)
13. Kalan 450 pl. label soliisyonuna 50 ul. enzim soliisyonunun tamami konup 500
ul.’ye tamamlanarak TUNEL reaksiyon karisimi yapildi. Iyice karistirildi.
14. Kesit etrafindaki bolge kurulandi.
15. Ornek iizerine 50 pl. TUNEL reaksiyon karisimi kondu. Buharlagsmay1 énlemek
icin lizeri parafilm veya plastik lamel kapatilarak 60 dakika 37C®de nem kabininde
inkiibe edildi.
16. Siire sonunda kesitler PBS ile 3 defa yikandu.
17. Orneklerin etrafi kurulandi.
18. Orneklerin iizerine 50 ul. Converter POD damlatildi. Buharlasmay1 6nlemek igin
iizeri parafilm veya plastik lamel kapatilarak 30 dakika 37C®de nem kabininde
inkiibe edildi.
19. Siire sonunda kesitler PBS ile 3 defa yikandu.
20. 50-100 pl. DAB Substrat eklenerek 10 dakika 15-25 C°’de inkiibe edildi.
21. Distile su ile 3 defa yikand:.
22. Metil green’le zit boyama yapildi.
23. Distile su ve musluk suyunda bekletildi.
24. Alkol ve ksilende bekletildi.
25. Entellan damlatilarak lamelle kapatildi.
26. Apoptotik hiicreler 151k mikroskopla analiz edildi.
Elektron mikroskobik blok hazirlanmast
1. Alinan medulla spinalisin kore pargas1 trimlenerek kiigiik parcalara ayrildi.
2. Glutaraldehit soliisyonunda ( %2,5, pH: 7,25) 24-48 saat buzdolabinda dokular
tespit edildi.
3. Dokular tespit sonrast A+B soliisyonu ile 4 defa yikand.
Sodyum fosfat tamponun hazirlanmasu:

A Soliisyonu:

Sodyum monobazik fosfat (NaH,PO4 1,186 gr.
Distile su 100 ml.
B Soliisyonu:

Mono potasyum fosfat (KH,PO,) 0,907 gr.
Distile su 100 ml.
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ile karistirildi. A soliisyonundan 20 ml. B soliisyonundan 80 ml. alip 100 ml. ye
tamamlandi. Bu soliisyondan 8 ml. atilarak yerine 8 ml. glutaraldehit (Merck)
koyuldu. Bu yeni karisimm pH degeri 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde 7,25 bulundu.
4. Hazrrlanan % 1’lik osmiyum tetroksitten bir 6l¢ii, A+B soliisyonundan bir 6lgii
alinip hazirlanan soliisyon i¢inde ikinci kez tespit i¢in buzdolabinda 1 saat karanlik
ortamda bekletildi.
Osmiyum tetroksit hazirlanigt:
100 mg. Osmiyum tetroksit (OsO4) (Merck) iceren ampul kirilarak 5 ml. distile su
icinde hava ve 151k almayacak sekilde koyu renkli cam sisede ¢6ziildii. Bu karigim 1
gece buzdolabinda bekletildi. Osmiyum tetroksit ¢ok toksik oldugu icin uygun
sartlarda saklanip, kullanim sonrasinda da yine uygun sartlarda imha edilmesi
gereken bir kimyasaldir.
5. A+B ile 2 kez yikand1.
6. Etil alkol serilerinde tutuldu.

%50 alkolde 15 dakika bekletildi.

%60 alkolde 15 dakika bekletildi.

%70 alkolde 15 dakika bekletildi.

%80 alkolde 15 dakika bekletildi.

%90 alkolde 15 dakika bekletildi.

%96 alkolde 15 dakika bekletildi.

%96 alkolde 15 dakika bekletildi.

%100 alkolde 30 dakika bekletildi.

%100 alkolde 30 dakika bekletildi.
7.Dokular propilen oksit i¢inde 10 dakika bekletildi.
8.Gomme materyalinde 1 gece bekletildi.
Gomme materyali: 2,5 ml. Araldit 2,5 ml. DDSA yar1 yariya karigtirildi. Ayni
yonde bagetle 15 dakika kdplirtmeden karistirilip hazirlandi.
9. Ertesi giin, taze hazirlanmis araldit karistmima dokular konarak 2 saat oda 1sisinda,
2 saat 40°C’lik etiivde bekletildi.
10.Araldit karigimi jelatin kapsiillere kondu, dokular gomiildd, etiketlenerek
bloklama yapilda.
Araldit karistminin hazirlanigi:

Araldit CY212 Sml.
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2-Dodecenyl succinic anhidrit (DDSA), sertlestirici 5ml.
Benzil dimetil amin (BDMA) , hizlandirici 0,2 ml.
Dibiitilfitalat, plastiklestirici 0,2 ml.

11. 40°C’lik etiivde 24 saat

12. 60°C’lik etiivde 48 saat bekletildi, etiiv kapagi etiiv sogumadan agilmadi.
Hazirlanan araldit bloklardan 1pm kalinliginda yari ince kesitler ultratomda alinarak
Toluidin Mavisi-Pironin ile boyandi. Isik mikroskopta incelenerek uygun alanlar
isaretlendi. 300-700 A° kalinhiginda ince kesitler gridler {izerine alind1. Ince kesitler
kursun sitrat-uranil asetat ile boyandi. Kesitler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda Zeiss 9EM elektron mikroskobunda
incelendi.

Istatistiksel Degerlendirme

Yapilan ¢alisma sonrasi elde edilen hayvan agirliklar1 ve biyokimyasal veriler,
Graphpad 3.0 istatistik programi kullanilarak, One Way Anova Testi ve Post Hoc
Tukey testi ile degerlendirildi. p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.

8. BULGULAR

Spinal kord basisi sonrasinda anestezinin etkisi gectiginde hayvanlarda arka
ayaklarmi siirlime gozlenerek ratlarda alt ekstremitelerde parapleji olustugu goriildii.
Deney stiresi olan 7 giinliin sonlarmma dogru alt ekstremitelerde belirgin atrofi
gozlendi. Deney Oncesi ve sonrasinda tartilan deneklerin viicut agirliklarinda
istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 1).

Tablo 1. Deneklerin viicut agirhklarinin karsilastirilmasi.

Grup Sham Hasar MP Rapamisin | Agmatin

Ik 241,5+20,07 | 305,3+70,31 | 179,2+11,78 | 179,4+14,72 | 175,2+7,430
agirhk(gr)

Son 232,3+12,84 | 300,8+69,00 | 175,649,450 | 176,4+15,04 | 171,648,989
agirhk(gr)

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra, ¢ikarilan medulla spinalis yapilarinda hasar

alanlarinda makroskobik olarak 6dem ve kanama goriildii (Sekil 7, Sekil 8 ).
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Sekil 7. Hasar alaninda 6dem goriilmektedir (—).

Sekil 8. Hasar alaninda kanama goriilmektedir (—).



9.1. Biyokimyasal Bulgular

Tim gruplarda dokuda MDA, glutatyon peroksidaz
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diizeylerine, plazmada ise;

katalaz ve siiperoksit dismutaz diizeylerine bakildi. Elde edilen degerler asagida

bulunan Tablo (2,3,4,5) ve grafiklerde (1,2,3,4) gosterilmistir.
Tablo 2. Dokuda tespit edilen MDA degerleri

Grup Sham Hasar Hasar+MP Hasar+ Hasar+
(£SD) (£SD) (£SD) Rapamisin Agmatin
(£SD) (£SD)
MDA | 2,395 +0,3742 | 3,720+0,1888 | 2,422+0,1519 | 3,942+0,1439 | 3,117+0,2401
nmol
MDA
5_
0 4.
£ 4
£
l; 3_ —
)
N s
:5
T 24
<
(a)
= 1-
0
sham hasar pred rapa agma
Gruplar

Grafik 1. Tiim gruplar i¢in 6l¢iilen MDA degerleri
Sham kontrol grubuyla, hasar, rapamisin ve agmatin gruplar1 arasinda anlamli fark goriildii.

P <0.001

Hasar grubuyla metilprednizolon grubu arasinda anlamli fark vardi. P <0.001

Hasar grubuyla agmatin grubu arasinda anlaml fark vardi. P <0.01

Metilprednizolon verilen grupla diger rapamisin ve agmatin verilen ilag gruplar1 arasinda
anlaml fark goriildii. P < 0.001

Hasar grubunda MDA degerlerinde artis olmasi, beklendigi gibi, lipid membranlarin hasarini
gostermektedir. ila¢ gruplarindan, metilprednizolon ve agmatin MDA’y1 anlamli olarak
dustirdigi, lipid peroksidasyonunu azalttigi saptandi. Rapamisinin MDA {izerinde olumlu
bir etkisi olmadigi goriildii. MDA seviyesinin diisliriilmesinde en etkili olan ilag

metilprednizolon olup MDA sham kontrol grubu degerlerine yakin olarak tespit edildi.




Tablo 3. Dokuda tespit edilen Glutatyon peroksidaz degerleri
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Grup Sham Hasar Hasar+MP Hasar+ Hasar+
(£SD) (£SD) (£SD) Rapamisin Agmatin
(£SD) (£SD)
GPx 91,29+23,02 | 309,7422,51 | 262,6+39,78 | 132,0+£25,02 | 202,5+30,31
U/ml
GPx
400
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o
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Grafik 2. Tiim gruplar i¢in 6l¢iilen GPx degerleri

Dokuda 6lgiilen glutatyon peroksidaz diizeylerinin gruplararasi karsilagtirmasinda;
Sham ve hasar grubu arasinda anlamli fark gézlendi. P<0.001

Sham ile metilprednizolon ve agmatin grubu arasinda anlamli fark gézlendi. P<0.001
Hasar grubuyla rapamisin tedavi grubu arasinda anlamli azalma gézlendi. P<0.001
Hasar ile agmatin grubu arasinda anlamli azalma gozlendi. P<0.001

Prednizolon ile rapamisin grubu arasinda anlamli fark bulundu. P<0.001

Sham grubu ile karsilastirildiginda glutatyon peroksidaz degerlerinin hasar grubunda
anlamli olarak arttig1 goriildii. Bu sonug hasarda serbest oksijen radikallerinin artmig
oldugunu gostermekteydi. Rapamisin ve agmatinin GPx degerlerini anlamli olarak
azalttigr ancak sham kontrol grubuna gore yiiksekligin devam ettigi goriildi.
Ozellikle rapamisin etkisi daha fazla saptandi, degerler sham kontrol grubuna
yakindi. Metilprednizolon, GPx degerini rapamisin ve agmatine gore daha az

diistirmiistii.




Tablo 4. Plazmada tespit edilen Katalaz degerleri
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Grup Sham Hasar Hasar+MP R;'p?;rarl]ri:in :gﬁz:rn
(£SD) (#SD) (#SD) (+SD) (=SD)
Katalaz
ol | 10:942.237 | 14,4743,351 | 12,073,244 | 13,541,784 | 14,00£1,727
katalaz
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sham hasar pred rapa agma
Gruplar

Grafik 3. Tiim gruplar i¢in 6l¢iilen katalaz degerleri

Sham kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasar ve tedavi gruplarinda katalaz

degerlerinde artis goriildii. Agmatin verilen grup degeri hasar grubuna ¢ok yakindi.

Metilprednizolon ile tedavi edilen grup katalaz diizeyinde daha fazla azalma tespit

edildi. Gruplardaki katalaz diizeylerindeki bu degisiklikler istatiksel olarak anlamli

bulunmad:.




Tablo 5. Plazmada tespit edilen Siiperoksit dismutaz (SOD) degerleri
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Gruplar Sham Hasar Hasar+ Hasar+ Hasar+
(£SD) (£SD) MP Rapamisin Agmatin
(£SD) (£SD) (£SD)
SOD 0,09392+ | 0,06106+ 0,05242+ 0,0562+ 0,06242+
diizeyi 0,02521 0,03974 0,02671 0,01427 0,07238
SOD
0.15+
£
—
=
~ 0.10- T
>
m ——
N
=
©
O 0.05-
@)
7p)
0.00
sham hasar pred rapa agma
Gruplar

Grafik 4. Tiim gruplar i¢in dlciilen SOD degerleri

SOD degerlerinde, sham kontrol grubuna goére hasar ve diger gruplarda azalma
saptandi. Ilag gruplarmndan agmatin bir miktar SOD’u yiikseltse de anlamli fark
yaratacak diizeyde degildi. Gruplar arast SOD degerleri istatiksel olarak anlamli

bulunmad:.
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9.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Sham kontrol grubuna ait medulla spinalis yapilarmin biitiinligiinii korudugu,
herhangi bir yapisal bozulmanm olmadig: goriildi (Sekil 9,10,11).

Hasar olusturulan grupta medulla spinalis biitiinliigliniin bozuldugu, gri ve beyaz
maddelerin ayirt edilemedigi, yaygin 6demin oldugu, myelin yapilarinin bozuldugu
tespit edildi (Sekil 12,13,14). Gri ve beyaz maddeyi kapsayan hasar alaninda 6demli
bolgeler, hiicre ve miyelin kaybi, inflamatuar hiicre artis1 (Sekil 15), yari ince
kesitlerde ise hasar alanindaki akson ve miyelin bozulmalari, akson gekilmeleri,
miyelinlerde vakuolizasyon, ¢ok sayida makrofaj belirgin olarak tespit edildi (Sekil
16).

Metilprednizolon kullanilan deneklerin medulla spinalis yapilarinda hasarli alanin
daha kiigiik bir alanda devam ettigi (Sekil 17), hem gri hem de beyaz maddede
kanama odaklar1 (Sekil 18), miyelinlerde bozulma bu grupta da bulunmaktaydi. Yari
ince kesitlerde, hasarli alanda akson ve miyelin bozulmalar1 belirgindi. Bozulmus
alanlarin arasinda kiigiik capli aksonlarin ¢evresinde ince miyelin kiliflar yer
almaktaydi (Sekil 19). Bu grupta makrofajlar daha az sayida saptandi.

Rapamisin verilen grupta hasar alan1 daha kiiclik boyutlarda izlendi. Beyaz maddede
vakuolizasyon bulunmaktaydi, kanama alanlar1 metilprednizolon grubuna gore daha
az olarak saptandi (Sekil 20). Yar:1 ince kesitlerde bozulmus miyelin ve akson
yapilar1 ve biiyiik ¢apli ¢ok sayida makrofaj tespit edildi (Sekil 21,22).

Agmatin grubunda hasar alani hasar grubuna goére daha kiiglik olmasina karsin
rapamisin ve metilprednizolon grubuna gore daha genisti (Sekil 23). Beyaz maddede
vakuolizasyon, dejenere akson ve miyelin yapilar1 bu grupta da bulunmaktaydi (Sekil
24,25).Yar1 ince kesitlerde gri maddede néron yapilarinin normal gériiniimde oldugu,
Nissl cisimciklerinin bozulmadigi gozlendi (Sekil 26). Beyaz maddede miyelinli
aksonlarmn arasinda uzantili astrosit hiicreleri (Sekil 27) ayirt edildi.

Sekonder lezyon alanlarinin hasar ve tedavi gruplarinda karsilastiriimasinda ayni,
birbirine yakin sayidaki kesitler kullanildi. Metilprednizolon, rapamisin ve agmatin
ile tedavi edilen gruplarda sekonder lezyon alanmin hasarli gruba gore ¢ok daha
kiiclik oldugu tespit edildi. Agmatin grubunda sekonder lezyon alan1 rapamisin ve
metilprednizolona gore daha biiyiiktii. Hasar ve rapamisin gruplarinda lezyon
alanlarinda kanama, metilprednizolon ve rapamisin grubuna gore daha az olarak

goriildil.
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Apoptotik hiicre tamimlamak i¢cin TUNEL boyamasi uygulanan gruplar
incelendiginde sham, hasar, metilprednizolon ve agmatin grubuna ait medulla
spinalis yapilarinda apoptotik hiicre saptanmadi (Sekil 28, Sekil 29, Sekil 30, Sekil
31). Rapamisin ile tedavi edilen grupta beyaz maddede ¢ok sayida apoptotik hiicreler
tespit edildi (Sekil 32).

Elektron Mikroskobik bulgular:

Hasar grubunda akson ve miyelin yapilarinda ileri derecede bozulma, genis 6demli
alanlar gorildi (Sekil 34). Rapamisin grubunda par¢alanmis miyelin lamellerinin
akson i¢ine uzandigi, akson i¢inde graniiler madde birikiminin oldugu tespit edildi
(Sekil 35). Agmatin grubunda miyelin tabakasinda ayrilmalar, aksonlarda ¢ekilmeler
izlendi. Mitokondrilerde sisme gozlenmedi (Sekil 36). Metilprednizolon grubunda
miyelinli liflerin gOriinlimii agmatin grubuna benzemekteydi. Farkli ¢aplarda
miyelinli aksonlar izlendi (Sekil 37). Rapamisin grubunda GER yapis1 aktif belirgin

olan noronlar izlendi (Sekil 38).

Sekil 9. Sham grubuna ait goriintii, Hematoksilen Eozin, x4



Sekil 10. Sham grubuna ait medulla spinalis kesiti. Kanalis sentralis
(—), gri madde (gm), beyaz madde (bm) ve duramater (V). Luxol
Fast Blue, x4

Sekil 11. Sham grubu, Luxol fast blue, x10
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Sekil 12. Hasar grubunda bozulmus beyaz ve gri madde boliimleri
goriilmekte. Gri madde sinirlar1 segilememektedir, 6demli alanlar
belirgin olarak goriilmektedir. HE, x4 (2550 um’den gegen kesit)

Sekil 13. Hasar grubunun vakuolize gériiniimii. HE, x10
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Sekil 14. Hasar grubunda bozulmus miyelin yapilari ve 6dem
goriilmektedir. Luxol fast blue, x4

Sekil 15. Hasar grubuna ait 6demli alanlar(—) ve inflamatuar hiicre
artig1(*) goriilmekte. Luxol fast blue, x10




Sekil 16. Hasar grubunda beyaz maddede bozulmus akson ve myelin
yapilari(—), miyelinde vakuolizasyon (*), aksonda g¢ekilmeler (a) ve
cok sayida makrofaj (P) dikkat g¢ekmektedir. Duramater (dm),
piamater (pm), Toluidin blue-Pironin, x40

Sekil 17. Metilprednizolon grubunda hasar varligini daha kiigiik bir
alanda siirdiirmektedir. (2500 pm’den gegen kesit) HE, x4
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Sekil 18. Metilprednizolon grubunda gri ve beyaz maddede yaygin
kanama alanlar1 goriilmekte (—). HE, x40
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Sekil 19. Metilprednizolon verilen grupta akson c¢ekilmeleri (*),
miyelinde vakuolizasyon ve bozulmalar (—), ¢ok sayida kiiciik ¢aplt
aksonlar (»).Toluidin blue-Pironin, x40



Sekil 20. Rapamisin grubuna ait medulla spinalis yapisinda daha
kiicliik bir hasar alani, beyaz maddede vakuolizasyon goriilmekte.
(2500 pm’den gecen kesit) ,HE, x4

Sekil 21. Rapamisin grubunda fagositik makrofajlar goriilmekte.
Toluidine blue- pironin,x40
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Sekil 22. Hasar ve diger tedavi gruplariyla karsilastirildiginda
rapamisin grubunda c¢ok sayida fagositik materyal igeren biiyiik
makrofajlar goriilmekte(—). Toluidin blue-Pironin, x100

Sekil 23. Rapamisin grubunda biziilmiis akson yapilar1 (*),
oligodendroglia hiicreleri (—) yapist bozulmus miyelin kiliflar ve
vakuollii artik miyelinleri fagosite etmis iri makrofajlar (m)
goriilmektedir. Toluidin blue-Pironin, X100
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Sekil 24. Agmatin grubuna ait genel goriiniim. Ayni diizeyden gecen
kesitlerle karsilastirildiginda metilprednizolon ve rapamisin grubuna
gore sekonder lezyon alan1 daha genis olarak goriilmektedir. ( 2500
um’den gecen kesit) HEx4

Sekil 25. Agmatin grubunda ve vakuolize goriiniim, bozulmus miyelin
ve akson yapilari(—), korunmus gri madde ve néronlar, HE, x10
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Sekil 26. Agmatin grubunda miyelin bozulmasi goriilmekte. Luxol fast
blue, x10

Sekil 27. Agmatin grubunda bozulmamis ndron yapilar1 ve belirgin
Nissl cisimcikleri (—) goriilmekte. Toluidin blue-Pironin, x40
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Sekil 30. Hasar grubuna ait TUNEL boyamanin olmadig1 goriilmekte,
x40

Sekil 31. Metilprednizolon grubuna ait TUNEL boyamasi, x40



Sekil 32. Agmatin grubunda TUNEL apoptotik hiicrelerin
olmadig1 goriilmekte, x40

Sekil 33. Rapamisin grubunda beyaz maddedeki apoptotik glial
hiicreler goriilmekte(—),TUNEL yontemi, x40
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Sekil 34. iskemi grubunda édemli alanlar (*) ve bozulmus miyelin ve
akson yapilari (—) goriilmekte.

EHT.=20.00 kv . SignalA =€2BsD Mag = “T03 KX
WD+ 6.0 mm ~ Vacuum Mode = High \Vacuum . Ehamber =4.10e=003 Pa

Sekil 35. Rapamisin grubunda pargalanmig myelin lamellerin akson
icine uzandig1 (<) ve graniiler madde birikimleri goriilmekte.
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EHT=20.00 k¥Signal A =.CZ'BSD Mag = 748 KX
MD'S, 6,5 mm < M@euim Mode = High Vacuum . Ghamber=2.86e2003.Pa

9

Sekil 36. Agmatin grubunda akson ve myelin yapilarinin daha diizenli
oldugu goriilmekte.

‘- ”’ _V ‘ X ‘T.,N\
EHT = 20.00%\A8 Signal A = GZBSD: & Iag§ }‘10.42 KX
WD = G0smm Vac#ﬂm;Mode SHigh Vacuum Chaner = 107e-003P2

Sekil 37. Prednizolon grubunda farkli ¢aplarda miyelinli aksonlarda
ayrilmalar daha hafif siddette izlenmekte. Kapiller ve komsu astrosit
(a) normal yapida goriilmekte.
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EHT'=20.00 K. 2 Signal A= CZBSD ; .
WD = 6.0mm - VaciumiMode = High-Vackumi sChamber = 2466003Pa

Sekil 38: Rapamisin grubunda GER yapisi belirgin ndron (n)
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10. TARTISMA

Spinal kordda meydana gelen travma sonrasinda sekonder mekanizmalar doku
hasarmi biiyiitmektedir. Bu hasarlar, doku nekrozu ve fonksiyonel zararla sonuglanan
biyokimyasal, patolojik olaylara yol agar. Hiicre membran1 pargalanmasi, spinal kan
akimi ve metabolizmada degisikligin yol actig1 sekonder hasar, mekanik travmanin
etkilerini siddetlendirir, lezyon genislemesi ile sonuglanir. Norolojik islev
bozukluklari, primer noéronal hasardan daha ¢ok sekonder degisikliklerden
kaynaklanir. Spinal kord hasarinda gelisen Ssekonder hasar mekanizmalarmnin tam
olarak anlagilmamasi tedaviyi giiglestirmektedir. Spinal kordda travmatik olaylar,
mekanik hasarla birlikte doku dejenerasyonu olusturur, sonrasinda iskemi, hemoraji
ve 6deme sebep olurlar. Direkt lokal doku haraplanmasina ek olarak, beyin ve spinal
kord hasarlar1; enerji tiiketilmesi, Ca diizenlenmesinin bozulmasi, asidoz,
ndrotransmitter salimiminin artmasi, asir1 serbest radikal birikimi ve artmis lipid
peroksidasyonu gibi ¢ok sayida reaksiyona yol agarlar (121). Sekonder hasarin
azaltilmas1 veya engellenmesi icin hasar alanindaki metabolik inhibisyonun
olusturulmas:t noéroprotektif cevabi belirlemektedir. Serbest oksijen radikallerini
azaltan antioksidanlar bu inhibisyonu gerceklestirmektedir (122). Hall ve arkadaslar1
da noroprotektif etkide temel mekanizmanm lipid peroksidasyonun inhibisyonu
oldugunu bildirmislerdir (123). Oksidatif hasar norolojik hastaliklarda yaygin
patolojik mekanizmadir. Serbest radikaller sadece noral membranlarin lipid
peroksidasyonuna degil, protein, RNA ve DNA yapisinda da peroksidasyona yol agar
(124). Membrani olusturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseridler gibi doymamis yag
asitleri ve membran proteinleri serbest radikaller i¢in olduk¢a ¢ekici
makromolekiillerdir. Biyomolekiillerin tiimii serbest radikallerin etki alaninda olsalar
da lipitler bu riske en duyarli yapilardir. Serbest radikaller baslica molekiiler
oksijenin normal metabolizma basamaklarinda indirgenmesi ile agiga ¢ikmaktadir .
Reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda siirekli olusur. Bunlarin ¢ogu yararli
fizyolojik gorevleri yerine getirir. Fakat asir1 miktarlarda veya uygunsuz kosullarda
olusumu ile toksik olabilirler. Metilprednizolon, National Acute Spinal Cord Injury
Studies (NASCIS) caligmalar1 sonucunda akut spinal kord hasar1 sonrasi standart
tedavi olmustur (125). Metilprednizolonun noroprotektif etki mekanizmasi tam

olarak anlagilamamistir. Themid 1960 yilinda glukokortikoid steroidleri
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posttravmatik spinal kord 6deminde ampirik olarak kullanmistir. Giiniimiizde kabul
edilen mekanizmalar, lipid peroksidasyon ve inflamatuar sitokinlerin inhibisyonu,
kalsiyum dengesinin korunmasi, spinal kord kan akiginin korunmasi, ve inflamatuar-
immun hiicrelerin diizenlenmesidir (126). Kurt ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada
spinal kord hasar1 yapilan ratlarda, bir TNF-o blokeri olan infliximab tedavisinin
etkinligini steroid ile tedavi edilen gruplarla karsilagtirmislar, infliximabin steroidle
birlikteki etkisinin artip artmadigia bakmislar. MDA nin hasar grubunda ¢ok artmus
oldugunu, infliximab ve steroid ayni diizeyde MDA degerlerinde azalmaya neden
oldugunu, ancak bu iki ila¢ birlikte verildiginde MDA diizeylerinde diisiisiin ¢ok
daha anlamli oldugunu bulmuslardir (33). Christie ve arkadaslari, MDA seviyeleriyle
Olciilen oksidatif stresin, akut spinal kord hasari sonrasini takiben 5. giline kadar
devam edebildigini gostermislerdir. Metilprednizolon, MDA degerini ilk 12 saatte
azaltmaktadir. Metilprednizolon 1-7 giin uygulandiginda ise 24 saat- 5 giin arasinda,
MDA seviyesine etkisinin olmadigi gorilmiistiir (127). Kayali ve arkadaslar1 ise
hasar sonrasi 6.giinde MDA ve SOD diizeyinde anlamli bir fark goézlemezken
glutatyon peroksidaz seviyesinin artmis oldugunu tespit etmislerdir (128). Bizim
calismamiz sonucunda spinal hasar olusumunun 7.giiniinde hasar grubunda dokuda
MDA ve glutatyon peroksidaz diizeylerinin arttigi, serumda SOD ve katalazin
diizeylerinin anlamli bir degisiklik gostermedigi tespit edildi. Hasar grubu ile
karsilastirildiginda, metilprednizolonun doku MDA seviyesini anlamli olarak
azalttigi, sham kontrol grubu degerine yaklastig1 tespit edilmistir. SOD ve katalaz
diizeylerinde hasar grubuna benzer olarak farklilik goriilmemis, glutatyon peroksidaz
seviyesini azalttigr ancak bu azalisinin anlamli olmadigi saptandi. Bu sonuglar
tedavide kullanilan metilprednizolonun spinal kord hasarmndaki kabul goren
etkilerinden biri olan lipid peroksidasyonu engelledigini desteklemektedir

Yapilan kaynak taramalarinda, rapamisininin merkezi veya periferik sinir sistemi
yaralanmalarinda kullanildigmma dair ¢alismalar ¢ok az sayida olup, biyokimyasal
caligmalara rastlanilmamistir. Rapamisin, sitozolik proteine baglanarak mTOR’u
inhibe etmektedir. mTOR lizozomal yolla hiicre i¢i bilesenlerinin yikilmasini
tanimlayan otofajiyi negatif etkiler, rapamisin ise mTOR’u inhibe ederek otofajiyi
indiikler (129). Spinal hasar olusturulup 7. giin rapamisin ile tedavi edilen
deneklerimizin biyokimyasal sonuglar1 degerlendirildiginde MDA diizeyinin yiliksek

oldugu, hasar grubuna yakim oldugu goriildii. Glutatyon peroksidazin, hasar grubu ile
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karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi, katalaz ve SOD seviyelerindeki
degisiklikler ise anlamli degisiklik gostermedigi tespit edildi. Rapamisinin membran
hasarina kars1 onleyici etkisinin olmadig goriildii.

Agmatin, N-metil-D-aspartat reseptorlerini (NMDAR) antagonize eder ve tiim nitrik
oksit sentaz (NOS) izoformlarini inhibe eder (130,131,132). NMDAR antagonistleri
ve NOS inhibitorleri spinal kord hasarindaki ndronal fonksiyonlarm adaptasyon
degisikliklerini Onler. Agmatin, glutamatin NMDA reseptor blokeri olarak etki
etmektedir (101). Glutamat ndronal hasar1 farkh siireclerle siddetlendirir. Ik olarak,
intraselliiler Ca™" artis1 yapar, proteoliz ve lipid peroksidasyonunu aktive ederek
hiicre membranini haraplar ve ndronal dliime sebep olur. Ikinci olarak glutamat;
hiicresel 6dem yapan 6nemli iyon degisikliklerine aracilik eder (133). Bu yiizden
cok sayida glutamat reseptdor antagonistleri deneysel spinal kord hasarinda
kullanilmustir (134,135). Ekzojen agmatinle tedavi non-toksiktir ve norotoksik ve
iskemik beyin hasarlarinda belirgin néroprotektif etki gostermektedir (136). Brewer
ve arkadaslari, agmatinin intraspinal uygulanmasinin eksitotoksik spinal kord hasar1
sonrasit noroprotektif oldugunu bulmuslardir (137). Fairbanks ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada, agmatinin spinal sinir hasari, periferal inflamasyon,
eksitotoksik spinal kord hasarinda eksojen olarak uygulandiginda allodini ve
hiperaljeziyi hafiflettigini gostermislerdir (138). Agmatinin kiiltiir ndronlarda
NMDA reseptor blokaji ile glutamat bagimli nérotoksisiteye karsit koruduguna dair
kanitlar bulunmaktadir (101). Tufan ve arkadaslar1 66 disi Wistar rat ile yaptiklari
calismada, deneysel spinal kord hasar1 modelinin 30 dakika oncesi, sonrasi ve klip
kompresyon uygulandigi sirada glutamatin presinaptik salmimimi engelleyen
antiepileptik ila¢ lamotrijin vererek etkinligini arastirmuslar. Biyokimyasal olarak
hasarda artmis olan doku MDA seviyelerini azalttig1 bildirmislerdir. Plazmadaki
SOD degerinin hasarda diistiiglinii, glutatyon diizeylerinin ise hasarda azaldigini,
tedavide armis oldugunu tespit etmislerdir (139). Kuscuoglu ve arkadaslar1 spinal
kord hasarinda agmatinin MDA diizeyini anlamli olarak azalttigin1 ancak kontrol
diizeyine indirmedigini bildirmislerdir (14). Hasar olusturulup agmatin ile tedavi
ettigimiz grupta, MDA ve glutatyon peroksidaz diizeylerinin, hasar grubuna gore
anlaml olarak azaldig1 ancak sham kontrol grubuna gore yiiksek oldugu gdzlendi.
Bu sonu¢ Kuscuoglu ve arkadaslarinin sonuclar1 ile uyumlu idi. Agmatinin lipid

peroksidasyonu metilprednizolon gibi azalttigi gorilmiistir. Katalaz ve SOD
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degerlerinde anlamli degisiklikler goriilmedi. Glutatyon peroksidaz diizeyini
rapamisinden sonra en fazla diisiiren agmatin olarak tespit edildi.

Spinal kord hasarlarinda travmayi takiben ilk ortaya ¢ikan degisiklik beyaz maddede
odem olusmasidir. Odem damarlarin ¢evresinde, astrositlerde, ndronlarmn cevresinde
goriliir. Kanama alanlar1 siklikla goriiliir, hasar alaninda baglangigta nétrofiller daha
sonra lenfositler ve makrofajlar ¢ok sayida yer alir. Noronlarda akson, miyelinlerde
bozulma, miyelin kilifta sisme ve vakuolizasyon bulunur. Iyilesme siirecinde lipid ve
hemosiderin igeren ¢ok sayida makrofaj hasar alaninda gozlenir (140,141). Hasar
alaninda aktive B hiicreleri ve plazma hiicrelerinin artisi tanimlanmistir (142).
Calismamizda hasar grubunda genis bir lezyon alaninin olustugu, gri ve beyaz madde
yapilarinin bozuldugu, artmis 6dem ve basta makrofa; olamak iizere artmis
inflamatuar hiicreler goriildii. Kanama alanlar1 bulunmaktaydi. Tedavi gruplarinda
hasarin devam ettigi ancak hasar alanlarinin daha kiiciik oldugu gdzlendi.
Makrofajlar rapamisin verilen grupta hasar grubuna gore ¢ok iriydi. Agmatin ve
prednizolon verilen gruplarda irilesmis makrofajlar daha az sayida tespit edildi.
Agmatin grubunda noronlarin iyi korundu, Nissl cisimciklerinin bozulmadigi tespit
edildi. Gruplarda astrosit artisi, glial skar dokusu goézlenmedi. Kanama alanlari
ozellikle metilprednizolon verilen deneklerin birinde ¢ok sayida izlendi. Isik
mikroskopta gozlenen degisiklikler Elektron mikroskobunda ince yap1 diizeyinde de
tanimlandi. Hasar ve tedavi gruplarinda 6dem, miyelin dejenerasyonu, akson
bozulmalar1 tespit edildi. Ancak tedavi gruplarinda dejenerasyonun ve 6demin daha
hafif oldugu gorildii. Yu ve Arkadaslar1 spinal kord hasarinda kullandiklari
agmatinin doku hasarini azalttigin1 bidirmislerdir (143). Popovich ve arkadaslari,
perifer makrofajlar1 baskilanmasi sonucunda lezyon alanindaki makrofajlarin
azaldigin1 bildirilmistir. Hematojen makrofajlarin baskilandigi grupta intraspinal
makrofaj aktivasyonunun baskilanmasiyla myelinli aksonlarin artmig korunumu ve
nekrotik kavitenin azalmasi goriilmiistiir. Ayrica, makrofaj baskilanmig hayvanlarda
lezyon alaninda hasardan 1-2 giin sonra artmis aksonal immunreaktivite goriilmiistiir.
Bu bilgilerin 1g18inda, sekonder hasarla endojen tamir mekanizmalari, makrofajlarla
sinir sistemi hiicreleri arasindaki kompleks etkilesimlerle diizenlendigi iddia ediliyor
(144). Bu calismada perifer makrofajlarin baskilanmasiyla aksonal tamirin daha iyi
oldugu gosterilse de baska bir caligmada, tam tersine hasar alaninin mikroglia ve

makrofajlarca desteklenmesinin ndroanatomik onarim ve fonksiyonel iyilesmeyi
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sagladigmi gostermisler (145). Previtt ve arkadaslari, makrofajlarin hasar bolgesine
gelerek, sitokin salmimi ve ortamdaki diger nonnéronal hiicrelerle etkilesimle akson
rejenerasyonuna katkida bulundugunu bildirmislerdir (146). Bizim ¢alismamizda
rapamisin grubunda hasar bolgesinde ¢ok sayida, biiyiik, sitoplazmasinda fagositik
materyal iceren makrofajlarin oldugu tanimlanmistir. Cok sayidaki makrofaj varligi
rapamisinin mTOR’u inhibe ederek otofajiyi indiiklediginin (129) gostergesidir. Bu
yolla hasara karst miicadelenin olmasi, sekonder lezyon alaninin genislemesinin
engellemesi seklinde yorumlanmustir.

Spinal kord hasar1 sonras1 apoptozis gozlenmektedir. Santral sinir sistemi hasariyla
ilgili apoptozis, hasar sonrasi upregiile olan bir¢ok anahtar molekiiliin olusturdugu
bir komplekstir (87). Emery ve arkadaslar1 travmatik kord hasari sonrasi 6len 15
hastanin spinal kordlarii incelemisler ve lezyon merkezinde ve komsu beyaz madde
sinirlarinda  apoptotik  hiicrelere  rastlamiglar  (147). Lee ve arkadaslari,
metilprednizolonun selektif olarak hasar sonrasinda oligodendrosit apoptozisine yol
actigimi bildirmislerdir (148). Spinal kord zedelenmesinde apoptozis ile iligkili olan
Bax artigi, buna karsin Bcl-2 azalisi tanimlanmistir (149).

Apoptozisi tanimlamak i¢cin TUNEL boyamasi yapilan bu ¢alismada, sham kontrol,
hasar, metilprednizolon ve agmatin verilen gruplarda apoptotik hiicre
tanimlanmamistir. Rapamisin verilen grupta ise beyaz maddede apoptotik hiicreleri
belirgin olarak ayirt edilmistir. Rapamisinin, hiicre siklusunu G1 fazinda duraklattigi

ve apoptozise neden oldugunu bildirmislerdir (150).
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11. SONUC VE ONERILER

1. Spinal hasar olusturulup, 7 giin metilprednizolon, rapamisin ve agmatin
uygulanan bu ¢alisma sonucunda hasar grubuna gore tedavi gruplarinda daha
kiigiik lezyon alanlarinin olmasi bu ilaglarin sekonder zedelenmeyi belli
Olctilerde engelledigini gostermistir.

2. Biyokimyasal olarak hasarda anlamli olarak artan MDA ile tanimlanan lipid
peroksidasyonun  metilprednizolon ve agmatin ile  Onlenmistir.
Metilprednizolonun etkisi agmatine gore daha fazla bulunmustur.
Rapamisinin etkisi ters yonde olmustur. Hasar grubunda g¢ok artmis olan
antioksidan glutatyon peroksidazin azaltilmasinda en etkili ila¢ rapamisin
olarak tespit edilmistir. Katalaz ve SOD degerlerinde anlamli fark
bulunmamistir. Hasar grubunda katalaz ve SOD degerlerinde kontrole gére
anlamli degisiklik olmadigindan tedavi gruplarinda da uygulanan bu doz ve
stirede bir degisiklik saptanmamustir.

3. Tedavi gruplar1 iginde rapamisin makrofaj artigin1 uyarmistir. Spinal hasar
iyilesme siirecinde 6nemli rolii olan makrofajlarin artmis olmasi rapamisinin
sekonder lezyon gelisiminin engellenmesinde daha etkili olabilecegi
diistiniilmistiir. Uygulanan dozdan farkli dozlarda ve siirelerde bu etkinin
incelenmesi daha fazla bilgi edinilmesini saglayacaktir.

4. Rapamisin verilen grupta apoptozisin belirgin olarak goriilmesi, sekonder
lezyonun genislemesinin engellenmesinde, bu yolun olabilecegi seklinde

yorumlanmistir.
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