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OZET

Amac: Calismamizda spinal kord hasar mekanizmasinin sekonder fazinda Bardoxolone
Methyl bilesiginin noroprotektif etkinligini Metilprednisolon ile fonksiyonel,

biyokimyasal ve histopatolojik parametreler ile kiyaslanmas1 amaglanmistir.

Gere¢ Ve Yontem: 4 farkli grupta, her grupta 7'ser rat olacak sekilde ayrildi.
Anevrizma klipsi ile spinal kord iskemi modeli ¢alisildi. Gruplarda; 1.gruba sadece
travma olusturuldu. 2. Grupta iskemi sonrasi Bardoxolone Methyl 30 mg/kg
intraperitonal uygulandi. 3. Grupta iskemi sonrasi 30 mg/kg Metilprednisolon
intraperitonal uygulandi. 4. Grupta ise her iki bilesik 30 mg/kg iskemi sonrasi
intraperitonal uygulandi. Fonksiyonel motor muayenede Modifiye Tarlov skorlamasi
kullanildi. Kan ve dokularda Total Antioksidan Kapasite, Total Oksidan Kapasite,
Oksidatif Stres indeksi ve dokularda histopatolojik inceleme ¢alisildi. Histopatolojik
incelemede histopatolojik skor olusturuldu. Patolojik skor olusturulurken Nekroz,
Odem, Néron Kaybi, Hemoraji, Konjesyon parametreleri ele alindi. Olusturulan
skorlarin grup basma medyan degerleri alindi. (0=yok, 1= Cok az, 2=Az, 3=0Orta,
4=Ciddi)

Bulgular: Histopatolojik incelenen dokularda; 1.grupta patolojik skor en yiiksekti. 4.
Grupta patolojik skor en diisiik idi. 2. Ve 3.grupta patolojik skor agisindan istatistiksel
fark yoktu. 1. Ve 4. Grupta patolojik skor farki istatistiksel olarak anlamliydi. Serumda
TAS/TOS/OSI c¢alisildi. Yapilan caligma sonrast TAS ve OSI degerlerinde gruplar
arasinda istatistiksel fark goriilmedi. TOS degerinde ise Bonferroni diizeltmesi sonrasi
1. Ve 3. Grup fark istatistiksel olarak anlamliydi. Dokuda ¢alisilan TAS/TOS/OSI

degerlerinde ise gonderilen materyallerin bir kisminin galisma igin yeterli biyiikliikte
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ve igerikte olmamasi sebebiyle BCA protokolii ile havuzlama yapildi. Havuzlama
yapildigi igin istatistiksel ¢alisma yapilamadi. Calisma sonrasi en yiiksek TAS degeri
4.grupta (0,78), en diisitk TAS degeri 1. Grupta (0,01) 6l¢iildii. TOS degeri en yiiksek
2. Grupta (9,08) en diisiik 1.grupta (4,06) olgiildi. OSI ise en yiiksek 1.grupta (35,352)
en diisiik 4. Grupta (1,067) 6lciildii. Motor muayenede Modifiye Tarlov Skorlamasi
kullanildi. Modifiye Tarlov Kriterleri; 0: Extremitede hareket yok, 1: Minimal
extremite hareketi mevcut, 2: Aktif hareket var ancak desteksiz oturamiyor, 3: Desteksiz
oturabiliyor ancak ziplayamiyor, 4: Ziplama var ancak zayif, 5: Tam motor fonksiyon
olarak degerlendirildi. Ortalama skor 1.grupta en diisiik (0), 4.grupta en yiiksek (3,33)
Olciild.

Sonu¢: Calismamizda Bardoxolone Methyl ve Metilprednisolon'un tek basina
uygulandiginda noroprotektif olarak benzer koruyucu oldugu, ikisi kombine

uygulandiginda anlamli derecede noroprotektif etkinliginin arttig1 gésterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bardoxolone Methyl, Metilprednisolon, Iskemi, Oksidatif Stres
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ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to compare the neuroprotective efficacy of the
compound Bardoxolone Methyl with Methylprednisolone during the secondary phase

of spinal cord injury, using functional, biochemical, and histopathological parameters.

Materials and Methods: A total of 28 rats were divided into 4 groups, each consisting
of 7 rats. A spinal cord ischemia model was established using an aneurysm clip. Group
1 received only trauma. In Group 2, 30 mg/kg of Bardoxolone Methyl was
administered intraperitoneally after ischemia. In Group 3, 30 mg/kg of
Methylprednisolone was administered intraperitoneally after ischemia. Group 4
received both compounds at a dose of 30 mg/kg intraperitoneally after ischemia.
Modified Tarlov scoring was used for functional motor examination. Total Antioxidant
Capacity (TAC), Total Oxidant Status (TOS), and Oxidative Stress Index (OSI) were
analyzed in serum and tissues, along with histopathological examination. A pathology
score was created during histopathological evaluation, taking into account necrosis,
edema, neuronal loss, hemorrhage, and congestion. Median values per group were
calculated for the generated scores (0 = none, 1 = minimal, 2 = mild, 3 = moderate, 4

= severe).

Results: Among the histopathologically examined tissues, Group 1 had the highest
pathological score, while Group 4 had the lowest. There was no statistically significant
difference between Groups 2 and 3 in terms of pathological scores. However, the
difference between Groups 1 and 4 was statistically significant. In serum analyses of
TAS/TOS/OSI, no significant differences were observed between the groups in TAS
and OSI values. However, after Bonferroni correction, the difference in TOS values
between Groups 1 and 3 was statistically significant. In the tissue-based TAS/TOS/OSI

analyses, due to insufficient size and content of some samples, pooling was performed
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using the BCA protocol, which prevented statistical analysis. The highest tissue TAS
value was observed in Group 4 (0.78), and the lowest in Group 1 (0.01). The highest
tissue TOS value was in Group 2 (9.08), and the lowest in Group 1 (4.06). OSI was
highest in Group 1 (35.352) and lowest in Group 4 (1.067). For motor evaluation, the
Modified Tarlov Scoring System was used. The criteria were: 0 = no movement in
limbs, 1 = minimal limb movement, 2 = active movement but cannot sit unaided, 3 =
can sit without support but can not jump, 4 = jumping present but weak, 5 = full motor

function. The average score was lowest in Group 1 (0) and highest in Group 4 (3.33).

Conclusion: Our study demonstrated that both Bardoxolone Methyl and
Methylprednisolone, when administered alone, have similar neuroprotective effects.
However, when administered together, a significantly enhanced neuroprotective

efficacy was observed.

Keywords: Bardoxolone Methyl, Methylprednisolone, Ischemia, Oxidative Stress



1. GIRIS VE AMAC

Spinal kord omurga kanalinda yer alan ve beyin ile viicut arasindaki koprii
gbrevini goren onemli bir merkezi sinir sistemi bilesenidir. Spinal kord giiclii kemik

yapilardan olan omurga igerisinde boydan boya uzanir. [1]

Spinal kord travmasi iilkelerde ciddi bir saglik sorunu olup, morbiditesi
yiiksektir. Kord hasarlanmasi sonrasi ¢esitli fonksiyon kayiplar1 olusmaktadir. Bu da
iilkelerde ciddi ekonomik ve saglik problemleri olusturur.[2] Olgularin %70'inden
fazlasinda multiple travma goriilmektedir ve bu durum g¢esitli ek komplikasyonlara
neden olmaktadir. Spinal kord hasarindan sonra hastalarin ¢ogu normal hayatina
donememektedir. Ozellikle ciddi spinal kord hasar1 olan hastalarin hastanede kalis
stiresi uzadigindan ve hastane enfeksiyon riskinin ¢ogu immobil olan bu hastalarda

yiizdesel olarak arttigindan dolay1 ciddi komplikasyonlarla karsilasiimaktadir.[3]

Omurga torakal ve lomber bolgede bir gegis bolgesi olan torakolomber bileske
(T10-L2) en sik travma bdlgelerinden birisidir ve genellikle trafik kazasi, spor

yaralanmalar1 gibi yiiksek enerjili travma sonucu olusur.[4]

Spinal kord hasar1 insidans1 10.4 ile 83 kisi/milyon/y1l olarak belirtilmektedir.
Oran iilkeler arasi farklidir. Ornegin Amerika Birlesik Devletlerinde insidans yaklagik

54 kisi/milyon/yil olarak belirlenmistir.[5]

Spinal kord hasar1 Primer ve Sekonder faz olarak iki fazdan olusmaktadir.
Primer faz olay aninda travmaya bagli olarak olusur. Travmaya bagl olarak olay aninda
aksonal ve noronal hiicreler mekanik olarak hasar goriir. Bu fazdan sonra sekonder faz
baslar. Bu fazda viicudun travmaya verdigi fizyolojik yanittir. Bu evrede inflamasyon,
iskemi, serbest radikal olusumu, hiicre igi kalsiyum (Ca*?) artis1 gibi nedenlerde hiicre

oliimii gergeklesir. Klinik pratikte hiicre hasarini arttiran bu faza miidahale edilir.[6]



Calismamizda yeni sentetik triterpenoid olan Bardoxolone Methyl (BARD)
isimli Nfr-2 aktivatorii antioksidan degerlendirdik. BARD'In Nfr-2(Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2) aktivatorii oldugu NF-kB(Nuclear Factor kappa B) ve
mTOR(mammalian target of rapamycin) iizerinden antioksidan etki ettigi ve onun alt
aktivatorii  olan  hemooksijenaz-1(HO-1)  diizeyini  arttirdign ~ ¢alismalarca

gosterilmistir.[7]

1990 yilinin baglarinda NASCIS II ( National Acute Spinal Cord Injury Study)
‘in ¢aligma sonuglarina gore ozellikle akut yaralanma doneminde (ilk 8 saatte) yiiksek
doz(30 mg/kg bolus sonrasinda 5.4 mg/kg/saat dozda 23 saat idame) Metilprednisolon
kullanimimin faydali olabilecegini gostermistir.[§] Ancak daha sonra yapilan
caligmalarda yiiksek doz metilprednisolon‘un Kklinik olarak motor ve duyu iyilesmesine

anlamli bir fark katmadig1 ve ayrica pnémoni riskinin arttigini géstermistir.[9]

Deneysel calismamizda spinal kord yaralanmasi sonrasi sekonder hasari
engellemek i¢in klinik pratiktede siklikla kullanilan Metilprednisolon ile BARD'n

hiicresel iyilesmeye etkileri karsilastirilmali ve birlikte kullanilarak arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Spinal Kord Embriyolojisi

Omurga ve omurilik gelisiminin temeli olan nérolasyon embriyolojik donemin
3. haftasinda baglayip 4. haftanin sonunda sona erer. Sinir sistemi ektodermin
kalinlagmasiyla gelisir ve daha sonra notokord ve mezodermin aktivasyonuyla ndral
plak olusur. Noral plaktan da krista noralis ve noral tiip olusur. [ 10](Sekil-1)Sonrasinda
noral tiipten beyin ve omurilik, krista noralisten ise spinal ganglionlar ve periferik sinir
hiicrelerinin ndrolemma tabakasi olusur. Noral krest ve ndral tlip yapisinin ilk 4 somit
ciftinin kranial 2/3' i beyini, kalan 1/3 ii ise spinal kordu olusturur. Néral tiipiin kranial
ucu 24-26.giinde kapanir (primer ndrulasyon) ve kapanma kaudal uca dogru devam
eder. Kaudal u¢ 26-28. giinde kapanir (sekonder ndrulasyon). Daha sonra kaudal ug

hiicreleri regresyona ugrayarak konus medullaris ve filum terminaleye dontisiir.[11]
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2.2 Spinal Kord Makroskopik Anatomisi

Spinal kord omurga iginde servikal C1 vertebradan baslar ve erigkinlerde L1,
yenidogan déneminde L3 seviyesine kadar uzanir. Spinal kord uzunlugu erkeklerde
yaklasik 45 kadinlarda yaklasik 43 cm dir.[12] Omurilik conus medullaristen baslayan
koksikse uzanan filum terminale ile sabitlenmistir. Omurilikte toplam 31 segment
mevcuttur. Bunlarin 8'i servikal, 12’si torakal, 5i lomber, 5’i sakral, 1’i koksigeal
segmenttir.[13](Sekil-2) C1 hari¢ tim segmentlerde bir ¢ift dorsal ve ventral kok
bulunur ve bunlar néral foramenlerde birleserek spinal siniri olusturur. [14] Spinal kord
C4-T1 seviyesinde ve L2-S3 seviyelerinde genisler ve buralarda sirasiyla brakial plexus

ve lumbar plexus lifleri ¢ikar.[15]



2.3 Spinal Kord Kesitsel Anatomi

Omuriligin enine kesitine bakildiginda etrafi beyaz madde ile gevirili gri renkli H
seklinde kelebek benzeri bir gériiniime sahiptir. Bu gri cevherde aksonlar ve dentritler
bulunur. Beyaz cevherde ise myelinli ve myelinsiz aksonlarin inen ve ¢ikan yollar
olusturan uzantilari bulunur. Bu inen ve gikan yollar (funiculus) anterior,lateral ve
posteriorda bulunur ve birbirlerinden yanlarda anteriorolateral ve posterolateral
sulcuslar ile 6nde anterior median sulcus ve arkada posterior median sulcus ile

birbirinden ayrilir.(Sekil-3)[16]

Gri cevher, Rexed tarafindan 1950°li yillarin basinda 10 adet laminaya
ayrilmistir.[17] Lamina I-IX, dorsalden ventrale siralanmistir. Lamina X ise merkezde
bulunur. Lamina | (nucleus marginalis), dorsal koklerin giris kisimlarinda bulunur.
Lamina Il (substantia gelatinosa), periferden isi ve agri duyusu tasir. Lamina lll ve IV
nucleus proprius’u olusturur. Periferden titresim,basing ve bilingli proprioseptif
duyulari tasir. [18]Lamina V ve VI periferden mekanik ve viseral duyulari tasir. Lamina
VIl ve Lamina X sinaps yaparak durus-mobilizasyonda goérev alir. Lamina VI
reflekslerde gorev alir. Lamina IX extraflizal ve intrafiizal kaslarin innerve edildigi alfa
motor noéronlarla sinaps yapar. Lamina X ise santralde bulunur ve karsi taraf kordun

bazi néronlariyla sinaps yapar. [19]
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Omurilik 3 kat zar ile kaplidir. En dista Dura Mater, ortada Araknoid Mater, en
icte Pia Mater bulunur. Dura mater ile araknoid mater arasinda subdural bosluk
mevcuttur. Omurilik ligamentum denticulatum ile subdural bosluktan dura matere

baglanir. Pia mater ve araknoid mater arasinda BOS (beyin omurilik sivisi) bulunur.[20]

2.4 Spinal Kord Vaskiiler Yapisi

Spinal kordun anteriorunda 1 adet anterior spinal arter, posteriorunda 2 adet

posterior servikal arter ve radikiiler arterler ile olur. [21](Sekil-4)

Anterior spinal arter medulla oblongatadan filum terminaleye dek uzanarak

buranin vaskiiler beslenmesini saglar. [21]

Posterior spinal arterler spinal kord posteriorunda bulunan sulcus
posterolateralis i¢inde boydan boya uzanir ve radikiiler arterler ile anastomoz
yaparlar.[21] Radikiilomedullar anastomozlardan birisi olan ve T8-L2 seviyesinde
%75-80 sol interkostal lomber arterden koken alan Adamkiewicz arteri bulunur.(Sekil-
4) [21]

Spinal kord venleri arterleri gibi yerlesim gostermekte olup, seviyelerine gore

internal juguler ven,vena cava superior veya vena cava inferiora bosalirlar.(Sekil-5)[22]
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2.5 Spinal Kord Hasar1 Patofizyolojisi

Spinal kord hasar1 patofizyolojisi giiniimiizde halen net olarak bilinmese de

primer ve sekonder hasar fazi olarak iki fazda incelenmektedir.[23]

2.5.1 Primer Hasar Fazx

Primer hasar fazi hasarin oldugu anda gelisen akut mekanik hasardir. Néronlarin
direk mekanik hasar gordiigii fazdir.[24] Kiint travma,delici kesici yaralanma, yiiksek

enerjili travma gibi ¢esitli travma cesitleriyle olusabilir ve engellenemez hasar olusur.
[25]



2.5.2 Sekonder Hasar Faz

Sekonder hasar fazi primer hasardan farkli olarak travmayi takiben olusur.
Sekonder yaralanma mekanizmasinda; néroinflamasyon, iskemi, nérojenik sok, serbest
radikal olusumu, lipid peroksidasyonu, kan-merkezi sinir sistemi bariyerinin bozulmasi,
o6dem, proteaz salinimi ve eksitotoksisite yer alir. [26] Hasardan sonra dokuda 3 zone
olusur. Zone 1 travma sonrasi olusan nekroz ve inflamasyonu iceren dokulardir. Zone
2 de ise kismi yaralanma vardir ve burda akson sismesi, Wallerian dejenarasyon ve bir

miktar inflamasyon goriiliir. Zone 3 ise saglam doku olarak kabul edilir.(Sekil 6) [27]

; 5 . ; Vascular o A PR

Cytokines Immune
Cell
Infiltration

Cell Death Matrix Remodeling Glial Activation lonic Imbalance Formation of Glial Scar

Sekil 6. Posttravmatik Zone’ lar(27)

Norojenik sok: Spinal travma sonrasinda sekonder fazda goriilen bu durumda
sempatik aktivite kaybi nedeniyle olusan bradikardi, hipotansiyon ve periferik vaskiiler
direncin azalmasiyla olusan sok durumudur. Hipotansiyona bagli spinal kord
beslenmesi mikrovaskiiler diizeyde bozularak hasar1 daha da belirginlestiren iskemiye

yol acar.[28]
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Vaskiiler Hasarlanma: Spinal travma sonrasi olusan primer vaskiiler
endotelyal travma sonrasi endotelyal trombosit birikimi goriilebilmekte ve bu da spinal
dolasimda emboliye sebep olabilmektedir. Spinal dolasimda olusabilecek emboli
sonrasi ise spinal kord iskemik hasarinda kaudale veya kraniale dogru iskemik lezyon

artig1 goriilebilmektedir.[29]

Serbest Radikaller: Spinal travma sonrasi olusan iskemi ve hiicre igi
otoregiilasyonun bozulmasi sonucunda hiperemik faza gecilir. Bu fazda reperfiizyon
olusturulur. Reperflizyonda olusan serbest radikal artig1 antioksidan kapasiteyi asar ise
hiicre i¢ginde mitokondriyal zincir reaksiyonlariin inaktivasyonu, gliseraldehit 3-fosfat
dehidrojenaz enziminin inaktivasyonu, lipid peroksidasyonu, Na-K ATPaz kanal

inaktivasyonuna bagli olarak hiicre 6liimii artis1 goriiliir.[30]

Eksotoksitite :Sinir sisteminde major eksitator olarak gorev alan Glutamat
travma sonrasi birkag dakika iginde toksik diizeye ulasir. Glutamat reseptor aktivasyonu
ile hiicre i¢cin Nat+ miktar1 artis1 goriiliir.[31]Yapilan ¢aligmalarda Glutamat'in
baglandigi N-methyl-D-aspartate (NMDA) ve amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-
propionate-kainate (AMPA) reseptorlerinin aktivasyonunun iskemik hasarda 6nemli rol
aldigimi gostermektedir.[32] Oligodentrositler, 10 ila 40 aksonun miyelin kilifini Giretir.
Oligodentrositler bu AMPA ve bazi1 kainat reseptorlerinin sinyallerine ¢ok hassastir ve
bir oligodentrositin Sliimii birka¢ aksonun demiyelizasyonuna neden olabilir.[33]
Normalde aksiyon potansiyeli olusurken hiicre i¢ine sodyum gecici olarak voltaj
bagimli kapilarla alinir. Ancak travma sonrasi bu kapi bozuldugundan dolay: hiicre igine
ciddi miktarda sodyum birikir. Na+-Ca+ kanali sodyum-kalsiyum degis tokusu yapar.
Bununla birlikte hiicre icinde kalsiyum artis1 goriiliir. Artisa sekonder kalpainler,
fosfolipaz A2 ve lipoksijenaz gibi lizozomal enzimlerde artig goriiliir. Bunun sonucunda
hiicre 6liimii hizlanir. [34] Hiicre i¢i Cat++ artisi ile hiicre i¢inde bulunan inorganik
fosfatlar Ca++ ile baglanir. Hiicre i¢in kullanilabilir fosfor azaldigindan dolay1 birkag
dakika igerisinde kreatin fosfokinaz, adenozin trifosfat (ATP), adenozin difosfat(ADP)
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ve adenozin monofosfat(AMP) kaynaklar1 hizla tiikkenerek hiicre i¢i enerji kaybina yol
acar.[35] Kalpainlerin aktivasyonu ile myelin ile iliskili inhibitérler (MAI) ve
kondroitin siilfat proteoglikanlar (CSPG) ve prondtrofinler gibi inhibitér faktorlerde
artis olur. Hasarli bolgede biriken bu maddeler hasarli sinir dokusu tamirini

engeller.[36]

Noroinflamasyon: Spinal kord hasari sonrasi immuin yanit olarak makrofajlar,
Iokositler, TNF-alfa(Timor nekrozis faktor-alfa) ve T hiicreleri gibi bagisiklik sistemi
hiicreleri aktivitelerinde artis gériiliir. inflamatuar sitokinlerin salinmasiyla kan triind
olan monosit-makrofajlar vepu glial hiicrelerde bulunan mikroglialar hasarl dokuyu
fagosite eder. Bir diger yandan TNF-alfa hasarli bolgede sitokinler (interferon,interlkin
gibi) Uretir.[37] Bu olusan sitokinler COX-2(siklooksijenaz-2) yi eksprese eder. COX-2
hicrede bulunan arasidonik asidin proinflamatuar prostanoidlere
(prostoglandin,prostasiklin, tromboxanlar gibi) donisimiini tetikler. Prostasiklin;
vazodilator etikiye sahiptir ve vaskuiler gecirgenligi artr. Bunun sonucunda hiicre igi
odem olusur. Diger yandan olusan Tromboxan A2 trombosit agregasyonunu tetikler ve
vazospazma neden olur. Bunun sonucunda hasarli dokuda iskemi artisi gorilir. [38]
Yapilan bazi deneysel spinal kord hasar modellerinde, hiicrede COX-1(siklooksijenaz-1)
artisi goérdlmdistir. Bu da trombosik aggregasyonuna ve vazokonstriksiyona neden

olmaktadir.[39]

Nekrozis Ve Apoptozis: Nekrozis ve apoptozis hicre olimini agiklayan
terimler olmasina ragmen olusum mekanizmalari farklidir. Nekrozis; hiicre sismesi,
hiicre duvari yaralanmasi, ATP lretim kaybi gibi nedenler sonucu hiicre iceriginin disari
cikmasi ile karakterize direkt hiicre olimuadir. Apoptozis ise ATP bagimli kaspazlar ile
gerceklestirilen programli hiicre 6limudir.[40] Spinal travmada her iki tir hicre
oliminiinde gerceklestigi bilinmektedir. Her ikisi de hiicre sismesi, ekzotoksitite,

iskemi gibi olaylara sekonder olarak olusabilir. Ancak travma siddeti artk¢a nekrozis
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olusma orani artar. Nekrozis olusan hasarli dokunun kurtarilmasi zor olabilir ancak
daha az travmaya maruz kalan ve apoptozis olusumu baslayan hicreler
kurtarilabilir.[41] Spinal kord hasari sonrasi hasarli bélgede biriken TNF-alfa’nin yapilan
bazi calismalarda ozellikle oligodentrosit apoptozunu bazi reseptor aracili sinyal
yollariyla aktive ettigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda interlokin-10 (IL-10)’un TNF-
alfa ekspresyonunu azaltgl ve dolayisiyla apoptozu azaltgi gosterilmistir. [42] Son
yapilan calismalara gére TNF-alfa’nin spinal kord hasarinda ikili rol oynadigini
gostermistir. Calismalarda hasar sonrasi kronik donemde TNF-alfa’nin sinir bliylime
faktort (NGF), transformasyon bilylime faktori-beta (TGF-B), insilin, IL-10 gibi bazi
anti-inflamatuar sitokinlerin sentezini artrdig1 gosterilmistir. Akut fazda TNF-alfa
inhibisyonunun hicre apoptozunu azaltgl, kronik donemde ise TNF-alfa’nin

noroprotektif rol aldig1 duslintilmektedir. [43]

2.5.3. Spinal Kord Hasar1 Norolojik Siiflamasi

Spinal kord hasarinda yillardir arastirilan tedavi metodlar1 hastanin motor ve
duyu fonksiyonlarin1 kazanabilmesi iizerine gelistirilmistir. Spinal kord hasarinda
yaygin olarak kabul edilen skala American Spinal Injury Association (ASIA)' dir.[44]
ASTA skorlamasinda duyu degerlendirilmesi viicudun iki tarafinda bulunan 28
dermatom hafif dokunma ve igne batirma ile 0-2 uyarilarak, motor degerlendirilme ise
anahtar kaslar baz alininarak viicudun iki tarafinda bulunan 10 myotom
degerlendirilerek yapilir ve 0-5 arast puan verilir. Herhangi bir nedenle
degerlendirilemeyen muayeneye Yine otonom refleksler ve bazi spinal kord
sendromlarinin varhigida degerlendirilerek puan verilir.[45](Sekil-7)(Sekil-8) 2013
yilinda yapilan revizyonda ise daha ayrintili nérolojik degerlendirme sunulmustur.
Eskisinden farkli olarak anahtar olmayan kas gruplar1 da skorlamaya dahil
edilmistir.[46](Sekil-9) Biitiin bunlar degerlendirilerek ASIA skalasina gore ASIA-
A'dan ASIA-D ‘ye kadar bir smiflama yapilir. Daha 6nce norodefisiti olan ancak
ISNCSCI (International Standards for Neurological Classification of Spinal Cord



Injury) © ye gore normal muayene bulgulart olan hastalar ASIA-E olarak
smiflandirilmistir.[47] (Sekil-10)

STANDARD NEUROLOGICAL CLASSIFICATION OF SPINAL CORD INJURY
Uit L] SENSORY

MOTOR
KEY MUSCLES

L

FIFARINIZAILRLSR

(MAXIMUM) (50) (50)  (100)

TOUCH PRICK

This form may be copied freely but should not be altered without permission from the American Spinal Injury Association.

Sekil 7. ASIA skorlamasi (45)

P g (FIM)

G =m e

7 Complete Independence (Timely, Safely) | No
6 Modified Independence (Device) Helper

R._L RoL KEY SENSORY POINTS

Modified

5 Supervision

4 Minimal Assist (Subject = 75%+)
3 Moderate Assist (Subject = 50%+) Helper

Complete Dependence
2 Maximal Assist (Subject = 25%+)
1 Total Assist (Subject = 0%+)

ADMIT  DISCH

A. Eating

B. Grooming

C. Bathing

D. Dressing-Upper Body
E. Dressing-Lower Body
F. Toileting

Sphincter Control
G. Bladder Management
H. Bowel Management

Transfer:
1. Bed, Chair, Wheelchair
J. Toilet
K. Tub, Shower
Locoi

L. Wakhesichair ?BE 5 E

M. Stairs
Communication
N. Comprehension

yEwies 0

Social Cognition
P. Social Interaction
EEE BB
R. Memory
Toal Pt o -

NOTE: Leave no blanks; enter 1 if patient not
testable due to risk.

ASIA IMPAIRMENT SCALE

[OJ A =Complete: No motor or sensory
function is preserved in the sacral
segments S4-S5.

[ B = Incomplete: Sensory but not
motor function is preserved below
the neurological level and
includes the sacral segments S4-S5.

] € = Incomplete: Motor function is
preserved below the neurological
level, and more than half of key
muscles below the neurological
level have a muscle grade less
than 3.

[ D = Incomplete: Motor function is
preserved below the neurological
level, and at least half of key muscles
below the neurological level have
a muscle grade of 3 or more.

[} E=Normal: motor and sensory function
is normal

CLINICAL SYNDROMES

[} Central Cord

[J Brown-Sequard
[J Anterior Cord
[J Conus Medullaris
[J Cauda Equina

Sekil 8. ASIA skorlamasi(45)

13
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Table 1. Muscle functions out of key muscle (optional) and related
root levels

Motion Root level
Shoulder: Flexion, extension, abduction,

adduction, internal and external rotation
Elbow: Supination C5
Elbow: Pronation
Wrist: Flexion Cé6
Finger: Flexion in the proximal joint, extension
Thumb: Thumb extension and abduction Cc7
Finger: Flexion in the MCP joint
Thumb: Opposition, adduction and abduction

vertical to the palm Cc8
Finger: Abduction in the second finger T1
Hip: Adduction L2
Hip: External rotation L3
Hip: Extension, abduction, internal rotation
Knee: Flexion
Ankle: Inversion and eversion
Finger: MP and IP extension L4
Toe and finger:  DIP and PIP flexion and abduction L5
Toe: Adduction S1

Sekil 9. Anahtar olmayan kas gruplari (46)

Grade Description

A Complete; no sensory or motor function preserved in the sacral segments S4-55

B Incomplete; sensory but not motor function preserved below the numerological level and extending
through the
sacral segment S4-S5

C C Incomplete; motor function preserved below the neurological level; most (more than half) key
muscles have a
grade <3. Sensory function is present below the neurological level and includes sacral segments S4-S5

D D Incomplete; motor function preserved below the neurological level; most (at least half) key muscles
have a grade
3 or more. Sensory function is present below the neurological level and includes sacral segments S4—
S5

E Normal motor and sensory function

Sekil 10. ASIA smiflamasi(47)



15

2.5.4 Tedavi Protokolleri

Spinal kord hasarinda olay aninda olusan ve engellenemez mekanik hasar siireci
olan primer fazin tedavisi bulunmamakla birlikte eger spinal kord kompresyonu var ise
mekanik hasar veren bu tabloyu cerrahi olarak ortadan kaldirmak gereklidir. [48] Spinal
kord hasar1 sonrasi kok hiicre cesitleri, bazi biyolojik aktif maddeler, ndrotrofik
faktorler, bazi ilaglar denenmis ve ¢aligmalari devam etmektedir.(Tablo-1)[49] Bir ¢ok
ilag faz 2 calismada basarisiz olup, basarili olan Metilprednisolon siiksinat halen
giiniimiizde yiiksek yan etki diislik fayda sebebiyle tartisiimaktadir.[50] Yine yapilan
calismalarda Monosialotetrahexosylganglioside (GM-1) hiicre zarinda bulunan bir
glikosfingolipittir. GM-1 spinal kord hasarinda deneysel hayvan modellerinde ve faz 1
calismalarda motor iyilesmede pozitif etkili oldugu gésterilsede daha sonra yapilan faz

3 caligmada istatiksel olarak anlamli iyilesme gostermedigi ortaya konmustur.[51]

Tablo 1. Spinal kord hasari i¢in kullanilan bazi ilaglarin Klinik ¢alismalari(49)

Drugs Patients condition Frequency of administration Study types  Subjects  Phase ClinicalTrials.gov identifier or refs
Glyburide Acute SCI 3.125mg po on day 1, 2.5 mg for following days to 2 weeks Interventional 3 Phase 1/2 NCT02524379
Buspirone and Levodopa- SCI with EES 40 mg Buspirone, 400 mg/100 mg Levodopa-Carbidopa po. single- Interventional 8 Phase 1 NCT04052776
Carbidopa dose administration

Vitamin D3 Thoracic-level chronic SCI 6000 IU per day or 50,000 U per week for 8 weeks Interventional 60 Not applicable  NCT04400747
Lyrica Traumatic SCI 150 mg p.o. Bid for 49 weeks Interventional 5 Phase 3 NCT00879021
Modified-release morphine Traumatic SCI up o 120mg p.o. for 7 weeks Interventional 17 Phase 2 NCT00488969
GW-1000-02 Non-acute SCI 100 4l (THC 2.7 mg and CBD 2.5 mg)time Interventional 116 Phase 3 NCT01606202

8 times in 3h, and 48 times in 24 h, 7-21 days.

Amitriptyline 6 months post SCI N/A daily dose for 6 weeks Interventional 100 Phase 4 NCT00006428
KAI1678 1 year post 5CI N/A dose KAI-1678 iv. Interventional 5 Phase 2 NCTO1135108
Neostigmine and Glycopyrrolate  SCI Visit 1: 0.03 mg/kg NEO and 0006 mg/kg GLY.v. Interventional 28 Phase 1 NCT02370862

Visit 2: 0.05 mg/kg NEO and 0.01 mg/kg GLY, Lv.
Visit 3: 0.07 mg/kg NEO and 0.14 mg/kg GLY, iv.
2-14 days.

BOTOX-A T10 or above Thoracic-Level SCI 100 units BTX-A injections on day 0 and day 90 Interventional 1 Phase 2 NCT00711087
8 weeks post injury

Fampridine-SR 18 months post traumatic SCI 25 mg p.o. bid 12 weeks Interventional 213 Phase 3 NCT00041717

Alendronate Chronic SCI 70 mg p.o. weekly for 12 months Interventional 17 Phase 2 NCT02195895

Teriparatide Chronic SCI 20 ug daily Sub-Q over 12 months Interventional 25 Phase 2 NCT02025179
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2.5.4.1 Metilprednisolon

Metilprednisolon anti-inflamatuar o6zelligi gelistirilmis, mineralokortikoid
(sodyum tutucu, potasyum atici) 6zelligi azaltilmis bir sentetik glukokortikoiddir. [52]
Hiicre duvarn lipit peroksidasyonunu ve noral 6demi azaltan, hasarli néral dokuya kan
akisini arttiran metilprednisolon yillarca hastalarda ve deneysel modellerde denenmis
olmasina ragmen noroprotektif etkinligi halen tartigmalidir.[53] 1984 yilinda
yayimlanan Ulusal Omurilik Yaralanmasi Calismasi I (NASCIS I) 1gr bolus yiikleme
sonrasi 10 giin boyunca 1gr verilmesi ile 100mg bolus ve sonrasinda giinliik 100mg
verilmesi arasinda ndroprotektif bir fark bulamamis olup, enfeksiyon oranlarinin
ikisinde de yiliksek oldugunu gostermistir.[54] 1990 yilinda yapilan NASCIS I
calismasinda yiiksek doz metilprednisolon uygulanan hastalarda sadece ilk 8 saatte
uygulanan alt grubun motor fonksiyonlarinda pozitif iyilesme goriilmiistiir. [55] 1997
yilinda yapilan NASCIS 111 ¢alismasinda ise metilprednisolon uygulama siiresini uzun
tutarak daha fazla noroprotektif yanit elde edilip edilmeyecegine bakildi. Hastalara
yiikksek doz (30 mg/kg IV bolus, 5.4 mg/kg/h idame) Metilprednisolon verildi.
Hastalarin bir kismina travma sonrasi 3 saatten once bazilarina ise 3 saat sonra ilag
uygulandi. 48 saat ve 24 saat uygulanan hastalarda, 48 saat uygulamanin 24 saat
uygulamaya gore motor iyilesmede 3 puan daha fazla oldugu goriildii. Posttravma 3.
Saatten sonra baglanan uygulamada ise 48 saatlik uygulama motor iyilesmede 6 puan
daha fazla aldi. Ancak uzun siireli uygulamalarda enfeksiyon oranlarinda da anlamli
artig gorildii.(Tablo-2)[56] Son yapilan galismalarda ise yiiksek doz metilprednisolon
kullaniminin travma sonrasi ilk 8 saatte norolojik motor iyilesme gosterebildigi ancak
sistemik yan etkileri ve enfeksiyon oranlarini arttirdigi i¢in halen standart tedavi olarak
kabul edilmemis olup tartisilmaktadir.[57] Yine 2015 yilinda yapilan Evaniew N. ve
ark.larmin yaptig1 meta analizde uzun vadeli metilprednisolon kullaniminin norolojik
iyilesmeye anlamli katkisinin olmadigini ve artan gastrointestinal kanama ile iliskili

oldugunu gostermistir.[58]
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Tablo 2. NASCIS arastirma sonuglar1(56)

TABLE. Summary of Results of NASCIS |, II, and Il Clinical Trials Assessing the Use of Methylprednisolone Sodium Succinate in Spinal
Cord Injury”
Trial Methods/Population Results
NASCIS |, Bracken 330 patients randomly assigned to 2 groups (low-dose  No statistically significant difference in motor function,
et al, 1984 JAMA and high-dose steroid groups) light touch, and pinprick scores between 2 groups
at 6 wk and 6 mo postinjury
1. 100 mg loading dose of intravenous Wound infection 3.6 times more frequent in high-dose
methylprednisolone followed by 25 mg steroid group (P = .01)
every 6 h for 10 days
2. 1000 mg loading dose of intravenous No statistically significant differences in mortality
methylprednisolone followed by 250 mg
every 6 h for 10 days
NASCIS II, Bracken 487 patients randomly assigned to 3 groups Patients treated with methylprednisolone within 8 h
et al, 1990 NEJM of injury demonstrated significant improvements
in motor function at 6 wk (P = .048) and 6 mo
(P = .033) postinjury compared with placebo
1. Active methylprednisolone and naloxone placebo No significant differences in wound infection,
gastrointestinal bleeding, or mortality
between groups
2. Methylprednisolone placebo and active naloxone
3. Methylprednisolone placebo and naloxone placebo
Methylprednisolone given in a bolus dose of
30 mg/kg with a maintenance dose of 5.4 mg/kg/h
Naloxone given in a bolus dose of 5.4 mg/kg and
a maintenance dose of 4.0 mg/kg/h
Both drugs administered in a bolus over 15 min
with a 45-min pause, then followed by a 23-h
maintenance infusion
NASCIS IIl, Bracken 499 patients were randomly assigned to 3 groups. Improved motor recovery was greater for the 48-h
et al, 1997 JAMA Each was given a bolus of intravenous treatment group of MPSS than for the 24-h treatment
methylprednisolone (20-40 mg/kg) before group at 6 wk (12,5 vs 7.6; P = .04) and 6 mo (17.6 vs 11.2;
randomization as follows: P = .01), but only for the groups receiving MPSS
between 3 and 8 h postinjury
1. Methylprednisolone infused intravenously Similar trends were observed for pinprick, light touch,
continuously over 24 h at 5.4 mg/kg/h and deep pain, although the differences were
smaller and insignificant
2. Methylprednisolone infused intravenously No differences in survival between groups but greater
continuously over 48 hours at 5.4 mg/kg/h rates of severe sepsis and pneumonia in
48-h methylprednisolone protocol
3. Tirilazad mesylate at a dose of 2.5 mg/kg
given via intravenous bolus infusion over
15-20 min every 6 h for 48 h

“NASCIS, National Acute Spinal Cord Injury Studies; MPSS, methylprednisolone sodium succinate.

2.5.4.2 Bardoxolone Methyl

Bardoxolone Methyl(BARD) veya diger adiyla RTA 402 bir sentetik
Triterpenoiddir. Triterpenoidler krizantem ¢igegi gibi bazi bitnikilerden squalenin
halkalanmasiyla sentezlenirler. Dogal olarak bulunan triterpenoidler olenoik asit ve
ursolik asit zayif anti-kansorejen ve zayif anti-inflamatuar etkinlige sahiptir. Sentetik
olarak iiretilen 2-siyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oik asit (CDDO) ve tiirevleri
indiiksiyon nitrik oksit sentaz ve indiiksiyon siklooksijenaz 2 gibi inflamatuar
bilesikleri giiclii sekilde inhibe eder. Bu yilizden anti-inflamatuar ve anti-kansorejen
olarak hastalarda denenmistir. BARD ise CDDO' dan ¢ok daha giiglii bilesiktir.[59]
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BARD, Nfr2/Keapl (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2/ Kelch-like
ECH-associated protein 1) sistemi araciligiyla NF-KB (Nuclear Factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) ‘yi inhibe ederek antioksidan ve sitoprotektif
genlerin transkripsiyonunu diizenler.[60] Yapilan bazi ¢alismalarda kronik bdbrek
hastalarinda kullanilan BARD'm bu sistem iizerinden yaptig1 etki ile idrar ¢ikisi ve
GFR (Glomeriiler Filtrasyon Hizi) degerinde anlamli pozitif degisiklik oldugu
saptanmistir.[61] Baska bir c¢alismada ise ratlarda deneysel serebral iskemi-
reperfiizyonda BARD kullanilmig ve serebral hasarin azaldigr gosterilmistir.[62]
Yapilan bir deneysel hayvan modeli ¢alismasinda diyabetik noropatiye karst denenen
BARD'!n Nfr-2 yolunu uyararak antioksidan kapasiteyi arttirdigi, diyabetik noéropatili
sicanlarin termal ve mekanik tepkilerinin iyilestirdigini gostermistir. [63] Yine yapilan
bagka bir deneysel multiple skleroz rat modelinde Nfr-2 aktivasyonunun ile
myelin,akson ve noronlarda antioksidan yanitlar1 arttirdigi gosterilmistir.[64] Biz bu
calismamizda BARD'in spinal kord hasari sonrasi1 akut donemde sekonder fazda olusan
inflamasyonu azaltic1 ve noroprotektif etkisinin Metilprednisolon ile kiyaslayip yeni bir

tedavi modeli ortaya koymay1 planliyoruz.
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3.MATERYAL VE METOD

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezinde (DEHAM) yapildi. Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan (HADYEK) onay alindi.(onay kodu:2024/57) 2-3 Aylik disi Sprague
Dawley cins ratlar (252gr-320gr) DEHAM dan elde edildi. Bakimlar1 da ayn1 yerde
yapildi. Hayvanlara herhangi bir su-yem kisiti uygulanmadi. Calisma Cevre Ve
Sehircilik Bakanliginin 13/12/2011 Tarihli ve 28141 sayili “Hayvan deneyleri etik
kurullarinin ¢alisma, usul ve esaslarina dair yonetmelik" e uygun olarak Vet. Hek. Dr.
Hakan FIDANBOY gozetiminde yiiriitiildii.

3.1 Deney Gruplar

Her biri 7 adet rattan olusan 4 adet grup olusturuldu.

Grup 1(Kontrol Grubu): Bu gruptaki ratlara (n:7) T7-T8-T9 laminektomi
uygulandiktan sonra anevrizma klibi modeli kullanilarak spinal kord hasar1 olusturuldu.
Cerrahi sonras1 23. Saatte norolojik muayene yapildi. Sakrifikasyonu takiben 24. Saatte

spinal kord ve kan 6rnekleri alindi.

Grup 2 (Metilprednisolon): Bu gruptaki ratlara (n:7) T7-T8-T9 laminektomi
uygulandiktan sonra anevrizma klibi modeli kullanilarak spinal kord hasari olusturuldu.
Sonrasinda 30 mg/kg dozda Metilprendisolon intraperitonal olarak uygulandi. Etkilerini
degerlendirmek icin cerrahi sonrast 23. Saatte norolojik muayene yapildi.

Sakrifikasyonu takiben 24. saatte spinal kord ve kan 6rnekleri alindi.

Grup 3 (Bardoxolone Methyl): Bu gruptaki ratlara (n:7) T7-T8-T9 laminektomi
uygulandiktan sonra anevrizma klibi modeli kullanilarak spinal kord hasari olusturuldu.
Sonrasinda 30 mg/kg dozda Bardoxolone Methyl intraperitonal olarak uygulandi.
Cerrahi sonras1 23. Saatte norolojik muayene yapildi. Sakrifikasyonu takiben 24.saatte

spinal kord ve kan 6rnekleri alindi.
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Grup 4 (Bardoxolone Methyl+Metilprednisolon): Bu gruptaki ratlara (n:7) T7-T8-
T9 laminektomi uygulandiktan sonra anevrizma klibi modeli kullanilarak spinal kord
hasar1 olusturuldu. Sonrasinda 30 mg/kg dozda Metilprednisolon ve 30 mg/kg dozda
Bardoxolone Methyl intraperitonal olarak uygulandi. Cerrahi sonrasi 23. Saatte
norolojik muayene yapildi. Sakrifikasyonu takiben 24.saatte spinal kord ve kan

ornekleri alindi.

3.2 Anestezi

Tiim deneklere cerrahi 6ncesi ve sakrifikasyon oncesi olmak iizere 2 kez derin
anestezi uygulandi. Anestezi i¢in intramuskiiler yolla 5 mg/kg Xylazin (Rompun,
Bayer, Istanbul/Tiirkiye) ve 50 mg/kg Ketamin hidrokloriir (Ketalar, Pfizer,
Istanbul/Tiirkiye) karisimi kullamilarak genel anestezi saglandi. Gerektiginde ek doz
ketamin hidrokloriir (25 mg/kg ) ve Xylazin (5 mg/kg ) tekrarlandi. Anestezi siiresince

denekler solunum destegine ihtiya¢c duymadan spontan solunum ile izlendiler.

3.3 Cerrahi Teknik

Ratlar prone pozisyonda tespit tahtasina yerlestirildi. Torakal bdlge genis
sekilde traglandi. (Resim-1) Bolge Povidion iyodin (Batticon st soliisyon, Adeka,
Samsun / Tiirkiye) ile sterilize edildi. Orta hatta yaklasik 4 cm'lik insizyon
belirlendikten sonra cilt ciltalti ve fasya gecildi. Paravertebral adeleler siyrildi.
Laminalar ortaya konulduktan sonra T7-8-9 laminektomi yapilarak dura ortaya
konuldu. Spinal kord Kapanma basinct 63gr olan Yasargil anevrizma klembi

kullanilarak (Aesculap, FE721K) spinal kord 60 saniye boyunca kliplendi.(Resim-2)



Resim-2 Spinal kord klempleme sonrasi
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Travma olusumu sonrasinda hemostaz saglanarak cilt ciltalti 3/0 vicryl ile
primer suture edilerek cerrahi islem sonlandirildi. Ratlar normal oda 1sisinda

uyandirildi. 4. Gruptan 1 rat postop 20.saatte exitus kabul edildi.

3.4 ila¢ Uygulamasi

Cerrahi islem sonlandirildiktan sonra 1. gruba herhangi bir ilag verilmedi.
2.gruba 30 mg/kg Bardoxolone Methyl intraperitonal olarak uygulandi. 3.gruba 30
mg/kg prednizolon intraperitonal olarak uygulandi. 4.gruba ise 30 mg/kg Bardoxolone

methyl ve 30 mg/kg prednizolon intraperitonal olarak uygulandi.

3.5 Sakrifikasyon

Postop 24.saatte denekler derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak
sakrifiye edildi. Sakrifikasyonu takiben gruplardan kan ve spinal kord 6rnekleri alindi.
Kord 6rnekleri klemplenen bolgenin 5Smm kaudalinden alindi. Kan 6rnekleri 3000
devirde 12 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar1 alindi. Doku ve kan siipernatant
ornekleri Baran Medikal (Cankaya/Ankara)'e TAS (Total Antioksidan Kapasite), TOS
(Total Oksidan Kapasite) ve OSI (Oksidatif Stres Indexi) calisilmasi i¢in gonderildi.
Patoloji Ornekleri Amasya Sabuncuoglu Egitim Arastirma Hastanesi'ne patolojik

calisma igin gonderildi.

3.6 Norolojik Muayene

Deneklerin norolojik muayeneleri postop 23.saatinde arka bacaklarin motor
fonksiyonlart modifiye Tarlov Skorlama sistemi kullanilarak degerlendirildi. Deneklere

0'dan 5'e kadar puan verildi.
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Modifiye Tarlov Kriterleri:

0: Extremitede hareket yok

1: Minimal extremite hareketi mevcut

2: Aktif hareket var ancak desteksiz oturamiyor
3: Desteksiz oturabiliyor ancak ziplayamiyor
4: Ziplama var ancak zayif

5: Tam motor fonksiyon

3.7 Biyokimyasal Analiz

Dokularda ve serumlarda Total Oksidan Kapasite Ve Total Antioksidan kapasite
biyokimyasal olarak ¢alisildi. Total Oksidan Kapasite (TOS) hiicre i¢i serbest radikaller
ve reaktif oksijen tiirleri gibi total oksidanlarin toplam etkisini Olcer.[65] Total
Antioksidan Kapasite ise glutatyon,bilirubin, C ve E vitamini gibi antioksidan
maddelerin toplam etkisini dlger.[66] Oksidatif Stres Indeksi; TOS'un TAS'a oramdir

ve hiicre i¢i oksidatif stresi 6lger. [67]

3.7.1 Doku Ve Serumda TAS/TOS/OSI Calisma Prensibi

Sakrifikasyon sonrasi intrakardiyak yolla alinan kanlar santrifiij cihazinda 3000
devir/dakika' da santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar Eppendorf tiipiine alinarak
— 20° C' de saklandi. Sakrifikasyon sonrasi elde edilen spinal kord ornekleri ise
aliminyum folyo ic¢ine saklanarak siipernatantlar ile birlikte -20°C' de islemin

yapilacagi laboratuvara transfer edildi.

3.7.1.1 TAS Cahisma Prensibi

TAS seviyeleri ticari kitler ile dl¢iildii (Relessay,Tiirkiye). Bu yontem ABTS
(2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) radikal katyonunun
antioksidanlar tarafindan renk agartilmasina (renk giderilmesine) dayanir. Test yiiksek
hassasiyet degerine sahiptir ve bu deger %3' iin altindadir. Sonuglar mmol equivalent/L

bi¢iminde sunulmustur.
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3.7.1.2 TOS Calisma Prensibi

TOS seviyeleri, ticari olarak temin edilebilen kitler (Relassay, Tiirkiye)
kullanilarak 6l¢iildi. Yeni yontemde, Ornekte bulunan oksidanlar, ferroz iyon-0-
dianisidin kompleksini ferrik iyona okside etti. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon
ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri tarafindan artirildi. Olusan ferrik
iyon, asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli bir kompleks olusturdu. Spektrofotometrik
olarak oOlgiilebilen bu renk yogunlugu, ornekteki toplam oksidan molekiillerinin
miktartyla iligkiliydi. Test, hidrojen peroksit ile kalibre edildi ve sonuglar litre basina
mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol H202 esdegeri/L) cinsinden ifade edildi.

3.7.1.3 OSI Cahisma Prensibi

TOS'un TAS'a orani, oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kabul edildi.

Hesaplama i¢in, TAS"in sonucu umol/L birimine dontistiirtildii.

3.8 Histopatolojik inceleme

Sakrifikasyon sonrasi spinal kordun T7-9 segmentinin 5mm kaudalinden elde
edilen 0.5 cm uzunlugundaki doku ornekleri 151k mikroskobunda incelemek igin,
%10'luk formaldehit soliisyonunda 24 saat tespit edildi. Daha sonra doku ornekleri
rutin histopatolojik tekniklere uygun olarak kasetlere konularak; alkol serilerinden ve
ksilolden gegirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Lamlar tizerine alinan kesitler hematoksilen — eozin (H-E) ile
boyandiktan sonra Zeiss Primostar 3151k mikroskobu (China), Zeiss Axiocam 208
kamera ve Zeiss Labscope 4.2.1 for Windows Gortintii Analiz Sistemi ile incelenerek

fotograflar ¢ekildi.

3.8.1 Hematoksilen-Eozin Boyama Yoéntemi

Parafin bloklardan alinan kesitler lamlara yerlestirildi. Lamlar yaklasik 2x15dk
ksilende yikanarak parafinden arindirildi. Daha sonra sirasiyla %100, %95, %80 ve

%70 etanol serilerinden gegirilerek distile suya alindi. Sonrasinda lamlar yaklagik 10dk
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hematoksilen ¢ozeltisine daldirilip, amonyakli su ile yikanarak maviye ¢evrildi. Daha
sonra lamlar Eozin ¢ozeltisine yaklasik 2dk daldirildi. Sonrasinda lamlar sirasiyla %70,
%80, %95 ve %100 lik etanol soliisyonlarindan gegirildi. Lamlar tekrar ksilen

sollisyonlarina daldirilarak lameller ile kapatildi.

4, BULGULAR
4.1 Histopatolojik Bulgular Ve Istatistiksel Analiz

Bu calismada, spinal kord hasar1 sonrasi olusan histopatolojik degisikliklerin
degerlendirilmesinde benzer c¢alismalarda da kullanilan semi-kantitatif patolojik
skorlama yontemi kullanilmistir.[68] Skorlama sirasinda histolojik kesitlerde nekroz,

0dem, noéron kaybi, hemoraji, konjesyon gibi parametreler incelenmistir.

Mikroskobik degerlendirme, morfolojik bitiinliigli gérmek amaciyla
oncelikle 10x ve 20x biiyiitmelerde yapilmis, ardindan hiicresel diizeyde detayli
analizler ve skorlamalar i¢in 40x biiyiitme tercih edilmistir. Bu yaklasim, lezyonun hem
makroskopik yayilimini hem de mikroskopik siddetini giivenilir sekilde

degerlendirmeyi miimkiin kilar.

Literatiirde de spinal kord hasar1 modellerinde histopatolojik skorlama
genellikle 40x biiyiitmede gergeklestirilmekte olup, bu biiyiitme diizeyi néronal kayip,
gliyal reaktivite ve hiicresel infiltrasyon gibi parametrelerin giivenilir 6lgiimiine olanak
tanir.[69]

Yapilan 40x biiylitmede alandaki hiicreler parametrelere gore sayildi. O=hiicre
yok, 1=1-5 hiicre, 2=6-10 hiicre, 3=10 veya daha fazla hiicre olacak sekilde
puanlandirma yapildi. [70]

istatistik analiz icin SPSS 24 kullanildi. Calismada veriler normal dagilim
gostermedigi ve sirali verileri icerdigi i¢in her grubun medyan degeri alinarak
istatistiksel calisma yapildi. Gruplar arasi istatistiksel c¢alisma Kruskal Wallis

Test(Monte Carlo) Post Hoc Test : Dunn's Test yontemi kullanilarak ¢alisildi.
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1. Grup (Kontrol) (Resim-3.1); Substansiya alba bolgesinde yogun hemorajik
alanlar, iskemik noéron hiicreleri, 6dem alanlari, hiicresel dejenerasyon ve
vakuolizasyon goriinimii ve nekroz artis1 izlendi. Noron kaybr diger gruplara gore
belirgindi. Tiim parametreler 4. Gruba gore anlamli yiiksekti. Patolojik skorun diger

gruplara gore anlamli derecede yliksek oldugu goriildii (p<0.05).

1. Grup (Kontrol) (Resim- 3.2); Substansiya grisea bolgesinde yogun hemorajik
alanlar, iskemik noéron hiicreleri, 6dem alanlari, hiicresel dejenerasyon ve
vakuolizasyon goriinlimii ve nekroz artis1 izlendi. Noron kaybi diger gruplara gore
belirgindi. Tiim parametreler 4. Gruba gore anlamli yiiksekti. Patolojik skorun diger

gruplara gore anlamli derecede yliksek oldugu goriildii (p<0.05).

2. Grup (Bardoxolone) (Resim-4.1); Substansiya alba bolgesinde belirgin
hemorajik alanlar gozlendi. Ayrica iskemik ndron hiicreleri, 6dem alanlari, hiicresel
dejenerasyon ve vakuolizasyon goriiniimii izlendi. Kontrol grubuna kiyasla nekroz ve
O0demde azalma goriildii. Hemoraji ve nekroz bulgulari 3. grupla benzerdi. 3. Grupla
kiyaslandiginda patolojik skor olarak anlamli bir fark goriilmedi. (p>0.05) Tim
parametreler 4. Gruba kiyasla anlamli derecede yiiksekti.(p<0.05)

2. Grup (Bardoxolone) (Resim-4.2); Substansiya grisea bolgesinde belirgin
hemorajik alanlar gézlendi. Ayrica iskemik ndron hiicreleri, 6dem alanlari, hiicresel
dejenerasyon ve vakuolizasyon goriinlimii izlendi. Biiyilkk motor ndronlar belirgin
olarak izlendi. Kontrol grubuna kiyasla nekroz ve 6demde azalma goriildii. Noron kaybi
1. Gruba gore istatistiksel olarak anlamli olarak azalmisti. Hemoraji ve nekroz 3. grupla
benzerdi. 3. Grupla kiyaslandiginda patolojik skor olarak anlaml bir fark goriilmedi.

(p>0.05) Tiim parametreler 4. Gruba kiyasla anlaml derecede yiiksekti.(p<0.05)

3. Grup (Metilprednisolon) (Resim-5.1); Substansiya alba bolgesinde yogun
hemorajik alanlar, iskemik noron hiicreleri, 6dem alanlari, hiicresel dejenerasyon ve
vakuolizasyon gorlinlimii ve nekroz artisi izlendi. Kontrol grubuna kiyasla daha az
nekroz ve ddem goriildii. Odem farki 1. Ve 3. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamliyd: (p=0.043). Hemorajide kontrol grubuna gore anlamli degisiklik yoktu
(p=0.209). Hemoraji ve nekroz 2. grupla benzerdi. 2. Grupla arasinda patolojik skor
olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05). Tiim parametreler 4. Gruba kiyasla anlamli
derecede yiiksekti (p<0.05).
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3. Grup (Metilprednisolon) (Resim-5.2); Substansiya grisea bdlgesinde yogun
hemorajik alanlar, iskemik noron hiicreleri, 6dem alanlari, hiicresel dejenerasyon ve
vakuolizasyon goriinimii ve nekroz artis1 izlendi. Kontrol grubuna kiyasla daha az
nekroz ve ddem goriildii. Odem farki 1. Ve 3. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamliyd: (p=0.043). Noron kayb1 1. Gruba gore istatistiksel olarak anlaml diistiktii.
Hemorajide kontrol grubuna gore anlamli degisiklik yoktu (p=0.209). Hemoraji ve
nekroz 2. grupla benzerdi. 2. Grupla arasinda patolojik skor olarak anlamli bir fark
goriilmedi (p>0.05). Tiim parametreler 4. Gruba kiyasla anlamli derecede yiiksekti
(p<0.05).

4. Grup (Bardoxolone+Metilprednisolon) (Resim-6.1); Substansiya alba
bolgesinde diger gruplara kiyasla hemoraji, 6dem, nekroz, konjesyon ve néron kaybinin
azaldig1 goriildii. Patolojik skorun diger tim gruplara gore anlamli derecede diisiik

oldugu izlendi (p<0.05).

4. Grup (Bardoxolone+Metilprednisolon) (Resim-6.2); Substansiya grisea
bolgesinde diger gruplara kiyasla hemoraji, 6dem, nekroz, konjesyon, néron kaybinin
ve vakuolizasyon alanlarinin azaldig: goriildii. Patolojik skorun diger tiim gruplara gore

anlaml derecede diisiik oldugu izlendi (p<0.05).

4. Grup (Bardoxolone+Metilprednisolon) (Resim-6.3); Substansiya alba ve
substansiya griseanin birlikte izlendigi kesitte biiyiilk motor néronlar belirgin olarak
izlendi. Ayrica hemoraji, 6dem, nekroz, konjesyon ve noron kaybinin ve
vakuolizasyonun belirgin azaldig goriildii. Patolojik skorun diger tiim gruplara gore

anlamli derecede diisiik oldugu izlendi (p<0.05).
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1.Grup(Kontrol) | 2.Grup(Bardoxolone) | 3.Grup(Met;lpredn;solon) | 4.Grup(Bardoxolone+ p
(n=7) (n=7) (n=7) Met;lpredn;solon)
(n=6)
N 3(1-3) 2(1-3) 2(1-3) 1(0-2) p<0.001
[o) 3(1-3) 3(2-3) 2(1-3) 1(1-3) p<0.0002
NK 3(2-3) 2(1-3) 2(1-3) 1(1-3) p<0.0001
H 3(2-3) 3(2-3) 2(1-3) 1(0-3) p=0.003
K 3(1-3) 2(2-3) 1(1-3) 1(0-2) p<0.0001

Tablo 3. Gruplarin parametrelere gére medyan degerleri (min-maks) ve

gruplar arasi p degerleri

(N= Nekroz, O= Odem, NK= Né6ron Kayb1, H= Hemoraji, K= konjesyon)

1.Ve2 1.Ves. 1.Ved. 2.Ve3.Grup 2.Ved. 3.Ved.

Grup Grup Grup Grup Grup
N p=0.055 p~0.055 p~0.00006 p=1 p~0.028 p~0.028
o) p~0.418 p~0.043 p~0.00034 p=0.225 p~0.005 p~0.099
NK p~0.033 p~0.013 p~0.0004 p=0.717 p=~0.047 p=0.047
H p=~0.209 p=~0.209 p~0.001 p=1 p=~0.037 p=~0.037
K p~0.418 p=0.418 p~0.0005 p=1 p~0.007 p~0.007

Tablo 4. Gruplar arasi parametrelerin istatistiksel karsilastiriimasi

(N= Nekroz, O= Odem, NK= No6ron Kayb1, H= Hemoraji, K= konjesyon)
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Resim-3.1 Kontrol Grubu (1.Grup); Substansiya alba kisminda yogun
hemorajik alanlar <' Yk ', iskemik néron hiicreleri *' ¢ ‘', dem alanlart ' wap ',
hiicresel dejenerasyon ve vakuolizasyon goriiniimii ©' 4 ' (H-E, X400).

Resim-3.2 Kontrol Grubu (1.Grup); Substansiya grisea kisminda yogun
hemorajik alanlar ' g ', iskemik ndron hiicreleri ' (m ‘', ddem alanlart ' oy ',
vakuolizasyon alanlar1 ' A ' (H-E, X400).
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Resim-4.1 Bardoxolone Grubu (2.Grup); Substansiya alba kisminda
hemorajik alanlar ' ¥ ',iskemik néron hiicreleri ' 4= ', 6dem alanlar1 ' wap ',
vakuolizasyon goriiniimii ' g4 ' (H-E, X400).

Resim-4.2 Bardoxolone Grubu (2.Grup); Substansiya grisea kisminda

yogun hemorajik alanlar ' ¢ “',iskemik noron hiicreleri *' 4m‘', 6dem alanlari sy,
vakuolizasyon alanlar1 ' A ' (H-E, X400).
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Resim-5.1 Metilprednisolon Grubu (3.Grup); Substansiya alba kisminda

yogun hemorajik alanlar ' ¢!, iskemik ndron hiicreleri ' o', 6dem alanlari gy ',
vakuolizasyon goriniimii A (H-E, X400).

Resim-5.2 Metilprednisolon Grubu (3.Grup); Substansiya grisea kisminda
yogun hemorajik alanlar “'y¢ ', iskemik noron hiicreleri ' ‘', 6dem alanlarl‘_"",
vakuolizasyon alanlar1 ' g ' (H-E, X400).
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Resim-6.1 Bardoxolone+Metilprednisolon Grubu (4.Grup); Substansiya
alba kisminda hemorajik alanlarda belirgin azalma “'¥ “',iskemik néron hiicrelerinde
belirgin azalma ' ¢ ', 6dem alanlarinda belirgin azalma*' = '(H-E, X400).

Resim-6.2 Bardoxolone+Metilprednisolon Grubu (4.Grup); Substansiya
grisea kisminda azalmig hemorajik alanlar ‘"% “',iskemik néron hiicrelerinde azalma

‘¢ ‘', 0dem alanlarinda azalma “'wsp ', vakuolizasyon alanlarinda azalma ' A *'
(H-E, X400).



Resim-6.3 Bardoxolone+Metilprednisolon Grubu (4.Grup); Substansiya
alba ve substansiya grisea kisimlarmin beraber izlendigi kesit; hemorajide, atrofik
hiicre sayisinda, nekroz ve 6dem bulgularinda azalma izlenmistir (H-E, X400).

33



34

4.2 Biyokimyasal Bulgular Ve Istatistiksel Analiz

Deneklerden alinan doku ve siipernatant 6rnekleri -20°C'de muhataza edilerek
laboratuara gonderildi. Gonderilen siipernatantlarda her gruptan 1 er 6rnek uygun
olmadig1 i¢in calisilamadi. (Tablo-5) istatistik analiz icin SPSS 24 kullanildi. Serum
orneklerinde yapilan istatistiksel analizde Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildi. (Tablo-6) Normal dagilima uyan parametreler ANOVA,
normal dagilima uymayan verilerin Kruskal-Wallis ile degerlendirilmesi planlandi.
ANOVA icin post-hoc test olarak Tukey, Kruskal-Wallis icin post-hoc test olarak Dunn
testi kullanilmasi planlandi. Ancak 2. serum grubunda parametrelere ait degerler
normal dagilim gostermedigi icin istatistiksel yontem olarak Kruskal-Wallis kullanildi.
Gruplar arasi degerlendirmede TAS ve OSI agisindan gruplar arasinda anlamh fark
saptanmadi (p=0.075 ve p=0.136). TOS ise gruplar arasinda anlamli derecede farklilik
gosterdi (p=0.044). (Tablo-7) Post hoc ikili karsilastirmalarda 1 ve 3. gruplar arasinda
(p=0.008) ve 2 ve 3. gruplar arasinda (p=0.027) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
saptandi. Bonferroni dizeltmesi uygulandiktan sonra ise sadece 1 ve 3. gruplar

arasinda (p=0.050) anlamli fark saptandi. (Tablo-8)



Numune Ad1 TAS(mmol/L) TOS (umol/L) OSlI
2,07 6,44 0,311
2,24 3,53 0,157
2,02 4,59 0,228
1,96 2,82 0,143
1,90 4,90 0,258
1,77 3,64 0,206
3,08 30,70 0,998
2,07 7,32 0,354
1,99 3,83 0,192
2,05 3,45 0,168
2,02 2,41 0,120
2,16 4,57 0,212
2,78 9,36 0,337
1,75 9,36 0,536
2,32 6,72 0,289
2,26 5,56 0,246
2,19 7,58 0,346
2,12 8,05 0,379
2,27 3,92 0,172
2,16 7,71 0,358
2,27 7,48 0,329
2,18 4,72 0,216
2,29 4,58 0,200

Tablo 5. Deneklerin gruplara gore serumda TAS/TOS/OSI degerleri

(S1: 1.grup; S2: 2.grup; S3: 3.grup; S4: 4.grup)

35



Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grou
p Statistic ~ df Sig. Statistic  df Sig.
TAS 1 ,149 6 ,200" ,992 6 ,994
2 ,398 6 ,003 ,620 6 ,001
3 ,235 6 ,200" ,945 6 ,703
4 ,328 5 ,084 ,828 5 ,134
TOS 1 ,202 6 ,200" ,949 6 ,730
2 ,384 6 ,006 ,630 6 ,001
3 ,190 6 ,200" ,933 6 ,601
4 ,306 5 141 ,823 5 ,123
oSl 1 ,164 6 ,200" ,964 6 ,854
2 ,318 6 ,058 ,696 6 ,006
3 ,240 6 ,200" ,904 6 ,396
4 ,281 5 ,200" ,870 5 ,268

Tablo 6. Verilerin Shapiro-Wilk ile analizi

TAS

TOS

oSl

p degeri

,075

,136

Tablo 7. Kruskal-Wallis TAS/TOS/OSI p degerleri
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Y p*
S1-S2 0.67 1
S1-54 0.246 1
S1-S3 0.008 0.05
S2-54 0.450 1
S2-S3 0.027 0.161
S4-3 0.175 1

Tablo 8. Post-hoc Dunn testi ile verilerin ikili analizi

(*:Bonferonni diizeltmesi sonrasi; S1: 1.grup; S2: 2.grup; S3: 3.grup; S4: 4.grup)

Deneklerden alinan dokularda TAS/TOS/OSI analizi yapildi. Calismada
kullanilan spinal kord 6rneklerinin bir kismi1 hacim ve igerik agisindan analiz i¢in
yetersiz bulunmustur. Bu nedenle, gruplar i¢erisindeki 6rnekler havuzlanarak (pooling)
tekil analizler gergeklestirilmistir. Bu yontem, 6rnek kaybini minimize etmek ve teknik
tekrar yapilabilirligini saglamak amaciyla tercih edilmistir.[71] Ancak bu durum, grup
ici biyolojik varyasyonun degerlendirilmesini kisitladigindan, istatistiksel analizler
yapilamamustir. Havuzlanan gruplar BCA (Bicinchoninic Acid) protein protokolii ile
calisilmistir. Caligmada 1. grupta (kontrol) TAS degerinin diger gruplara gore diisiik
oldugu, OSI degerinin ise diger gruplara gore yiiksek oldugu gortldii. 4.grupta ise TAS
degerinin diger gruplardan yiiksek oldugu (6zellikle kontrol grubundan), OSI degerinin
ise diger gruplardan diisiik oldugu izlendi. 2. Ve 3. Grupta ise degerler nispeten birbirine
yakin ¢ikt1.(Tablo-9)
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Numune Ad1 ‘ TAS(mmol/L) TOS (umol/L)  OSI
Grup-1 (n=7) 0,01 4,06 35,352
Grup-2 (n=7) 0,63 9,08 1,450
Grup-3 (n=7) 0,57 7,68 1,346
Grup-4 (n=6) 0,78 8,31 1,067

Tablo 9. BCA protein protokolii kullanilarak yapilan havuzlama islemi sonrasi

degerler

4.3 Norolojik Bulgular

Tiim gruplarin ila¢ uygulamasindan sonra 23.saatte motor islevleri incelendi.
Sonuglar Modifiye Tarlov Skorlamasi kullanilarak degerlendirildi. Kontrol (1. Grup)
grubunda total parapleji izlenirken 2. Ve 3. Grupta ortalama skor sirasiyla 1.71 ve 2
olarak degerlendirildi. 4. Grupta ise skor ortalama 3.33 olarak degerlendirildi.Gruplar
arasi fark istatistiksel olarak anlamliydi.(p<0.001) (Tablo-10)

1. Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup P degeri
(n=7) (n=7) (n=7) (n=6)
Ortalama Skor 0(0) 1.71(x0.82) 2(+0) 3.33(+0.52) p<0.001

Tablo 10. Modifiye Tarlov Skorlamasi ortalama deger(standart sapma)

istatistiksel analiz
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5. TARTISMA

Spinal kord hasari siklikla goriilen ciddi bir saglik sorunudur. Hastalar ve
ailelerini etkileyen, sosyoekonomik, fonksiyonel ve psikolojik sorunlara yol acar.
Ozellikle geng bireylerde olusan spinal kord hasari iilkelerde hem medikal bir yiik
olusturur hem de bakima muhtag olan bu kisilerde is kaybi ve ekonomik problemler
ortaya cikarir. Spinal kord hasari sonrasi olusan néron hasari ve fonksiyonel kaybi

engellemek icin cesitli tedavi yontemleri gelistirilmektedir.[72]

Spinal kord hasarinda hasar primer ve sekonder faz olarak ikiye ayrilmistir.
Primer faz olay aninda olur ve herhangi bir tedavi edici farmakolojik yontemi yoktur.
Sekonder faz ise primer fazi takiben hasarli bélgede olusan iskemi, néroinflamasyon,
serbest radikal olusumlari gibi olaylarin gelistigi fazdir. Sekonder faz gelisimi nedeniyle
kord hasari artabilir ve hastanin noérolojik kotlilesmesine sebep olur. Glincel tedavi

metodlari sekonder fazi hedef almaktadir.[73]

1911 yilinda Allen’in kopekler Gzerinde yaptigi deneysel spinal kord hasari
modelinde hasar sonrasi olusan hematomyelinin temizlenmesi sonrasi deneklerde
norolojik iyilesmenin oldugunu gézlemis ve sekonder hasar mekanizmasinin temelini

olusturmustur. [74]

A. R. Coughlan 1993 yilinda yaptigl ¢alismada akut spinal kord hasari sonrasi
gelisen sekonder hasari; iskemi, intrandronal kalsiyum artisi ve serbest radikal

olusumuna bagh lipid peroksidasyonu olarak (i¢ ana baslikta toplamistir.[75]

Kord hasari sonrasi mikrosirkiilasyonun bozulmasi, travmaya cevap olarak
vazokonstriksiyon olusmasi, vaskiiler hasarlar nedeniyle hasarli bolgede iskemi
olusumu hizlanir.[76] iskemi sonrasi dokularin oksijenizasyonu bozulur ve hiicre iginde
serbest radikal olusumu, reaktif oksijen radikallerini nedeniyle gelisen lipit
peroksidasyonu gelisir. N6ronal hiicrelerde bozulan sodyum, potasyom, hidrojen ve
kalsiyum dengesi nedeniyle glutamat salinimi artar ve eksotoksite olusur. Yine olusan

oksidatif stres ve kalsiyum artisi nedeniyle hiicre icinde mitokondrilerin calisma
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dinamigi bozulur, hiicre enerji liretemez hale gelir ve yliksek kalsiyum nedeniyle hiicre

icinde kalpain aktivasyonu gerceklesir. Bu aktivasyon sonrasi apoptoz hizlanir.[77]

Spinal kord hasari sonrasi gelisen bu sekonder fazi hedefleyen calismalarda
halen kesin bir tedavi bulunamamistir. Denenen bir ¢cok farmakolojik ajan bir tedavi
protokolline girememistir. [49] Sentetik bir mineralokortikoid olan Metilprednisolon
yapilan NASCIS deneysel calismalarinda; 6zellikle ilk 24 saatte uygulandiginda motor
fonksiyonlari istatistiksel olarak anlamli diizelttigi gosterilmistir. Ancak 24 saat sonrasi
yapilan Metilprednisolon uygulamalarinin motor fonksiyonlarda anlamli diizelme
saglamadigl, spinal travmasi olan hastalarin genelde ek travmalarinin olmasi nedeniyle
yogun bakim takiplerinde enfeksiyon (&zellikle pndémoni) artisi ve vyara yeri
iyilesmesinin bozulmasi, gastrointestinal sistemde kanama riskinin artisi gibi
kontrendikasyonlarinin oldugu gosterilmistir.[54, 55, 57] Bu yizden ¢alismamizda ilk 24

saatte olusan akut donem degerlendirilmistir.

Bardoxolone Methyl (BARD) sentetik bir tripertonoiddir. . Sentetik olarak
iiretilen 2-siyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oik asit (CDDO)' dan daha giiglii
antiinflamatuar etkinlige sahiptir. [S9] Nrf2 (Nuclear factor [erythroid-derived 2]-like
2) dokularda bulunan anti-inflamatuar sekresyonda goérev alan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Yapilan kardiyovaskiiler hastalik modeli ¢alismalarinda Nfr-2
aktivasyonunun oksidatif stresi azaltti§i, antioksidan enzimlerinin azaldig1
gosterilmistir.[ 78] Kronik bobrek yetmezligi bulunan hastalarda BARD uygulamasinin
GFR (Glomeruler Filtrasyon Hiz1)'yi arttirdigi gosterilmistir.[79] Bagka bir ¢aligmada
farelerde serebral iskemi modeli olusturularak Warfarin ile BARD' in iskemi sonrasi
etkileri incelenmis olup BARD'!n Warfarin'e gore kan beyin bariyerini daha fazla
korudugu, serebral enfartk alaninin daha az oldugu, olusan iskemi/reperfiizyon hasarimni

azalttig1 gosterilmistir.[80]

Calismamizda spinal kord klempleme yontemi kullanildi. Klempleme sonrasi
ilk 24 saatte olusan akut hasar sonrast ndrolojik fonksiyon degerlendirmesi igin
Modifiye Tarlov Skorlamasi, doku ve serumda Total Antioksidan Kapasite, Total

Oksidan Kapasite, Oksidatif Stres Index'i ve dokularda histopatolojik ¢alisma yapildi.
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Total Oksidan Kapasite; dokuda olusan reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerini,
lipit peroksitlerini, serbest radikalleri ve metal katalizorleri 6l¢en kolorimetrik bir
olgtimdiir. [81] Total Antioksidan Kapasite; dokuda bulunan non-enzimatik (Vitamin C,
Vitamin E, Glutatyon.. gibi) ve enzimatik ( Katalaz, Siiperoksit dismutaz, Glutatyon
rediiktaz, Glutatyon Peroksidaz gibi) antioksidan materyalleri 6lger.[82] Total Oksidan

Kapasitenin Total Antioksidan Kapasiteye oran1 ise Oksidatif Stres Indeksini gosterir.

Calismamizda Modifiye Tarlov Skorlamasi kullanilarak yapilan fonksiyonel
degerlendirmede kontrol grubunun parapleji nedeniyle ortalama skorun en diisiik
oldugu(0), bardoxolone methyl ve metilprednisolon kombine uygulanan grupta ise
ortalama skorun en yiiksek oldugu(3.33) goriildii. Bardoxolone methyl uygulanan
grupda(2. grup) ortalama skor 1.71, Metilprednisolon uygulanan grupta (3. grup) ise

ortalama skor 2 idi.

Deneklerin  kanindan elde edilen serumlarda c¢alisilan TAS/TOS/OSI
degerlerinde gruplararas istatistiksel calismada TAS ve OSI degerlerinde anlamli fark
yoktu. Bonferroni diizeltmesinden sonra istatistiksel olarak TOS degerleri 1. Ve 3. Grup
arasinda anlamli geldi. Metilprednisolon uygulanan grupta serum Total Oksidan

Kapasite iskemi grubuna gore anlamli ytiksek idi.

Deneklerden alinan dokularda TAS/TOS/OSI calisildi. Alinan 6rneklerin bir
kisminin hacim ve igerik agisindan ¢alisma icin yeterli olmadig1 goriildiigiinden BCA
metodu kullanilarak havuzlama yapildi. Havuzlama yapildig: igin istatistiksel olarak
caligma yapilamadi. Calisma sonrasi ¢ikan degerlerde 1.grupta TAS degerinin en diistik
oldugu (0.01), OSI degerinin en yiiksek oldugu (35,352) goriildii. 4. Grupta ise TAS
degerinin en yiiksek oldugu (0,78), OSI degerinin en diisiik oldugu (1,067) goriildii.
TOS caligmasinda en yiiksek deger 2.grupta (9,08), en diisiik 1.grupta (4,06) goriildii.
Bardoxolon Methyl ve Metilprednisolon ayr1 ayr1 uygulanan gruplarda iskemi grubuna
gore daha yiiksek Total Antioksidan Kapasite 6l¢iildii. Kombine kullanimda ise bu fark
daha yiiksek idi. Yine kombine uygulanan grupta iskemi grubuna gore Oksidatif Stres
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Indeksi anlamli diisiik olarak 6l¢iildii. Bardoxolone Methyl ve Metilprednisolon'un ayri

ayr1 uygulandigi gruplarda da Oksidatif Stres Indeksi iskemi grubuna gére diisiiktii.

Doku orneklerinde histopatolojik ¢aligma yapildi. Yapilan ¢aligmada patolojik
skor olusturularak degerlendirildi. Patolojik skor olusturulurken Nekroz, Odem, Noron
Kaybi, Hemoraji, Konjesyon parametreleri ele alindi. Olusturulan skorlarin grup basina
medyan degerleri alind1. (0=yok, 1= Cok az, 2=Az, 3=0rta, 4=Ciddi)

1. Grup'ta nekroz,0dem, konjesyonun yiiksek oldugu goriildi. Tim
parametreler 4. Gruba gore anlamli yiiksekti. 2. Ve 3. Grupta ise 1. Gruba goére nekroz
ve 6dem daha az idi. 2. Ve 3.grupta patolojik skorlar benzer idi. 4. Grupta ise diger
gruplara kiyasla tiim parametrelerde skorlamada diisiik idi. 1. Grupta Patolojik skorun
diger gruplara gore anlamh yiliksek oldugu goriildi.(p<0.05) 4. Grupta ise patolojik

skorun diger tiim gruplara gére anlamli diisiik oldugu izlendi.(p<0.05)

Bagka bir yapilan ¢caligmada deneysel spinal kord hasari modeli sonras1 Valproik
Asit kullaniminda TAS/TOS/OSI ¢alisilmis olup; Valproik Asit'in bu parametreler
1s1ginda  oksidatif  stresi azalttigi, total antioksidan kapasiteyi arttirdigi

gosterilmistir.[83]

Yine yapilan baska bir deneysel spinal kord hasart modelinde Tosilizumab
kullaniminda TAS/TOS/OSI ¢alisilmis olup; Tosilizumab'in total oksidan kapasiteyi

azaltt1g1, antioksidan kapasiteyi arttirdig1 ve oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir.[84]

Bizim calismamizda ise; serumda galisilan TAS/TOS/OSI parametrelerinde
anlamli fark goriilmese de dokuda galisilan TAS/TOS/OSI parametrelerinde 6zellikle
kombine Bardoxolone Methyl ve Metilprednisolon kullaniminin hiicre oksidatif stresini

azalttig1, yine kombine kullanimda patolojik skorda anlamli diisme sagladig gosterildi.

Bu c¢alismanin 1518inda spinal kord akut hasari1 akut doneminde tek basina
Bardoxolone Methyl bilesiginin ndroprotektif olarak Metilprednisolona anlamli bir
istiinliigii bulunmasada ikisinin kombine kullanimi i¢in ileri diizey ¢alismalar

yapilabilir.
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6. SONUC

Bu calismada Sprague Dawley cins ratlarda spinal kord klempleme yontemi
kullanilarak spinal kord hasari olusturuldu. Hasar sonrasi gruplara ayrilmis olan
deneklerde 1.gruba herhangi bir ilag verilmedi. 2.gruba Bardoxolone Methyl, 3.gruba
Metilprednisolon, 4.gruba ise Bardoxolone Methyl+Metilprednisolon uygulandi.
Spinal kord hasari akut donem planlandigi i¢in uygulama sonrasi 23.saatte motor
muayene bakildi. 24. Saatte sakrifiye edilen deneklerden alinan serum ve doku

ornekleri ile biyokimyasal ve histopatolojik ¢aligma yapildi.

Yapilan calismalar sonrast kombine tedavi yonteminin diger tedavi
yontemlerine gore noroprotektif olarak daha {istiin oldugu, Bardoxolone Methyl ve
Metilprednisolonun tek basina uygulandiginda birbirine anlamli iistiinliik saglamadigi

gorilmistiir.

Heniiz spinal kord hasarinda tedavi yontemi olarak kullanilmayan Bardoxolone
Methyl bilesiginin yapilan ¢aligma sonrasi ndroprotektif etkinligi gosterilmistir. Bu

caligma spinal kord hasarinda yapilan tedavi ¢alismalarina 1s1k tutacaktir.
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