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OZET

Travmatik omurilik yaralanmasi (TOY), yuksek morbidite ve mortaliteye sebep olan
onemli bir saglik sorunudur. Travma sonrasi ortaya ¢ikan fonksiyon kaybi, hem birincil
yaralanmaya hem de birincil yaralanmanin tetikledigi ikincil yaralanma mekanizmalarina
baglidir. Son yillarda TOY’ nda kok hiicre kullanimimnin umut verici sonuglar vermistir.
TOY’ nda farkli kaynagi olan ndronal progenitdr hiucreler (NPC), noéronal kok hiicreler
(NCS’ler), embriyonik kok hucreler (EKH) veya mezenkimal kok hiicre (MKH)’ ler
kullanilmaktadir. Biz ¢alismamizda, ratlarda travmatik alt torasik omurilik yaralanmasinda

insan kaynaklit MKH tedavisi ve sonuglarini inceledik

Calisma, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’nun izniyle
Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Toplam 60
adet Spraque-Dawley si¢an 6 gruba ayrildi. Kontrol grubu disindaki deneklere, modifiye
Allen agirlik diisiirme yontemiyle torakal 9-10 standart omurilik yaralanmasi olusturuldu.
Travma grubuna omurilik yaralanmasi olusturuldu fakat herhangi bir tedavi verilmedi.
Tedavi gruplarinda travma olusan bolgelerine insan kaynakli MKH’ler verildi. Kok hicre
tedavisinin inflamasyon derecesi ve fibrozis derecesi ile spinal dural tabakasi gosterilerek
direkt differensiasyonuna ve fonksiyonel degerlendirme (BBB, Egik diizlem) lzerine olan

etkisinin hiperakut ve akut dénem sonuglar1 arastirildi.

Anahtar kelimeler: mezenkimal kok hiicreler, travmatik omurilik yaralanmasi, tedavi



ABSTRACT

Title: Evaluation of human BoneMarrow-MSCs transplantation In Experimental

Spinal Cord Injury

Traumatic spinal cord injury (SCI) is a devastating problem of health that results in high
morbidity and mortality rates. The loss of function after SCI results from both the primary
mechanical insult and the subsequent, multifaceted secondary response. The use of stem
cells in the treatment of traumatic SCI in recent years has provided promising results.
Different source of cells for transplantation have been used, including neural progenitor
cells (NPCs), neural stem cells (NSCs), embriyonic stem cells(ESCs) or mesenchymal
stem cells (MSCs). We evaluated the human Bone Marrow-MSCs transplantation in an

experimental spinal cord injury model in animals.

All experiments were conducted in the animal laboratory of Baskent University by the
approval of Baskent University Animal Care Ethics Committee. A total of 60 adult male
Spraque Dawley rats were randomly divided to six groups. A thoracal 9-10 contusion
injury was produced by using modified Allen technique in all groups except control group.
No medication was administered to the rats in the trauma group. Parts of the human-
induced MSCs treatment groups were composed of trauma. Stem cell treatment of spinal
dural layer , showing the degree inflammation and fibrosis in direct the differentiation and
functional assessment (BBB, inclined plane) the effect on the results of hyperacute and

acute phase were investigated.

Key Words: mesenchymal stem cells, traumatic spinal cord injury, treatment
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1. GIRIS

Travmatik omurilik yaralanmasi (TOY) neden oldugu morbidite ve mortalite nedeniyle
toplumu kotu yonde etkileyen 6nemli bir sorundur. ABD’de her yil yaklasik 12.000 yeni
olgu bildirilmektedir. 2008 yilinda yapilan istatistiklerde, yaralanma seviyesi ve lezyonun
genisligi esas belirleyici faktor olmakla birlikte TOY gegiren hastalarin sadece %11,5’1 bir
yil sonra is hayatina geri donebilmektedir. Soyle ki yirmibes yasinda tetraplejik kalan bir
hastanin beklenen yasam boyu maliyeti ise yaklasik 1.800.000 $ olarak hesaplanmistir (1).
Guniimuzde, teknolojinin ilerlemesi ve motorlu araglarin ¢ogalmasiyla bu tiir travmalarin
insidans1 giderek artmaktadir. Genel olarak insidansi milyonda 30-40 ve prevalansi
milyonda 906’ dir. Ulkemizdeki durum ise hi¢ azimsanmayacak diizeydedir. Ulkemizde
her yil 1.800 yeni olgu ortaya ¢ikmakta, toplam 54.000 kisi omurilik yaralanmasi (OY)
sonucu sakat olarak yasamlarini siirdiirmektedir. Cinsiyet olarak degerlendirildiginde ise
erkeklerde 3-4 kat daha fazla gorulir. Yaralanmalarin ¢ogunlugu alt servikal ve
torakolomber birlesim bolgelerinde gorilir. Tim c¢abalara ragmen OY’nda

noroproteksiyon ve omuriligin rejenerasyonu insanda heniiz bagarilamamastir.

OY’nda ilk hasar, dakikalar i¢inde olusan ve giinler ya da haftalar boyunca devam eden
molekdler ve hiicresel degisimleri tetikler ve ikincil hasar1 olusturur. En etkin tedavi,
ikincil hasarin Onlenmesidir. Hasar mekanizmalar1 sistemik degisikliklerden, bolgesel
vaskiler olaylara, biyokimyasal degisikliklerden, hiicre i¢i toksik degisikliklere kadar
uzanan genis bir olaylar zinciri i¢indedir. Santral Sinir Sistemi (SSS)’nde iyilesme ise, sinir
kokleri, inen ve ¢ikan yollar veya hipokampusda gergeklesen sinirli bir rejenerasyondan
ibarettir. Halen klinik uygulamada; steroidler, gangliozidler, opioid resepttr antagonistleri,
antioksidanlar, kalsiyum kanal blokorleri gibi tedavi modaliteleri uygulanmakla beraber
etki derecelerinin son derece diisiik oldugu da bir gercektir. Ayrica OY’nda uzun trakt
fonksiyonlarindan herhangi birinin korunup korunmadiginin belirlenmesi tedavi ve

prognoz i¢in 6nemlidir.

Kok hiicre (KH) ise kendini yenileme ve 6zel hiicrelere farklilasma 6zellikleri olan in vitro
ya da in vitro uygun kosullarda kan, karaciger ve kas gibi bir¢ok hiicreye doniisebilen
farklilasmamis Oncii hiicrelerdir. Temel olarak iki tip KH vardir; embriyonik kok hiicreler

(EKH) ve mezenkimal kok hiicre (MKH). EKH’ler erken evredeki blastositlerden elde



edilmekte, in-vivo ve in-vitro sartlarda bir¢ok hiicre tiiriine farklilagsma gosterebilmektedir.
MKH’ler ise hiicrelerin bag dokularinda bulunan, eriskin haldeki KH tipidir. Dokularin
destek bolimi olan "stroma hiicre"sinin de temelini olusturmaktadirlar. Yag, kemik,
kikirdak, kas, tendon vs. farklilasabilirler. MKH, bulundugu dokudan, hasarli bir dokuya

gecebilmekte ve bu sayede hasarli dokuda doku tamirini saglayabilmektedir.

Bu projenin amaci deneysel travmaya bagl alt torasik OY olusturulan ratlarda, MKH
tedavisinin hiperakut ve akut etkilerini I6komotor, histopatolojik ve imminositokimyasal

yontemlerle incelenmesidir.

TOY dan sonra goriilen hiicre ve fonksiyon kaybi, travma aninda ortaya ¢ikan ilk mekanik
hasara ve bu hasarin tetikledigi birtakim yikicit olaylar zincirine baglhidir (2). Travma
aninda ortaya ¢ikan ve noral dokunun kompresyon, kontiizyon ve/veya laserasyonu ile
sonuglanan bu duruma birincil yaralanma denir. Ikincil yaralanma ise birincil yaralanmay1
takiben dakikalar i¢inde baslayip haftalarca devam eden bir siirectir. Eksitotoksisite, lipid
peroksidasyonu, inflamasyon ve apopitoz baslica ikincil yaralanma mekanizmalaridir (2-
3).

Omurilik yaralanmalarinda en etkin tedavi, carpma etkisiyle baslayan ikincil yaralanmanin
onlenmesidir. Bu amagla bir¢ok sayida ila¢ hayvan ¢aligmalarinda denenmis ve 6nemli bir
kismi etkin bulunmustur (4-9). Etkin bulunan bu ilaglarin bazilar1 klinik ¢alismalarda
kullanilmig, fakat metilprednizolon disinda klinik kullanima gegen olmamistir (16-17).
Fonksiyonel diizelmenin izlendigi deneysel calismalarda ilag tedavisi genellikle ya
travmadan Once ya da travma ile es zamanl olarak verilmistir. Glinlilk yasantimizda ise
travma Oncesi veya travma ile es zamanl olarak tedavi pek miimkiin olmadig: icin, benzer
basarili sonuglar elde edilememektedir. Bununla birlikte, tedavi sirasinda goriilen yan
etkilerinden dolay1 yiiksek doz metilprednizolon tedavisi de glnimuzde tartismali hale

gelmistir (12).



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Omurga ve omuriligi ilgilendiren hastaliklarin tan1 ve tedavisi hakkindaki ¢aligmalar antik
caglara kadar uzanmaktadir (18). Omurga ve omurilik yaralanmalariyla ilgili bilinen ilk
yazili belge, yaklasik bes bin yil 6nce Imhotep (M.O 2686-2613) tarafindan yazildig
diisiiniilen Edwin Smith Papirlsii’dir (18, 19). Bu papiruste toplam 48 adet kafa ve
omurilik travmasi geg¢irmis olgudan bahsedilmektedir. Bu olgular tedavi edilebilecek,
tedavi edilmeye caba gosterilmesi gerekenler ve umutsuz olgular olarak
smiflandirilmaktadir. Papiriiste bahsedilen tedavisi umutsuz olgularin klinigi giiniimiizde

ki komplet omurilik lezyonu tanimina uymaktadir (19).

Hipokrat (M.O 460-370) ve Galen (M.S 129-200) dénemine kadar énemli bir gelisme séz
konusu degildir (18-22). Hipokrat paraplejiyi tarif etmis, ancak omurilik fonksiyonunu
aciklamaktan daha ¢ok, travma sonrasi omurga deformitelerinin diizeltilmesi amaciyla
traksiyon uygulanmasini onermistir (21). Galen ise deneysel olarak kesilen omurilik
segmentinin altinda duyu ve hareket kaybi oldugunu géstermistir (22). Ege’li Paul (M.S
625-690) omurilige basi yapan kiriklarin tedavisinde ilk defa laminektomi yapan hekimdir
(20).

Fransiz cerrah Pare ise 16. yilizyilda spinal dislokasyonlari rediikte etmek i¢in tahtadan bir
diizenek kurmustur. Ayrica bu amagla insizyon yaparak omurga ve sinirleri 6ne itmeyi
onermistir (18). Fabricius Hildanus 1646°da servikal fraktiir dislokasyonlarda rediiksiyon
ve traksiyon amaci ile yumusak dokular ve spindz ¢ikintilara bir ¢ivi takarak klemp ile
¢cekmeyi denemistir (19). Bu manevranin basarisiz olmasi durumunda ise fragmanlarin
temizlenmesini onermistir. Louis ise 1762’de lomber bdlgeye giren ve paraplejiye yol acan

metal bir cismi ¢ikarmis, operasyon sonrasi tam iyilesme bildirmistir (20).

Omurilik travmasi ile ilgili ilk patofizyolojik ¢alisma, 1890°da Schamus tarafindan tavsan
omuriliginde travma sonucu gelisen patolojik degisiklikleri inceleyerek yapilmistir (23).
TOY patofizyolojisi zamanla daha iyi anlasilmis ve deneysel modeller gelistirilmeye

baslanmistir.



1911 yilinda Alfred Reginald Allen giiniimiizde hala en ¢ok kullanilan modellerden birisi
olan agirlik disiirme metodunu tanimlamistir (24). Kopeklerde laminektomi sonrasi
omurilik Uzerine agirlik diisiirerek kontiizyon tipi omurilik hasar1 olusturmus ve uygulanan
myelotominin ve posttravmatik hematomyelinin bosaltilmasinin nérolojik fonksiyonlarda
iyilesme sagladigini ortaya koymustur. Bu g¢alisma daha once yapilmig olan deneysel
caligmalarin belirli kriterlere baglanmasini saglamis ayrica ikincil hasar kavraminin da
onciligini yapmustir. 1953°te Tarlov epidural balon kompresyon teknigi ile deneysel
omurilik yaralanmasi modelini tariflemistir (23). 1978’de Rivlin ve Tator ise ekstradural
Klip kompresyon teknigi ile deneysel omurilik yaralanmasi modelini gelistirmislerdir (23,
25).

2.2. Epidemiyoloji

TOY, yuksek morbidite ve mortaliteye sebep olan 6nemli bir sorundur. ABD’de 2009
yilinda yapilan son istatistiklerde yillik insidans yaklasik 12.000 yeni olgu -40 olgu/l
milyon nufus- olarak bildirilmistir (1, 2). 2008 yili itibariyle yaklasik 260.000 TOY
hastast bulunmaktadir. Bu hastalarin %81’ini erkekler olusturmaktadir. 2005 yilindan dnce
omurilik yaralanmasi ile hastaneye basvuranlarin yasi 16 ile 30 arasinda degismekte iken
2005 yilindan sonra bu yas ortalama 40,2 olarak bulunmustur. Etyolojide motorlu tasit
kazalar1 %42,1 ile ilk siray1 alirken, diismeler %26,7, darp (siddet) %15,1 ve spor kazalari
%7,6 ile sik¢a goriilen diger sebeplerdendir (1).

Ulkemizde yapilan bir epidemiyolojik ¢alismada, yillik insidans 12.7/1 milyon niifus
olarak bildirilmistir (26,27). Erkek/Kadin oran1 2.5/1 olarak bulunmustur. %48,8 ile
motorlu tasit kazalari birinci sirada yer almaktadir. Tetraplejik hastalarda yaralanma en sik
C5 seviyesinde saptanirken, paraplejiklerde ise en sik T12 seviyesinde bulunmustur (26,
27).

2.3. Travmatik Omurilik Yaralanmasinin Patofizyolojisi

Travmatik omurilik yaralanmalarinda, mekanik travma nadiren tam kesiye neden olurken

Klinik olarak genellikle tam fonksiyon kaybi goriilmesi dikkat ¢ekici bir durumdur. Bu



durum birincil (mekanik) yaralanmayla baglayan ve birlikte seyreden ikincil yaralanma

teorisinin gelismesine neden olmustur (28).

2.3.1. Birincil (Mekanik) Yaralanma

Birincil yaralanma travma aninda olan hasardir (2-3). Fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon
ve rotasyonla ilgili distraksiyonel kuvvetler, penetran yaralanmalar omurilik dokusunda
ve/lveya damarlarinda harabiyete neden olurlar. Diger olasi mekanik etkiler, kemik
kisimlardan, ligamanlardan veya spinal kanal icindeki hematomlardan kaynaklanan
kompresyonu igermektedir. Bu kuvvetler sadece yaralanma esnasinda akut olarak degil,

kalict deformiteye sekonder olarak da omurilige kronik stregte zarar verebilirler.

Birincil yaralanmada bir dizi tek veya kombine mekanik gii¢ mekanizmalari rol
oynayabilir (Tablo 2.1). En sik goriileni, ¢carpma etkisi ve kompresyonun birlikte oldugu

yaralanmalardir (3).

Tablo 2.1. Travmatik omurilik yaralanmalarinda birincil yaralanma mekanizmalari

Mekanik Kuvvet Hasar Mekanizmasi

Carpma + Devamli Basi Patlama king1, Kirikl ¢ikik, Disk basisi
Carpma + Gegici Basi Hiperekstansiyon

Distraksiyon Hiperfleksiyon

Laserasyon, Tam Kesi Patlama kirigi, Laminar fraktiir, Fraktiir

dislokasyon, Silah yaralanmalari

2.3.2. ikincil Yaralanma

Omurilikte birincil yaralanma ile tetiklenen ve saatler icinde patolojik metabolik ve
biyokimyasal mekanizmalarla ilerleyen surece ikincil yaralanma denir (2, 28). Allen
1911°de, kisa sureli omurilik travmasina maruz kalan hayvanlarda ilerleyici klinikle
birlikte ilerleyici doku hasart oldugunu bildirmistir (24). Bu durumun agiklanmasi igin
cesitli patofizyolojik mekanizmalar 6ne surilerek ikincil yaralanma kavrami gelistirilmistir
(Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Travmatik omurilik yaralanmalarinda ikincil yaralanma mekanizmalari

Sistemik Etkiler (Norojenik sok)

Kalp hizinda kisa siireli artig, daha sonra uzun sureli bradikardi

Kan basincinda kisa streli hipertansiyon, sonra uzun sireli hipotansiyon
Periferik direncte azalma

Kalp debisinde azalma

Omurilik Mikrodolasiminda Lokal Vaskiiler Hasar
Kapiller ve veniilllerde mekanik bozulma

Ozellikle gri cevherde hemoraji

Mikrodolagimda kayip-mekanik, tromboz, vazospazm

Biyokimyasal Degisiklikler
Serbest radikal tretimi
Lipid peroksidasyon
Eksitotoksisite: glutamat
Norotransmitter birikimi
Endojen opioidler
Katekolaminler: noradrenalin, dopamin
Arasidonik asit salinimi
Eikazanoid Gretimi
Prostaglandinler

Sitokinler

Elektrolit Bozukluklari
Intraselliiler kalsiyumda artis
Intraselliiler potasyumda artis
Intraselliiler sodyumda artis

Inflamatuar Cevap

Serbest radikal tretimi

Aksonal yikim

Miyelin artiklarinin uzaklastiriimasi
Sitokinlerin salinimi

Glial hiicre aktivasyonu
Oligodendrositlerde sitotoksik etkiler
Wallerian dejenerasyon

Odem

Apopitoz

Enerji metabolizmasinda kayip
Azalmig ATP liretimi




2.3.2.1. Vaskiiler mekanizmalar ve endotel hasari

Akut omurilik yaralanmasi sistemik vaskiiler etkiler ile birlikte ikincil hasara uzanan ani
mikrovaskiiler degisiklikler olusturur. Bu degisikliklerin ilerleyici karakteri omurilik

iskemisini travmadan sonra gittikge arttirir (2).
1. Sistemik Vaskuler Etkiler

Omurilik yaralanmalarinda, travmanin siddeti ve yaralanmanin seviyesi ile orantili olarak
bircok kardiyovaskiiler ve hemodinamik degisiklikler ortaya c¢ikabilir. Norojenik sok
denilen tablo gelisebilir. Hipotansiyon (70 mmHg ve alt1), bradikardi (40 atim/dak ve alt1)
ve hipotermi igliislinlin tespiti ile tan1 konulabilir. Norojenik sokun sebebi, sempatik
tonusun azalmasi ile ortaya c¢ikan periferik vaskiiler dilatasyon, anormal vagal uyariya

bagli gelisen bradikardi ve sonugta kardiak ¢iktinin azalmasi olarak agiklanabilir (29).
2. Lokal Vaskuler Etkiler

Omurilik yaralanmalarinda direkt mekanik travma etkisiyle bazi arteriyollerde ve
veniillerde yirtilma olur. Yapilan anjiyografi ¢aligmalarinda anterior spinal arter gibi biiyiik
damarlarda hatta orta boy arteriyollerde biitlinliigiin korundugu, ozellikle kapiller
dolasimin bozuldugu gosterilmistir (25, 30, 31). Hem deneysel hem de otopsi
caligmalarinda en sik goriilen histopatolojik bulgu omuriligin merkezinde o6zellikle gri
cevherde gorillen kanamadir. Buna santral hemorajik nekroz denir (32, 33).
Mikrosirkilasyondaki bozulma ve santral hemorajik nekroz, saatler icinde ilerleme
gosterip yaralanma bolgesinin rostral ve kaudaline dogru yayilir. Iskemik alan, hemorajik
gri cevhere komsu beyaz cevherde daha belirgindir. Gri cevheri katederek beyaz cevhere

ulasan arteriyollerdeki vazospazm ve tromboz ile ikincil hasar artar (29).

Beyaz cevher perfiizyonu travmadan sonraki besinci dakikada hizla azalirken, on besinci
dakikadan sonra normale donmeye baslar. Gri cevherde ise ilk bes dakika i¢inde bir¢cok
hemorajik alan belirir. Perfiizyon travmadan saatler sonra bile yoktur. Lezyon bélgesinde
ozellikle gri cevherde, omurilik kan akiminin ileri derecede azalmasi iskemi ile sonuglanir.

Travma sonrasi omurilik iskemisi travma siddeti ile lineer korelasyon gostermektedir (34).

Siddetli ve iist seviye omurilik yaralanmalarinda otoregiilasyon tamamen bozulur ve olusan

sistemik hipotansiyon sonrast omurilik kan akiminda belirgin azalma olur. Ortalama arter



basincinin 160 mmHg’ye yiikseltilmesi omurilik kan akimini arttirmaz ancak yaralanma

bolgesinin komsu bolgelerinde hiperemiye neden olur (29).

Yaralanmis omurilik aksonlarinin normal aksonlara gore iskemiye toleranslarinin daha az
oldugunu gosteren kanitlar vardir. Omurilik yaralanma derecesi ve posttravmatik iskemi
derecesi ile motor ve somatosensoriel uyarilmis potansiyeller arasinda lineer iliskinin
oldugunun bildirilmesi, posttravmatik iskeminin akson fonksiyonunun bozulmasi ile

dogrudan iliskili oldugunu goéstermektedir (35, 36).
3. Endotel Hasar1

Posttravmatik iskeminin kesin nedeni halen anlasilamamigtir. Yaralanmayi olusturan
mekanik travma, vazoaktif aminlerin salinimi, hemoraji, tromboz, platelet agregasyonu ve
endotel hasar1 vazospazmi tetikleyebilir (2). Kaptanoglu ve arkadaslari yaptiklari bir
calismada, vaskiiler endotel hasarinin travma siddeti ile dogru orantili olarak arttigini
bununla beraber 6dem, akson, myelin ve nlkleus hasari ile karsilagtirildiginda endotelin
yaralanmaya en direngli yap1 oldugunu bildirmislerdir (37). Glutamat —eksitator bir
aminoasit- endotel hasarindan sorumlu tutulmaktadir. N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptor blokorlerinin (MK-801, Mg vb) deneysel omurilik yaralanma modellerinde,
noroprotektif etkilerinin oldugu ve endotel hasarini azalttiklar1 gosterilmistir (5, 29). Carlos
ve Harlan, endotel hasarinin aktive olmus nétrofiller tarafindan oldugunu 6ne siirmiislerdir
(38). Endotel hasarina platelet yapismasi, intravaskiiler platelet agregasyonu ve
mikrovaskiiler okliizyon eslik etmesi nedeni ile endotel hasarin1 azaltmak i¢in antiplatelet

ajanlar da denenmistir (39).

2.3.2.2. Biyokimyasal degisiklikler
1. Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller dis yoriingelerinde ¢iftlenmemis bir elektron bulunduran kuvvetli reaktif
molekiillerdir. Biyolojik dokularda serbest radikallerin en sik kaynagi molekiiler oksijen
radikalleridir (Tablo 2.3). Normal metabolizma sirasinda ortaya ¢ikabildikleri gibi
birtakim ¢evresel faktorler (radyasyon, antineoplastik ilaglar vb) de serbest radikal

yapimini arttirabilirler (2, 3, 40).



Tablo 2.3. Hiicre yapitaslar i¢in toksik oksijen radikalleri

Oksijen Radikalleri Sembol
Superoksit anyon radikali Oz
Hidrojen peroksil radikali HO2
Hidrojen peroksit H202
Hidroksil radikali OH
Peroksil radikali ROO

Serbest radikallerin zararl etkilerini engellemek ilizere organizmada “’antioksidan’’ olarak
adlandirilan savunma sistemleri mevcuttur (Tablo 2.4). Antioksidanlar dort sekilde

etkilerini olustururlar:

1. Toplayict etki; serbest radikallerin tutulmasi veya daha zayif bir molekiile ¢evrilmesi

seklinde etki ederler. SOD, CAT, GPX, GSR bu gruba 6rnektirler.

2. Basurici etki; serbest radikallere bir hidrojen aktararak reaktivitelerini azaltirlar veya

inaktif hale gelirler. A, C, E, K vitaminleri bu gruba érnektirler.
3. Onarict etki
4. Zincir kirici etki

Fizyolojik kosullarda olusan serbest radikaller, enzimatik antioksidan mekanizmalar
(sitokrom oksidaz sistemi vb), non-enzimatik antioksidanlar (tokoferol vb) ya da metal
baglayicilar (seruloplazmin vb) ile inaktive edilerek doku hasardan korunur. Cesitli
sebeplerden oOturi  serbest radikaller antioksidan mekanizmalarla etkisiz hale
getirilemezlerse, dokular oksidatif strese maruz kalirlar (2, 3). Oksidatif stres hiicre

metabolizmasinda bir takim bozukluklara neden olur.
Bunlar:

- DNA yapisinin bozulmasi
- Intraseliiler serbest Ca*? miktarinda yiikselme

- Hiicre membrani iyon transportunun zarar gérmesi Ve lipid peroksidasyonu



Intraseliiler kalsiyum artis1 ise hiicre icinde niikleaz, proteaz, protein kinaz C,
fosfolipazlarin aktive olmasina ve hiicrenin nekrotik ve apoptotik bir surece girerek

olumiine neden olmaktadir.

Tablo 2.4. Hiicre i¢i ve hiicre dig1 antioksidan sistemler

Hucre ici Hiicre disi

Stperoksit dismutaz (SOD) Superoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT) Urat

Glutatyon perosidaz (GPX) Vitamin A, C, E

Glutatyon rediiktaz (GSR) Seruloplazmin

Vitamin A, C, E, K Metal baglayicilar

Urat Transferrin

Tiyoller Albumin

Indirgenmis glutatyon (GSH) Laktoferrin

Ubikinon

Merkezi sinir sistemi, askorbat, glutatyon ve tokoferol gibi antioksidan mekanizmalara
yuksek oranda sahiptir (2). Ancak travma sonrasi dokuda bu antioksidan mekanizmalar
hizla azalir. Olusan serbest radikaller lipidler, proteinler ve nukleik asitler ile reaksiyona
girerek siklikla lipid peroksitler olustururlar. Bunun sonucunda daha fazla serbest radikal

olusur (40-42).

Iskemi veya travma sonras:

- Oksijen radikali iireten enzim ve substratlarin artmasi
- Mitokondride oksijen radikali yapimi artmasi

- Doku hasar1 sonucu kemotaksis ile toplanan noétrofillerden kaynaklanan serbest

radikallerin artmasi

- SOD gibi antioksidan mekanizmalarin inaktive olmalar1 sonucu oksidan-antioksidan

dengenin bozulmasi
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Sinir hicresi membran lipidlerinin kolesterol ve doymamis yag asitlerinden zengin olmasi,
SOD, GPX ve oOzellikle katalaz enzimlerinin néral dokuda az miktarda bulunmasi,
noronlarin ¢ok sayida lizozom igermesi, demir miktarinin fazla olmasi1 ikincil

yaralanmanin merkezi sinir sisteminde daha belirgin olmasina yol agar (2, 3, 40).

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki doymamis
yag asitlerinin oksidasyonunu i¢eren kimyasal olaylar toplulugu olarak ac¢iklanabilir. Hiicre
membranit ve hiicre organel membranlarinin yapisal matriksi polar bir bas ve ikili
kuyruktan olusan fosfolipidlerden ibarettir. Serbest radikalin, lipid molekilinden bir
hidrojen almasi sonucu lipid radikali ortaya ¢ikar. Lipid radikali ortamdaki oksijen ile
reaksiyona girip lipid peroksil radikaline doniisiir. Bu bir serbest radikal gibi davranip
baska bir lipid molekiiliinden bir hidrojen ¢eker ve sonugta bir lipid hidroperoksidi ve yeni
bir lipid radikali olusur. Bu reaksiyonlar zinciri siiriip gider ve hiicre membraninda hasar

olusur (41, 42).

Steroid, siklosporin-A, vitamin E ve selenyum gibi maddeler serbest radikal tutucu
etkilerinden otiirii deneysel TOY modellerinde etkin bulunmuslardir (79, 80) . Kaptanoglu
ve arkadaslar1 ise melatonin, meksiletin, eritropoetin, tiopental ve propofol gibi ajanlarin
deneysel TOY modellerinde lipid peroksidasyonunu onlediklerini ve ultrastriktirel

koruma sagladiklarint gostermislerdir (4-8).
2. Eksitator Aminoasit Birikimi ve Eksitotoksisite

Omurilik yaralanmasi sonrasi eksitator aminoasitlerden (EAA) glutamat ve aspartat
dakikalar i¢inde hizla yiikselir. Yapilan ¢alismalar eksitator aminoasitlerin neden oldugu

gec doku hasarinda glutamat reseptorlerinin 6nemini vurgulamiglardir (43).

Glutamat santral sinir sisteminin en dnemli eksitator norotransmitteridir. Spesifik membran
reseptorleri ile etkileserek Ogrenme, hafiza, hareket, duyu ve sinaptik baglantilarin
plastisitesinin saglanmasi gibi bircok norolojik fonksiyonda gorev alir. Glutaminerjik sinir
uclarinda, mitokondriyal bir enzim olan glutaminaz araciligryla glutaminden sentezlenir ve
ATP gerektiren bir islemle presinaptik vezikiillere tasinarak burada depolanir. Hucre
membraninin depolarizasyonu, presinaptik sinir uclarindaki vezikiillerden sinaptik araliga
kalsiyum iyonuna bagimli bir surecle glutamat salinmasina yol agar. Sinaptik araliga

salinan glutamat, postsinaptik ucta bulunan spesifik reseptorleri aktive ederek, etkilerinin
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ortaya c¢ikmasini saglar. Normal kosullarda sinaptik araliga salinan glutamat, sodyum
iyonuna bagimli, yiiksek afiniteli glutamat geri alim tasiyicilar: araciligryla hizla ortamdan
uzaklastirilir. Bu tasiyicilar néron ve glial hiicrelerin membranlarinda bulunurlar. Glial
hiicre i¢ine alman glutamat, glutamin sentetaz enzimi aracilifiyla glutamine

doniistiiriildiikten sonra tekrar glutaminerjik sinir uglarina gonderilir (44).

Herhangi bir sebeple bu dengenin bozulmasi ve glutamatin sinaptik aralikta birikmesi
sonucu glutamat reseptorlerinin yiiksek diizeyde uyarilmasi ile karakterize bu duruma
“’eksitotoksisite’” denir. Asirt glutamat birikiminin  sebebi, hicre membran
polarizasyonuna bagli olarak sinaptik vezikiillerden glutamat saliniminin uyarilmasi ve

ATP yetmezligine bagl olarak glutamat geri alim makanizmalarimin ¢alismamasi olarak

aciklanabilir (45).

Eksitotoksisite inme, travma ve cesitli ndrodejeneratif hastalifin ortak final yoludur.
Deneysel omurilik yaralanmasinda da hasardan sonra on bes dakika iginde eksitator

norotransmitter diizeyinin toksik diizeye ulastigi gosterilmistir (46-48).

Glutamat farkli farmakolojik ve elektrofizyolojik yapiya sahip bir dizi spesifik reseptor
aracilifryla etki eder. Iki grup glutamat reseptdrii vardir (44).

1) Metabotropik reseptorler: Uyarilmalart sonucu guanin niikleotid baglayici protein (G
protein) (zerinden etki gosteren ve ikincil mesajci seri reaksiyonunu aktive eden, protein

fosforilasyonuyla hiicre metabolizmasini etkileyen reseptorlerdir.

2) Iyonotropik reseptorler: Ligand kapili iyon kanallaridir. Bu reseptorler, kendilerini

selektif olarak aktive eden bilesiklere gore ii¢ alt tipe ayrilirlar.

a) N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri: NMDA reseptorleri, hipokampus ve
kortekste daha yiiksek olmak iizere, memeli beyin ve omuriliginde yogun olarak
bulunmaktadir. Hem glutamat, hem de glisin i¢in baglanma yerine sahip, kompleks
yapida reseptorlerdir. Aktive olabilmeleri igin hem glutamatin, hem de glisinin

reseptore baglanmis olmasi gerekir (46).

Ayrica spermin ve spermidin gibi poliaminler i¢in de baglanma bdlgesine sahiptirler.
Poliaminler bu reseptorlerin aktivasyonunu arttirirlar. Magnezyum iyonu tarafindan voltaja

bagimli olarak bloke edilirler.
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NMDA reseptorii, diger glutamat reseptorlerinin aksine ancak yiiksek glicte sinaptik giris
ile aktive olur ve uzun siireli repolarizasyon saglar. Ayrica hiicre igine sodyum (Na*) ve
potasyum (K*) gecisinin yaninda kalsiyum (Ca**) gecisine de imkan veren bir katyon
kanalin1 da kontrol eder. Iskemi veya travma gibi patolojik siireclerde NMDA
reseptorlerinin uzamis ve/veya yiiksek diizeyde uyarilmasi hiicre i¢i Na* ve Ca™"

konsantrasyonlarinin artmasina sebep olur (47, 48).

b) Alfa-Amino-3-Hidroksil-5-Metil-4-1soksazolproprionat ~ (AMPA)  reseptorleri:
GluR1-4 diye adlandirilan 4 subunitin ikiserli kombinasyonundan olusurlar. Esas
olarak sodyum iyonu gecisine aracilik ederler. Ancak GIuR2 subunitini icermeyenler
kalsiyum iyonuna da son derece gecirgendirler. Aktivasyon sonucu Na* hiicre icerisine
girer, K™ ise hiicre disina ¢ikar. AMPA reseptor aktivasyonu ile erken donemde hiicre

icinde Na* birikerek sitotoksik ddem ve intraselliiler asidoz olusmasina yol agar (49).

AMPA reseptorleri eksitotoksisitedeki etkilerini, depolarizasyon olusturup voltaja bagimli
kalsiyum kanallarin1 acarak, sodyum-kalsiyum pompasinin isleyisini tersine c¢evirerek

gosterirler (50).
c) Kainat reseptorleri: Cok iyi incelenememislerdir. KA1-2 subunitleri vardir.

Eksitator aminoasit nedenli norotoksisite iki sathada olugmaktadir (46, 51). Erken
donemde patolojik siiregle baslayan glutamatin iyonotropik reseptdrleri uyarmasiyla hiicre
icine hizli Na+ akist olur. Bunu pasif olarak hiicre i¢ine su girisi izler ve akut hicresel
sisme ile hiicre 6liimii olusabilir. Ge¢ donemde ise 6zellikle NMDA reseptoriiniin yiiksek
oranda ve/veya uzamis uyarimiyla hiicre i¢cine Ca++ akist olmakta ve Ca++’un neden

oldugu otodestriiktif olaylar zinciriyle hiicre 6liimii gerceklesmektedir.

Glutamatin asir1 salgilanmasi ya da geri aliniminin aksamasi sonucu, hiicre iginde Ca++’un
asir1 birikmesi, lipazlar, proteazlar ve endoniikleazlardan olusan enzimlerin yiiksek oranda
aktive olmasina neden olur. Yine protein kinazlarin aktivasyonuyla membran kanallarinin
ve reseptorlerinin fonksiyonlart bozulur. Proteazlarin akivasyonuyla hiicre iskeletini
olusturan ve plazma membraninin biitiinliigiinii  saglayan yapilar yikilir, ortamda
fosfolipidler ve Ozellikle arasidonik asit basta olmak iizere serbest yag asitleri birikmeye

baglar (46-48).
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Sonugta, lipid peroksidasyonu ve serbest radikallerin etkisi ile bu yikim komsu néronal ve

glial hucrelere zarar vererek zincirleme reaksiyonlar halinde devam eder (Sekil 2.1) .
3. Norotransmitter Birikimi

Omuriligin inen liflerindeki sempatik sinir u¢larindan salgilanan dopamin, serotonin ve
norepinefrin en onemli vazoaktif etkili norotransmitterlerdir. Bu maddelerin omurilik

yaralanmalarinda yiiksek oranda salinimi, vazospazma ve ikincil yaralanmada kotlilesmeye
neden olur (3, 52, 53).

4. Endojen Opioidler

Beyin ve omurilikte yogun sekilde bulunan endojen opioidler fizyolojik sartlarda kan
basinci, 1s1 regililasyonu, cinsel aktivite, hafiza ve en 6nemlisi agri modiilasyonunda goérev
alirlar. Ug grup altinda incelenirler; Endorfinler (alfaendorfin, betaendorfin), Enkefalinler
(metenkefalin, I6enkefalin) ve Dinorfinler (dinorfin A ve B, neoendorfin alfa ve beta).
Yapilan ¢aligmalarda omurilik yaralanmalar1 sonrasi beta endorfin diizeylerinin arttiginin
gosterilmesi, dinorfin A diizeyinin travmanin siddetiyle direkt iliskili oldugunun
savunulmasi ve yiiksek dozda opioid reseptor blokeri —naloksan- verildiginde norolojik
tabloda ve kan akiminda diizelme gozlendigine yonelik yayinlarin olmasi bu alana olan

ilgiyi arttirmistir (3, 54).
5. Arasidonik Asit Salimim ve Eikasonoid Birikimi

Omurilik yaralanmasinda, mekanik yaralanmadan hemen sonra hiicre i¢i kalsiyum artig1 ve
hasar bdlgesinde inflamasyon ile fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlar membran
fosfolipidlerini yikarak arasidonik asit olusumuna neden olurlar. Arasidonik asit
lipooksijenazlar ile yikildiginda 16kotrienler ortaya ¢ikar. Siklooksijenazlar ile yikildiginda
ise prostaglandinler, prostasiklin (PGI2) ve tromboksan A2 (TxA2) ortaya cikar.
Aragidonik asit driinlerinin tiimiine birden ‘’eikasonoidler’ denir. Travma sonrasi
arasidonik asit yikim zincirinin son {riinleri vazokonstriksiyon ve trombosit agregasyonu
ile lokal iskemiye ve inflamasyona neden olurlar. Bunun sonucunda serbest radikal

olusumu artar ve lipid peroksidasyonu hasarin derinlesmesine neden olur (3, 55, 56).
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Sekil 2.1. Eksitotoksisite ile serbest radikal olusumu arasindaki iliski

2.3.2.3. Elektrolit Bozukluklar:

Hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilebilmesi igin, hiicrenin intraselliler ve ekstraselluler
Na+ ve K+ gradientlerini dengelemesi gerekir. Intraselliiler Na+ konsantrasyonu
ekstraselliiler alandan 12 kat daha diisiikken, K+ konsantrasyonu 50 kat daha yuksektir. Bu
elektrokimyasal gradientin devamu, bariyer islevi géren saglam bir hiicre membranini ve bu

membrana bagli bir enzim olan Na+/K+-ATPaz’in normal aktivitesini gerektirir (57, 58).

Na+/K+-ATPaz pompasi aktif olarak sodyumu ekstraselliller siviya, potasyumu ise
intraselliiler bolgeye pompalar. Iskemi sonucu dokuda ortaya c¢ikan enerji yetersizligi ile
hiicre membranlarindan salinan serbest yag asitleri ve serbest radikallere bagh lipid
peroksidasyonu sonucu Na+/K+-ATPaz aktivitesi diiser. Nat+/K+-ATPaz aktivitesinin
omurilik yaralanmasindan bes dakika sonra diistiigii ve bu diisiislin bir hafta sonra bile
devam ettigi deneysel c¢alismalarla gosterilmistir (57, 58). Bu enzimin aktivitesinin

diismesi veya durmasi, sodyumun hiicre i¢ine girmesine, potasyumun da hiicre disina
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¢ikmasina yol agar. Hiicre i¢ine giren sodyum iyonu, klor (Cl-) iyonunu ve suyu da
beraberinde iceri ¢eker; boylece akut hiicre sismesi olur. Daha ileri asamalarda ise, degisen
membran polarizasyonu, kalsiyum iyonunun hicre icine girmesine ve eksitator

aminoasitlerin sinaptik vezikiillerden salinmasina yol agar.

Biitiin hiicrelerde kalsiyum iyonlari; hiicre biiylimesi ve farklilagmasi, hiicre iskeletinin
biitlinliigiinlin korunmasi, membran eksitabilitesi, ekzositoz ve sinaptik aktivite gibi sayisiz
yasamsal siireglerin devam ettirilebilmesi i¢in kullanilmaktadir. Normal no6ronal
fonksiyonlarin diizenlenmesinde kalsiyum iyonunun bu 6nemli rolunden o6turd, néronlar
kalsiyum iyonlarmin hiicre i¢indeki lokalizasyonlarii ve serbest sitoplazmik
konsantrasyonlarini sik1 bir bigimde kontrol altinda tutmak i¢in mekanizmalar —hticre icine
kalsiyum girisi, kalsiyum tamponu, internal kalsiyum depolari, hiicre disina kalsiyum ¢ikist
ve intraselliler kalsiyum diffiizyonu- gelistirmislerdir. Bu mekanizmalarin tiimii hiicre ici

kalsiyum seviyelerinin, hiicre digina gére 100.000 kat diisiikk olmasini saglamaktadir (2, 3).
1. Potasyum Kanallarn

Omurilik yaralanmasindan sonra subpial bolgede kalan aksonlarda fonksiyonel ileti
bozulur. Bu aksonlarda refraktor periyod uzar, yiiksek frekansh ileti bozulur, aktivasyon
esigi yikselir, 1s1 bagimli ileti blogu olur ve ileti azalir. Hizli aktive olan K+ kanallari
myelin tarafindan sarilmis olarak paranodal ya da internodal bélgelerde yerlesmistir.
Miyelin yaralandiginda hizli potasyum kanallarinin aktivitesi artar, membran potansiyeli
potasyum denge potansiyeline yaklasir ve aksonal ileti blogu olusur. 4-aminopiridin hizh
aktive olan voltaj bagimli potasyum kanallarin1 bloke ederek, omuriligi yaralanmig

kedilerde klinik bulgular1 iyilestirmistir (2, 59).
2. Sodyum Kanallar:

Merkezi sinir sistemi (MSS) beyaz cevher yaralanmasindaki anoksi, ATP (Adenozin
trifosfat) ve membran depolarizasyonunun kaybina neden olur. Sodyum kanallarindan
hiicre igine sodyum akar. Intraselliiler sodyum konsantrasyonundaki bu artis, Na+ - Ca++
degistiricinin ters ¢alismasina ve hiicre igine asir1 miktarda kalsiyum girisine neden olur
(2). Siganlarda yapilan deneysel omurilik yaralanma modellerinde, sodyum kanal blokeri

olan meksiletin ve fenitoinin noroprotektif etkileri gosterilmistir (5, 6, 7).
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3. Kalsiyum Kanallar:

Fizyolojik olarak kalsiyumun hiicre i¢ine girisi temel olarak iyon kanallar1 vasitasiyla olur.
Kalsiyumun hiicre disina ¢ikisi ise iyon pompalari tarafindan kontrol edilmektedir. Bunun
yaninda kalsiyum tamponlanmasi, birkag kalsiyum baglayici protein ve ayni zamanda
kalsiyum deposu olarak da gorev yapan, sitoplazmik organeller —mitokondri, endoplazmik
retikulum- tarafindan yiiriitiilmektedir (60).

Gliniimiizde hem in vitro hem de in vivo ortamlarda yapilan c¢aligsmalar, hiicre igine
kalsiyum girisi ve noral dokuda olusan hasar arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Schanne
ve arkadaslari, hiicre icine kalsiyum girisinin toksisitenin agia ¢ikmasi icin kesin bir
gereklilik oldugu sonucuna vardilar ve bu siirece “’hiicre 6liimiiniin son basamagi’’ adini

verdiler (61, 62).

Omurilik yaralanmasinda hiicre hasari ile membranlarin pargalanmasi, hiicrede enerji
yetmezligi ve bunun neticesinde Na+-Ca++ degistirici gibi elektrolit pompalarinin iyi
calismamas1 sonucunda gradient farki ile hiicre icine kalsiyum girisi olur. Kalsiyum
iyonlar1 hiicre i¢inde fosfolipazlari, proteazlar1 ve fosfatazlar aktifleyerek hiicre hasarinin
ilerlemesine neden olur. Fosfolipazlar hiicre membranlarmin yikilmasini saglayarak
aragidonik asit gibi yag asitlerinin ortaya c¢ikmasina neden olur. Siklooksijenaz ve
lipooksijenaz, aragidonik asiti prostaglandinler ve l6kotrienlere doniistiiriir. Fosfatazlar
nitrik oksit sentetaz gibi diger enzimleri aktifler, ayrica kalsiyum kanallarinin ve diger iyon
kanallarinin ¢alismasini diizenler. Hiicreye kalsiyum girisi ve serbest radikal olusumu es
zamanl olur ve sinerjistik etki gosterebilir. Kalsiyum iyonlart mitokondrial respiratuar
enzimlere baglandiginda elektron transportunu bozarak serbest radikal olusmasina neden

olurlar (2, 3).

Bu oksijen serbest radikalleri, fosfolipazlar ve proteazlarla birlikte membranin yikilmasina
ve aragidonik asitin serbestlenmesine neden olurlar. Voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin
bloke edilmesinin (nimodipin, nikardipin) omurilik yaralanmasinda klinik sonuglar

iyilestirmezken, kan akimini arttirdig1 gosterilmistir (63, 64).

Hiicreye kalsiyum iyonlarinin girisi i¢in bir diger yol da glutamat resepérleridir. Glutamat

reseptdr blokorleri deneysel omurilik yaralanmasinda ndrolojik sonuglari iyilestirir.

17



Baz1 tedaviler hiicre i¢ine kalsiyum girisi neticesinde olusan olaylar1 etkileyerek
noroprotektif etki gosterirler. Glukokortikoidler kalsiyumun aktive ettigi fosfolipaz
aktivitesi ile iliskili bir proteinin sentez ve salimimimi &nler. indometazin ve diger
siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibitorleri eikazanoidlerin {iretimini azaltirlar.
Siklosporin ve FK506 kalsindrini inhibe ederken, nitrik oksit {iretimini azaltir ve néronlari

glutamat toksisitesinden korur (65, 66).

2.3.2.4. inflamatuar Cevap

Omuriligin travmatik yaralanmasi sonrasi inflamasyon cevabi saatler icinde baslar ve
birka¢ giin i¢inde tepe degerine ulasir. Bu cevap endotel hasari, mikroglia aktivasyonu,
inflamatuar mediatorlerin salinimi, vaskiiler permeabilite artisi, 6dem ve periferal

inflamatuar hicrelerin gécl olarak gézlemlenir (28, 67).

Merkezi sinir sisteminin temel savunma hicreleri, mikroglialar omurilik yaralanmasindan
sonra erken donemde aktive olurlar ve IL-1B, TNF-o ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinleri salarlar (68, 69). Bu erken mikroglia aktivasyonunu nétrofil invazyonu takip
eder. Birinci giinde tepe degerine ulasirken ti¢lincii giinde kaybolurlar (68, 69). Notrofiller,
proteazlar, serbest oksijen radikalleri ve nitrik oksid gibi ¢ok sayida sitotoksik faktoriin
yapimindan ve salmimindan sorumludurlar. Lipid peroksidasyonuna ve protein
nitrasyonuna katkida bulunurlar (70). Noétrofillerin bu zararli etkilerini bu asamada bloke
eden ajanlarin, deneysel hayvan calismalarinda norolojik fonsiyonel iyilesmeyi sagladiklari
bildirilmistir (71). Notrofillerden sonra yaralanma bolgesine gelen hiicreler, makrofajlardir
(68). Esas gorevleri olusan hiicre debrisinin fagositozudur. Omurilik yaralanmasi sonrasi
ortaya ¢ikan makrofajlarin hem pozitif hem de negatif etkileri bulunmaktadir. Yapilan bazi
caligmalarda makrofajlarin  kontrollii aktivasyonunun organizmanin lehine oldugu
vurgulanirken, diger ¢alismalarda da makrofaj aktivasyonunun demyelinizasyonu, kavite
olusumunu ve kalict akson hasarini arttirarak ikincil yaralanmaya katkida bulundugu

gosterilmistir (14, 16).
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2.3.2.5. Apopitoz

Apopitoz, klasik hiicre 6lim sekli olarak bilinen nekrozdan birgok 6zelligi agisindan
oldukca farkli olan bir hiicre dliim mekanizmasidir. Apopitoz terimi, ilk defa Iskogyali
arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli
dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi
olarak tanimlanmustir. Bu fizyolojik olay, dokularda tek tek hiicre kaybina yol a¢tigindan

latince ayr1 diismek anlamina gelen —apo: ayri1, ptoz: diismek- apopitoz denilmistir (16).

Programlanmis hiicre 6limi anlamima gelen apopitozun, daha énce hicre 6lumunin
sadece fizyolojik formu oldugu diisiiniilmesine ragmen, bugun patolojik hiicre 6limine de
aracilik ettigi bilinmektedir. Birgok yonuyle nekrozdan farklidir. Kromatin agregasyonu,
intraniikleozomal DNA fragmantasyonu, c¢ekirdek piknozisi ve hiicre biizlismesi gibi
birtakim hiicre i¢i olaylar1 igerir. Hiicrelerin sitozolik pargalarinin disar1 salgilanmasi ve
herhangi bir lokal inflamatuar yanit olmaksizin fagosit ig¢ine alinmasiyla sonuglanir.

Apopitoz hicrenin protein sentezi ve enerji gerektiren aktif olimadar (2, 16).

Apopitoz siirecine giren hiicreler biiziigiir, komsu hiicrelerle temas kaybi olur, membranda
blebler olusur ve profagositik yiizey sinyalleri tasirlar. Siireg daha sonra kromatin
kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu ile devam eder. Tim hicrenin kiguk, cevresi

membranla ¢evrili, hizla fagosite edilebilen vezikiillere parcalanmasiyla sona erer (2, 16).

Hiicre nekrozu ise hiicre membrani par¢alanmasi, mitokondriyal sisme, rastlantisal DNA

yariklanmasi ve genel-bolgesel inflamatuar reaksiyon igeren uzun bir olaydir (2, 16).
Apopitozun indiiklenmesinde {i¢ prototip sinyal yolu vardir (2, 16).

1. Mitokondri aracili apopitoz olusturulmasi
2. Dus sinyallerle apopitozun tetiklenmesi

3. Endoplazmik retikulum (ER) aracili apopitoz olusturulmasi

Apopitoz tanimlanmasinda pek ¢ok molekiiler biyolojik test gelistirilmistir. DNA
yariklanmasini gosteren terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) bagimli nick-end
labeling (TUNEL) teknigi oldukg¢a popiiler bir testtir. Intraniikleozomal DNA
fragmantasyonu apopitozun ana isaretidir ve elektroforezde karakteristik olan

merdivenlesme paterniyle taninabilir (13).
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Apopitoz omurilik yaralanmalarinda 6nemli rol oynar. Yong ve arkadaslari, ciddi
kontlizyon zedelenmesinden sonra sican omuriliginde travma tarafindan indiiklenmis
apopitoz varhigin1 gostermislerdir (72). Diger bir deneysel omurilik yaralanma modelinde,
apopitozun goriilebilir bulgularinin ilk 24 saat i¢inde ortaya ¢iktigi ve en az 3 hafta sonraya
kadar devam ettigi gosterilmistir (73). Emery ve arkadaslari 1998 yilinda, travmatik
omurilik yaralanmasi gegiren insanlarda, lezyon merkezinin kenarlarinda ve komsu beyaz

cevherde apoptotik hiicrelere rastlamiglardir (74).

2.4. Travmatik Omurilik Yaralanmasinin Histopatolojisi

Omurilikte travmayi takiben baslayan ikincil hasar siireci akut, orta ve ge¢ faz olarak
smiflanabilir. Akut faz da erken akut (2-48 saat) ve subakut (2-14 gun) olmak Gzere iki
baslik altinda incelenebilir (2, 28, 75).

2.4.1. Akut Faz
2.4.1.1. Erken Akut Faz (2-48 saat)

Yaralanmadan sonraki ilk degisiklik omurilik gri cevher mikrovaskilaritesindeki
degisikliklerdir. Santral kanal etrafi ve 6n boynuzdaki multifokal petesial kanamalar saatler
icinde radial olarak yayilma egilimindedirler. Mikrotrombiislerin gdzlenmesi ve kanin
ekstravaze olmasi ilk 24 saatte belirginlesir. Yaralanmadan dakikalar sonra endotel
bileskeleri agilmaya baglar. Santral petesiler genisledik¢e glial reaksiyon ve ndronal
dejenerasyon belirgin hale gelir. Yaralanmis kan omurilik bariyerine bagl 6dem
formasyonu yaralanmadan sonra erken saatlerde baslar, radial ve longitudinal olarak
ilerler, ilk 24 saatte belirginlesir. Odem pia elastisitesi olmadig1 icin vaskiiler rezistansin
artmasina ve dolayisiyla omurilik kan akimimin azalmasina neden olur. No6ronlarda
nekrozun ilk gostergeleri birinci saatte baslar. Sitoplazmik eozinofili, hayalet hicreler,
Nissl cisimciginin kaybolmasi, kii¢lilmiis néronlar, hiperkromatizasyon ve irregiiler sekil
nekrotik degisiklik gostergeleridir. Gri cevherdeki nekrotik degisiklikler ilk saatlerde artar,
8. saatten sonra beyaz cevhere yayilmaya baslar. On boynuz hiicrelerinde arka boynuz

hiicrelerine gore daha erken nekroz goriiliir. Hem ndronlar, hem de glial hiicrelerde aym
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zaman araliginda hiicre Sliimi gorilir. Hiicre ici kalsiyum artisi sonucu niikleazlar,
proteazlar, kinazlar ve lipazlarin aktivasyonu ile hiicre hasar1 artar ve hiicre 6liimii nekroz

ya da apopitoz seklinde gergeklesir (2).

2.4.1.2. Subakut faz (2-14 gin)

Aktive olmus mikroglia ve astrositler reaktif gliozis olusturmaya baslarlar. Mikroglia,
noronal dejenerasyon varliginda, Kimyasal uyarilar altinda sitotoksik makrofajlara dondisiir.
Bu hiicreler lezyon merkezinde ¢alisirlar ve nadiren yayilirlar. Saglikli ya da hafifce
yaralanmis hiicreleri Oldiiriip 6ldiirmedigi heniiz anlagilamamistir. Yaralanmaya cevap
olarak astrositler hipertrofi ve proliferasyon gosterirler. Astrositik cevap 14. gunde en st
diizeye ¢ikarken bazen bu siire¢ 28 giine kadar uzayabilir. Inflamatuar hiicrelerin yarali
omurilige goglinde iki dalga vardir. Birincisinde polimorfonikleer granilositler
yaralanmadan saatler sonra lezyon bolgesine gelerek sitotoksik etkileri ile ndronofaji
yapabilirler. 24 saatte maksimum diizeye ¢ikip, 72. saatte kaybolurlar. ikinci dalgada,
lezyon bdlgesine monosit ve makrofajlar gelir ve hiicre debrisini fagosite ederler. Schwann
hicreleri, meningeal hiicreler ve fibroblastlar lezyon bolgesine go¢ eden diger periferal
hicrelerdir (2, 75).

2.4.2. Orta Faz (2 hafta-6 ay)

Onceden baslamis glial skar dokusunun olusumu ve olgunlasma siireci bu fazda devam
eder (75).

2.4.3. Geg Faz (>6 ay)

Omurilikte yara iyilesmesi, kistik kavite olusumu ile sonuglanir. Yaralanmadan aylar
sonra santral kanal ile birlesmis, beyin omurilik sivisi ile dolu kistik kaviteler gelisir. Bu
kistik kaviteler stabil lezyonlar olmayip yaklasik %30 kadari ilerleme gdsterebilirler.

Ilerleyici nérolojik defisit ve ndropatik agriya sebep olabilirler.
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Zedelenmis aksonlarin wallerian dejenerasyonlart bu fazda hala devam ederken, bu

zedelenmis akson ve hiicre gévdelerinin temizlenmesi yillar siirebilir.

Demyelinizasyon gelismis ve/veya kismen kurtulmus aksonlarda, remyelinizasyonun kisith

da olsa tekrardan baslamasi bu fazin diger bir 6nemli 6zelligidir (2, 28, 75).

2.5. Ikincil Omurilik Yaralanmasma Yonelik Tedavi Girisimleri

Tibbin diger dallarindaki gelismeler ile karsilastirildiginda, TOY tedavisi hakkindaki
ilerlemeler ¢ok yavas olmaktadir (Tablo 2.5). Son 25 yil iginde ¢ok sayida umut verici ajan
klinik ¢aligmalarda denenmis olmasia ragmen giiniimiiz itibariyle yaygin kabul goren

hicbir ajan bulunmamaktadir (10, 11).

2.5.1. Kortikosteroidler

Metilprednizolon sodyum siiksinat (MPSS) hem deneysel hem de klinik ¢alismalara en
fazla konu olmus ve noroprotektif etkileri gosterilmis glukokortikoiddir. Serbest radikal
olusumunu azaltmasi, lipid peroksidasyonunu engellemesi, Na+/K+-ATPaz pompa
aktivitesini diizenlemesi, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu ayarlamasi ve omurilik kan

akimini diizeltmesi s6z konusu noroprotektif etkilerindendir (2, 10, 11).

1984 yilinda tamamlanan NASCIS I (North American Spinal Cord Injury Study I) adli
klinik ¢alismada, yiiksek ve diisiik doz MPSS alan hasta gruplar1 karsilastirildi. Norolojik
gelisme acisindan, her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken,
yuksek doz ila¢ alan grupta yara yeri enfeksiyonu, gastrointestinal kanama, sepsis ve

pulmoner emboli goriilme sikliginda artig izlenmesi dikkat ¢ekiciydi (10, 11).

Hemen bu c¢alismanin ardindan baglanan ve 1990 yilinda tamamlanan NASCIS II adli
klinik ¢aligmada ise yiiksek doz MPSS, naloksan ve placebo karsilagtirildi. Yaralanma
sonrasi ilk 24 saat icinde verilen 3 madde arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmazken, yaralanma sonrasi ilk 8 saat icinde MPSS alan grupla diger gruplar arasinda

anlaml1 bir fark saptandi (11).
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Bunun Gzerine NASCIS III ¢alismasi, MPSS’nin ilk 8 saatte uygulandiginda ortaya ¢ikan
olas1 faydalarin1 saptamak i¢in planlandi. 1997 yilinda tamamlanan bu caligmada,
MPSS’nin 24 ve 48 saat siiren inflizyonlar tirilizad mesilad (TM) —glukokortikoid ve
mineralokortikoid etkisi olmayan ancak lipid peroksidasyonunu metilprednizolona gore
daha ylksek oranda inhibe eden 21 aminosteroid- ile karsilastirildi. Bu ¢alisma, yaralanma
sonrast ilk 3 saat icinde MPSS tedavisi baslanirsa 24 saatlik infiizyonun, eger 3 ila 8 saat
arasinda baglanirsa da 48 saatlik inflizyonun daha etkili olacagimi gosterdi. Tirilizad
mesilatin klinik kullanima y6nelik faydali bir etkisi bulunamadi. 48 saatlik MPSS inflizyon
grubunda sepsis, pnomoni ve Olim oranlarmin 24 saatlik tedavi grubu ile

karsilastirildiginda ortalama 3 kat daha fazla oldugu saptandi (10, 11).

2006 yilinda ABD’de calisan spinal cerrahlar arasinda omurilik yaralanmalarinin tedavisi
hakkinda yapilan bir anket, cerrahlarin biiyiikk bir kisminin sadece hukuki davalara konu
olmamak igin, MPSS kullandiklarini ortaya koydu (11, 12).

2.5.2. Gangliozid GM-1 (Sygen)

Gangliozidler, sinir dokusu hiicre zarlarinda bulunan kompleks yapida glikolipidlerdir.
Yapilan hayvan c¢aligmalarinda, gangliozidlerin ndral doku tamirini ve fonksiyonel
iyilesmeyi arttirdigi gosterilmistir. 1991 yilinda 37 hastayr iceren randomize, kontrolll
Maryland GM-1 klinik ¢alismasi, plasebo ile karsilastirildiginda motor skorlardaki
iyilesmenin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya koydu. Bunun iizerine, TOY
hakkinda simdiye kadar yapilmis en genis, randomize klinik arastirma —Sygen- planlandi.
28 tane klinik, 750°den fazla hasta 5 yil siiren bu caligmaya dahil edildi. Calismanin

sonucunda istatistiksel olarak anlamli sonuglar ¢itkmadi (10, 11).

2.5.3. Tirotropin Salgilatict Hormon (TRH)

Yapilan deneysel TOY modellerinde, TRH’nin ikincil hasarda goriilen eksitotoksisiteyi,
endojen opioidleri, l16kotrienleri ve platelet aktive edici faktorleri doz bagimli olarak
antagonize ettigi gosterilmistir. 1995 yilinda TRH ile ilgili ilk ve tek calisma yapildi.
Randomize, cift kor, plasebo kontrollii olarak yapilan ¢alismada komplet ve inkomplet
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yaralanmali hastalar plasebo ile karsilastirildi. inkomplet yaralanmali kiigiik bir hasta
populasyonda elde edilen fonksiyonel iyilesmenin plasebo ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen, c¢alisma kurgusundaki hatalardan otlrl bu

sonuglar anlaml1 olarak degerlendirilmedi (11).

2.5.4. Gasiklidin (GK-11)

Gasiklidin, deneysel TOY modellerinde néroprotektif etkisini kanitlamis, yan etkisi daha

az bir non-kompetitif NMDA reseptor antagonistidir.

Fransa’da 200 hastanin dahil edildigi ¢ift kor, faz II insan ¢alismasinda denenmistir. Erken
donem sonuglart anlamli olmakla birlikte, ge¢ donem kontrollerinde anlamli sonuglar elde
edilememistir. Bu ge¢ donem negatif sonuclar her ne kadar yetersiz istatistiksel degerlere

baglansa da, gasiklidin yeni ¢alismalarda tekrar diisiiniilmemistir (10, 11).

2.5.5. Nimodipin

Nimodipin bir L-tipi kalsiyum kanal blokeridir. Yapilan ¢aligmalarda eksitotoksisite ve
apopitoz tizerine etkileri oldugu gosterilmistir (92). Bunun iizerine insan klinik ¢alismalari
planlanmistir. 1996 yilinda Fransa’da tamamlanan c¢alismaya 100 adet omurilik
yaralanmali hasta dahil edilmistir. Nimodipin, MPSS ve plasebo ile karsilagtirilmistir ve

istatistiksel olarak anlamli bir sonug ¢ikmamustir (10, 11).

2.5.6. Diger

Son yillarda ikincil omurilik yaralanmasma yonelik yeni farmakolojik ajanlar
denenmektedir. Riluzol —ALS tedavisinde kullanilan antikonvulzan- ve minosiklin —akne
tedavisinde kullanilan tetrasiklin grubu antibiyotik- bu ilaglardan en popiiler olanlaridir
(10, 11, 13, 16). Santral noronlarin rejenerasyon kabiliyetlerinin oldugunun David ve
Aguayo tarafindan gosterilmesinden sonra rejenerasyon calismalari biiyiik hiz kazanmigtir

(108). Omurilik yaralanmasi sonrasi, merkezi sinir sistemindeki bir takim faktorlerin néron
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rejenerasyonunu inhibe ettigi ortaya ¢ikmustir (11). Myelin ve glial skar dokusu ile
iliskilendirilen bu inhibitor faktorlerin antagonize edilmesiyle de yaralanma sonrasi olusan
fonksiyon kayiplarinin diizeldigi goriilmistiir (76). Fehlings ve arkadaslar1 tarafindan
baslatilan ¢ok merkezli faz I/Ila insan ¢alismasinda da rejenerasyon inhibitorleri Cethrin®
isimli ajanla antagonize edilmislerdir. Devam eden ¢alismadan ¢ikan ilk sonuglar,

hastalarin %27’sinde fonksiyonel iyilesmenin oldugunu géstermektedir (11).

Rejenerasyon calismalariyla birlikte hasarli omuriligin yeniden yapilanmasini amaglayan
hiicre transplantasyonu calismalar1 da son zamanlarda hiz kazanmistir. Aktive otolog
makrofajlar, schwann hicreleri, olfaktér hucreler, kemik iligi stromal hiicreler ve
embriyonik kok hiicreler bu calismalarda en sik kullanilan ve gelecek vaat eden hiicrelerdir

(12).
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Tablo 2.5. Tamamlanmis prospektif, randomize, kontrollli, omurilik yaralanmasi klinik

caligmalari
Calisma adi Yil Hasta sayisi Calisma dizaym Kullamilan ilag¢
MPSS 100 mg
NASCIS | 1984 330 Faz Il RK
MPSS 1000 mg
MPSS (24 saat)
NASCIS I 1990 487 Faz Il RK Naloksan
Plasebo
i GM-1
Maryland GM-1 1991 34 Faz Il RK, pilot
calisma Plasebo
. MPSS (24 saat)
Otani et al. 1994 158 RK
Plasebo
i TRH
TRH 1995 20 Faz 1l RK, pilot
calisma Plasebo
MPSS (24 saat)
NASCIS I 1997 499 Faz Il RK MPSS (48 saat)
™
Nimodipin
. - MPSS (24 saat)
Nimodipin 1998 100 Faz Ill RK . C .
Nimodipin+MPSS
Plasebo
Gasiklidin 1999 280 Faz Il RK Gasiklidin Plasebo
MPSS
Pointillart et al. 2000 106 RK Nimodipine
Nimodipin ve MPSS
Plasebo
MPSS ve GM-1
Sygen (GM-1) 2001 797 Faz Il RK

MPSS ve plasebo
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, deneysel arastirmalar igin belirlenen kurallar ve prosediirler gercevesinde,
Baskent Universitesi Etik Kurulu’ndan gerekli onay (17/01/2011 tarih DA11/24 say1)
alindiktan sonra ylritilmistir. Calismada toplam 60 adet, 400-450 gram agirliginda,
Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Deneklerin genel saghigi ¢alisma Oncesi
kontrol edildi ve her denek yer aldigi gruba gore uygun yontemle isaretlendi. Deney
stresince tum denekler, 25 C° sicakliginda odalarda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
dongistine uygun olarak, kafeslerde tutuldular. Deneklere yem veya su kisitlamasi

yapilmadi. Mesaneleri diizenli olarak bosaltild1 (17).

3.1. Denek Gruplar
Denekler esit olarak 6 gruba bélindu.

Grup | Kontrol grubu: Deneklere sadece T10 segmentine laminektomi yapildi ve herhangi

bir tedavi verilmedi.

Grup Il Travma grubu: Deneklerin T10 segmentine laminektomi ve T10 seviyesine

omurilik travmasi (OY) uygulandi. Herhangi bir tedavi uygulanmadi.

Grup 111 (Hiperakut travma) grubu: Deneklerin T10 segmentine laminektomi ile T10
seviyesine omurilik travmasi uygulandi. Travmadan hemen sonra, travma bolgesine % 0.9
luk NaCl verildi.

Grup IV (Hiperakut travma kok hucreli) grubu: Deneklerin T10 segmentine OY
olusturulup insan (erkek) kemik iliginden elde edilmis Dil (1.1-Dioctadecyl-3.3.3".3’-

tetramethylindocarbocyanine) isaretli MKH’lerin OY’dan hemen sonra implante edildi.

Grup V (Akut travma kok htcreli) grubu: Deneklerin T10 segmentine OY olusturulup
insan  (erkek) kemik iliginden elde edilmis Dil (1.1-Dioctadecyl-3.3.3.3’-

tetramethylindocarbocyanine) igsaretli MKH’lerin 9. saat implante edildi.
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Grup VI(Akut travma) grubu: Deneklein T10 segmentine OY olusturulup % 0.9 luk

NaCl’ nin 9. saat verildi.

Ge¢ donemde sakrifiye edilecek deneklere 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde davranis

analizi(BBB,egik diizlem) yapildi.

3.2. insan Kemik iliginden Mezenkimal Kok Hiicre Hazirlanis

A.

1)

2)

3)

4)

5)

1)

MNC izolasyonu

Yaklagik 10-20 mL kemik iligi 120u/ml non-prezervatif heparin (Sigma, Germany)

icine aspire edilir.

Daha sonra kemik iligi aspirasyonu steril serum fizyolojik ile 1/2 oraninda diliie edilir.
15 ml konik falkon tiiplere kemik iligi voliimiiniin 1/3’G oraninda Ficoll-Poque
(StemCell Tech., 07907) eklenir

Steril bir pipetle diliie edilmis olan kemik iligi, ficoll tizerine dikkatli ve nazik bir

sekilde ilave edilir ve oda sicakliginda 400 G’de 30 dk santrifiij edilir

Santrifiij sonrasinda en iistte plazma, ortada mononiiklear hiicreler, bunlarin altinda
ficoll ve en altta da eritrosit ve graniilositler kiimelestigi gozlenir. Steril bir pipet
yardimiyla mononiiklear hiicrelerin bulundugu katman dikkatli bir sekilde alinarak
baska bir tlipe aktarilir ve toplanan hiicreler 5 kat daha fazla hacimde steril serum

fizyolojik ile en az iki kere yikanarak ficollden arindirilir.

Son yikamada supernatan atilir ve istenilen sayida hiicre igeren hiicre siispansiyonu

hazir hale getirilmis olur.
Mezenkimal Kok Hicre Kultiri

%10 fetal bovine serum ve 100 p/ml antibiyotik (penisilin/streptomisin) ve
2mmol/100mL L-glutamin iceren RPMI-1640 medium 500 ml olacak sekilde hazirlanir

ya da bu amag icin hazir ticari form olan MesenCult Proliferation Kit kullanilabilir.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

Dansite gradient yontemiyle elde edilen hiicre slspansiyonu, hicre konsantrasyonu

ml’de 1x108 hiicre olacak sekilde hazirlanir.

Hazirlanan solusyon 10 ml’si 25 cm? flasklara aktarilir. Flasklar 37 °C’de, %95 nem ve

%5 CO2 iceren inkiibatorde 48-72 saat inkibe edilir.

Inkiibasyonun 48-72’nci saatinde medyum flask igerisinden almir ve adhere
(yapismayan) olmayan hiicreler ortamdan uzaklastirilip 10 ml taze medium flask

igerisine eklenir.

Her {i¢ giinde bir flask icerigi alinarak taze 10 ml medyum ile yenilenir ve fotograflari

cekilir.

Inkiibasyonun 7. giiniinde flasklar invert mikroskop ile incelenerek olusan fibroblast

karakterli adhere koloniler degerlendirilir.

14. Giin tiim flaski kaplayacak olan koloniler tripsinizasyon ile yerlerinden kaldirilarak
yeniden kiilture edilir (pasajlama) veya hedeflenen caligmalar i¢in kullanilabilecegi

gibi dondurularak saklanabilir.

C.MKH’lerin Vybrant DIO ile boyanmasi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Hiicreler tripsin edilir ve hiicre sayim1 yapilir.

Her bir hayvan i¢in 1,500,000 hiicre hazirlanmalidur.

Hiicreler 50 ml’ lik falkonda toplanir.

1500 rpm’ de 15 dakika santrifuj yapilir.

Stipernatant atilir, pelet iizerine 1 ml PBS + 5 pl Dil koyulur.
1 saat inkiibe edilir.(araliklar ile homojenize edilir.)

1500 rpm’ de 15 dakika santrifuj yapilir.

Stipernatant alinir. pelet Gizerine 450 pl PBS konur, karistirilir.

Insiilin ignesine 400 ul cekilir.(Ornegin saklanmasi gerekiyor ise + 4 dereceye konur
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3.3. Anestezi

Bir gece 6nceden ag¢ birakilan dencklerde genel anestezi, 60 mg/kg Ketamin (Ketalar®
Pfizer) ve 10mg/kg Xylazine (Rompun®-%2 Bayer) karigiminin intraperitoneal
enjeksiyonu ile saglanmigtir (12). Anestezi, denekler agriya yanitsiz olacak ve deney
sirasinda spontan solunumlarma devam edecek sekilde ayarlanmis, gerektiginde ek doz
verilmistir. Deney sirasinda deneklerin viicut sicakliklari rektal 1s1 probu ile kontrol
edilerek 37 C° sabit tutulmustur. Islem sirasinda nasal maske ile 1.5 lt/dk. dan O

verilmistir. Calisma sonrasi denekler normal oda 1sisinda (23-25 C°) tutulmuslardir.

Sakrifikasyon ise derin anestezi altinda kalpten kan alma ve intrakardiak perflizyon-

fiksasyon yontemleriyle gergeklestirilmistir (3, 6).

3.4. Cerrahi Islem

Bu calisma, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Merkezi Deney Hayvan
Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Anesteziden sonra sirt bolgesi tiras edilen siganlar
ameliyat masasina yatirildi. Povidin-iodine (Betadine®) ile yapilan lokal antisepsiden
sonra, spindz ¢ikintilar1 ortalayan orta hat insizyonuyla cilt-ciltalt1 gecildi. Paravertebral
kaslar kunt diseksiyonla siyrildi. Torakal 9, 10 vertebra laminalari ortaya konuldu ve mini
rongeur yardimiyla torakal 9, 10 total laminektomi yapildi. Spinal kanal ortaya konuldu
(Sekil 3.1). Bu islemler sirasinda omurilikte travma olmamasina 6zen gosterildi ve teknik
hata nedeniyle lezyon meydana gelen hayvanlar ¢alisma dis1 birakildi. Cerrahi islemler
sirasinda dura mater saglam birakildi. Bu asamadan sonra Grup Il , Ill, IV , V ve VI
deneklerinde modifiye Allen agirlik diisirme metodu ile omurilik yaralanmasi olusturuldu

(Sekil 3.2). Hemostazi takiben tabakalar katlar anatomisine uygun olarak kapatildu.

3.5. Travmatik Omurilik Yaralanmasi Olusturulmasi

Sicanlar i¢in 6zel olarak iiretilmis ucu kiint, 5 gram agirligindaki celik agirliklar, 10 cm

uzunlugundaki 6zel yapim ¢elik ve cam borular igerisinden (Modifiye Allen yontemine
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uygun olarak) omurilige dik olacak sekilde diisiiriilerek omurilik yaralanmasi olusturuldu
(Sekil 3.3).

3.6. Kok Hiicre Uygulanmasi

OY’ndan hemen sonra Grup 4’ e travma bdlgesine Hamilton siringa ile toplam 2uL/
100,000 insan (erkek) kemik iliginden elde edilmis Dil (1.1- Dioctadecyl-3.3.3".3°-
tetramethylindocarbocyanine) isaretli MKH 5 dakikada mikroskop esliginde travma
bolgesine ve toplam 3x 2pL/ 100,000 insan (erkek) kemik iliginden elde edilmis Dil (1.1-
Dioctadecyl-3.3.3”.3’- tetramethylindocarbocyanine) isaretli MKH 5 dakikada travma
bolgesinin 1.5 mm kaudal ve rostraline verildi (Sekil 3.4).

Grup 3 ise Hamilton siringa ile 2 pl SF travma bolgesine, 1,5 mm kaudal ve rostraline

olmak Uzere toplam 6pL SF uygulandi.

Grup 5’ e travma bolgesine Hamilton siringa ile toplam 2puL/ 100,000 insan (erkek) kemik
iliginden elde edilmis Dil (1.1- Dioctadecyl-3.3.3°.3’- tetramethylindocarbocyanine)
isaretli MKH 5 dakikada mikroskop esliginde travma bolgesine ve toplam 3x 2ul/ 100,000
insan(erkek) kemik iliginden elde edilmis Dil (1.1- Dioctadecyl-3.3.3".3’-
tetramethylindocarbocyanine) isaretli MKH 5 dakikada travma bdlgesinin 1.5 mm kaudal

ve rostraline bir siringa pompasi 9. saat implante edildi.

Grup 6 ise Hamilton siringa ile 2 pl SF travma bolgesine, 1,5 mm kaudal ve rostraline

olmak tzere toplam 6uL SF uygulandi.
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Sekil 3.1. Total laminektomi (T9-10) sonrasinda saglam omurilik dokusunun goriintiisii

Sekil 3.2. Modifiye Allen agirlik diisiirme yontemi ile omurilik travmasi olusturulmasi
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Sekil 3.4. Travma sonrasi hasarlanmig omurilik dokusununa Hamilton siringa kok hiicre

verilis goriintiisti
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3.7. Histopatolojik inceleme Yontemleri

Omurilik yaralanmasi sonrasi histopatolojik inceleme yapilacak denekler 28. ginde
intraperitoneal ketamin enjeksiyonuyla derin anestezi altina alindi. Toraks duvari, prosesus
ksifoideus'dan baslanip, kostalarin iki yanindan, parasternal ¢izgi hizasindan kesilerek
acildi ve kranyal yonde kaldirilip, sabitlendi. Diyafram ve perikardiyum kesildi. Serum
fizyolojik ile perfiizyon yapildiktan sonra 1sik mikroskopisi bakilacak denekler ise
formaldehit ile fikse edildi. Eski dorsal insizyon agilarak laminektomi sahasindan yaklasik

2 cm’lik omurilik 6rnekleri alindi.

3.7.1. Histopatoloji

Omurilik doku 6rnekleri %10’luk formalin i¢inde fikse edildikten sonra parafin bloklara
gébmuldi. Batin doku 6rneklerinden multiple koronal kesitler alindi. Hematoksilen eosin
(H&E) ile boyanan kesitlerde enflamatuar hiicreler ve fibrozis arandi. Kesitlerde gorulen
makrofajlar ve perivaskiler alandaki nétrofiller enflamatuar hicreler olarak kabul edildi.
Fibrotik alanlar da damar duvari ve leptomeningeal alanlarda degerlendirildi. Kesitler

semikantitatif olarak skorlandi.

FISH uygulamasi ve Hibridizasyon

Hiicrelerin Y kromozomu sinyali i¢erdiginin teyid edilmesi amaciyla spinal kord kesitlerinde Y

kromozomuna 0zgu sentromer probu ile inceleme yapildi. Parafin doku kesitelerine FISH

yontemi uygulanmadan Once parafine gomiilmiis dokular1 aciga c¢ikarmak ve daha iyi bir

hibridizasyon saglamak i¢in deparafinizasyon denilen 6n islem uygulanir. Paraffin pretreamant

reagent kit I oda sicakhiginda saklanir. Igerisinde; pretreatment Solution (NaSCN), protease

bufferll (0,2N HCL), protease (2500-3000U/mg protease) bulunur.

GEREKLIi SARF MALZEMELER:

Saf ethanol, hemo-de clearing soliisyon, 10%buffered formalin soliisyon(4%formaldehid in

PBS),distile su, sale,37°C ve 80°C su banyosu
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On Hazirhk:

1. 3 saleye hemo-de clearing solusyonu koyulur (Kullanim siiresi 1 haftadir.)

2. Pretreatment solution (NaSCN) 50ml kadar bir saleye koyulur ve su banyosuna koyularak 80
+1°C ‘ye ayarlanir. Sadece bir kez kullanilir ve atilir.

3. Protease buffer(62,5ml) 37 £1 °C su banyosuna koyulur. Kullanmadan 30 dakika 6nce icine -
20 ° C de bulunan protease (250mg) eklenir, iyice karistirilir. Sadece bir kez kullanilir ve
atilir.

4. Distile su salesi hazirlanir. Oda 1s1sinda kullanilir.

Uygulama:

1. 4-5p kesitler alinir

2. Parafinli Preparat 56°C de bir gece bekletilir.

3. Preparat hemo-de clearing soliisyonda 5dk oda sicakliginda bekletilir.

4. 3.step 2 kez tekrar edilir. Her seferinde taze soliisyon kullanilir.

5. Suyu uzaklastirmak icin Preparat 1dk 100% ethanolde bekletilir. Bu islem iki kez yapilir ve
Preparat 2-5 dk kurutulur.

6. Preparat 80°C deki preatretment soliisyonda (NaSCN) 10dk bekletilir.

7. Sonra distile suda 3dk sture ile tutulur.

8. Preparat distile sudan ¢ikartilir, kagit havluyla etrafindaki fazla su emdirilir.

9. Preparat 37°C de bekletilen protease soliisyonunda 15 dk bekletilir.

10. Preparat 3 dk distile suda bekletilir; 2-5 dk kurutulur. Deparafinizasyon islemi bitmistir. Bu

islemden sonra hibridizasyon islemine gegilebilir ya da hibridizasyondan 6nce Onerilen

ancak zorunlu olmayan fiksasyon islemi uygulanabilir.

Fiksasyon Islemi

1.
2.
3.

Bir saleye 50 ml 10% buffered formalin soliisyonu koyulur.
Preparat once sirastyla 70%,85%, 100% alkol serisinden 1’er dakika siire ile gegirilir.

Sonra 10% buffered formalin solisyonunda 10 dakika bekletilir.

Distile suda 3 dakika bekletilir ve kurutulur. On fiksasyon islemi bitmistir. Hibridizasyon

prosediriine gegilir.
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Hibridizasyon

Kullanilan prob; Vysis Cep X SO Cep Y SG DNA Probe Kit (Abbott Molecular Inc. Des
Plaines, IL 60018 USA)

Prob -20°C’de, saklanir. Kullanilmadan 5 dakika Once ¢ikarilarak oda sicakligina
gelmesi saglanir.

Eriyen prob vortekslenir ve mini santrifiij cihazinda yaklasik 15 saniye ¢evrilir.
Uygulanacak alan biiyiikliigline gore onerilen miktarda (5 pl) prob mikropipetle alinir
ve koruyucu zar1 siyrilmis plastik lamelin (Hybrislip) iizerine damlatilir.

Ornek preparat lamelin iizerine kapatilir hafifce bastirarak probun lamin iizerinde
dagilmasi saglanir.

Kenar kisimlara “rubber cement” (Fixogum) siiriilerek hava almasi engellenir.
Preparat hibridizasyon cihazina (Hybrite) konulur. 75°C’de 5 dakika denatiirasyon, 37
°C’de 16-20 saat (o/n) hibridizasyon olan program uygulanarak hibridizasyon yapilir.

Ertesi sabah yikama islemine gegilir.

Yikama sirasinda kullanilan soliisyonlar

© N o 0o B~ W D P

Rapid Wash Soliisyonu (73°C’de su banyosunda kullanilir)

10ml 20XSSC

1,5 ml NP-40

475 ml distile su ile karistirilir ve 13,5 ml distile su ile 500 mI’ye tamamlanir

2XSSC %1, NP — 40 Solusyonu (Oda sicakliginda kullanilir)

100 ml 20xSSC

849 ml distile su

Iml NP-40(pH=5,9) karigtirtlarak NaOH yardimu ile pH’1 7,00+0,2’ye ayarlandiktan

sonra 50 ml distile su ile 1000 ml’ye tamamlanur.

Yikama islemi karanlik ortamda yapilir.

1. Bir saleye rapid wash soliisyonu doldurulur. Agz1 kapali olarak su banyosuna konulur.

Su banyosu acilarak 73 °C’ye gelmesi beklenir.
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2. Baska bir saleye oda sicakliginda kullanilacak olan 2XSSC %1 NP — 40 soliisyonu
doldurulur. Bu sirada Vysis marka DAPI II -20°C’den ¢ikarilir. Kullanmadan 6nce
mutlaka short spin verilir.

3. Preparatlarinin {izerindeki hybrislip’ler sicak yikana solusyonuna daldirilarak
kendiliginden ayrilmasi saglanir.

4. Preparatlar 73 °C’da su banyosundaki Rapid Wash soliisyonunda 2 dakika bekletilir.
Bir saleye 4’ten fazla preparat ayn1 anda konmamalidir.

5. Siirenin sonunda c¢ikarilan preparatlar oda sicakligindaki 2XSSC %1 NP — 40
sollisyonunda 1 dakika bekletilir.

6. Yikama iglemi biten lamlar dikey olarak kurutulur.

7. Oda sicakligina gelmis olan DAPI II santrifuj edilir.

8. Cam lamellerin lizerine 5 ul DAPI II mikropipetle damlatilarak prepatlar iizerine
kapatilir (DAPI II, uygulanan prob miktar1 kadar konulur). Uzerine hafifce bastirarak
lama dagilmasi saglanir.

9. Islemi biten prepatlar kapal1 151k gdérmeyen bir kutuda (tercihan kapag: seffaf olmayan

ya da aluminyum folyo ile kaplanmis preparat kutusunda) +4°C’de saklanir.

3.9. Davrams Analizi

Deneklerin travmatik omurilik yaralanmasi sonrasi 1, 7, 14, 21, 28. giinlerde ndérolojik
durumlarin1  degerlendirmek amaciyla Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) I6komotor

degerlendirme 6lgegi ve egik diizlem degerleri kullanildi (15, 17, 77).

3.9.1. Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) Likomotor Degerlendirme Olgegi

BBB olcegi, deneklerin arka ayak eklem hareket fonksiyonlarinin, adimlama
yeteneklerininin, trunkal stabilitelerinin ve 0©n-arka ayak koordinasyonlu adimlama

yeteneklerinin 6l¢iildiigii 22 birimli bir 6lgektir (Tablo 3.1).

Her test yaklasik 4 dakika siirer ve birbirinden bagimsiz iki ayr1 gdzlemci tarafindan
puanlamalar yapilir. BBB degerlendirilmesi yapilmadan 6nce, 5 giin boyunca denekler

testin yapilacagi kaydirmaz zeminli agik alanda giinde bes dakika serbest birakilirlar. Bu
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deneklerin degerlendirme sonucunu negatif etkileyebilecek olan korku ve stres faktoriinin
minimuma indirilmesi i¢in gerekli bir egzersizdir ve her degerlendirme Oncesinde

yapilmalidir (77).

3.9.2. Egik Diizlem Degerlendirmesi

Egik diizlem degerlendirilmesi —yukar1 dogru ve asagi dogru- deneklerin ayak kuvvetini
gosteren 6nemli bir testtir. Egik diizlem degerlendirilmesinde, deneklerin egik bir
dizlem Uzerine yatay pozisyonda yerlestirilmesinden sonra, diizlemin zeminle olan
acis1 zamanla beser derece arttirilir. Denegin bes saniye suresince devrilmeden

durabildigi en yiiksek ac1, o denegin egik diizlem derecesi olarak belirlenir (15, 17).
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Tablo 3.1. Basso-Beattie-Bresnahan lokomotor degerlendirme dlgegi ve tanimlart (113)

0  Higbir arka ayak hareketi gozlenmiyor
1  Bir veya iki eklemde kisitli hareket, genellikle kalca ve/veya diz eklemi
2 Bir eklemin genis hareketi veya bir eklemin genis hareketi ve diger eklemin kisitl hareketi
3 Iki eklemde genis hareket
4 Arka ayaklarm her ii¢ ekleminde de kisitli hareket
5  Iki eklemde kisith hareket ve iigiincii eklemde genis hareket
6 ki eklemde genis hareket ve ii¢iincii eklemde kisitli hareket
7  Arka ayaklarin her ii¢ ekleminde de genis hareket
8 Agirlik tasimaksizin siipiirme hareketi yapmak veya agirlik tasimaksizin 6n pengenin plantar
yuziiniin yere temasi
Sadece durma esnasinda agirlik tasiyan pengenin plantar yiiziiniin yere temasi veya nadiren, sik¢a
9  veya siirekli agirlik tasiyan pengenin dorsal yiiziinlin yere temasi ve plantar yiiziin yere temas
etmemesi
10 Nadiren agirlik tagiyan plantar adimlar, 6n-arka ayak koordinasyonu mevcut degil
11 Sik-siirekli agirlik tagiyan plantar adimlar ve On-arka ayak koordinasyonu mevcut degil
12 Sik-siirekli agirlik tagiyan plantar adimlar ve nadir 6n-arka ayak koordinasyonu
13  Sik-siirekli agirlik tagiyan plantar adimlar ve sik 6n-arka ayak koordinasyonu
Siirekli agirlik tasiyan plantar adimlar, siirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve hareket esnasindaki
(yere ilk temas ve ayagi yerden kaldirma asamasinda) baskin penge hareketinin rotatuar olmasi (ige
14 - . )
veya digsa) veya sik¢a plantar adimlama, siirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve nadiren dorsal
adimlama
15 Siirekli plantar adimlama ve stirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve ayak parmak temizlemesi yok
veya ilerlerken nadiren ayak parmak temizlemesi mevcut
Siirekli plantar adimlama ve durus esnasinda siirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve ilerlerken sikga
16 ayak parmak temizlemesi mevcut, ilerlerken yere ilk temas sirasinda baskin penge pozisyonu yere
paralel iken kaldirma esnasinda rotatuardir
Siirekli plantar adimlama ve durus esnasinda siirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve ilerlerken sikca
17 ayak parmak temizlemesi mevcut, ilerlerken yere ilk temas ve kaldirma esnasinda baskin penge
pozisyonu yere paraleldir
Siirekli plantar adimlama ve durus esnasinda siirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve ilerlerken sirekli
18 ayak parmak temizlemesi mevcut, ilerlerken yere ilk temas sirasinda baskin penge pozisyonu yere
paralel iken kaldirma esnasinda rotatuardir
Siirekli plantar adimlama ve durus esnasinda siirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve ilerlerken sikca
19 ayak parmak temizlemesi mevcut, ilerlerken yere ilk temas ve kaldirma esnasinda baskin penge
pozisyonu yere paraleldir ve kuyruk genellikle veya her zaman asagidadir
Siirekli plantar adimlama ve siirekli koordine durus, siirekli ayak parmak temizlemesi, yere ilk temas
20 ve kaldirma esnasinda baskin penge pozisyonu yere paralel, kuyruk siirekli havada ve trunkal
instabilite mevcut
21 Siirekli plantar adimlama ve koordine durus, siirekli ayak parmak temizlemesi, durus esnasinda

baskin pence pozisyonu yere paralel, kuyruk strekli havada ve trunkal stabilite mevcut

Kisith: Eklem hareket agikliginin yarisindan daha az gergeklesen parsiyel eklem hareketi

Genis: Eklem hareket acikligiin yarisindan daha fazla gergeklesen eklem hareketi

SUpurme Hareketi: Arka ayaklarin ritmik hareketi (Her u¢ eklem once ekstansiyonda, sonra tamamen fleksiyonda ve sonra
tekrar ekstansiyonda), denek genelde siralar, pengenin plantar yiizii yere temas edebilir veya etmeyebilir, arka ayaklar hareket
esnasinda agirlik tasimaz

Agirhk Tasimamasi:

Pengenin plantar yiliziiniin yere temasi esnasinda arka ayak ekstansor kaslarinda kontraksiyon

gozlenmemesi veya arka uylugunu kaldiramamasi
Agirlik Tasima: Pengenin plantar yiiziiniin yere temasi esnasinda arka ayak ekstansor kaslarinda kontraksiyon gézlenmesi veya
arka uylugunu kaldirabilmesi

Plantar Adimlama: Pengenin agirlik tasimakla birlikte yere plantar yiizle temasi, takiben arka ayaklarin ileriye hareketi ve
tekrar pengenin yere plantar yiizle temasi

Dorsal Adimlama: Yiiriiyiis siklusunun herhangi bir asamasinda agirligin pengenin dorsal yiiziiyle tasinmas1

On-arka ayak koordinasyonu:Yere temas eden her n ayak adimi i¢in bir arka ayagin yerden kaldirilmasi veya tam tersi
Nadiren: <%50

Sik: %51-94
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3.10. istatistiksel Degerlendirme

Deneyde elde edilen degerler SPSS 11.5 programi kullanilarak analiz edildi. Gruplarin
parametrik test 6n sartlarina uyanlarina tek yonlii parametrik varyans analizi (ANOVA),
sartlar1 saglamayanlara parametrik olmayan varyans analizi (Kruskall Wallis testi)
uygulandi. Gruplar arasinda fark olup olmadigini bulmak i¢in parametrikte Tukey testi,
non parametrikte ise Dunn testi uygulandi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Oranlarin karsilastirilmas: igin Z testi yapildi. Z>1,96 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Doku Enflamasyon Duzeyleri

Yapilan calismamizdaki almman Orneklerdeki enlamatuar hiicre diizeylerine bakildi.
Enflamatuar hiicre diizeyleri yok minimal orta ve agir olarak degerlendirildi. Enlamatuar
hicre diizeyi hi¢ olmayanlarin % 66.7°si sadece laminektomi yapilan A grubu olup %
16.7’si hiperakut travma olusturulup kok hiicre verilen grup diger % 16.7° si ise akut
travma olusturulup SF verilen gruptur. Enflamatuar hiicre diizeyinin agir oldugu gruplar %
28.6° lik oranla akut ve hiperakut travma olusturulup kok hiicre verilen gruplardir.

Calismamizda enflamatuar hiicre diizeyi agisindan anlamli bir fark bulunmamistir

(p>0.005) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Doku Enflamatuar hiicre analiz sonuglari

Enflamatuar Hucre Grubu Yok Minimal Orta Agir
Kontrol 66,7 14,3 0 0
Travma 0 14,3 23,8 14,3
Travma+ hiperakut SF 0 14,3 23,8 14,3
Travma + hiperakut KH 16,7 19 14,3 28,6
Travma + akut KH 0 19 19 28,6
Travma + akut SF 16,7 19 19 14,3

4.2. Doku Fibrozis Duzeyleri

Calismamizda gruplar arasindaki fibrozis derecesi incelendi. Fibrozis deceleri yok minimal
orta ve agri olarak degerlendirildi. Fibrozis sadece laminektomi yapilan A grubunda %31.6
ile hi¢ goriilmemistir. Diger gruplarda bu oranlar sirasi ile %26.3-%15.8-10.5-0-%15.8
degerlendirilmistir. Fibrozisin agir olarak goriildiigii grup akut travma olusturulup kok
hiicre uygulanan gruptur ve orant % 100 olarak saptanmistir. Calismamizdaki diger bir
grup olan hiperakut travma olusturulup kok hiicre verilen grupta fibrozisin agir olarak
gorulme yiizdesi 0 olarak saptanmistir .Bu ¢alismamizda fibrozis derecesi arasinda anlamli
fark bulunmustur.(p<0.05) (Tablo 4.2)
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Tablo 4.2. Doku Fibrozis analiz sonuglari

Doku Fibrozis duzeyi Yok Minimal Orta Agir
Kontrol 31,6 3,7 0 0
Travma 26,3 14,8 0 0
Travma+ hiperakut Sf 15,8 22,2 0 0
Travma + hiperakut kék hiicre 10,5 25,9 16,7 0
Travma + akut kok hicre 0 14,8 50 100
Travma + akut SF 30 50 20 0

4.3. Doku Sinyal Duzeyleri

Calisamamizda Y kromozom sinyali akut ve hiperakut travma olusturulup kok hiicre
verilen gruplarda sinyal yok veya var seklinde degerlendirildi. Y kromozom sinyali %88.9
oran ile akut travma olusturulup kok hiicre verilen grupta goziikiir iken % 11.1 ile de
hiperakut travma olusturulup kok hiicre verilen grupta bulunmustur. Calismamizda doku Y

kromozom sinyali agisindan anlamli fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Doku sinyal diizeyi analiz sonuglar1

Sinyal Duzeyleri Var Yok
Travma + hiperakut kok hiicre 111 81,8
Travma + akut kék hiicre 88,9 18,2

4.4. Histopatolojik inceleme Sonuclar:
4.4.1. Isik Mikroskopisi Inceleme Sonuclar

Kontrol grubunda normal histolojik yap1 goriildi (Sekil 4.1). Laminektomi ve travma
grubunda, orta derecede enflamatuar hiicre ve minimal fibrozis goruldi. (Sekil 4.2).
Hiperakut travma olusturulup ve SF verilen grupta orta derecede enflamatuar hicre ve
minimal fibrozis goriildii. Hiperakut travma olusturulup Mezenkimal kok hiicre (MKH)
verilen grupta enflamatuar hiicre ve fibrozis minimal olarak goriildii. Travma sonrasi 8§ saat
sonra. MKH verilen akut travma grubunda orta derecede enflamatuar hiicre ve agir
derecede fibrozis goruldu. Travma sonrasi 8 saat sonra SF verilen akut travma grubunda
orta derecede enflamatuar hiicre ve minimal fibrozis gorildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu. (H&E X200 luk biyutme)
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Sekil 4.2. Travma grubu. (H&E X100 lik biyitme)
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4.5. FISH Calisma Sonuc¢lar:

Omurilik travmasi olusturulup travmadan hemen sonra MKH verilen hiperakut travma
grubunda sadece 1 denegin preperatlarinda X ve Y sinyalleri goriildii. OT olusturulup
travmadan 9 saat sonra MKH verilen akut grupta ise 8 denegin preperatlarinda X ve Y

sinyalleri goriildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. FISH calismasi

4.6. Davranis Analizi Sonuclar:
4.6.1. Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) Lékomotor Degerlendirme Olcegi

Travmadan sonraki 1. giin yapilan dl¢timlerde her 5 gruptaki deneklerin hemen hepsinin
arka ayaklarinda ileri derecede paralizi goruldi. Takip eden haftalarda arka ayak
fonksiyonlarinda parsiyel gelismeler kaydedildi (Tablo 4.4) (Sekil 4.6). MKH’ y1 9 saat

sonra alan akut grup, MKH’ y1 travma sonrasi hemen alan hiperakut gruba gore 7.
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giinden baslayip ¢alismanin sonuna kadar devam eden, istatistiksel olarak anlamli bir

duzelme kaydetti (p<0,05).

4.6.2. Egik Diizlem Degerlendirmesi

Egik diizlem degerlendirmelerinde denekler, yukari ve asagi egimlere dogru test edildiler.
Yukari ¢ikma testinde daha ¢ok on ayaklar test edilirken, asag1 inme testinde ise arka ayak
koordineli motor fonsiyonlar test edildi. Yukar1 ¢ikma testinde kok hiicre gruplar1 ve SF
alan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 4.5).
Asag1 inme testinde ise kok hiicre gruplar1 ve SF gruplari arasinda 1. giinden baslayarak
tim caligma boyunca devam eden, anlamli istatistiksel fark saptandi (p<0,05) (Tablo 4.6).
Kok hiicre gruplarmin  kendi aralarindaki degisiklikler istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.7, Sekil 4.8) .

Davranis analizi sonuglarina gore, kok hiicre tedavisinin omurilik yaralanmasina bagh

bozulan arka ayak fonksiyonlarin1 olumlu yonde etkiledigi tespit edildi.

Tablo 4.4. BBB degerleri

1. gln 7. gun 14. gln 21. gun 28. gun

TRAVMA

Ort+SH 0,69+0,285 3.5+0,377 6.68,00+0,308  8,35+0,340 10,550,340

Median 1,00 4,00 7,00 9,00 11,00

Min-Max 0,00-2,00 3,00-5,00 6,00-8,00 8,00-10,00 10,00-12,00
MKH(Hiperakut)

Ort+SH 1,37+0,202 6,25+0,340 10,14+0,340 11,42+0,297 13.71+0,184

Median 2,00 7,00 11,00 14,00 16,00

Min-Max 1,00-2,00 6,00-8,00 10,00-12,00 12,00-14,00 15,00-16,00
MKH(Akut)

Ort+SH 1,00+0,218 6,14+0,340 10,14+0,260 12,71+0,359 14,85+0,340

Median 1,00 6,00 10,00 12,00 15,00

Min-Max 0,00-2,00 5,00-7,00 9,00-11,00 12,00-14,00 14,00-16,00
Ort: ortalama  SH: Standart hata Min: Minimum Max: Maximum Median: Ortanca
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Tablo 4.5. Egik diizlem —yukar1 dogru- degerleri

1. gln 7.gUn 14. gin 21. gun 28. gun

TRAVMA

Ort+SH 45,57+2,608 53,28+2,542 55.742,369 60,14+2,142 63,28+2,542

Median 50,00 55,00 60,00 65,00 65,00

Min-Max 35,00-55,00 40,00-60,00 45,00-65,00 50,00-65,00 50,00-70,00
MKH(Hiperakut)

Ort+SH 51,57+0,922 57,2840,714 60,85+1,010 64,42+0,922 66,97+0,922

Median 55,00 60,00 65,00 65,00 65,00

Min-Max 50,00-55,00 55,00-60,00 60,00-65,00 65,00-70,00 65,00-70,00
MKH(AKut)

Ort+SH 51,12+2,608 56,14+1,010 61,12+0,922 63,71+2,020 65,85+1,010

Median 50,00 55,00 60,00 70,00 70,00

Min-Max 40,00-60,00 55,00-60,00 60,00-65,00 60,00-70,00 65,00-70,00

Ort: ortalama

Tablo 4.6. Egik diizlem —asag1 dogru- degerleri

SH: Standart hata

Min: Minimum

Max: Maximum

Median: Ortanca

1. gln 7.gln 14. gln 21. gun 28. gun

TRAVMA

Ort+SH 11,35+1,844 16,04+2,640 22,32+2,102 23,42+2,102 31,52+2,608

Median 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Min-Max 10,00-20,00 10,00-30,00 15,00-30,00 20,00-35,00 25,00-40,00
MKH(Hiperakut)

Ort+SH 40,42+0,922 45,62+0,922 51,320,922 56,14+1,010 62,65+1,010

Median 40,00 45,00 50,00 55,00 65,00

Min-Max 40,00-45,00 45,00-50,00 50,00-55,00 55,00-60,00 60,00-65,00
MKH(Akut)

Ort+SH 40,00+2,182 43,28+1,700 47.28+2,020 53,28+2,020 57,28+2,020

Median 40,00 45,00 50,00 55,00 60,00

Min-Max 30,00-50,00 35,00-50,00 40,00-55,00 45,00-60,00 50,00-65,00

Ort: ortalama

SH: Standart hata

Min: Minimum
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5. TARTISMA

Son yillarda omurilik yaralanmasinin fizyopatolojisi tizerine yapilan ¢ok sayida calisma,
ilk kez 1914 yilinda Allen tarafindan ortaya atilan iki basamakli mekanizma kavraminin -
birincil ve ikincil yaralanma- énemini bir kez daha vurgulamistir. O tarihten glnimize
tim c¢abalara ragmen yaralanmis omuriligin rejenerasyonu insanda heniiz basarilamamigtir

(4-11, 23-25, 28).

Birincil yaralanma, santral sinir sisteminde genel olarak travma aninda ortaya ¢ikan ve
noral dokunun kompresyon, kontlizyon ve/veya laserasyonu ile sonuglanan duruma verilen
addir. Travmanin siddetiyle orantili olarak ortaya ¢ikan kagmilmaz bir siiregtir. Birincil
yaralanma ile ilgili yapilabilecekler ancak koruyucu yontemlerdir. Egitim ile kazalarin
meydana gelmesini engellemek ve yaralanma sirasinda aktif ve pasif giivenlik 6nlemlerinin
alinmasiyla viicudun stabilizasyonunu saglamak birincil yaralanmanin siddetini diisiirebilir

(2, 28).

Ikincil yaralanma ise birincil yaralanmayi1 takiben dakikalar, saatler icinde baslayip
haftalarca devam eden bir surectir. Vaskiler bozukluklar, hemoraji, iskemi, metabolik
yetmezlik, eksitotoksisite, serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu, sitokin salinimi
ve inflamasyon gibi mekanizmalar1 icerirr Bu mekanizmalar noronlarda ve
oligodendrositlerde nekroza, apopitoza, demyelinizasyona ve aksonal hasara neden olurlar
(28, 67). Bu nedenle, ikincil yaralanmanin 6nlenmesi tedavi denemelerinin asil hedefini

olusturmaktadir (3-9, 78).

Simdiye kadar olan MKH ile yapilan ¢aligmalari inceledigimiz zaman, genel olarak verilen
kok hiicre sayisinin 1x2pul/100.000 insan(erkek) kemik iliginden elde edilmis MKH
verildigini gordiik (83) ancak Teng ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada verilen MKH
miktarmin  3x2ul/100.000 MKH olmas1 gerektigini 6nermisler (81). Ayrica Kabatas ve
Karadz’ tin yirirttigii bir ¢alismada MKH’ lerin hem travma bolgesine hem de travma
bolgesinin 1.5 mm rostral ve kaudal bolgelerine verilmesini 6nermislerdir (82). Biz de bu
calismamizda sicanlara MKH sayisinin 3x2ul 100.00 olarak belirledik ve Hamilton ignesi
ile mikroskop esliginde hem travma bolgesine hem de travma bolgesinin 1.5 mm rostral ve

kaudal kisismlarina MKH enjekte ederek uyguladik.
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Calismamizda, modifiye Allen agirlik diisirme yontemi ile deneysel TOY olusturduk.
Kolay uygulanmasi ve insanlardaki yaralanma modeline benzerlik gostermesi bu yontemi
secmemizin en 6nemli sebepleridir. Yaratilan travmanin subjektif olmasi ve siddetinin

homojen olarak 6l¢iilememesi bu yontemin baslica dezavantajlaridir (2, 3).

Literatiirde umut verici sonuclart olan MKH uygulamalarinda travma bolgesinde ikincil
hasarda rol oynayan inflamuar siiregteki makrofaj sayisinin MKH uygulanan deneklerde

anlamli olarak azaldig1 gosterilmis.

Calismamizda davranis analizi i¢in BBB lokomotor degerlendirme 6lgegi ve egik diizlem
degerlendirilmesi kullanildi (17, 77). Egik diizlem degerlendirmesinde —asagi dogru-
MKH tedavisi alan denekler, travma grubu ile karsilastirildiginda 1. glnden itibaren
postiiriin korunmasit ve koordinasyonlu arka ayak hareketlerinde daha hizli ve daha iyi
derecede diizelme gosterdiler. Olusturdugumuz travmanin yerine bagli olarak 6n ayak
fonksiyonlar1 ¢ok etkilenmedigi icin yukar1 dogru egik diizlem degerlendirmesinde MKH
tedavisi alan grupta belirgin bir fark saptanmadi. BBB lokomotor degerlendirme 6lgegi ile
total arka ayak fonksiyonel iyilesmesini degerlendirildi. MKH tedavisi alan denekler,
travma grubu ile karsilastirildiginda 7. glnden itibaren istatistiksel olarak belirgin bir
diizelme gosterdiler. Ayrica MKH tedavisini travma sonrasi alan hiperakut grup ile MKH
tedavisini travma sonrasi 9.saatte alan akut travma grubu arasinda istatistiksel olarak
belirgin farklilik goriildii. Teng ve arkadaslar1 caligmalarinda, fonksiyonel iyilesmenin
travma grubu ile karsilagtirildiginda egik diizlem testinde —asag1 dogru- 7. giinde, BBB
testinde ise 21. giinde belirginlestigini bildirmislerdir (17). Doku rejenerasyonu igin daha
uzun bir zaman gerektiginden, fonksiyonel iyilesmenin 7 giin gibi erken bir donemde
baslamasini, MKH noroprotektif etkinligine baglayabiliriz. Sonug¢ olarak davranis analizi
sonuglarimiz daha daha once yayinlanan ¢alismalarla benzer sekilde MKH noroprotektif

etkinligini destekler niteliktedir.
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6. SONUC ve ONERILER

e (Calismamizda MKH tedavisinin, travmatik omurilik yaralanmasi olusturulmus
siganlarda travma bolgesindeki enflamasyon derecesini azalttigi ve fonksiyonel

diizelmeye katkida bulundugu gosterilmistir.

e Hiperakut ve akut MKH verilen tedavi gruplar1 arasinda enflamasyon ve fibrozis

derecesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.

® Deneysel travmatik omurilik yaralanmasi modellerinde, Allen tekniginin yerine
bilgisayar destekli otomatik agirlik diisiirme cihazlarimin kullanilmasi daha

homojen, objektif travmalar yaratmak ag¢isindan 6nemli ve kullanishidir.

e Hiperakut ve akut MKH verilen tedavi gruplar1 arasinda MKH sinyali ac¢isindan

istatitiksel olarak anlaml1 fark saptanmstir.
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