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OZET

Omurilik yaralanmalar1 hali hazirda tedavi edilmesi miimkiin olmayan
ancak rehabilite edilebilen bir hastaliktir. Omurga biyomekanigi arastirmalarinda ve
cerrahi tekniklerde ilerlemelere ve rehabilitasyon siirecindeki gelismelere ragmen
omurilik hasarini onaracak ve nérolojik iyilesme saglayacak bir tedavi yontemi
konusunda heniiz belirgin bir ilerleme saglanamamistir. Omurilik yaralanmalarinda
ortaya ¢ikan ikincil hasarin esas mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte
akut hasar goren omurilikte erken inflamatuvar yanitin ikincil doku hasarini
tetikledigi  diisiiniilmektedir. Yapilan bu calismada metilprednisolon ve
levetirasetam isimli ilaglarin omurilik hasar1 tizerindeki potansiyel iyilestirici
etkileri arastirildi.

Bu c¢aligmada 300-350 gram agirliginda 54 adet erkek Wistar Albino rat
kullanildi. Ratlar Kontrol grubu, akut donem ve subakut donem olmak iizere {i¢ ana
gruba ayrildi. Kontrol grubu disindaki ratlarin omuriligine T5-8 dorsal laminektomi
yapildiktan sonra 1 dakika siireyle “gegici vaskiiler anevrizma klibi” konularak
omurilik hasar1 olusturuldu. Yaralanma olusturulduktan ve beklenen siire
tamamlandiktan sonra vaskiiler klip yerinden ¢ikarilip cerrahi katlar anatomiye
uygun olacak sekilde kapatildi. Dort saat sonra kontrol ve SHAM grubu disindaki
ratlara metilprednizolon ve levetirasetam intraperitoneal yoldan uygulandi. Akut
doneme ait ratlar 72 saat ve subakut doneme ait ratlar 7 giin sonunda sakrifiye
edildi. Takiben hasarli omurilik dokusu ¢ikarilarak histopatolojik inceleme (kanama
siddeti, vakuolizasyon, nekrotik noron sayimi, aksonal fragmantasyon,
dejenerasyon ve sisme) ve biyokimyasal inceleme (doku malondialdehit, insiilin
benzeri biiyiime faktorii-1beta, interferon-gamma, siiperoksit dismutaz, total nitrit/

nitrat ve tiimor nekrozis faktor-alfa diizeyleri) yapildi.
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Bu deneysel calismanin sonunda her iki farmakolojik ajanin da ratlarda
olusturulan omurilik yaralanmasmin akut doneminde dokularda histopatolojik
olarak iyilestirici etkinliginin oldugu ancak bu etkinligi subakut donemde devam
ettiremedigi saptandi. diger yandan gerek akut ve gerekse subakut donemde her iki
farmakolojik ajaninda biyokimyasal veriler iizerinde degistirici etkinliginin
olmadig1 bulundu.

Tim bu bulgular 1s181nda levetirasetam isimli farmakolojik ajanin omurilik
yaralanmasinin akut doneminde dokularda histopatolojik olarak iyilestirici
etkilerinin hangi inflamatuar siirecler lizerinden ortaya koyduguna yonelik ileri

diizey deneysel ¢alismalarin yapilmasinin gerekli oldugu diisiincesine ulasildi.

Anahtar kelimeler: metil prednisolon, omurilik, omurilik yaralanmasi,

levetirasetam.

15



ABSTRACT

Spinal cord injuries are a disease that still cannot be treated but just can be
rehabilitated. Despite advances in spinal biomechanic researches and surgical
techniques, and improvements in the rehabilitation processes, no significant
improvement has been identified in the treatment of spinal cord injury and
neurological recovery. Although the main mechanisms of secondary injury in spinal
cord injuries are not fully understood, it is thought that the early inflammatory
response in the acutely damaged spinal cord triggers the secondary tissue damage.
In this study, the potential therapeutic effects of methylprednisolone and
levetiracetam on spinal cord injury were investigated.

In this study, 54 male Wistar Albino rats weighing 300-350 grams were
divided into three main groups: CONTROL group, acute and subacute stage
groups. The T5-8 dorsal laminectomy was performed to the spinal column of the
rats except the control group, and a "temporary vascular aneurysm clip” was
attempted to the spinal cord for 1 minute to create spinal cord injury. After the
injury was established and the expected time was complete, the vascular clip was
removed from the site and the surgical incisions were closed anatomically. Four
hours from the clippage, methylprednisolone and levetiracetam were administered
intraperitoneally to the rats except the CONTROL and SHAM groups. The rats of
acute stage groups were sacrificed at 72 hours and the rats of the chronic stage
groups were sacrificed at the end of 7 days. Subsequently, damaged spinal cord was
removed and in the damaged spinal cord tissue, hemorrhage severity, vacuolization,
necrotic neuronal cell count, axonal fragmentation, axonal degeneration and axonal
swelling were examined histopathologically; and tissue malondialdehyde, insulin-

like growth factor-1beta, interferon-gamma, superoxide dismutase, total nitrite /
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nitrate and tumor necrosis factor-alpha levels were measured by using enzyme
linked immunoabsorbent assay biochemically.

At the end of this preliminary experimental study, it was determined that
both pharmacological agents improved the histopathological architecture in
damaged neural tissues during acute period of spinal cord injury in rat, but could
not sustain this activity in subacute period. On the other hand, any pharmacological
agent affected the to biochemical data in both acute and subacute stages. In all these
findings, it was considered necessary to carry out advanced studies to identify the

effects of the levetiracetam to healing processes of on spinal cord injury.

Key words: methyl prednisolone, spinal cord, spinal cord injury,

levetiracetam.
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1. GIRIS

Omurilik yaralanmasi morbidite ve mortaliteye sebep olan biitiin diinyada 20-
40/1.000.000 siklikta goriilen 6nemli bir saglik problemidir. En sik sebeplerini motorlu
tasit kazalari, spor yaralanmalari, is kazalar1 ve evde diismeler olusturmaktadir (1,2).

Omurilik yaralanmasinda olusan hasarin iki mekanizmaya bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Birincil yaralanma, daha ¢ok travma aninda olusan mekanik etkilere
bagli olusur. Birincil hasart olusturan mekanik giicler, fleksiyon, ekstansiyon, aksiyal
yiikklenme, rotasyon, distraksyonu igerir. Bu giicler osteoligamentéz vertebranin
hasarlanmasina sebep olarak ndral doku hasari, aksonlarin kaybi, kanama, arterial ve
vendz yapilarda hasarlanma gibi sonuglar dogurur. Ikincil yaralanma, birincil
yaralanmadan dolay1 olusan hiicre 6liimii ve ortama salinan pek ¢ok faktoriin baslattigi
kaskadlara bagli olusan metabolik ve biyokimyasal bir siirecin sonucudur. ikincil hasar
kavrami ilk defa 1911 yilinda Allen tarafindan tanimlanmistir. Kopekler {izerinde
yaptig1 calismalarda oncelikle deneysel omurilik hasar1 olusturmus, daha sonra
myelotomi ve hematomyelin drenaji yaparak norolojik fonksiyonlarda diizelme
oldugunu gostermis ve ikincil hasar kavramini ortaya atmistir.

Omurilik hasar1 olustuktan kisa bir siire sonra ortama salinan kimyasal
mediatorler yoluyla inflamasyon olusmaktadir. Ozellikle protein ve polipeptid yapidaki
sitokinler (proinflamatuar sitokinler (TNF, IL-1, IL-12, IFN-g, IL-6 vb.), bunlarla zit
etkileri olan antiinflamatuar sitokinler (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-18, PG-E,, IL-1
reseptOr antagonisti) gibi) 6nemli roller tistlenmektedir (3, 4).

Omurilik yaralanmalarinda ikincil hasari onlemeye ve etkilerini azaltmaya
yonelik pek cok tedavi metodu tzerinde calismalar devam etmektedir. Ancak

giinlimiizde yiiksek doz metilprednizolon disinda bir ajan rutin kullanima girmeyi
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basaramamustir. (5, 6, 7) Metilprednizolonun ikincil hasarda olusan serbest radikalleri,
O0demi, lipid peroksidasyonu azaltarak etkisini gosterdigi diisliniilmektedir. Ancak
giiniimiizde metilprednizolonun etkileri hala tartisilmaya devam etmektedir.

Bu ¢alisma omurilik yaralanmasinda levetirasetam isimli farmakaolojik ajanin
ikincil hasarin etkilerini azaltmaya yonelik olas1 olumlu ve tedavi edici etkilerini ortaya

koymaya yonelik olarak yiirtitiildii.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

Diinya iizerinde, omurilik yaralanmasi insidanst yilda 7.500-10.000,
prevalanst 23/1000000 arasinda olmaktadir (8, 9). ABD verilerine gore %40
motorlu tasit kazasi, % 20 yiiksekten diisme, % 5-10 spor yaralanmalarini
olustururken en sik 16-30 yas araliginda gergeklesmektedir. Ulkemizde ise en sik
sebep % 48.8 oranla motorlu arag kazalaridir (10). Servikal lezyonlarda tetrapleji
izlenirken, hasar asagi seviyelere indik¢e torakal ve lomber bolgelerde parapleji
izlenmektedir. Yaralanmalarin yaklasik yaris1 tetrapleji ya da parapleji ile
sonuglanmaktadir (11). Tirkiye’de omurilik yaralanmasinin insidansinin 12.7/
1000000, erkek kadin oraninin ise 2.5/ 1 oldugu bildirilmistir (12).
2.2. Tarihge

Tarihte omurilik yaralanmasma ait ilk yazili belgelere antik misir
papiriislerinde rastlanmaktadir. M.O. 3000 ile 2500 yillarina ait oldugu diisiiniilen
bu belgeler 1862° de Edwin Smith tarafindan Misir’ da bulunmustur (13). M.O 460
ile 370 yillar1 arasinda yasadigi diistiniilen Hipokrat da paraplejiyi tanimlamistir.
Bunun yani sira omurganm anatomisi ile bilgiler veren Hipokrat, tiiberkiiloz
spondilit, travmaya bagli omurga egrilikleri, dislokasyon ve kiriklar ile ilgili
caligmalar yapmis ve tedavi i¢in kullanilan aletler tasarlamistir. Bu ilkel yontemler
glinlimiiziin omurga cerrahisinde uygulanan tekniklerin onciileridir (14). Galen
omurilik kesileri {izerinde ¢aligsmalar yapmis, omuriligin yarim kesisi sonrasi
hemiplejiyi tanimlamistir. Bu bilgiler ile omurilikteki yaralanma seviyesini, motor
ve duysal kayip gelisen bolgeyi ve lezyon alanmi inceleyerek tespit edebilir

konuma gelmistir (15).
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Tablo 1: Deneysel omurilik travma modelleri (16)

ARASTIRMACI | DENEY TARIH
Galen Omurilik kesisi Ikinci yiizyil
Watson Kopekleri yiiksekten diisiirme 1891
Allen Omurilik iizerine agirlik diisirme 1911
McVeigh Omurilik izerine parmakla basma 1923
Tarlov Epidural aralikta balon sisirme 1953
Fontaine Omurilik klempleme 1954
Rivlin Omurilik anevrizma Klip | 1978
kompresyonu

Watson Omurilik lazer kesisi 1986
Benzel Omurgay klemp ile sikistirma 1990
Stokes Elektromekanik kontiizyon 1990

2.3. Embriyoloji

Embriyoda sinir sisteminin gelisiminden once {i¢ temel hiicre tabakasi
farklilagsmasi gortliir. En igerideki katman olan endodermden gastrointestinal trakt,
akcigerler ve karaciger gelisir. Mezoderm ileri safhalarda kaslari, bag dokuyu ve
vaskiiler sistemi meydana getirir. Ugiincii ve en distaki tabaka olan ektodermden ise
sinir sistemi olusmaktadir. Ektoderm katmanindan meydana gelen sinir sisteminin
gelismesi embriyonik diskin olugmast ile baglar. Embriyonik yasamin 18. giiniinde
noral plak, noral tiip ve tepe olusur. Noral tiipiin sefalik kismindan primitif beyin
vezikiilleri gelisirken kaudal kismindan ise omurilik olusur. Noral tiip
duvarlarindaki matriks hiicrelerinin bdliinerek cogalmalar1 sayesinde ndral tiip

genigler ve uzar. Daha sonra ndroblastlar gelisir ve artik bu safhadan sonra
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noroblastlarda  boliinme ger¢eklesmez. Noroblastlarin  yani  sira  matriks
hiicrelerinden astrosit ve oligodendrositler olusur.

Omurilikteki ti¢ bolgeli temel yapi eriskinde de bulunmaktadir. Ependimal
bolge santral kanalin duvarimi kaplayan bir tabaka olusturur. Omuriligin gri
cevherini manto bolgesi hiicreleri olustururken, beyaz cevheri marjinal bdlge
hiicreleri olusturur. Boylece omurilik aksiyal kesitlerdeki “H” seklindeki goriintii
meydana gelir (17).
2.4.Anatomi

Medulla oblangatanin uzantist olan omurilik yaklasik olarak erkeklerde 45 cm,
kadinlarda 42-43 cm uzunlugunda ve 30 gr agirhigindadir. Vertebral kanalin
yaklasik 2/3’tinli kaplayan omurilik, C1 vertebrasi olan atlasin iist kenarindan
baglayarak genellikle L1-L2 sinirinda konus mediillaris ismiyle sonlanir. Konus
mediillarisden sonra fibr6z bir yapi olan filum terminale koksikse kadar uzanir.
Omurilik distan ice dogru dura mater, araknoid mater, pia mater isimli 3 kat
membran ile sarilidir. Pia mater ve araknoid mater arasinda beyin-omurilik sivisi
(BOS) dolaniminin oldugu subaraknoid mesafe izlenir. Pia mater omurilige
yapisarak, lateral ylizey boyunca dura matere uzanan ligamentum dentikulatum
isminde ince bant yapilarint olusturur (18). Omurilikten 8 adet servikal, 12 adet
torakal, 5 adet lomber, 5 adet sakral, 1 adet koksigeal olmak iizere toplam 31 ¢ift
sinir ¢ikar ve her biri dorsal ve ventral kokler igerir. Omurilik ve vertebral kolon
gelisimindeki gorece esitsizligin bir sonucu olarak embriyoda intervertebral
foramenlere yatay olarak ulasan sinir kokleri, yukaridan asagiya dogru gittikge
oblikleserek lomber ve sakral seviyelerde ¢ikis noktalarinda neredeyse vertikal hale

gelmislerdir. Omurilige tutunduklarinda olusturduklar1 goriintii “cauda equina”
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olarak adlandirilir. Yaklagsik 20 ¢cm uzunlugunda ince bir filament olan filum
terminale, konus medullarisin tepesinden asagi dogru uzanir.

Omurilik igyapisina bakildiginda anterior median fissur ve posterior median
sulkus omuriligi ortada komissural sinir bandiyla birlesen iki simetrik boliime
ayirir. Bu boliimlerin gri ve beyaz maddeden olustugu goriilmektedir. Gri madde
biitlin olarak H seklini alir. Koronal planda santral kanaldan gegen hayali bir ¢izgi
anterior, posterior kolonlar olmak iizere ikiye ayirir. Posterolateral sulkustan ince
bir ak madde tabakasi olan Lissauer traktusu ile ayrilir. Gri madde lateral
funikulusa dogru ¢ikintilar yaparak anterior ve posterior kolonlar arasinda retikuler
formasyon denilen bir ag sistemi olusturur. Santral kanal, omurilik boyunca
seyreder. Kanal onilindeki gri madde anterior gri kommissur, arkasi ise posterior gri
komissur olarak adlandirilir. Kanal medulla oblangatanin alt kisminda ilerleyerek 4.
ventrikiile acilir ve filum terminaleye ulagir (18).

Vertebral arterin dallar1 olan anterior spinal arter, posterior spinal arter ve
bir segmentten intervertebral foremene giren radikiiler arterler omuriligin
beslenmesinde gorevlidir. Anterior spinal arter, anterior median fissiirden, konus
mediillarise kadar ilerleyerek kauda ekuina ve filum terminalede dallara ayrilir.
Posterior spinal arter, posterolateral sulkuslar boyunca devam eder. Radikiiler
arterler ise, her seviyede farkli bir arterden ¢ikarlar. Vertebral arter, inferior tiroidal
arter, asenden servikal arter, interkostal arterler, iliolumbalis ve sakral arterden
cikarlar. %80 oraninda sol interkostal lomber arterden ¢ikan ve T9-L2 arasinin
beslenmesinde gorevli artere Adamakiewicz arteri (arteri radikularis magna) ismini
alir. Venler ise, omurilikte arterlerle beraber seyreder ve arter dallartyla ayni ismi
alirlar. Longitudinal venler {ist ugta internal juguler ven ve vertebral ven yoluyla

vena cava superiora dokiiliir. Intervertebral venler hem internal vertebral vendz
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pleksiis hem de foramenden kanal disindayken, sakral, lumbar, interkostal ve
servikal venlere ve bu yolla inferior vena cavaya dokiiliir (19).
2.5. Omurilik Yaralanmasinda Deneysel Modeller

Omuriligin kiint travmasi ile ilgili fizyopatolojik siirece ait bilgilerin pek azi
insana ait ¢alismalardan elde edilmistir. Genellikle bu bilgiler omurilik hasari
gergeklestirilen hayvan modellerinden saglanmistir. Kantitatif bir travmaya baglh
olusan omurilik hasarmin mikroskobik ve fonksiyonel diizelmesi ile uyum
gosterebilecek standart ve tekrarlanabilir bir hayvan modeli, insanlardaki akut
travmatik omurilik hasarina yonelik c¢alismalarda kullanilabilir. Bunun igin
gelistirilen pek ¢ok farkli model vardir. Akut kinetik kompresyon (kaf, klip, balon,
vertebral dislokasyon, “impactor”), akut statik kompresyon (agirlik kullanilarak
basing uygulanmasi), agirlik diisiirme, akselerasyon-deselarasyon, distraksiyon,
transeksiyon (lazer, bistiiri, koter gibi aletlerle yapilan tam ya da parsiyel kesi) gibi
fiziksel travma ile olusturulan hasarlar, iskemi (aort ya da selektif arter ya da ven
okliizyonu ), timoér kompresyonu, kimyasal hasar gibi fiziksel travma olmadan
olusturulan  hasarlar  seklinde  Ozetlenebilir.  Omurilik  kiint  bigimde
hasarlandirildiginda, hasarli segmentin ¢evresinde saglam kalan akson demetlerinin
rejenere olmasi, incelemede yanlis pozitif sonuglar vermektedir. Omuriligin tam kat
ya da bir boliimiiniin kesildigi modeller ise akson yenilenmesi i¢in uygun olurken,
insanlarda olugsan omurilik hasarini iyi temsil edememektedirler. Kiint omurilik
yaralanmasi i¢in en sik olarak kullanilan yiiksekten agirlik diisiirme, klip veya
balon kompresyon modelleridir. Klip kompresyon modeli 1978 yilinda Tator ve
Rivlin tarafindan gelistirilmistir (20). Bu modelde c¢esitli zaman araliklarinda
omuriligin anevrizma klibi ile komprese edilerek travma olusturulmaktadir. Klip

kapanma siiresi ve giicli travmanin siddetini etkileyen faktorlerdir. Omuriligin
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tamaminin travmaya maruz birakilabilmesi ve ayni zamanda iskemi de
olusturulabilmesi bu modelin avantaji olarak ortaya c¢ikmaktadir. Boylece
insanlarda  olusan  travmatik  omurilik  hasarina  benzer bir  hasar
olusturulabilmektedir. Ucuz, kolay elde edilebilir, insan ile anatomik benzerlik ve
dayaniklilik deney hayvani olarak sicanlarin kullanimini avantajli kilmaktadir.
Siganlarda omurilik hasar1 olusturan tekniklerden olan, agirlik disiirme, klip
kompresyon, ekstradural balon kompresyon metodlart 1983 yilinda Khan ve
Griebel tarafindan karsilastirilmistir (21). Bu ¢alismada klip kompresyon modelinin
tam bir laminektomi gereksinimine ragmen en iyi yontem oldugu ortaya konmustur.
2.6. Omurilik Yaralanmalarinda Patofizyoloji

Omurilik travmasinda doku hasari iki mekanizmaya bagli olarak gergeklesir

a. Birincil omurilik hasari

b. ikincil omurilik hasar1 (1)
2.6.1. Birincil Omurilik Hasar1

Omurilikte olusan birincil hasar mekanik zedelenmeye bagli travma esnasinda

gerceklesen hasardir. Fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon, rotasyon ile ilgili
kuvvetlerin tiimii ve penetran yaralanmalar, omuriligin kendisinde, zarlarinda,
ligamentlerinde veya damarlarinda gerilme ya da yirtilmalara neden olurlar.
Bunlarin disinda kemik yapilarinin, kopan ligament parcalarinin ve kanal igi
hematomun olusturdugu basi etkisi diger mekanik etkiler olarak sayilabilir (22, 23).
Yukarida saydigimiz kuvvetler yalnizca travma sirasinda olusan akut etkilerle degil,
daha sonra olusan posttravmatik kifoz gibi kalic1 deformitelere bagh olarak, kronik
donemde omuriligi yaralamaya devam edebilir. Omurilik {izerinde olusan hasarin

boyutlart omurilik kanalinin boyutlar ile de ilgilidir. Kanal i¢indeki gorece genis
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alanlar mekanik travmaya karsi bir tampon islevi goriirken, gorece dar alanlarda
boyle bir destek yoktur (24).
Birincil omurilik hasarmin dort tipik mekanizmasi vardir.

a. Persistan kompresyon ve darbe

b. Transient kompresyon ile darbe

c. Distraksiyon

d. Laserasyon ve transeksiyon

Persistan kompresyon ve darbe birincil omurilik hasarindaki en yaygin ve

ilk olusan travma mekanizmalaridir. Bu durum, omurganin patlama kiriklarinda,
akut disk yirtiklarinda, omurganin dislokasyonlarinda ortaya konmustur. Ikinci
sirada olan gegici kompresyon ile darbe dejeneratif servikal omurga hastaligi olan
kisilerde hiperekstansiyon yaralanmalarinda meydana gelir. Ucgiincii siradaki
distraksiyon, omuriligi aksiyel planda geren kuvvetlerin olusturdugu mekanizmadir.
Omuriligi ya da onun damarsal yapilarini gererek yirtilmasina sebep olan fleksiyon,
ekstansiyon, rotasyon ve dislokasyon kuvvetlerinden kaynaklanir. Radyolojik
olarak bir patoloji izlenmezken ortaya ¢ikan klinik durumun altinda yatanin bu tip
bir yaralanma olabilecegi akildan ¢ikarilmamalidir. Cocuklarda ise kas ve vertebra
kemik yapisinin gelismemis olmasi, ligamentéz baglarin gevsek olmast bu tip
travmalarin ortaya c¢ikmasinda predispozan faktorlerdir. Dordiincii ve son
mekanizma, atesli silah yaralanmasi, keskin kemik pargalarini dislokasyonu ve ileri
derece distraksyondan kaynaklanan laserasyon ve transeksiyondur. Kilinikte,
komplet transeksiyondan mindr yaralanmaya kadar genis bir yelpazede karsimiza

cikar (25).
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2.6.2. Ikincil Omurilik Hasar

Omurilikte birincil yaralanma sirasinda, aksonal ve noral nekroz, enfarkt,
0dem, kanama ve bunlarin sonucu olarak demiyelinizasyon gibi patolojik sonuglar
ortaya ¢ikar. Ikincil yaralanma mekanizmalarindan iizerinde en fazla durulan
vaskiiler degisiklikler, serbest radikal teorisi, enflamasyon, spinal sok, hiicre i¢i
Ca*? artis1, endojen opioidler, apopitoz teorileridir (23, 26). Ikincil yaralanma 1911
yilinda ilk kez Allen tarafindan tanimlanmistir. Allen kdpeklerde yaptig ¢alismada
myelotominin ve posttravmatik hematomyelinin ¢ikarilmasinin diizelme sagladigini
gostermis, hemorajik nekrotik materyalde zararli bir biyokimyasal faktoriin
varligindan bahsetmistir. Bu calisma travma sonrasi ikincil hasarin ilk deneysel
ispatidir. Bu ¢alismada Allen, kopeklerdeki patolojik siireci de agiklamistir (23, 26).
[k yaralanmanm ardindan, 15 dakika icerisinde beyaz cevherde 6dem, gri cevherde
petesiyal tarzda kanamalar gozlenir. Ikinci saatte gri cevherdeki kanama
odaklarinda artig, dordiincii saatte sigmis silindir eksenleri izlenir. Alt1 giin sonra
ileri derecede nekroz oldugu gosterilmistir (23,26).

Omurilik hasarini akut, subakut ve kronik donem olmak iizere ii¢ gruba
ayirarak incelemek miimkiindiir.

Spinal sok, aksonal yaralanma, noral nekroz, damarsal yapilarda kopma,
iskemi, 6dem, iyonik dengede bozulma, nétrofil infiltrasyonu ile karakterize ilk 72
saatlik siire¢ akut donem olarak adlandirilir.

Yaralanmanin yedinci giiniinden sonraki donem subakut donem olarak
adlandirilir. Bu dénem inflamasyonun olustugu dénemdir. Oksidatif stres, oksijen
radikallerinin olusumu, lipid peroksidasyonu, makrofaj ve lenfositlerin yaralanma

sahasina migrasyonu gozlenir.
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Son donem olan kronik donem ise, yaralanmadan birka¢ hafta sonra
baslayan donemi kapsar. Kronik donemde demiyelinizasyon, oligodentrositlerin
apopitozu, aksonal rejenerasyonda bozulma, glial hiicrelerin olusturdugu fibrozis
izlenir (27).

[k travmadan yaklasik 20 dakika sonra baslayan eritrositlerin damar disina
cikmalar1 24. saatte en yliksek seviyeye ulasir. Travmatik dokudan salinan kemokin
ve sitokinlerin vaskiiler gecirgenligi, inflamasyonu arttirmasiyla yarali dokuda
0dem ve staz olusur. Graniilosit ve monositler yarali dokuya gog ederler (28). Akut
doénemde yaral1 bolgeye oncelikle IL-8, interferon-gamma (IFN-y), kompleman-5a
(c-5a) gibi maddeler tarafindan uyarilan nétrofiller ulasir. Notrofiller hem TNF-a,
proteazlar, elastazlar, myeloperoksidazlar (MPO) ve reaktif oksijen {iriinleri
(reactive oxygen species=ROS) (siiperoksitler, hidroksil radikalleri, Kloraminler
gibi) sentezleyip salarlar hem de fagositozda goérevlidirler. Travmayi takip eden ilk
haftanin sonunda monosit ve makrofajlarin ortamda arttig1 goriiliir. Tipki notrofiller
gibi hem fagositozda gorevlidirler hem de TNF-a, IL-1B, NO, prostaglandinler
(PG) ve lokotrienler sentezleyip salarlar. Ortamda ©Onemli gorevler iistlenen
makrofajlar M1 ve M2 olmak iizere ikiye ayrilirlar. Bunlar arasindaki fark, M1
makrofajlar inflamatuar cevabin olusmasini saglayan TNF-a, IL-1B salinimda ve
fagositozda gorevli iken, M2 makrofajlar IL-10, IL-1RA, kemokinler sentezler.
Ayrica M2 makrofajlar remodelling de gorev {istlenirler. Biitiin bunlar olurken
ortamda mikroglia hiicrelerinde de artis izlenir. Mikroglia beyin ve omurilikten
olusan merkezi sinir sisteminde bir glial kokenli hiicre grubudur. Mikroglialar
beyindeki hiicrelerin 10-15%’ini olusturur. Mikroglialar da tipki makrofaj hiicreleri
gibi bagisiklik sisteminin bir eleman1 olarak ¢aligirlar. Noronal herhangi bir hasar

olustugu zaman bu hiicreler dinlenme durumundan aktif forma doniiserek ilgili
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bolgeye goc ederler. Beynin bir bolgesinde plaklar, hasarlar, istenmeyen ndron
veya Sinapslar olusursa mikroglialar bolgeye intikal eder ve gerekli
operasyonlari baglatirlar. Bir diger 6nemli hiicre grubu astrositlerdir. Omurilik
yaralanmasi olan hastalarin serumlarinda ilk bir haftada yiiksek diizeylerde ol¢iilen
CXCLI1 omurilik astrositleri tarafindan IL-1 reseptorleri altinda sentezlenir ve
salinir. Santral sinir sistemi yaralanmalarinda NF-kB kinase-B alt {initesinin
inhibit6riiniin engellenmesinin CXCL1 sekresyonunu nétralize ettigini ve boylece
notrofil fonksiyonlarin1 azalttigi ve doku korunmasinin ve ndronal motor
fonksiyonlarin iyilesmesinin artirtlmasinda etkili oldugu gosterilmistir (27). Ancak
yapilan yeni calismalar ndtrofillerin daha sonra gelecek olan I6kositler i¢in 6nciil
olmalarinin  yaralanmanin ge¢ donemlerinde bu lokositler tarafindan
gerceklestirilecek doku onarimi ve aksonal rejenerasyon i¢in ¢ok gerekli olduklarini
gostermektedir. Bu doku onariminda 6zellikle makrofajlardan salinan doku biiyiime
faktorii-1beta (tissue growth factor=TGF-1B) hem noronlar igin faydali etkilere
sahiptir ve hem de oligodendrosit toksisitesini azalmada etkilidir. Santral sinir
sistemi makrofajlar1 ve mikroglialar1 bir yandan glutamat eksitotoksisitesini
azaltirken diger yandan yarali aksonun biiylimesini de diizenlemektedir.
Yaralanmanin kronik doneminde ortama lenfositler de gelmeye ve sitokin salmaya
baslarlar ancak bunlarin sayis1 diger inflamatuvar hiicrelere gore daha diisiiktiir.
Ozellikle 6nce gelen T lenfositler hem kemoatraktanlar sentezleyip salarlar ve hem
de otoimmiin bir cevabin ilk asamalarinda yer alirlar. Bu T lenfosit go¢iinii B
lenfositler takip eder ve bunlar santral sinir sistemine karsi olan otoantikorlar
sentezleyip salarlar (28). Ikincil omurilik hasarindaki mekanizmalar asagida

basliklar halinde 6zetlenmistir.
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Sistemik Etkiler (Norojenik sok)

Kalp hizinda kisa siireli artig, daha sonra uzun stireli bradikardi
Kan basincinda kisa siireli artig, sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferik direncte azalma

Kardiak debide azalma

Omurilik dolasiminda lokal vaskiiler hasar

Kapiller ve veniilllerde mekanik bozulma

Ozellikle gri cevherde hemoraji

Mikrodolasimda kayip (mekanik, tromboz, vazospazm )
Biyokimyasal degisiklikler

Serbest radikal tiretimi

Lipid peroksidasyonu

Eksitotoksitite (glutamat)

Norotransmitter birikimi

Ketakolaminler (noradrenalin,dopamin)

Arasidonik asit salinmasi

Eikazanoid {iretimi

Prostoglandinler

Endojen opioidler

Sitokinler

Elektrolit dengesindeki degisiklikler

Intaselliiler kalsiyumda artis

Ekstraselliiler potasyumda artig

Intraselliiler sodyumda artis



Inflamatuar cevap
Serbest radikal tiretimi
Makrofajlar
Aksonal yikim ve miyelin artiklarinin salinimi
Sitokinlerin salinmasi
Glial hiicre aktivasyonu
Oligodenrisitlerde sitotoksik etkiler
Wallerian dejenerasyonu
Odem
Apoptozis
Enerji Metabolizmasinda kayip
ATP iiretiminde azalma (29)
2.6.3. Myeloperoksidasyon Mekanizmalari

Monosit ve nétrofil hiicrelerindeki graniillerde bulunan myeloperoksidazlar,
146 kDa agirhiginda, homodimer yapisinda bir protein yapili molekiildiir.
Myeloperoksidazlar, monosit ve noétrofil onciilleri olan promyelosit ve
promonositlerde sentezlenmeye baslar, ancak insanlarda ana {iretim yeri
notrofillerdir. Travmanin akut fazinda ortama gelen ilk bagisiklik hiicreleri olan
notrofiller sitokin ve kemokinler salgilayarak makrofaj, monosit ve dentritik
hiicrelerin yarali dokuya migrasyonunu saglarlar. Notrofillerin primer graniillerinde
myeloperoksidazlar ile beraber katepsin-G, proteinaz 3, elastaz, nétral serin
proteazlar, lizozomal hidrolaz ve defensin gibi pek cok proteolitik enzimler
bulunur. Bu enzimler graniillerin iginde inaktif ve yiikksek pH degerlerinde
depolanirlar. Travma, enfeksiyon gibi notrofilleri aktiflestiren bir durum oldugunda

hiicre memraninda bulunan NADPH oksidaz enzimi aktifleserek siiperoksitleri,
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stiperoksitler ise siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivasyonuna ve hidrojen
peroksit (H20;2) olusumuna neden olur (30). Myeloperoksidaz enzimi, H,O; ile
kloriirden hipoklorik asit olusumunu katalizler ve hipokloritler, kloraminler,
hidroksil radikalleri, superoksitler, ozon gibi oksidanlarin olusmasini saglar (31).
Olusan bu oksidanlar protein yapilarin 6zellikle tirozin bolgelerini hedef alirlar.
Reaksiyon sonucunda olusan 3-klorotirozin, 3,5-diklorotirozin molekiilleri
myeloperoksidaz aktivitesi igin belirte¢ gorevi goriirler. Bunlarin yanisira,
myeloperoksidazlar makrofajlardan TNF-a. ve IFN-y salinimina ve makrofajlarin
fagositoz ve oldiirme aktivitelerinde artisa sebep olur. Yine bu etkilesim kronik
inflamatuvar hastaliklarin olusum mekanizmalarinda da yer alir. Myeloperoksidaz
molekiilii, 16kositlerin migrasyonunu, infiltrasyonunu ve adhezyonlarini da etkiler.
Ayrica noétrofillerin adhezyon, aktivasyon ve yasam siirelerinin ve inflamasyonun
zamansal siirecinin belirlenmesinde de myeloperoksidaz aktivitesinin yeri vardir
(27).
2.6.4. Lipid Peroksidasyon Mekanizmalari

Daha ¢ok lipid molekiillerinden olusan hiicre membraninin yikim siireci
olarak da tarif edilen lipid peroksidasyon mekanizmalari serbest oksijen radikalleri
ile hiicre zarindaki fosfolipidlerin reaksiyona girmesi ile baglar (32). Lipid
peroksidasyon mekanizmasini tetikleyen ise oksidatif strestir. Lipid radikalleri,
serbest radikalin poliansature yag asitlerinin metil karbonundan bir hidrojen atomu
koparmas: ile olusur. Daha sonra oksijen atomu ile reaksiyona girerek peroksil
radikalini olusturur. Peroksil radikali ise hiicre membranini olusturan poliansature
yag asitleri ile reaksiyona girmeye devam ederek hiicre membraninin yapisi bozulur
ve bu siire¢ hiicreyi Oliime gotiirtir. Ratlarda yapilan deneysel omurilik hasari
caligmalarinda lipid peroksidasyon diizeylerinin iki defa pik yaptigi gosterilmistir.
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[Iki yaralanmay takip eden 6. saatte olurken, digeri 24. saatten sonra olmakta ve
yaklasik 120 saat boyunca devam etmektedir. Ikinci artisin ortamda artan
notrofillerden ve makrofajlardan salinan sitokinlerin, myeloperoksidaz ve reaktif
oksijen trtinleri gibi faktorlerin sonucu oldugu diistiniilmektedir (33).

2.6.5. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Ca* bagimli proteazlar ve kinazlar hiicre memranmi tahrip ederler.
Arasidonik asit fosfolipaz A2’nin membran fosfolipidlerini hidrolize etmesi sonucu
olusur. Lipaz, lipoksijenaz ve siklooksijenazlarin (COX) aktive olmasi, arasidonik
asidin tromboksan, prostaglandin ve l16kotriene doniismesini saglar (25, 34). Bu
doniisiim dakikalar icinde gerceklesir. Na*/ K* ATPaz pompasinin inhibe olmas1 ve
dokuda olusan 6dem arasidonik asit seviyelerinde 24 saat sonra yiikselmeye sebep
olur. Boylece COX-1’in birikimi izlenir. Bunun sonucu olarak lokal kan akiminda
yavaslama, vazokonstriikksiyon, trombositlerin agregasyonu goriiliir. Olusan bu
inflamatuar yanit lipid peroksidasyonuna, serbest radikallerin olusumuna ve
membran hasarina neden olur. Bu kaskad endojen antioksidanlar olan SOD ve alfa
tokoferol tarafindan durdurulur ( 25).

Hiicre i¢indeki iyonik dengenin Ca*? lehine bozulmasi, membran iliskili
fosofolipazlari aktiflestirerek arasidonik asit salinimina neden olur. Artan hiicre dist
eksitator norotransmitterler ndronal aktivasyonu tetikler. Boylece COX-2’nin
salinmasi saglanir. Ote yandan aktive olmus nétrofillerden ve makrofajlardan da
COX-2 enzimi eksprese olur ve bu da COX-2 enzim seviyesinin artigina katkida
bulunur. inflamasyon ve oksidatif stres basamaklarinda &nemli bir rol oynadig ve
yaralanmalarda siiperoksit anyonlarini (hidroksil radikalleri gibi) olusturarak ve
bunlar iizerinden lipid peroksidasyon, protein ve DNA yikimlarina sebep olarak

noronal hiicrelerde hasar ve 6liime katkida bulundugu gosterilmistir (30).
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2.6.6. Apopitoz

Programlanmis hiicre oliimii olarak isimlendirilen apopitoz, hem fizyolojik
hem de patolojik siire¢lerde izlenir. Canlilarda gelisim siirecinde (parmaklarin
olusumu gibi), hemostazda ve hastaliklarda istenmeyen hiicrelerin yok edilmesinde
gorev alir. Siklosporin-A ve FK 506 gibi fosfataz inhibitorleri apopitozisi Onler.
Glukokortikoidler programlanmis hiicre 6liimiiniin bazi formlarini 6nleyebilir (35).
Apopitozis farkli iki yolla aktive olabilir.

a. Reseptor bagimsiz ya da intrensek yol

b. Reseptor bagimli ya da ekstrinsik yol

Reseptdr bagimsiz yol hiicre i¢i sinyallerle aktive edilir. Bu yiizden
intrinsik yol olarak da isimlendirilir. Bu yolun aktive olmasi1 omurilik hasar1 sonrasi
noronlarda tanimlanmis ve artan hiicre i¢i Ca*? miktarminin mitokondri hasarini,
sitokrom c¢ salmimini ve alternatif programli kaspaz aktivasyonunu tetikledigi
diistintilmustiir. Kaspaz-9’un aktive olmasi i¢in sitokrom c ile apopitoz aktivasyon
faktor birleserek, kaspaz-6 ve 3 aktive edilir (25).

Reseptor bagimli yol ya da ekstrinsik yolda TNF ailesi ve reseptorleri rol
alirlar. Aktive olan kaspaz-3 ise kaspaz-6 ve kaspaz-7’yi aktive eder. Bu aktivasyon
da sitoplazmik ve niikleer apopitotik siireci baslatir. Burada hem sitoplazmik
proteinlerde ve hem de niikleer DNA’ da kesilmeler (cleavage) ve fragmantasyonlar
meydana gelir ve hiicre yasamsal aktivitesini devam ettiremeyerek programlanmis
oliime gider. Kaspaz-3 ayni zamanda bir interlokin donistiiriicti proteazdir (36, 37).
2.6.7. Omurilik Hasarinda Baz Sitokinler

TNF-a: Omurilik hasarinda ve sonrasinda noétrofillerden, trombositlerden,

mast hiicrelerinden, fibroblastlardan salgilanan proinflamatuar sitokin grubundan
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bir molekiildiir. TGF-1p iizerine baskilayici 6zelliktedir. Bunun yaninda kollajen
iiretiminin azaltilmasi, neovaskiilarizasyon ve reepitelizasyonda gorevlidir (38).
IFN-y: TNF-a ile benzer 6zelliklere sahip bir molekiildiir. T lenfositlerden
ve natiirel killer hiicrelerinden salinan proinflamatuar bir sitokindir. TGF-1B
iizerine baskilayic1 Ozelliktedir. Antifibrotik ve kollajen iiretimini azaltic1 etkiye

sahiptir (38).

TGF-1p: Trombositlerde, makrofajlarda, mast hiicrelerinde, fibrositlerde ve
fibroblastlarda sentezlenip saliman dimerik yapilt bir proteindir. Noétrofilleri,
makrofajlar1 ve fibroblastlar1 uyararak fibrozisi arttirdigi gibi mezensimal hiicreleri
uyararak da hiicre proliferasyonunu, neovaskiilarizasyonu, proteoglikan tiretimini
artirir. Yaralanmadan hemen sonra salinimi baglar. Matriks metalloproteinazlar
inhibe ederken, proteaz inhibitorlerini de indiikler (38, 39).

2.7. Omurilik Yaralanmasinda Medikal Tedaviler
Omurilik yaralanmasinda medikal tedaviler ana olarak 3 alt bashga
ayrilmaktadir (40).

2.7.1 Akut Tedaviler

Akut tedaviler noroprotektif tedavileri igerir ve dort gruba ayrilirlar

a- Antioksidanlar
b- Norotransmitter reseptor blokerleri
c- Fosfokinaz stimulatorleri
d- Fosfataz inhibitorleri

2.7.2. Kronik Tedaviler

Kronik tedaviler, rejenerasyon ve remiyelinizasyon yoluyla fonksiyonlarin

restorasyonunu saglarlar.
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Restoratif tedavi {li¢ kategoride incelenir.
a- Biiyiimeyi inhibe eden faktor blokorleri
b- Intraseliiler haberci modiilatérleri
c- Nakledilebilen hiicreler veya materyaller
2.7.3. Omurilik Hasarinda Potansiyel Etkili Olabilecek Ilaclar
- Metilprednizolon (MP)
- Gangliozid
- Larazoidler
- Opiyat antagonistleri
- Eksitator aminoasit antagonistleri
- Kalsiyum kanal blokorleri
- Potasyum kanal blokarleri
- Serbest radikal tutuculari
- Antiinflamatuvar ajanlar
- Norotransmitter reseptdr agonistleri
-Norotropik faktorler
-Fetal doku transplantasyonu
-Notralizan antikorlar
-Melatonin
-Hiperbarik oksijen
-Sistemik hipotermi
-Minosiklin
-Eritropoetin (40).

2.7.4. Metilprednisolon
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Metil prednizolon sentetik bir glukokortikoid ilagtir. Beyin 6demi ve
omurilik yaralanmasinda uzun zamandir kullanilmaktadir (41). Erime noktas1 232,5
0C, molekiil agirligt 374.48 g/ mol ve kimyasal formiili CyH30Os olan metil
prednizolonun asetat, sodyum siiksinat ve hemisiiksinat tuzlari bulunmaktadir.

Metilprednisolonun noroprotektif etkisinin esas mekanizmasinin omurilik
hasar1 sonrasi olusan lipid peroksidaz inhibisyonu {izerinden oldugu
distiniilmektedir. Bu etki sayesinde biyolojik membranin yapisal ve fonksiyonel
biitiinliigii korunur. Calismalar gostermektedir ki sican omurilik kompresyon
yaralanmasi tedavisinde metilprednisolon verilmesinin ardindan MDA diizeylerinde
belirgin diisme meydana gelmistir. Buna ragmen hasar gormiis dokunun
yenilenmesi veya islevinin geri kazanilmasi iizerine bir etkisi olmadigi
bildirilmistir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 kalsiyum akimini stabilize ederek hiicrenin
asit-baz dengesinin yeniden olusmasina yardimei olur. Na*/ K* ATPaz aktivitesinin
tekrar olusumunu saglar. Lezyon yerinde sodyum ve su tutulumunu azaltir ve
potasyum kaybini Onler. Yiiksek doz metilprednisolonun omurilik kan akimim
arttirarak norolojik kayiplart azalttigi bildirilmistir. NASCIS 1II protokoluna gore
omurilik yaralanmasi sonrasi ilk 8 saat igersinde 30 mg/ kg dozunda 15 dakika
icinde yiikleme ve takiben idame tedavisinde 5.4 mg/ kg dozunda 23 saat siireyle
inflizyon halinde uygulanan metilprednisolonun morbidite ve mortaliteyi azalttig
izlenmistir (6, 42). NASCIS III ¢alismasina gore yaralanma sonrasi ilk 3 saat iginde
tedaviye alinan ve tedavi protokolu 48 saat siirdiiriilen hastalarda sonuglarin daha
iyi oldugu bildirilmistir (43, 44).

Gliniimiizde yapilan c¢alismalarda metilprednisolonun 1iyilestirici etkisi
tartisilmasina ragmen omurilik hasarmin tedavisine yonelik olarak klinikte halen

kullanilan tek tedavi segenegi yiiksek doz sistemik metilprednisolon olmustur (33).
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2.7.5. Levetirasetam

Levetirasetam 2000 yilinda klinik kullanima girmis, a-etil-2-okso-1-
pirolidin asetamidin S-enantiomeri, pirasetamin etil analogunun S-kimyasal bileseni
olan antiepileptik bir ilactir. Diger antiepileptik ilaglarla kimyasal benzerligi
bulunmamaktadir (45,46).

Levetirasetamin antiepileptik etki mekanizmasi hala tam olarak
aciklanamamis olsa da yapilan in vitro ¢alismalarda N-tipi yliksek voltajli kalsiyum
kanallarin1 kismi olarak kapatip hiicre i¢i kalsiyum seviyesini azaltarak ve gamma-
aminobutirik asit (GABA) ve glisin ile diizenlenen akimlardaki azalmay1 kismen
tersine gevirerek etki ettigi gosterilmistir (45, 47, 48).

Karaciger tarafindan metabolize edilmedigi i¢in karaciger yetmezligi
olanlarda kullanilabilir. Ayrica fenitoinin bir yan etkisi olan karaciger enzimlerini
indiiklemesi levetirasetam da goriilmez. Plazma proteinlerine baglanma oran1 diisiik
oldugundan, diger antiepileptik ilaglarla alindiginda etkilesime girmez. 2 giin i¢inde
kararli plazma diizeyine ulagmaktadir. Viicuda alinan miktarin % 66-76’s1
degismeden bobrekler tarafindan idrar ile atilmakta ve % 27’si aktif olmayan
metabolitlere donlismektedir. Yarilanma 6mrii 7 saat olup bobrek yetersizliginde bu
slire uzamaktadir (45, 47). Yapilan ¢alismalarda levetirasetamimn tedavi dozunun
birka¢ kat distiinde dahi néron Oliimiine neden olmadigi ve bu durumun
fenobarbital, fenitoin, valproat gibi geleneksel antiepileptik ilaglara gore dnemli bir
istiinliik oldugu ileri siirtilmistiir.

Yapilan hayvan deneylerinde levetirasetamin antiepileptik etkisinin yaninda

noroprotektif oldugu da gdosterilmistir (49). Ratlarda deneysel olarak olusturulan
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beyin hasarmin etkilerinin levetirasetam ile geriledigi gosterilmistir. Hanon ve ark.
ratlar iizerindeki deneysel caligmalarinda levetirasetamin antiepileptik etkisinin
yaninda epilepsi gelisimini (epileptogenezis) de Onledigini bildirmislerdir (50).
Oliver ve ark ise yaptiklar1 ¢alismada ratlarda pilokarpin ile indiiklenen epilepside,
levetirasetamin hipokampiiste lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azaltici
etkisi oldugunu gostermislerdir (51). Kim ve ark status epileptikus olusturulmus
yenidogan sicanlardaki ¢alismasinda levetirasetamin yiiksek dozlarda beyin
dokusunda apopitozisi 6nledigi histopatolojik olarak tespit edilmistir (52).
3. MATERYAL VE METOD
3.1.Materyal
Calismanin tamanu Kirikkale Universitesi Etik Kurulu tarafindan deneysel
arastirmalar i¢in belirlenen kurallar ve prosediirler dogrultusunda ve gerekli onay
alindiktan sonra yiiriitiildii (Karar tarihi:31.03.2016 ve Karar numarasi: 16/43).
Ayrica bu tez calismasi Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Proje (BAP)
Koordinasyon Birimi tarafindan finansal agidan desteklendi (Proje Numarasi: 2016/ 102).
Deneysel aragtirma protokolunda iki farmakolojik ajan test edildi ve isimleri
asagida siralandi:
— Metil prednizolon (Depo-Medrol®, Pharmacia&Upjohn Company, Kalamazoo,
USA)
— Levetirasetam (Netrolex, Sanovel ilag¢ Sanayi ve Tic. A.S., Istanbul, Tiirkiye)
Yukarida adi  gecen farmakolojik ajanlarin  omurilik  yaralanmasinin
fizyopatogenezine etkilerinin test edilmesi i¢in bu deneysel ¢aligma 300-350 gram
agirhiginda ve erkek cinsiyette 48 adet Wistar Albino rat iizerinden yiiriitiildii. Ratlar
randomize sekilde kontrol grubu, akut donem ve subakut donem olmak iizere ii¢ ana gruba
ayrildi. Gruplar agagida belirtildi:
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— KONTROL grubu (higbir omurilik yaralanmasi ve/ veya farmakolojik ajan
uygulanmadi; n: 6)
Akut déonem (omurilik yaralanmasinin ilk 3 giinii) {i¢ alt grupta incelendi:
— SHAM-A grubu (omurilik yaralanmasi modeli uygulandi ancak deneysel
farmakolojik ajan uygulanmadi; n: 6)
— MP-A grubu (omurilik yaralanmasi modeli uyguland1 ve 30 mg/kg dozda metil
prednisolon intraperitoneal yoldan verildi; n: 6)
— LV-A grubu (omurilik yaralanmasi modeli uygulandi ve levetirasetam 5 mg/ kg
intraperitoneal yoldan verildi; n: 6)
Subakut donem (omurilik yaralanmasinin ilk 7 giinii) ti¢ alt grupta incelendi:
— SHAM-S grubu (omurilik yaralanmast modeli uygulandi ancak deneysel
farmakolojik ajan uygulanmadi; n: 6)
— MP-S grubu (omurilik yaralanmasi modeli uyguland: ve 30 mg/kg dozda metil
prednisolon intraperitoneal yoldan verildi; n: 6)
— LV-S grubu (omurilik yaralanmasi modeli uygulandi ve levetirasetam 5 mg/ kg
intraperitoneal yoldan verildi; n: 6)

Sedasyon anestezi i¢in intraperitoneal yoldan 40 mg/ kg ketamine HCI (KetalarR;
Pfizer Inc, USA) ve 5 mg/ kg xylazine HCI (RompunR %2; Bayer HealthCare AG,
Germany) kullanildi.

3.2.  Omurilik yaralanmasi modeli

Deney modeli medikal literatiirde tarif edilmis ve omurilik hasar
olusturulmasinda metot olarak kabul gbérmiis olan omuriligin gegici vaskiiler anevrizma
klip (temporary vascular aneursym clip) ile kliplenmesi yoluyla olusturulan “omurilik

kompresyonu metodu” kullanildi (20). KONTROL grubunda yer alan denekler hari¢ olmak
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tizere diger tiim deney hayvanlarina intraperitoneal yoldan 40 mg/ kg ketamine HCI ve 5
mg/ kg xylazine HCI verildi ve sedasyonel anestezi uygulandi. Takiben denekler prone
pozisyonda yatirilarak sirt kisimlarinin orta hatti derisine yaklasik 5-7 cm uzunlugunda cilt
kesisi yapildi ve omurga etrafini saran kaslar diseke edildi. Daha sonra torakal 7 ve 8
omurgalar ortaya kondu ve bu omurgalara dura matere zarar verilmeden “total
laminektomi” yapildi ve agiga cikarllan omurilik segmentine omuriligin tamamin
komprese edecek sekilde 60 saniye siire ile “gecici vaskiiler anevrizma klibi (Mizuho®

Aneurysm Clip, Mizuho, Japan)” konularak omurilik kompresyon yaralanmasi olusturuldu.

Resim 1: Omurilik yaralanmasiin deneysel olarak olusturulma asamalarina ait makroskopik goriintii

Yaralanma olusturulduktan sonra vaskiiler klip yerinden alinip cerrahi katlar
anatomiye uygun olacak sekilde kapatildi (Resim 1). Takiplerinde tiim deney
hayvanlariin deneye katilmasinda l16komotor kayip olusmasi 6n kosul olarak kabul edildi.
Deneklerin cerrahi yapilan alaninda veya bagka yerinde ortaya ¢ikacak enfeksiyon, cerrahi
alanin izlem sirasinda agilmasi, yiyecek ve su aliminda azalmaya ikincil genel viicut
agirliginda azalma, diger hayvanlar tarafindan cerrahi alana veya diger viicut bolgelerine
zarar verilmesi (doku kaybina neden olabilecek kadar ciddi diizeyde dislenmesi,
tirnaklanmas1 yada yenmesi) durumunda bu denekler deney protokoliinden ¢ikarildi.
Deney sonrasi yara iyilesmesi siirecinde olumsuz ve bozucu etki olusturma olasiligi nedeni

41



ile deney hayvanlarina antibiyotik ve/ veya ek doz analjezik/ anti-inflamatuar ilag
verilmedi.Deney hayvanlari kendi kafeslerinde yasatildi ve hayvanlarin kafesleri i¢inde 12
saat glindliz ve 12 saat gece ritminde serbest su ve yiyecek ulasimina ve serbest dolasimina
izin verildi.

Omurilik yaralanmasi olusturulduktan 3 giin sonra akut doneme ait deneklere ve 7
giin sonra subakut doneme ait deneklere ve KONTROL grubundaki hayvanlara tekrar
sedasyon anestezisi uygulandi. Takiben tiim deneklere laparotomi yapildi ve abdominal
aortadan tiim viicut kan1 alinarak 6tenazi uygulandi. Sonrasinda denekler prone pozisyona
aliip eski cilt insizyonlar1 tekrar acildi ve laminektomi sinirlar1 genisletilerek omuriligin
yaralanma olusturulan segmenti en az 1.5 cm uzunlugunda seyri boyunca total olarak
cikarildi. Elde edilen dokular histopatolojik ve biyokimyasal inceleme yoOntemleri
kullanilarak incelendi.

3.3. Histopatolojik inceleme

Histopatlojik inceleme icin ayrilan dokular 48 saat siire ile fosfat tamponlu salin
(pH=7.4) iginde %4 liik paraformaldehit ile fikse edildi. Ardindan dokular alkol ve xylene
serilerinden gegirilip dehidrate edildikten sonra parafin bloklara gomiildii ve bu dokulardan
4-5 pm kalmhgmda kesitler alindi. Alman kesitler rutin hematoksilen-eosin (H&E),
Masson-Trikrom (MTS) ve toluidin mavisi boyama yontemleri kullanilarak boyandi ve
elde edilen preparatlar calisma gruplarina ve arastirilan etken maddelere kor veteriner
patolog tarafindan binokuler mikroskop (Olympus BX51; Olympus, Tokyo, Japan) altinda
incelendi. Hematoksilen-eosin ile boyanan prepaatlarin incelenmesinde Black ve
arkadaslar1 tarafindan tarif edilen ve Dincel ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen
puanlama tablosu kullanildi ve omurilik hasarinda olusan “kanama siddeti”,
“vakuolizasyon” diizeyleri belirlendi (54).

- Diizey 0-3: omurilikte histopatolojik diizeyde doku hasar1 yok.
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- Diizey 4-6: omurilikte hafif diizeyde noral doku hasar1 var; noéral hiicre kaybina
neden olmayan hafif diizeyde polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu var ve omurilik
arka kolonu yaralanmadan etkilenmis.

- Diizey 7-9: omurilikte orta diizeyde noral doku hasar1 var ve beyaz cevher kaybina
ve santral kavitasyona neden olan makrofaj ve/ veya histiyosit infiltrasyonu var.

- Diizey 10-12: omurilikte agir noral doku kaybi var ve omurilik beyaz cevherinde
kistik nekroz ve gliozis var.

Ayrica elde edilen preparatlarda ii¢ ayr1 biliyiitme sahasindaki “nekrotik néronlar sayisi”

bulundu ve bunlarin ortalamalar1 almarak kaydedildi. Ilaveten MTS uygulanan

preparatlarda doku iyilesme diizeyleri incelendi. Toluidin mavisi ile boyanan

prepeparatlarda ise subakut doneme ait aksonal yaralanmanin siddeti (fragmantasyon,

dejenerasyon ve sisme) yukarda tarif edilen puanlama tablosu kullanilarak degerlendirildi.
3.4.Biyokimyasal inceleme:

Biyokimyasal analiz ¢aligmalar1 i¢in ayrilan dokular kuru hava ortaminda -80 c
de hemen dondurularak saklandi. Takiben yarali dokulardaki malondialdehit (MDA),
insiilin benzeri biiytime faktorii-lbeta (IGF-1B), interferon-gamma (IFN-y), siiperoksit
dismutaz (SOD), total nitrit/ nitrat (NO), ve tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) diizeyleri
incelenmek {izere dokular fosfat tampon salin solusyonu ile yikandi ve buz i¢indeki salin
solusyonunda homojenize edildi (Labor Technique, Germany). Homojenize edilmis
dokular 10 dakika siire ile +4 ° C ortamda santrifiij (1500 g) edildi. Santrifiijden elde edilen
stipernatantta MDA degerlerini tespit etmeye yonelik Armstrong ve Al-Awadi tarafindan
tariflenen teknik uygulandi (55). Miranda ve ark tarafindan tarif edilen yontem kullanilarak
dokularda total nitrit /nitrat diizeyi (NO) umol/ g protein cinsinden elde edildi (56).

3-tetramethoxypropane” (Sigma, USA) kullanildi ve elde edilen degerler “nmol/ mg
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protein” seklinde yorumlandi. Ayrica yine elde edilen siipernatantta IGF-1B (pg/ mg
protein) (IGF-1: Wuhan Elabscience Biotechnology Co., Ltd., Texas, USA ); IFN-y (pg/
mg protein) (IFN-y: Thermo Fisher Scientific, MA, USA); SOD (ng/ mg protein) (SOD rat
assay kit: Sunred Biological Technology Co., Ltd; Shanghai, China) ve TNF-a (pg/ mg
protein) (TNF-a; Thermo Fisher Scientific, MA, USA) diizeyleri orijinal ELISA (enzyme
linked immunoabsorbent assay) kitleri kullanilarak ¢alisildi.

3.5. Istatistiksel analiz:

Calismada etik kurallar geregi istatistiksel analiz yapilmasina izin verebilecek
minimum sayida deney hayvani kullanilmistir. Diger yandan rastgele istatistiksel sonug
elde etme riskini ortadan kaldirmaya yonelik deneyden elde edilen veriler akut donem
gruplart i¢in kendi icinde ve subakut donem gruplari i¢in kendi iginde istatistiksel olarak
inceldi. Degerlerin normal ve homojen dagilip dagilmadigini belirlemeye yonelik verilere
Kolmogorov-Smirnov testi ve Levene’s testi uygulandi.

Akut ve subakut doneme ait histopatolojik derecelendirme sonuglarinin
karsilastirilmasinda degerlerin normal ve homojen dagilmadigi gozlendi. Ayrica akut
doneme ait gruplarda MDA, IGF-1B3, SOD ve TNF-a degerlerinin ve subakut doneme ait
gruplarin IGF-1B, SOD ve NO degerlerinin de normal ve homojen dagilmadigi gozlendi.
Bu nedenle bu veriler i¢in gruplarin istatistiksel farklilik karsilastirmalarinda Kruskal
Wallis testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi. Gruplarin ikili
karsilagtirmalarinda Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme testi kullanildi. Tim
testlerde p<0.0083 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Diger yandan akut doneme ait gruplarin IFN-y ve SOD degerlerinin ve subakut
doneme ait gruplarin MDA, IFN-y ve TNF-a degerlerinin normal ve homojen dagildig:

tespit edildi. Bu nedenle bu veriler i¢in gruplarin istatistiksel farklilik karsilastirmalarinda
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tek yonlii varyans analizi (One-Way Analysis of Variance; One-Way ANOVA) testi
kullanild1 ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Benzer gruplarin (6rnegin SHAM-A ve SHAM-S gibi) akut ve subakut donemlere
ait histopatolojik evreleme verilerinin istatistiksel anlamlilik karsilastirmalarinda Mann
Whitney U testi ve kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi. Ayrica benzer
gruplarin akut ve subakut donemlere ait biyokimyasal analiz sonuglarinin istatistiksel
anlamlilik kargilastirmalarinda Mann Whitney U testi ve bagimsiz degiskenler t

(Independent Samples t) testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

4. BULGULAR
4.1.Akut doneme ait bulgular
Histopatolojik incelemeler i¢in hematoksilen-eosin, MTS ve Toluidin mavisi ile
boyanan prepeparatlardaki bulgular birbirlerini destekler nitelikte oldugu goriildii.

Dolayisiyla bugular tek bir paragrafta birlikte degerlendirip yazildi.

4.1.1. Istk mikroskopisi

Resim 2: KONTROL grubuna ait histopatolojik gérintilleme (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve
X400)
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Laminektomi sonrasi sakrifiye edilen kontrol grubu ratlarin medulla spinalislerinin
normal histolojik yapida oldugu goriildii. Spinal kordun beyaz madde yapisi, aksonlar ve
miyelin kiliflarin normal histolojik yapida oldugu goriildii. Bununla beraber gri maddede
yer alan multipolar motor ndronlar, saglikli hiicre govdeleri ve belirgin g¢ekirdekg¢ik
yapistyla da herhangi bir histopatolojiye rastlanmadi. Longitudinal kesiti goriilen medulla
spinalisin akson yapis1 ve etrafini saran miyelin kiliflar histolojik yapida olup herhangi bir

histopatolojiye yine rastlanmamistir (Resim 1).

Resim 3: SHAM-A grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve X400)

SHAM-A grubunda tiim ratlara ait medulla spinalislerde gri ve beyaz maddenin
tamamen biitliinliigliniin bozuldugu ve birbirleri arasindaki ayrimin kayboldugu goriildii.
Bununla beraber yaygin noronal nekrozlar ve neredeyse tiim bdlgeyi saran yogun kanama
alanlariyla birlikte yaygin 6demin varlig1 goriildii. Yine mononiikleer hiicre infiltrasyonlari
ve yaygin vakuoler makrofajlara rastlandi. Gri ve beyaz maddede siddetli kistik

kavitasyonlar da ayrica gozlemlendi. Beyaz maddedeki miyelin kiliflarda siddetli
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dejeneratif degisiklikler ve sismelerin oldukc¢a belirgin oldugu goriildii. Medulla spinalisin
akson yapis1t bozulmus durumda oldugu goriildii. Bunun yaninda hemorajik alanlar dikkati

cekmektedir. Aksonal uzantilarda kopmalarin ¢ok siddetli oldugu goriildii.

Resim 4: MP-A grubuna ait histopatolojik goriintilleme (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve
X400)

MP-A grubunda genel durumun kismen SHAM-A grubuna yakin ancak SHAM-A
grubu bulgular kadar siddetli olmadigi goriildii. Kistik kavitasyonlarin varligi ve néronal
nekrozlar goriildii. Yaygin hemorajinin olmadigi ve yer yer resorbe oldugu dikkati ¢ekti.
Canliligin stirdiiren noéronlarda ¢ekirdekgigin belirginlesmesi ve sitoplazmik genislemenin
goriilmesi gibi reaktif degisiklikler saptandi.

MP-A grubunda SHAM-A grubuna gore biraz daha iliml bir tablo goériilmesine

karsin histopatolojik bulgularin yine siddetli oldugu goriildi. Medulla spinalisin
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longitudinal kesitlerinde akson yapisinda dejeneratif degisiklikler ve miyelin kiliflarda

sismelerin belirgin oldugu goriildii. Aksonal uzantilarda kopmalarin belirgindi.

Resim 5: LV-A grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve

X400)

LVS-A grubunda genel durumun MP-A grubuna gore kismen daha iyi oldugu
goriildii. Histopatolojik incelemelerinde azalmis doku hasar1 dikkati ¢ekti. Yer yer ¢ok
kiigiikk hemorajik alanlar dikkati c¢ekti ancak genis ¢apta hemorojinin resorbe oldugu
goriildii. Canliligini siirdiiren ndronlarda reaktif degisikliklerin belirgin oldugu gorildii.
LVS-A grubunda MP-A grubuna kiyasla tablonun daha iyi oldugu ama yinede yakin
histopatolojik bulgulara rastlandi. Medulla spinalisin longitudinal kesitlerinde akson
yapisinda dejeneratif degisiklikler ve miyelin kiliflarda sismeler goriildi. Aksonal

uzantilarda kopmalarin diger gruplara gore daha az siddetli oldugu tespit edildi.
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4.1.2. Histopatolojik inceleme

Calismanin akut donem gruplarin histopatolojik degerlendirme sonuglarina ait
tanimlayici tablo ve dagilim grafigi asagida sunuldu (Tablo 2, Grafik 1, Grafik 2, Grafik
3).

Elde edilen histopatolojik diizeylerin istatistiksel karsilastirmasinda tiim gruplar
arasinda kanama siddeti (X?=19.775, p<0.001), vakuolizasyon (X?=19.559, p<0.001) ve
nekrotik néron sayimi (X?=20.465, p<0.001) sonuglart arasinda anlamli diizeyde farklilik

oldugu tespit edildi (Tablo 3).

Tablo 2: Spinal kord yaralanmasinin akut donemine ait histopatolojik bulgularin
tanimlayici tablosu (N: denek sayisi, SD: standart sapma)

GRUP N Minimum Maksimum Medyan SD
Kanama siddeti 6 0 3 1 1.26
KONTROL Vakuolizasyon 6 0 2 0 0.84
Nekrotik néron sayimi 6 0 2 1 0.82
Kanama siddeti 6 9 12 11 1.21
SHAM-A  Vakuolizasyon 6 8 11 10 1.21
Nekrotik néron sayimt 6 11 14 13 1.21
Kanama siddeti 6 5 8 7 1.03
MP-A Vakuolizasyon 6 4 8 7 1.47
Nekrotik néron sayimt 6 8 10 9 0.63
Kanama siddeti 6 5 8 7 1.21
LV-A Vakuolizasyon 6 5 7 6 0.89
Nekrotik néron sayimt 6 8 9 9 0.55
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Tablo 3: Spinal kord yaralanmasinin akut donemine ait histopatolojik bulgularin
sonuglarinin gruplar arasinda farkli oldugu tespit edildi. Krusskal-Wallis testi.
p<0.05 (X ki-kare. df: serbestlik dereceleri)

DEGISKEN X? df p

Kanama siddeti 19.775 3 <0.001
Vakuolizasyon 19.559 3 <0.001
Nekrotik néron sayimi 20.465 3 <0.001

Gruplarm ikili karsilagtirilmasi sonrasinda gruplar arasinda MP-A/ LV-A gruplari
hari¢ kanama siddeti, vakuolizasyon ve nekrotik néron sayimi sonuglart bakimindan

istatistiksel anlamli bir farkliliklar oldugu tespit edildi (Tablo 4).

Tablo 4: Spinal kord yaralanmasinin akut donemine ait histopatolojik bulgularin
sonuglarinin ikili gruplar arasinda karsilagtirilmasi tablosu. Mann-Whitney U testi
ve Bonferroni correction testi. p<0.0083 (Z: Z puani)

GRUP (1/J) Kanama siddeti | Vakuolizasyon | Nekrotik néron sayimi
Z p Z p Z p
KONTROL/ SHAM-A  -2913 0.004 | -2.945 0.003 | -2.918 0.004
KONTROL/ MP-A -2.923  0.003 | -2.939 0.003 | -2.961 0.003
KONTROL/ LV-A -2913  0.004 | -2.950 0.003 | -2.950 0.003
SHAM-A/ MP-A -2.913  0.004 | -2.822 0.005 | -2.945 0.003
SHAM-A/ LV-A -2903  0.004 | -2.908 0.004 | -2.934 0.003
MP-A/ LV-A -0.504 0.614 | -0.331 0.741 | -1.369 0.171
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Grafik 1: Akut donem gruplarina ait kanama siddeti diizeyi degerleri grafigi
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Grafik 2: Akut donem gruplarina ait vakuolizasyon diizeyi degerleri grafigi

51



12,5 =
a (o]
10,0 =z
7.5 ;J|
5,0 |g
2,5
= o o S
> 254
X 2
10,0 %
Z ;s =
E 5,01 E
’g 2,5 o
x ° g
[ _ o
2 1o
¥ | =
w A -
Z 5o »
5 25
S o LU0
12,5
10,0 »
7.5
5,0 =
2,51
T T T T

T T T L T T T T 1771 T T L T
1 2 3 4 35 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

Denek Numarasi

Grafik 3: Akut dénem gruplarimna ait nekrotik néron sayimi sonuglari grafigi

4.1.3.Biyokimyasal inceleme

Calismanin akut donemine ait biyokimyasal inceleme sonuglari agsagidaki
tanimlayici tabloda ve dagilim grafiklerinde ayrintili olarak verildi (Tablo 5).

Gruplar arasinda IGF-1f (X?=8.967, p=0.030) ve TNF-a (X?=9.487, p=0.023)
degerleri bakimindan istatistiksel anlamli farklilik oldugu saptandi (Tablo 6).

Akut doneme ait verilerin ikili gruplar halinde yapilan karsilastirmalarinda sadece
TNF-o degerleri agisindan KONTROL/ MP-A gruplar1 (Z=-2.722, p=0.006) arasinda

istatistiksel anlaml1 farklilik oldugu tespit edildi (Tablo 7).
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Tablo 5: Spinal kord yaralanmasinin akut doénemine ait biyokimyasal bulgularin
tanimlayict tablosu (MDA: Malondialdehit, IGF-1p: Insiilin benzeri biiylime
faktorii-1beta, IFN-y: Interferon-gamma, SOD: Siiperoksit dismutaz NO: Total

nitrit/ nitrat, TNF-o: Tumor nekrozis faktor-alfa, SD: Standart sapma)

GRUP N Minimum Maksimum Ortalama/Medyan (*) SD
MDA 5.05 18.02 8.91 4.62
IGF-1 14.31 123.57 76.87 35.97
IFN-y 134.94 234.49 170.59 41.45
KONTROL
SOD 4.68 11.68 7.78 2.94
NO 19.76 56.10 33.55 12.17
TNF-a 14.48 60.31 40.36 16.32
MDA 4.93 13.98 6.98* 3.29
IGF-1p 16.82 134.11 83.22* 46.65
IFN-y 82.32 226.80 117.35 54.29
SHAM-A
SOD 8.22 22.61 11.64* 5.00
NO 12.02 64.66 33.05 21.28
TNF-a 2.21 39.55 16.65* 13.73
MDA 4.52 20.82 6.90* 6.38
IGF-1P 6.72 71.64 14.27* 25.55
IFN-y 107.75 177.71 141.80 25.71
MP-A
SOD 8.58 49.46 14.49* 15.37
NO 9.08 53.58 25.26 19.98
TNF-a 3.76 28.16 5.95* 9.37
MDA 3.34 9.90 5.54* 2.47
IGF-1B 13.46 401.88 239.92* 157.34
IFN-y 57.02 219.27 126.66 70.78
LV-A
SOD 4.27 16.91 10.54* 4.68
NO 7.02 95.71 29.79 36.27
TNF-a 5.83 143.73 24.30* 50.93
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Tablo 6: Spinal kord yaralanmasinin akut doénemine ait biyokimyasal bulgularin
sonuglarinin gruplar arasinda farkli oldugu tespit edildi. One-Way Analysis of
Variance (ANOVA) testi ve Krusskal-Wallis testi. p<0.05 (MDA: Malondialdehit,
IGF-1B: Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1beta, IFN-y: Interferon-gamma, SOD:
Stiperoksit dismutaz NO: Total nitrit/ nitrat, TNF-a: Tumor nekrozis faktor-alfa,

F: F puant. X% ki-kare. df: serbestlik dereceleri)

Akut donem

DEGISKEN X2 F* df p
MDA 2.287 3 0.515
IGF-1 8.967 3 0.030
IFN-y 1.259* 3 0.315
SOD 6.967 3 0.073
NO 0.151* 3 0.928
TNF-a 9.487 3 0.023

Tablo 7: Spinal kord yaralanmasinin akut donemine ait histopatolojik bulgularin
sonuglarinin ikili gruplar arasinda karsilagtirilmasi tablosu. Mann-Whitney U testi
ve Bonferroni correction testi. p<0.0083 (Z: Z puani)

Akut donem
GRUP (I/J) Degisken Z P
IGF-1 -0.160 0.873
KONTROL/ SHAM-A TNF_f 2082 0.037
IGF-1 -1.121 0.262
KONTROL/ LV-A TNF- f 0641 0.522
IGF-1 -2.242 0.025
KONTROL/ MP-A TNF_f 2799 0.006
IGF-1 -1.281 0.200
SHAM-A/ LV-A TNF-OE)) -* 061 0.337
IGF-1 -2.242 0.025
SHAM-A/ MP-A TNF_S 0,961 0.337
IGF-1 -2.242 0.025
LV-A/ MP-A TNF-O[L} -2.082 0.037
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4.2. Subakut doneme ait bulgular:
Histopaolojik incelemeler i¢in hematoksilen-eosin, MTS ve Toluidin mavisi ile
boyanan prepeparatlardaki bulgular birbirlerini destekler nitelikte oldugu goriildii.

Dolayisiyla bugular tek bir paragrafta birlikte degerlendirip yazildi.

4.2.1. Istk mikroskopisi

Resim 6: SHAM-S grubuna ait histopatolojik goriintilleme (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve X400)

SHAM-S grubunda beyaz ve gri madde sinir1 kaybolmus durumdadir. Hemorojinin yer yer
goriilmesine karsin biiylik oranda rezorbe oldugu dikkati ¢ekti. Genis kistik kavitasyonlar
ve likefaksiyon nekrozu alanlar1 belirgindi. Hemosiderin yiikli makrofajlarin varlig
dikkati c¢ekti. Akut gruba kiyasla hiicre infiltrasyonlarinin ve genel dejenerasyon
tablosunun daha hafif oldugu oldugu goriildii. Beyaz maddedeki miyelin kiliflarda
dejeneratif degisikliklerin ve sismelerin varlig1 yine tespit edildi. Medulla spinalisin akson
yapist bozulmus durumda oldugu goriildii. Bunun yaninda hemorajik alanlarin kismen
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rezorbe oldugu dikkati ¢ekmektedir. Aksonal uzantilarda kopmalarin belirgin oldugu

goriildii.
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Resim 7: MP-S grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve X400)

MP-S grubunda noéronal nekroz alanlar1 tespit edildi ancak doku biitiinliigiiniin iyi
oldugu tespit edildi. Azalmis doku hasar1 dikkati ¢ekti. Hemarojinin daha da iyi rezorbe
edildigi gorildii. Canliligint siirdiiren noronlarda reaktif degisikliklerin belirgin oldugu
goriildii. Tyilesme bulgular belirgindi. MP-S grubunda SHAM-S grubuna gére daha 1limli
bir tablo goriilmesine karsin histopatolojik bulgularin yine belirgin oldugu goriildi.
Medulla spinalisin longitudinal kesitlerinde akson yapisinda dejeneratif degisiklikler ve
miyelin kiliflarda sismelerin oldugu goriildii ancak SHAM-S grubu kadar siddetli olmadigi

dikkati gekti. Yer yer aksonal uzantilarda kopmalarin belirgin oldugu gortildi.
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Resim 8: LV-S grubuna ait histopatolojik goriintilleme (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve X400)

LVS-S grubunda genel durumun belirgin diizeyde iyi oldugu goriildii. Doku
biitiinliigliniin ve kanama alanlar1 rezorpsiyonun diger gruplara kiyasla ¢ok daha iyi
durumda oldugu tespit edildi. Reaktif degisikliklerin belirgin oldugu ndron sayilart MP-S
grubuna gore daha faza ve belirgin oldugu goriildii. Multipolar motor néronlarin ve genel
yapinin histolojik yapiya ¢ok yakin oldugu goriildi. LVS-S grubunda gerek medulla
spinalisin longitudinal kesitlerinde akson yapisin incelenmesinde gerekse de beyaz
maddedeki miyelin kiliflarin histopatolojik degerlendirilmelerinde olduk¢a iyi yonde
bulgular goriildii. Akson yapisinin ve miyelin kiliflarinin histolojik goriiniime yaklastiklar
tespit edildi. Aksonal uzantilardaki kopmalarin yayginligi ve siddetinin dnemli diizeyde

azaldig1 dikkati gekti.
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4.2.2. Histopatolojik inceleme

Calismanin subakut donemine ait histopatolojik inceleme sonuglarinin tanimlayici
tablo ve dagilim grafigi asagida sunuldu (Tablo 8, Grafik 4, Grafik 5, Grafik 6):

Elde edilen histopatolojik diizeylerin istatistiksel karsilastirmasinda tiim gruplar
arasinda kanama siddeti (X?=17.791, p<0.001), vakuolizasyon (X?=18.188, p<0.001) ve
nekrotik néron sayimi (X2=19.1 10, p<0.001) sonuglar1 arasinda anlamli diizeyde farklilik
oldugu tespit edildi (Tablo 9).

Tablo 8: Spinal kord yaralanmasinin subakut donemine ait histopatolojik bulgularin
tanimlayici tablosu (N: denek sayisi, SD: standart sapma)

Subakut donem

GRUP N Minimum Maksimum  Medyan SD
Kanama siddeti 6 0 3 1 1.26
KONTROL Vakuolizasyon 6 0 2 0 0.84
Nekrotik néron sayimi 6 0 2 1 0.82
Kanama siddeti 6 6 9 7 1.17
SHAM-S  Vakuolizasyon 6 7 9 8 0.82
Nekrotik néron sayimi 6 8 10 9 0.75
Kanama siddeti 6 2 6 4 1.60
MP-S Vakuolizasyon 6 4 8 5 1.38
Nekrotik néron sayimi 6 6 9 7 1.03
Kanama siddeti 6 3 5 4 0.98
LV-S Vakuolizasyon 6 4 7 5 1.26
Nekrotik néron sayimi 6 6 8 7 0.82
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Tablo 9: Spinal kord yaralanmasinin subakut donemine ait histopatolojik bulgularin
sonuglarinin gruplar arasinda farkli oldugu tespit edildi. Krusskal-Wallis testi.

p<0.05 (F: F puani. X?: ki-kare. df: serbestlik dereceleri)

Subakut donem

DEGISKEN X? df p

Kanama siddeti 17.791 3 <0.001
Vakuolizasyon 18.188 3 <0.001
Nekrotik néron sayimi 19.110 3 <0.001

Gruplarin ikili karsilastirma sonuclar1 asagida yer alan tabloda ayrintili olarak

sunulmustur (Tablo 10).

Tablo 10: Spinal kord yaralanmasinin subakut donemine ait histopatolojik bulgularin
sonuglarinin ikili gruplar arasinda karsilagtirilmasi tablosu. Mann-Whitney U testi
ve Bonferroni correction testi. p<0.0083 (Z: Z puani)

Subakut donem

GRUP (1/J) Kanama siddeti | Vakuolizasyon | Nekrotik néron sayimi
7 p Z p Z p
KONTROL/ SHAM-S  -2.913 0.004 | -2.961 0.003 | -2.934 0.003
KONTROL/ MP-S -2.441  0.015 | -2.956 0.003 | -2.929 0.003
KONTROL/ LV-S -2.714  0.007 | -2.956 0.003 | -2.934 0.003
SHAM-S/ MP-S -2.756  0.006 | -2.290 0.022 | -2.472 0.013
SHAM-S/ LV-S -2.918 0.004 | -2.714 0.007 | -2.858 0.004
MP-S/ LV-S 0.000 1.000 | -0.749 0.454 | -1.187 0.235

59



10

1 [l g

Value KANAMA SIDDETI

[

[=]

Grafik 4: Subakut doneme ait kanama siddeti diizeyi degerleri bar grafigi

il

T
1 2 3 4 5 &

T 1T T 17T 17T T 7T 7T 17 T T T T T T
101112 13 14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24

Denek Numarasi

S-di S-INYHS TOHLNOXM

S-A1

1

JOHMLNOM

S-WYHS

Value VAKUOLIZASYON

il

S-dN

S-A1

Grafik 5: Subakut doneme ait vakuolizasyon diizeyi degerleri bar grafigi

il

T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 1819 20 21 22 23 24

Denek Numarasi

dnydo

dNyo

60



JOHLNOM

o
= 0 [ |—]
=
x
@ 7] @
=z B =
g . =
Q 2 w
z 8
0
é 10 S
g
_| =
i ° o
2 4 ]
s
S 0 LI ]

SA1

1]

T T T 1 T T T T 1T 1 T T T T 17
1 2 3 4 5 6 7 & 8 10111213 141516 17 1818 20 21 22 23 24

Denek Numarasi

Grafik 6: Subakut doneme ait nekrotik noron sayim sonuglart bar grafigi

Calismanin subakut dénem gruplarina ait aksonal fragmentasyon, dejenerasyon ve
sisme bulgularinin histopatolojik goriintiileri, tanimlayici tablosu ve bu degerlerin dagilim
grafikleri asagida sunuldu (Resim 9, Tablo 11, Grafik 7).

Elde edilen histopatolojik diizeylerin istatistiksel karsilastirmasinda tiim gruplar
arasinda aksonal fragmantasyon, dejenerasyon ve sisme bulgular: bakimindan (X?=20.496,
p<0.001) anlaml1 diizeyde farklilik oldugu tespit edildi (Tablo 12).

Gruplarm ikili karsilastirilmasi sonrasinda gruplar arasinda MP-A/ LV-A gruplari
hari¢ aksonal fragmentasyon, dejenerasyon ve sisme bulgulari bakimindan istatistiksel

anlaml1 bir farkliliklar oldugu tespit edildi (Tablo 13, Grafik 7).
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Resim 8: Tiim subakut donem gruplarina ait aksonal fragmentasyon, dejenerasyon ve sisme bulgularinin
histopatolojik goriintiileri (H&E, MTS ve toluidin mavisi; X100 ve X400)

Tablo 11: Spinal kord yaralanmasinin subakut donemine ait aksonal fragmentasyon,
dejenerasyon ve sisme bulgularin tanimlayici tablosu (SD: standart sapma)

GRUP Minimum Maximum Median SD
KONTROL 0 1 0 0.52
SHAM 9 12 11 1.03
MP 4 7 6 1.17
LV 3 6 5 1.05

Tablo 12: Spinal kord yaralanmasinin subakut donemde gelisen aksonal fragmantasyon,
dejenerasyon ve sisme bulgularmin  gruplar arasindaki  farkliliginin
karsilastirilmasi tablosu. Krusskal-Wallis testi. p<0.05 (X% ki-kare, df: serbestlik

dereceleri)
DEGISKEN X2 df p
Aksonal fragmentasyon, dejenerasyon ve sisme 20.496 3 <0.001
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Tablo 13: Spinal kord yaralanmasinin subakut donemine ait aksonal fragmentasyon,
dejenerasyon ve sisme bulgulart sonuglarmin ikili gruplar arasinda
karsilastirilmasi tablosu. Mann-Whitney U testi. p<0.0083 (Z: Z puani)

GRUP (1/J) Aksonal fragmentasyon, dejenerasyon ve sisme
4 p
KONTROL/ SHAM -2.961 0.003
KONTROL/ MP -2.950 0.003
KONTROL/ LV -2.950 0.003
SHAM/ MP -2.913 0.004
SHAM/ LV -2.913 0.004
MP/ LV -1.803 0.071
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Grafik 7: Subakut doneme ait aksonal fragmentasyon, dejenerasyon ve sisme bulgularinin bar grafigi
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4.2.3.Biyokimyasal inceleme

Tablo 14: Spinal kord yaralanmasinin subakut donemine ait biyokimyasal bulgularin
tamimlayict tablosu (MDA: Malondialdehit, IGF-1p: Insiilin benzeri biiylime
faktorii-1beta, IFN-y: Interferon-gamma, SOD: Siiperoksit dismutaz NO: Total

nitrit/ nitrat, TNF-o: Tumor nekrozis faktor-alfa, SD: Standart sapma)

GRUP N  Minimum Maksimum Ortalama/Medyan(*) SD
MDA 5.05 18.02 8.91 4.62
IGF-1P 14.31 123.57 76.87* 35.97
KONTROL IFN-y 6 134.94 234.49 170.59 41.45
SOD 4.68 11.68 7.718* 2.94
NO 19.76 56.10 33.55* 12.17
TNF-a 14.48 60.31 40.36 16.32
MDA 3.74 10.77 7.49 2.70
IGF-18 8.98 47.07 14.03* 15.24
SHAMLS IFN-y 97.46 303.97 202.78 76.86
SOD 7.13 46.27 16.9100* 13.50
NO 12.90 97.13 60.55* 33.62
TNF-o 5.02 65.79 30.31 23.39
MDA 2.13 6.44 4.22 1.59
IGF-1P 4.28 872.40 12.51* 325.38
MP-S IFN-y 7 31.99 427.34 183.06 139.56
SOD 4.17 39.50 18.90* 11.32
NO 9.73 144.93 36.60* 53.40
TNF-a 2.94 32.74 12.14 11.53
MDA 2.84 10.07 6.66 2.46
IGF-18 10.91 23.97 13.25* 5.42
V.S IFN-y 8 32.57 465.98 198.37 132.29
SOD 6.12 27.10 10.73* 7.24
NO 7.35 59.79 10.64* 19.93
TNF-a 4.26 85.29 39. 86 32.01
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Calismanin subakut donemine ait biyokimyasal inceleme sonucglar1 asagidaki

tanimlayici tabloda ve dagilim grafiklerinde ayrintili olarak verildi (Tablo 14).

Gruplar arasinda IGF-1B (X?=9.081, p=0.028) ve SOD (X?=9.853, p=0.020)

degerleri bakimindan istatistiksel anlamli farklilik oldugu saptandi (Tablo 15).

Subakut doneme ait gruplarin ikili karsilastirmalar1 sonunda SOD degerlerinin

KONTROL/ SHAM-S gruplari (Z=-2.711, p=0.007) ve IGF-1p degerlerinin KONTROL-

LV-S (Z=-2.711, p=0.007) gruplar1 arasinda istatistiksel yonden farkli oldugu tespit edildi

(Tablo 16, Grafik 8, Grafik9, Grafik10, Grafik11, Grafik12, Grafik13).

Tablo 15: Spinal kord yaralanmasinin subakut doénemine ait biyokimyasal bulgularin

sonuglarinin gruplar arasinda farkli oldugu tespit edildi. One-Way Analysis of
Variance (ANOVA) testi ve Krusskal-Wallis testi. p<0.05 (MDA: Malondialdehit,
IGF-1B: Insiilin benzeri biiyiime faktori-1beta, IFN-y: Interferon-gamma, SOD:
Stiperoksit dismutaz NO: Total nitrit/ nitrat, TNF-a: Tumor nekrozis faktor-alfa,
F: F puani. X% ki-kare. df: serbestlik dereceleri)

Subakut donem

Degisken X2 F* df p
MDA 2.989* 3 0.050
IGF-1B 9.081 3 0.028
IFN-y 129* 3 0.942
SOD 9.853 3 0.020
NO 6.811 3 0.078
TNF-a 2.313* 3 0.100
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Tablo 16: Spinal kord yaralanmasinin akut doénemine ait histopatolojik bulgularin
sonuglarinin ikili gruplar arasinda karsilagtirilmasi tablosu. Mann-Whitney U testi
ve Bonferroni correction testi. p<0.0083 (Z: Z puani)

Akut donem
GRUP (I/ J) Degisken Z P
IGF-1p -0.160 0.873
KONTROL/ SHAM-A TNF-g 2082 0.037
IGF-1pB -1.121 0.262
KONTROL/ LV-A TNF-q. 0641 0.522
IGF-1B -2.242 0.025
KONTROL/ MP-A TNF-q 2792 0.006
IGF-1pB -1.281 0.200
SHAM-A/ LV-A TNF-o % 061 0.337
IGF-1p -2.242 0.025
SHAM-A/ MP-A TNF-o 0,961 0.337
IGF-1pB -2.242 0.025
LV-A/ MP-A TNF-o -2.082 0.037
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Grafik 8: Tiim deney gruplarina ait malondialdehid diizeyi degerleri grafigi (MDA:

malondialdehit)
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Insiilin benzeri biiylime faktdrii-1beta (pg/mg protein)
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Grafik 9: Tiim deney gruplarina ait insiilin benzeri bitytime faktorii-1beta diizeyi degerleri grafigi
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Grafik 10: Tiim deney gruplarina ait interferon-gamma diizeyi degerleri grafigi
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Grafik 11: Tim deney gruplarina ait siiperoksit dismutaz diizeyi degerleri grafigi
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Grafik 12: Tim deney gruplarina ait total nitrit/ nitrat diizeyi degerleri grafigi
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Grafik 13: Tiim deney gruplarina ait timor nekrozis faktor-alfa diizeyi degerleri grafigi

4.3. Her bir grubun akut ve subakut doneme ait verilerinin ikili

karsilastirmasi

Akut ve subakut donemlere ait gruplarin histopatolojik evreleme verilerinin
istatistiksel karsilastirilmasi tablosu asagida sunuldu (Tablo 17):

SHAM-A/ SHAM-S gruplar1 arasinda kanama siddeti (Z=-2.827, p=0.005),
vakuolizasyon (Z=-2.458, p=0.014) ve nekrotik noron sayimi (Z=-2.918, p=0.004)
sonuglart bakimindan istatistiksel anlamli fark saptandi. Ayrica MP-A/ MP-S gruplar
arasinda kanama siddeti (Z=-2.599, p=0.009) degerleri bakimindan istatistiksel anlamli
fark saptandi. LV-A/ LV-S gruplar arasinda da kanama siddeti (Z=-2.632, p=0.008) ve
nekrotik néron sayimi (Z=-2.735, p=0.006) sonuglar1 bakimindan istatistiksel anlamli fark

saptand1. (Tablo 17).
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Tablo 17: Spinal kord yaralanmasinin akut ve subakut donemine ait histopatolojik
bulgularin sonuglarmin her bir grup igin karsilastirma tablosu. Mann-Whitney U

testi, p<0.05

GRUP (1/J) Degisken Z p

SHAM-A/ SHAM-S Kanama siddeti -2.827 0.005
Vakuolizasyon -2.458 0.014
Nekrotik néron sayimi -2.918 0.004

MP-A/ MP-S Kanama siddeti -2.599 0.009

LV-A/ LV-S Kanama siddeti -2.632 0.008
Nekrotik néron sayimi -2.735 0.006

Akut ve subakut donemlere ait gruplarin biyokimyasal analiz verilerinin

istatistiksel karsilagtiritlmasi tablosu agagida sunuldu (Tablo 18)

SHAM-A/ SHAM-S gruplar arasinda IGF-1p (t=-2.324, p=0.020) ve IFN-y (t=-

2.314, p=0.039) sonuglar1 bakimindan istatistiksel anlamli fark saptandi. Ayrica LV-A/

LV-S gruplar arasinda da IGF-1f (t =-2.582, p=0.010) sonuglar1 bakimindan istatistiksel

anlamli fark saptandi. (Tablo 18).

Tablo 18: Spinal kord yaralanmasimin akut ve subakut donemine ait biyokimyasal
inceleme sonuglarinin her bir grup igin karsilastirma tablosu. Mann-Whitney U

testi ve bagimsiz degiskenler t testi, p<0.05

GRUP (1/J) Degisken Z/t (%) p

SHAM-A/ SHAM-S IGF-1B -2,324 0,020
IFN-y -2.314* 0.039

LV-A/LV-S IGF-1p -2.582 0.010
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5. TARTISMA

1984 yilinda 330 hasta lizerinde yapilan NASCIS-1 (National Acute Spinal Cord
Injury Study), NASCIS-2 ve 1997 yilinda sonuglar1 yaymlanan NASCIS-3 ¢ok merkezli
cift kor calismalarina gore yiiksek doz metilprednisolonun omurilik yaralanmasi iizerine
tyilestirici etkileri oldugu ortaya konmustur.

Literatiirde levetirasetamin antiepileptik etkisinin yani sira néroprotektif etkisinin
de oldugu gosterilmis ancak bu etkiyi hangi mekanizmalar {izerinden ortaya koydugu tam
olarak agiklanamamustir (50, 57, 58). Yapilan bazi ¢alismalarda levetirasetamin “N” tipi
kalsiyum kanallarin1 kapatarak hem antiepileptik etki hem de noroprotektif etki
olusturdugu rapor edilmistir (59, 60). Bunun yan1 sira yapilan baska ¢alismalarda SV2A
proteinine baglanan levetirasetamin GABA-A antagonistlerinin aktivitesini diizenleyerek
noroprotektif etki gosterdigi diistinilmiistir (61, 62). Bir baska calismada ise status
epileptikusta levetirasetamin glutatyon diizeyini arttirdigini ve boylece mitokondriyal
islevler tizerinde olumlu etki olusturdugunu ve bunun néron koruyucu etkiye yol a¢tigini
ileri stirmiislerdir (63). Madeja ve ark ise levetirasetamin hiicre i¢ine potasyum akisini
azaltip hiicre membranini stabilize ederek geri doniisiimsiiz hiicre hasarini engelledigini
bildirmigtir (64, 65). Inflamasyon siiresince astrositler arasindaki Ca+2 bagimh
sinyalizasyon bozulmakta ve bu sirada IL-1p artisina bagli hiicreler aras1 gap baglantilari
bozulmaktadir. Bu ise ortamda glutamata birikimine neden olmaktadir. Levetirasetamin bu
IL-1B salinimini azalttigi bazi calismalarda gosterilmistir. Levetirasetam bu 6zelliginin
yant sira inflamasyon gelisen noral dokularda astrositler arasinda yer alana hiicreler arasi
gap baglantilarim1 da diizeltebilmektedir. Ayrica astrositlerin membran dinlenme
potansiyellerini de normalize edebilmekte ve hiicre i¢i iskelet yapisinin ve aktin
baglantilarinin yeniden diizenlenmesinde yardimci olabilmektedir (66). Diger yandan

yapilan c¢alismalarda TGF-1B T hepler lenfositler iizerinde etkili oldugu ve bu hiicreleri
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inflamasyonlu doku alanina ¢agirdig1 bilinmektedir. Levetirasetamin bu sitokin tizerinde
etkili oldugu ve inflamasyonun ge¢ doneminde bu sitokini uyararak hiicresel yeniden
yapilanmaya katkida bulundugu gosterilmistir (67). Ayrica TNF-o, matriks
metalloproteinazlar ve oksidatif stres tizerinde de levetirasetamin potansiyel etkilerinin
oldugu ve bu sitokin ve proteinleri azaltigi rapor edilmistir (68).

5.1.1. Akut doneme ait bulgular

Histopatolojik inceleme sonuglarina bakildiginda tiim gruplar arasinda kanama
siddeti, vakolizasyon ve nekrotik noron sayimlari bakimindan farklilik oldugu gorildii.
ikili  karsilastirma sonuglar1 incelendiginde hem metilprednizolonun hem de
levetirasetamin kanam siddetini, vakuolizasyonu ve nekrotik néron sayim sonuglarini
azalttiklar1 saptandi. Her ne kadar bu sonuglar saglikli doku diizeylerine yaklasamamis olsa
da hig¢bir farmakolojik ajan verilmeyen travma grubuna gore belirgin sekilde sonuglar daha
iyl diizeyde idi. Bu bulgularla hem levetirasetamin hem de metilprednizolonun ratlarda
olusturulan omurilik yaralanmasinda histopatolojik bakimdan iyilestirici etkilerinin oldugu
diisiiniildii. Ancak biyokimyasal inceleme sonuglarina bakildiginda gruplar arasinda sadece
IGF-1B ve TNF-a diizeyleri bakimindan farklililk oldugu ancak gruplarin ikili
karsilagtirmalar1 sonunda bu farkliligin ortadan kalktigi goriildii. Bu bulgularla gerek
metilprednizolonun gerekse levetirasetamin biyokimyasal agidan inflamatuar siiregleri
azaltma veya durdurma bakimindan etkili olamadig1 varsayildi.

Sonug¢ olarak her iki farmakolojik ajaninda ratlarda olusturulan omurilik
yaralanmasinda histopatolojik olarak dokularda iyilestirici etkinliginin oldugu ancak bu
etkinligi biyokimyasal olarak ortaya koyamadigi gozlendi. Bu bulgularla levetirasetam
isimli farmakolojik ajanin hangi inflamatuar siire¢ler iizerinden bu iyilestirici etkiyi ortaya
cikardigmma yonelik ileri diizey deneysel calismalarin yapilmasmin gerekli oldugu

diisiincesine ulagildi.
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5.2. Subakut doneme ait bulgular:

Bu déneme ait histopatolojik inceleme verilerine bakildiginda yine tiim gruplar
arasinda kanama siddeti, vakuolizasyon ve nekrotik néron sayim sonuglari arasinda
belirgin farklilik oldugu saptandi. Ikili karsilastirma sonuglarina bakildiginda ise kanama
siddeti bakimindan kontrol grubu hari¢ diger gruplar arasinda farklilik olmadig gorildii.
Diger yandan vakuolizasyon ve nekrotik ndéron sayim diizeyleri bakimindan da yine
kontrol grubu verileri hari¢ diger gruplar arasinda farklilik olmadig1 saptandi. bu bulgularla
ne metilprednizolonun ne de levetiratesam isimli farmakolojik ajanin ratlarda olusturulan
omurilik yaralanmasinin subakut doneminde iyilestirici etkinliginin olmadig diisliniildii.
bu doneme ait aksonal fragmantasyon, dejenerasyon ve aksonal sisme diizeyleri
incelendiginde gruplar arasinda belirgin farklilik oldugu saptandi. Gruplarin ikili
karsilastirma sonuglarina bakildiginda ise hem metilprednizolonun hem de levetirasetam
isimli farmakolojik ajanin aksonal fragmantasyon, dejenerasyon ve aksonal sisme tizerinde
azaltici etkisinin oldugu gozlendi ve her iki deneysel ajaninda ratlarda olusturulan omurilik
yaralanmasinin subakut doneminde aksonal hasar iizerine belirgin iyilestirici etkinliginin
oldugu disiintildii. Ancak biyokimyasal analiz sonuglarina bakildiginda tiim gruplar
arasinda IGF-1B ve SOD diizeyleri arasinda farklilik oldugu gézlendi ancak gruplarin ikili
karsilagtirma sonuglaria bakildiginda bu farkliligin ortadan kalktig1 goriildii.

Tiim bulgular 15181nda her iki deneysel farmakolojik ajaninda ratlarda olusturulan
omurilik yaralanmasinin subakut doneminde gerek histopatolojik gerek biyokimyasal
yonden iyilestirici etkinliginin olmadigi ancak aksonal yapilar iizerinde belirgin diizeyde
bir iyilestirme etkinliginin oldugu sonucuna ulasildi.

5.3. Her bir grubun akut ve subakut doneme ait verilerinin ikili karsilastirmasi

Calismanin sonunda her bir gruba ait akut ve subakut donem hsitopatolojik

inceleme sonuglar1 analiz edildiginde omurilik yaralanmasi olusturulup hicbir deneysel
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ajan verilmeyen grupta akut doneme ait kanama siddeti, vakuolizasyon ve nekrotik néron
sayim sonuglarinin subakut déneme gore belirgin yiiksek oldugu saptandi. Diger yandan
metilprednizolon verilen gruba ait akut donemdeki kanama siddeti diizeyinin subakut
doneme gore belirgin yiiksek oldugu goriildii ve bu bulgu ile metilprednizolon isimli
deneysel ajanin ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasinin subakut doneminde kanama
siddetini  azaltabilecegi diisiiniildii. Levetirasetam verilen gruplarin sonuglarina
bakildiginda ise akut doneme ait kanama siddeti ve nekrotik néron sayim sonuglarmin
subakut doneme nazaran daha yiiksek oldugu gozlendi ve bu bulgularla bu ajanin ratlarda
olusturulan omurilik yaralanmasinda kanama siddetini ve nekrotik néron sayim sonuglarini
azaltma yoniinde etkinliginin olabilecegi sonucuna ulasildi. Biyokimyasal analiz
sonuclarina bakildiginda ise omurilik yaralanmasi olusturulup higbir deneysel ajan
verilmeyen sham grubunda akut doneme ait IGF-1f ve IFN-y diizeylerinin subakut doenem
ait verilere gore belirgin yiiksek oldugu gozlendi. Diger yandan levetirasetam verilen gruba
ait IGF-1p diizeylerinin akut donemde belirgin yiiksek oldugu ve yaralanmanin subakut
doneminde bu diizeylerin belirgin sekilde azaldigi saptandi.

Tiim bu bulgular 1s18inda her iki farmakolojik ajaninda omurilik yaralanmasinin
subakut doneminde omurilikte olusan yaralanmaya ikincil kanama siddetini belirgin
azaltic1 etkisinin oldugu, diger yandan levetirasetam isimli ajanin ayrica nekrotik ndron
sayim sonuglarini da uzun donemde azaltabildigi diisliniildii. Ancak her iki ajaninda lipid
peroksidasyon iizerinde etkinliginin olmadigi, ayrica superoksit dismutaz ve nitrik oksit
tizerinde bir degistirici etkinliginin olmadig1r ve ayrica akut faz reaktanlarindan TNF-a
tizerinde de etki gostermedikleri ve dolayisi ile inflamatuar siirecler iizerinde bir etki
olusturamadiklar1 gozlendi. Her ne kadar levetirasetam isimli ajan IGF-1p diizeylerini
azaltip belki bu yol {izerinden nekrotik néron sayim sonuglarini azaltiyor gibi goriinse de

bu bulguya yonelik daha ileri diizey calismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna ulagildi.
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IFN-y diizeylerinin daha c¢ok omurilik yaralanmasinin kronik siirecinde Th2 hiicreleri
tarafinda yiikseltildigi ve doku yeniden organizasyonunda etkili oldugu bilinmektedir.
Nitekim bu ¢alismada da IFN-y diizeyleri bakimindan akut ve subakut déonem sonuglari
bakimindan farkliligin gésterilememesinin ¢alismanin belirlenen siiresinden kaynaklandigi
diistintildi.

5.4.Calismanin kisithhklar:

Bu c¢alismanin bazi kisitliliklar1 oldugu saptandi. Birincisi, bu ¢alisma ratlarda
olusturulan omurilik yaralanmasinin akut ve subakut donemlerini igcermekte olup kronik
siirece ait verileri igermedi. Ikincisi, baz1 teknik finansal problemler nedeni ile deneyde
kullanilan farmakolojik ajanlarin iyilestirici etkinligini goéstermeye yonelik ayrintili
histopatolojik (immiinhistokimya, elektron mikroskopi, fluoresans mikroskopi gibi) ve
biyokimyasal (Western blood, polimerize zincir reaksiyonu (PCR)-gen ekspresyon analizi
gibi) analiz yontemleri kullanilamadi. Uciinciisii, belirlenen deney siiresinin kisa olmasi
nedeni ile deney gruplarindaki deneklere fonksiyonel geri kazanima ait testler
uygulanamadi. Dordiinciisti, deneklerin viicut hacim ve boyutlarin kiigiik olmasi nedeni
ile omurilik yaralanmasinin radyolojik goriintiilerini elde etmeye yonelik testler (manyetik

rezonans goriintiileme gibi) uygulanamadi.

6. SONUCLAR
1. Her iki farmakolojik ajanin da ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasinin
akut doneminde dokularda histopatolojik olarak iyilestirici etkinliginin oldugu
ancak bu etkinligi biyokimyasal olarak ortaya koyamadig1 gézlendi.
2. Her iki deneysel farmakolojik ajanin da ratlarda olusturulan omurilik
yaralanmasinin  subakut doneminde gerek histopatolojik ve gerekse
biyokimyasal yonden iyilestirici etkinliginin olmadig1 saptanda.
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3. Her iki deneysel farmakolojik ajanin da ratlarda olusturulan omurilik
yaralanmasinin  subakut doneminde hasarli aksonal yapilar iizerinde
histopatolojik yonden belirgin diizeyde bir iyilestirme etkinliginin oldugu
gortldii.

4. Her bir gruba ait akut ve subakut dénem histopatolojik inceleme sonuglar1
analiz edildiginde metilprednizolon verilen gruplarda subakut donemdeki
kanama siddeti diizeyinin belirgin azaldigr goriilldi ve bu bulgu ile
metilprednizolon isimli deneysel ajanin ratlarda olusturulan omurilik
yaralanmasinin  subakut doneminde kanama siddetini azaltabilecegi
diistiniildii.

5. Her bir gruba ait akut ve subakut donem histopatolojik inceleme sonuglari
analiz edildiginde levetirasetam verilen gruplarda subakut doénemde ait
kanama siddeti ve nekrotik ndron sayim sonuglarnin belirgin azaldig
gozlendi ve bu bulgularla bu ajanin ratlarda olusturulan omurilik
yaralanmasinda kanama siddetini ve nekrotik ndron sayim sonuglarini azaltma
yoniinde etkinliginin olabilecegi sonucuna ulasildi.

6. Diger yandan levetirasetam verilen gruba ait IGF-1f diizeylerinin subakut
doneminde bu diizeylerin belirgin sekilde azaldig1 saptandi.

Her ne kadar literatiirde levetirasetamin serebral noronal dokularda IL-1B, TGF-
1B, TNF-0, matriks metalloproteinazlar ve oksidatif stres tizerinde diizenleyici etkilerinin
oldugu gosterilmis olsa da bu c¢alismada bu bulgular desteklenemedi. Bu durumun
caligmanin omurilik yaralanmasi {izerinden yapilmasindan, bu parametrelerin omurilik
dokusunda Olclilmeye c¢alismasindan ve deney siiresinin kisa olmasindan kaynaklandigi
diisiiniildii. Diger taraftan bu deneysel calismanin sonunda her iki farmakolojik ajanin da

ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasmin akut déneminde dokularda histopatolojik
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olarak 1yilestirici etkinliginin oldugu ancak bu etkinligi subakut donemde devam
ettiremedigi ve gerek akut ve gerekse subakut donemde her iki farmakolojik ajaninda
biyokimyasal veriler iizerinde degistirici etkinliginin olmadigi bulundu.

Tiim bu bulgular 15181inda levetirasetam isimli farmakolojik ajanin omurilik
yaralanmasinin akut doneminde dokularda histopatolojik olarak iyilestirici etkilerinin
hangi inflamatuar siiregler lizerinden ortaya koyduguna yonelik ileri diizey deneysel

caligmalarin yapilmasinin gerekli oldugu diisiincesine ulasildi.
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