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OZET
Omurilik yaralanmalar1 halen tedavi edilemeyen ancak rehabilite edilebilen
bir siiregtir. Omurilik yaralanmalarindaki ikincil hasarin erken inflamatuvar yanittan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada metilprednisolon ve parecoxib isimli
ilaglarin olasi iyilestirici etkileri aragtirilmistir.
Calisma 300-350 gram erkek 54 Wistar Albino rat tizerinden yiiriitildi.
Ratlar KONTROL grubu, akut donem ve subakut donem olmak {izere {i¢ ana gruba

ayrildi. KONTROL grubu hari¢ deneklerin omuriligine T7-8 laminektomi sonrasi 1

dakika siireyle “gecici vaskiiler anevrizma klibi” konulup omurilik hasar

olusturuldu. Dort saat sonra KONTROL ve SHAM grubu hari¢ deneklere ilaglar

intraperitoneal verildi. Akut doneme ait denekler 72 saat ve subakut doneme ait
denekler 7 giin sonunda sakrifiye edildi.

Parecoxibe ve metilprednizolonun tek basina ve digeri ile birlikte verildigi
kosulda ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasiin akut ve subakut donemine ait
histopatolojik bulgular1 diizeltemedigi saptandi. Biyokimyasal analizlerde iki ilacin
tek basma veya birlikte kullaniminin ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasinin
akut ve subakut donemine ait malondialdehit, caspase-3 ve myeloperoksidaz
diizeylerini azaltici etkiye sahip olmadigi tespit edildi. Parecoxibe ve
metilprednizolonun tek basmna ve digeri ile birlikte verildigi kosulda ratlarda
olusturulan omurilik yaralanmasmin subakut doneminde TNF-o gen ekspresyon
diizeylerinin azalttig1 ancak akut donemde bu ilaglarin bu sitokin {izerinde etkisinin
olmadig1 saptandi. Her ne kadar metilprednizolon yaralanmanin akut doneminde
TGF-1p gen ekspresyonunu artirtyor olsa da bu ilaglarin subakut dénemde bu sitokin

tizerinde etkisinin olmadigi gézlendi.
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Sonug olarak ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasi modelinde her iki
ilacin tek basma veya digeri ile kombine kullannminda tedavi edici etkilerinin

olmadig1 diisiintildii.

Anahtar kelimeler: caspase-3, ikincil yaralanma, malondialdehit,

metilprednizolon, myeloperoksidaz, omurilik yaralanmasi, parecoxib, TGF-1p,

TNF-a
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ABSTRACT

Today spinal cord injury (SCI) could rehabilitate but not treat adeuatelly. It
has been thought secondary injury may be initiated by early inflammatory process.
This study was conducted to investigate possible beneficial effects of
methyplprednisolone and parecoxib in tretament of SCI.

Fifty four male Wistar albino rats were divided into CONTROL, acute and
subacute stage groups. Then, to develop SCI temporary aneurysm clip was attempted
to their spinal cord after T7-8 laminectomy and four hours later exprerimental drugs
were administered to rats intraperitoneally except CONTROL and SHAM groups.
Acute stage animals were sacrified 72 hours later and subacute stage animals were
sacrified 7 days later for histopathological and biochemical investigation and for
gene expression analyses.

Parecoxibe and methylprednisolone and their combination could not improve
histopathological grades in any stage properly. They also could not decrease
malonyldialdehyde, caspase-3, myeloperoxidase levels in any stage. Parecoxib and
methylprednisolone could decrease the TNF-o gene expression in subacute stage but
not affect in acute stage. Although methylprednisolone could increase TGF-1p gene
expression levels in acute stage, they could not effect to this cytokine in subacute
stage.

As conclusion both experimental drugs or their combination had not any

beneficial effect in SCI model in rat.

Key  word: caspase-3, malonedialdehyde, methylprednisolone,

myeloperoxidase, parecoxib, secondary injury, spinal cord injury, TGF-1p, TNF-a
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1. GIRIS

Diinya tizerinde omurilik yaralanmasi orani yilda 23/1.000.000 civarinda
olup burada siklig1 erkek cinsiyet olusturmaktadir. Bu yaralanmalarin ¢ogu trafik
kazalar ve yliksekten diismeler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.

Birincil hasar yaralanma aninda olup néronal makaslanma, yirtilma,
distraksiyon ve kompresyon gibi omurilik {izerine dogrudan uygulanan mekanik
kuvvetlerin neden oldugu néral ve glial hiicre oliimiinden ve vaskiiler yapilarin
rastgele par¢alanmasindan kaynaklanir. SKY’ deki birincil hasar, daha sonra
hasarlanmanin biiyiimesine neden olacak sekonder hasarin olugmasinda g¢ekirdek
islevi goriir. Vaskiiler yapilarin rastgele hasari sonrasi meydana gelen kan akimi
kesilmesi hipoksi ve iskemi ile birlikte lokal enfarkt olusmasini saglar. Hasarlanan
alandan gecen noral yapilar ve ozellikle aksonlar fiziksel olarak kesintiye ugrar ve
myelin kalinliklarinda azalma meydana gelir. Yaralanma sonrasi ilk 2 saatte ortaya
¢ikan interlokinler (6zellikle interlokin-1a ve -1B) giiglii kemoatraktan maddeler olup
yarali dokuya ilk 48 saat i¢inde nétrofil ve monosit agirlikli inflamatuvar hiicre
infiltrasyonuna neden olur. Hem interlokinler ve hem de siklooksijenaz enzimleri
yaralanma sonrasi ilk 48 saatte yarali dokuda prostaglandinlerin (6zellikle PGE2)
sentezini ve salinimini artirir ki bunlar da adenilat siklaz tizerinden fosfoinositolleri
ve hiicre i¢i kalsiyumu artirir. Bu artis1 aspartat ve glutamat gibi noroeksitator
aminoasitlerin ortama salinmasi takip eder ve bu noral dokuda hasari artirici bir
faktordiir. Ote yandan omurilik ve periferik sinir hasarlarinda gelisen santral
noropatik agr1 fizyopatolojisinde de bu enzimin aktivasyon artist sorumlu
tutulmaktadir. Gelisen 6dem ve ortama gelen makrofajlar da sinir iletisinin

bozulmasina katkida bulunur Sonug olarak gri cevherin geri doniigsiiz hasarinin ilk
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saatler icinde oldugu, beyaz cevherin ise 72 saat igerisinde geri doniissiiz
hasarlandig1 diisiiniilmektedir. ikincil hasarin patofizyolojisini anlamaya yonelik
yapilan hayvan deneyi ¢alismalarindan elde edilen bulgular yikimin mikrovaskiiler
perfiizyonda degisim, serbest radikal liretimi ve lipit peroksidasyon, nekrotik ve
apoptotik hiicre Oliimii ve iyonik hemostazin bozulmasi sonucu ortaya ciktigini
gostermistir. Bu deneysel modellerde yaralanma sonrasi ortaya ¢ikan siireclerde en
onemli rolii notrofillerin ve makrofajlarin aldigi da tespit edilmistir.

Diger yandan omurga biyomekanigi arastirmalarinda ve cerrahi tekniklerde
ilerlemelere ve rehabilitasyon siirecindeki gelismelere ragmen omurilik hasarim
onaracak ve norolojik iyilesme saglayacak bir tedavi yontemi konusunda heniiz
belirgin bir ilerleme saglanamamistir. Omurilik yaralanmalarinda giiniimiize kadar
uygulanan baglica medikal tedaviler sunlardir: Akut tedaviler (antioksidanlar,
norotransmitter reseptor blokerleri, fosfokinaz stimulatorleri, fosfataz inhibitorleri);
kronik tedaviler (biiyiime ve biiylimeyi inhibe eden faktor blokerleri, intraseliiler
haberci modiilatorler, nakledilebilen hiicreler veya materyaller) ve potansiyel olarak
etkili olabilecek ilaglar (metilprednizolon, gangliozid (Gm-1), larazoidler, opiyat
antagonistleri, eksitator aminoasit antagonistleri, kalsiyum kanal blokerleri,
potasyum kanal blokerleri, serbest radikal tutuculari, antiinflamatuvar ajanlar,
norotransmitter  reseptdr  agonistleri, norotropik  faktorler, fetal doku
transplantasyonu, notralizan antikorlar, melatonin, hiperbarik oksijen, sistemik
hipotermi, minosiklin, eritropoetin, vd). Sonu¢ olarak omurilik yaralanmalari
giiniimiizde halen tedavi edilemeyen ancak rehabilite edilebilen bir siirectir.

Bu deneysel ¢alisma etkin bir ¢6ziim bulmaya yonelik olarak hazirlanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Epidemiyoloji

Diinya tizerinde omurilik yaralanmasi orani yilda 23/1.000.000 civarinda
olup burada siklig1 erkek cinsiyet olusturmaktadir. Bu yaralanmalarin ¢ogu trafik
kazalar1 ve yiiksekten diismeler nedeniyle ortaya cikmaktadir (44). Omurilik
yaralanmalarinda en sik yaralanan bolge servikal ve torakal bolgeler olup klinikte
siklikla tetrapleji ve parapleji ile sonuglanmaktadir. Ulkemizde yapilan bir ¢calismada
omurilik hasar1 insidans1 12.7/1.000.000 (erkek/kadin orani 2.5/1; tetrapleji gelisme
oran1 % 32.18; parapleji gelisme orant % 67.18) olarak bildirilmektedir (24). Bir
baska calismada ise vakalarin biiyiik cogunlugunu geng¢ erkeklerin olusturdugu
(ortalama yas: 33,4+15,0; %73 erkek, %27 kadm) ve vakalarda birincil nedenin
motorlu ara¢ kazalari (%35,1) ve ikincil nedenin ise yiiksekten diisme (%18.8)
oldugu tespit edilmistir (50).

2.2. Kisa tarihge

Omurilik hasari ile ilgili bulgular antik déneme kadar (M.O 3000-2500)
uzanmakta ve Misirh cerrahlarca yazilan Edwin Smith Papiriis’de rastlanmaktadir
(54). Hipokrat ise yaklasik M.O 400 yillarinda paraplejiyi tarif etmis ve sonraki
yillarda Aulus Cornelius Celcius tarafindan bildirilen ve yaralanma sonrasi olusan
spinal deformitelerin diizeltilmesi amaciyla kullanilan bir traksiyon cihazi
gelistirilmistir (33). Galen ise deneysel olarak kesilen medulla segmentinin altinda
duyu ve hareket kayb1 oldugunu bildirmistir (46).

2.3. Omurilik embriyolojisi ve anatomisi

Embriyonik donemin 3. haftasinda ektodermin kalinlasmasini takiben

ektodermin altinda yer alan notokord ve mezodermin indiiklenmesi sonrasi noral
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plak olusur ve bu plaktan noral tiip ve krista noralis gelisir (11). Noral tiip merkezi
sinir sistemine zemin hazirlarken krista noralis de periferik sinir sistemine farklilasir.
Omuriligin ortalama uzunlugu erkeklerde 45 cm, kadinlarda 42-43 cm ve agirlig ise
yaklasik 30 gramdir. Omurilik atlas’in list kenar1 ile L1- L2 vertebra arasinda uzanir
ve vertebral kanalin ist 2/ 3’tiniinde yer alir. Omurilik distan i¢e dogru dura,
araknoid ve pia olarak adlandirilan membranlarla 6rtiilii olup dura ve araknoid zarlar
arasinda subdural aralik yer alir. Araknoid ve pia zarlar1 arasini iginde beyin omurilik
stvist (BOS) dolasan subaraknoid aralik yer alir. Omurilikten 8 servikal, 12 torakal, 5
lumbar, 5 sakral ve 1 koksigeal spinal sinir ¢ifti ¢ikar. Omuriligin kendisi gri ve
beyaz maddeden olusur. Gri madde (substantia grisea centralis) simetrik iki bolim
icerir. Bunlar ciplak gozle goriilebilen santral kanalin icinden gectigi transvers
komissur tarafindan birlestirilir. Anterior ve posterior kolonlar olarak boliimlere
ayirir. 1ki ventral kolu anterior gri boynuz, iki dorsal kolu posterior gri boynuz, daha
kiiciik lateral yansimalar1 lateral gri boynuzlar olarak adlandirilir. Merkezindeki
kiicik bosluk santral kanaldir. Gri madde destek doku ve noOron hiicre
cisimciklerinden olusur. Fonksiyonel olarak ventral taraf motor ve dorsal taraf
duyusal sinir liflerini icermektedir Beyaz madde (substansia alba) ise siingerimsi
bir noroglia aginin i¢ine gémiilmiis olan sinir hiicrelerinden olusmustur. Anterior,
posterior ve lateral olmak iizere 3 funikulusa ayrilir. Duyusal liflerin asendan yolunu
ve motor liflerin desendan yolunu birlestirir. Omurilik kesitlerinde bir ventral, bir
dorsal ve iki lateral olmak iizere dort kolon olarak g6zlenir (18).

2.4. Omurilik yaralanmalarinda deneysel modeller

Giliniimiize kadar insan omurilik yaralanmasini taklit edebilecek, tani ve

tedavide gelismeler saglanmasinda yardimci olabilecek bir¢ok deneysel omurilik

22



yaralanma modeli gelistirilmistir. {lk kez Allen 1911 yilinda omurilik {izerine
yiiksekten agirlik diisiirerek deneysel omurilik yaralanmasi olusturmustur. Agirlik
diisiirme modelinde kinetik enerjinin tamami omurilige aktarilamamaktadir. Cismin
stirtinmesi, ¢evre dokulara enerji dagilimi, omurilige birden ¢ok kere g¢arpmasi,
omuriligin farkli hayvanlarda farkli segmentlerde farkli ¢apa, kan akimina ve BOS
dolasimina sahip olmasi agirlik diisirme yonteminin dezavantajlaridir. Tarlov
1953’te epidural mesafede balon sisirerek omurilik hasar1 yaratmistir (23). 1978
yilinda Tator ve Rivlin klip kompresyon modelini uygulamislardir (43).Bu deneysel
modelde omuriligin tamamina Yyaralanma uygulanabilmesi ve kan akiminin
kesilmesine bagli iskemi olusmasi insanlarda meydana gelen yaralanma sonrasi
omurilik hasarma benzerlik saglamaktadir (48). Diger deneysel modeller iginde,
noronal hiicre kiiltiirleri ya da omuriligin anatomik olarak intakt kesitleri,
fotokimyasal veya termal hasar, germe kuvvetleri veya piston travma gibi gesitli
mekanik veya iskemik hasar olusturulmasi sayilabilir (23). Omurilik yaralanmasinin
deneysel modelini olusturmaya yonelik bazi1 teknik uygulamalar kisaca asagida
Ozetlenmistir:

1. Fiziksel travma ile olusturulan hasar

- Akut Kinetik Kompresyon (kaf, klip, balon, vertebral dislokasyon, impactor)

- Akut Statik Kompresyon (agirlik kullanilarak basing uygulanmasi)

- Agirlik Diistirme

- Akselerasyon-Deselerasyon

- Distraksiyon

- Transeksiyon (lazer, bistiiri, koter vb aletlerle yapilan parsiyel ya da tam kesi)

2. Fiziksel travma harici olusturulan hasar
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- Iskemi (aort okliizyonu, selektif arter veya ven okliizyonu)
- Timo6r kompresyonu
- Kimyasal
Insanlarda ve kemiricilerde omurilik hasarmndaki morfolojik degisiklikler
birbirine benzemektedir. Insanlarda inflamatuvar komponent daha az etkilidir.
Ratlarda omurilik kontiizyonunda sitokinlerin hizli artis1 insanlarla benzerdir.
Insanlarda ratlara gore astroglial yanit belirgin sekilde azalmis ve gecikmistir; bu
nedenle de ilimli bir astroglial skar cevabi gelisir (10, 56). Omurilik hasarinda
Schwann hiicre yanit1 insanlarda sik kemiricilerde ise daha az siklikta goriiliir.
Omurilik hasarinda yanitlar1 ve yeni tedavileri degerlendirmek igin birgok
deneysel model gelistirilmistir. Kontiizyon modeli, insanlardaki hasara en yakin
omurilik hasar1 gibi goriinmektedir (19).
2.5. Omurilik yaralanmalarinda patofizyoloji
2.5.1.Primer Hasar Mekanizmalar:
Birincil hasarda hiicre 6liimii yaralanma aninda meydana gelir. Bu hiicresel
Olimler makaslanma, yirtilma, distraksiyon ve kompresyon gibi omurilik iizerine
dogrudan uygulanan mekanik kuvvetlerin neden oldugu rastgele noral ve glial hiicre
oliimii ve vaskiiler yapilarin rastgele pargalanmasindan kaynaklanir. Birincil hasar;
omuriligin mekanik hasari, hemoraji, elektrolit akis1 ve lizozomlar ve diger hiicresel
bilesenlerin salimina baglidir. Omurilik igindeki kanama, mekanik hasar sonrasi
erken donemde ortaya c¢ikarken, kan akiminin kesintiye ugramasi daha ge¢ donemde
meydana gelir. Kan akimimin kesilmesi hipoksi ve iskemi ile birlikte lokal enfarkt
olusmasma neden olur. Hasarlanan alandan gecen néronal yapilar fiziksel olarak

kesintiye ugrar ve myelin kalinliklarinda azalma meydana gelir. Gelisen 6dem ve
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makrofajlarin infiltrasyonu da sinir iletisinin bozulmasina katkida bulunur (7, 36,
57). Sonug¢ olarak gri cevherin geri doniissiiz hasarimin ilk saatler i¢inde oldugu,
beyaz cevherin ise 72 saat i¢erisinde geri doniissiiz hasarlandigi diistiniilmektedir (8).

2.5.2.Sekonder Hasar Mekanizmalarz

Ikincil omurilik hasar teorisi ilk kez 1911°de Allen tarafindan ileri
stiriilmiistiir (43). Primer mekanik hasar daha sonra hasarlanmanin biiyliimesine
neden olacak sekonder mekanizmalarin olusmasinda cekirdek islevi goriir. Ikincil
hasarin patofizyolojisini anlamaya yonelik yapilan hayvan deneyi ¢alismalarindan
elde edilen bulgular yikimin mikrovaskiiler perfiizyonda degisim, serbest radikal
iretimi ve lipit peroksidasyon, nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimii ve iyonik
hemostazin bozulmasi sonucu ortaya ¢iktigini gostermistir (15).

SCI genelde ii¢ ana sathada incelenmektedir:

1. Akut dénem: Yaralanmay takip eden en erken dénem (ilk 72 saat) olup bu
donemde spinal sok, aksonal yaralanma/ kopmalar, néronal oliimler, vaskiiler
destekte bozulmalar, iskemi, 6dem, graniilosit (n6trofil) infiltrasyonu, iyonik
dengede bozulma ve ndrotransmitter salinimlari olur.

2. Subakut donem: Bu donem ara donem olarak da bilinir ve yaralanmanin

yedinci glinlinden sonra baglar. Bu donem oksidatif stres, lipid
peroksidasyon, superoksitlerin yapimi, sitokinleri salan makrofaj ve
lenfositlerin ortama gelmesi ve inflamatuvar ¢evrenin olusumu siireglerini
igerir.

3. Kronik dénem: Yaralanmadan birkag¢ hafta sonrasinda ortaya ¢ikan ve aylarca
stirebilen bir siirectir. Bu siirecte iyonik dengede ileri derecede bozulma,

oligodendrogliosit apopitozu ve demiyelinizasyon, kavite olusumlar1 ve
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astroglial skar dokusunun yerlesmeye baslamasi yer almaktadir. Bu durum
aynt zamanda aksonal yeniden biliyiime ve fonksiyonel iyilesme
mekanizmalarinin da bozulmasina neden olan bir durum olmaktadir (51).
Omurilik yaralanmalarinda mekanik gii¢cler damar yirtilmalarina sebep olur
ve hafif yaralanmalarda gri cevherde vaskiiler ekstravazasyon olusurken agir
yaralanmalarda gri ve beyaz cevherde belirgin ekstravazasyon olusur. Bu arada akut
donemde siddetli darbe sonrasi ilk bir ka¢ dakika i¢inde 151k ve elektron mikroskopi
ile 5 dakikada aksonlarin normal oldugu, gri cevherdeki veniillerin sistigi, 15-30.
dakikada eritrositlerin kapillerlerin ve veniillerin etrafina sizdig1 goriiliir. Bu
ekstravazasyon birinci giiniin sonunda maksimuma ulasir ve bunu ortama salinan
sitokin ve kemokinlerin (tumor necrosis factor (TNF-a), interlokinLER (IL-1p),
stiperoksitler, serbest radikaller, Kininler, histaminler, nitrik oksit=NO, matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9) gibi) vaskiiler permeabiliteyi artirict etkileri takip eder.
Boylece yarali dokuda belirgin bir 6dem ve staz olusur. Tiim bunlar kan-beyin
bariyerini (BBB) bozucu etki olusturur. Bu sitokin ve kemokinler ayn1 zamanda
graniilosit ve monositleri de yarali dokuya ¢eker (15). Yaralanma sonrasi ilk 24 saat
icerisinde yarali bolgeye ulasan ilk hiicreler nétrofillerdir. Notrofiller yarali doku
tarafindan olusturulan ve kana verilen IL-8, interferon-gamma (IFN-y) ve
kompleman-5a (c5a) gibi kemoatraktan maddeler tarafindan uyarilirlar ve kanda
yuvarlanip endotel hiicrelerine yapisirlar ve bu hiicrelerin arasindan gec¢ip yarali
dokuya ulagirlar. Bu hiicrelerin kemoatraksiyonu santral sinir sistemi inflamatuvar
stireglerinde CXCL12-CXCR4 veya CXCL1/2-CXCR2 sinyal yolaklari iizerinden
gerceklestirilmektedir. Bu hiicreler fagositoz 6zelligine sahip olup yarali debris

dokusunu fagosite ederler ve ortama TNF-o, proteazlar, elastazlar,
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myeloperoksidazlar (MPQO) ve reaktif oksijen friinleri (reactive oxygen
species=ROS) (siiperoksitler, hidroksil radikalleri, kloraminler gibi) sentezleyip
salarlar. Yaralanmadan bir hafta kadar sonrasinda ortama monosit ve makrofajlar
hakim olmaya baslarlar. Bunlar hem fagositozu devam ettirirler ve hem de ortama
TNF-0, IL-1B, NO, prostaglandinler (PG) ve lokotrienler sentezleyip salarlar. Tiim
bunlarin yanmi sira mikroglial hiicreler de ortamda aktif olmaya baslarlar ancak
yaralanmadaki yerleri heniliz tam anlasilamamis olup arastirilmaktadir. Yaralanma
sonras! siireglerde en dnemli rolii nétrofiller ve makrofajlar almaktadir. Ozellikle
makrofajlar iki kisimda incelenmektedir. Bunlardan M1 makrofajlar (TNF-a, IL-1J,
ROS sentezleyen ve salan) fagositoz ve inflamatuvar cevabin olusmasinda yer alirlar.
M2 makrofajlar (IL-10, IL-1RA, kemokinler sentezleyen ve salan) ise doku
remodelling asamasinda gorevlidirler. Omurilik yaralanmasi olan hastalarin
serumlarinda ilk bir haftada yiiksek diizeylerde 6lgiilen CXCL1 omurilik astrositleri
tarafindan IL1 reseptorleri altinda sentezlenir ve salinir. Santral sinir sistemi
yaralanmalarinda NF-kB kinase-f alt iinitesinin inhibitoriiniin blokajinin CXCL1
sekresyonunu nétralize ettigi ve boylece notrofil fonksiyonlarii azalttigi ve doku
korunmasinin ve noronal motor fonksiyonlarin iyilesmesinin artirilmasinda etkili
oldugu gosterilmistir (51). Ancak yapilan yeni c¢alismalar notrofillerin daha sonra
gelecek olan lokositler i¢in Onciil olmalarinin yaralanmanin ge¢ dénemlerinde bu
l16kositler tarafindan gergeklestirilecek doku onarimi ve aksonal rejenerasyon icin
cok gerekli olduklarin1 gostermektedir. Bu doku onariminda 6zellikle makrofajlardan
salian doku biiytime faktorii-1beta (tissue growth factor=TGF-1f) hem noronlar igin
faydali etkilere sahiptir ve hem de oligodendrosit toksisitesini azalmada etkilidir.

Santral sinir sistemi makrofajlart ve mikroglialar1  bir yandan glutamat
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eksitotoksisitesini azaltirken diger yandan yarali aksonun biiyiimesini de
diizenlemektedir. Yaralanmanin kronik déneminde ortama lenfositler de gelmeye ve
sitokin salmaya baglarlar ancak bunlarin sayisi diger inflamatuvar hiicrelere gore
daha diisiiktiir. Ozellikle 6nce gelen T lenfositler hem kemoatraktanlar sentezleyip
salarlar ve hem de otoimmiin bir cevabin ilk agsamalarinda yer alirlar. Bu T lenfosit
goclinii B lenfositler takip eder ve bunlar santral sinir sistemine karst olan
otoantikorlar sentezleyip salarlar (15).

2.5.3. Myeloperoksidasyon mekanizmalari

MPO proteini 146 kDa biiyiikliigiinde bir homodimer olup nétrofillerin ve
monositlerin  primer graniillerinde bulunur. Bu protein kemik iligindeki
promyelositler ve promonositlerde sentezlenmeye baslanir ve insanlarda MPO’ nun
ana hiicresel kaynagi noétrofillerdir. Notrofiller inflamatuar siirecin olugmasinda
ortama gelen ilk savunma hiicreleri olup immiin cevabin ve doku tamirinin
olusmasinda temel etkileri vardir. Bu temel etkilerin olusmasinda ise nétrofil kokenli
sitokin ve kemokinler 6nemli olup bu kemoatraktan maddeler makrofaj, monosit ve
dentritik hiicrelerin yarali dokuya goclinde onemli yer tutar. MPO nétrofillerin
primer graniillerinde yer alir ve bu graniiller peroksidaz pozitif graniiller olup
iclerinde yiiksek oranda MPO yani sira proteolitik enzimler (defensin, lizozomal
hidrolaz, nétral serin protezlar, elastaz, proteinaz 3, katepsin-G gibi) barindirirlar. Bu
enzimler graniillerdeki yiiksek pH degerleri nedeni ile inaktif formda depolanirlar.
Notrofillerin aktiflestigi durumda fagolizozom duvarinda ve hiicre duvarinda yerlesik
olan NADPH oksidaz enzimi aktiflesir ve siiperoksidlerin olusumuna neden olur (4).
Bu ise siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesine ve hidrojen peroksit (H2Oy

olusumuna neden olur. MPO sistemi MPO proteini, H,O, ve bir okside olabilen

28



faktor (NADPH) kompleksinden olusur. Bu sistemde MPO enzimi H,0O, ile
kloriirden hipoklorik asit olusumunu katalizler ve genis spektrumlu bir oksidant
maddeler toplulugunun (hipokloritler, kloraminler, hidroksil radikalleri,
superoksitler, ozon gibi) olusmasinda birincil gorev alir (27). Bu oksidantlardan en
potent reaktif olan1 hipoklorik asit (HOCI) olup proteinlerin sistein, nitrojen, heme,
tiyol, tiyol ester, yag asitleri gibi okside olabilen bolgelerini okside eder. Ozellikle
proteinlerin tirozin ve tirozin rezidiileri HOCI i¢in hedeftir ve bunlarla reaksiyona
girerek 3-klorotirozin veya 3,5-diklorotirozin molekiiliiniin sentezlenmesine neden
olur. Bu klorine olmus tirozinler MPO aktivitesi i¢in doku belirteci olurlar. MPO
aynt zamanda makrofajlardan TNF-o ve IFN-y salinnmina ve makrofajlarin
bakteriyel ve fungal fagositoz ve dldiirme aktivitelerinin artmasina neden olur. Yine
bu etkilesim kronik inflamatuvar hastaliklarin olusum mekanizmalarinda da yer alir.
MPO ayrica lokositlerin hiicre-hiicre interaksiyonlarini (migrasyon, infiltrasyon) ve
hiicre adhezyonlarin1 da etkiler. Ayrica nétrofillerin adhezyon, aktivasyon ve yasam
siirelerinin ve inflamasyonun zamansal silirecinin belirlenmesinde de MPO
aktivitesinin yeri vardir. (51)

2.5.4. Lipid peroksidasyon mekanizmalar:

Oksidatif stres lipit peroksidasyon mekanizmalarin1 baglatan en Onemli
faktorlerden birisidir ve 6zellikle yaralanmanin ilk birkag¢ giliniinde hiicre zarlarinda
ciddi yikima neden olur. Lipit peroksidasyon mekanizmalar1 serbest radikallerle
hiicre zar1 fosfolipitlerinin iliskiye girmesi sonrasi baglar (2). Burada serbest
radikalin poliansature yag asitlerinin metil karbonundan bir hidrojen atomunu
koparmasi sonrasi lipit radikali olusur. Bu yeni olusan lipit radikali molekiiler

oksijen ile reaksiyona girer ve peroksil radikali olusturur. Bu olusan radikal ise diger
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bir poliansature yag asidi ile reaksiyona girer ve olay bir tekrarlayan kisir dongi
halini alir. Bu dongii sonunda hiicre zarinda yapisal ve akiskansal bozulma olusur ve
zar sahip oldugu fizyolojik gorevlerini yerine getiremez ve hiicresel oliim
gerceklesir. Ratlarda yapilan omurilik yaralanmasi modelinde yaralanmanin ilk 6
saatinde lipit peroksidasyon diizeyinde belirgin artis oldugu; bu artisin daha sonra
bazal seviyeye kadar azaldigi ve 24 saatten sonra tekrar yiikselmeye baslayip bu
yiikselmenin 120 saat boyunca devam ettigi gosterilmistir. Her ne kadar bu ikinci
artisin sebepleri bilinmiyorsa da ortamda artan noétrofillerden ve makrofajlardan
salman sitokinlerin, reaktif oksijen iirlinlerinin ve myeloperoksidaz gibi yikici
faktorlerin bu artiga sebep oldugu diisiiniilmektedir (12).

2.5.5.8iklooksijenaz (COX) yolag

Cesitli  faktorlerin etkisiyle aktive olan fosfolipaz A2 membran
fosfolipitlerini hidroliz ederek arasidonik asitin salinimini saglar. Arasidonik asit
siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri ile sirasiyla prostanoidleri ve 16kotrienleri
(LT) meydana getirir. Prostanoidlerden sentaz enzimi araciligi ile prostaglandin
endoperoksit (PGG,) sentezlenir. Bu ise daha sonra peroksidaz etkisi ile PGH,’ ye ve
o da diger prostanoidlere (prostasiklin=PGI,) ve trombositlerde tromboksanlara
(TXA) dondsiir. PGI, trombosit adhezyonunu ve agregasyonunu onler, kuvvetli bir
vazodilator ve bronkodilatordiir, bobreklerden idrar atimimi artirir ve periferik sinir
uclar1 kaynakli hiperaljeziye neden olur. Oysa COX-1 enzimi tarafindan sentezlenen
TXA, trombositlerin adhezyonunu ve agregasyonunu artirir, vazokonstriiktor ve
bronkokonstriiktor etkilere sahiptir (52). Siklooksijenazin konstitutif tip (COX-1) ve
induklenebilir tip (COX-2) olmak {iizere iki tipi vardir. COX-1 enzimi dokularda

hemostazdan sorumlu iken COX-2 daha ¢ok sitokinler, biiyiime faktorleri, TNF gibi
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proinflamatuvar stimulanlar tarafindan uyarilir ve bu enzim {iriinii olan prostanoidler
ates, kizariklik, sislik, agr1 ve fonksiyon kaybi gibi inflamasyon semptomlariin
aciga ¢ikmasma aracilik ederler (21, 45). Olgun memelilerde COX-1 ve COX-2
sirasiyla 576 ve 587 amino asitten olusur. Bu iki izoform birbirine benzemesine
ragmen, COX-1 daha ¢ok endoplazmik retikulumun laminal yiizeyinde, COX-2 ise
cogunlukla ¢ekirdegin membraninda lokalize olmustur (37). COX-2 enzimi
omuriligin lamina I, 1, 11I-VI ve X segmentlerinde, motor noéronlarda, néropilde,
beyaz cevherin astroglialarinin niikleuslarinda gdosterilmistir. Ancak mikroglial
hiicrelerde COX-2 enzim ekspresyonu gosterilememistir (53). 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 6nemli bir rol oynadigi ve yaralanmalarda siiperoksit anyonlarini
(hidroksil radikalleri gibi) olusturarak ve bunlar {izerinden lipid peroksidasyon,
protein ve DNA yikimlarina sebep olarak ndronal hiicrelerde hasar ve 6liime katkida
bulundugu gosterilmistir (4)

2.5.6. Apopitozis mekanizmalari

Apopitoz canlilarda hem gelisim siirecinde, hem hemostazda ve hem de
hastaliklarda istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmas: icin c¢alisan ve
programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilan biyolojik bir sistemdir. Ekstrinsik
ve intrinsik yolaklar tizerinden bu sistem aktive olabilmektedir. Ekstrinsik sistemde
TNF ailesinden olan 6liim reseptdrleri aktive olmaktadir. Intrinsik yolak ise
mitokondrial apopitoz olarak adlandirilmakta ve mitokondrial hasar sonrasi ortaya
cikan siibstratlarla (sitokrom c, Bcl-2 gibi) aktive olmaktadir. Bu aktivasyonu

baslatan caspase-9 (sistein-aspartik asit proteaz; caspase) proteininin aktivasyonu
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i¢in de sitokrom ¢’ nin mitokondriden ortama salinmas1 gerekmektedir. Caspase-3 bir
caspase proteini olup caspase-8 ve caspase-9 ile yakin iliskilidir ve hiicre
apopitozunda ¢ok Onemli goérevler alir. Bu protein oligodendrositlerde ve glial
hiicrelerde glutamatin varhiginda caspase-8, caspase-9 ve caspase-10 tarafindan
aktive edilir ya da sitorkrom c, Bcl-2 gibi molekiiller tizerinden direkt ya da indirekt
olarak aktive olur. Aktive olan caspase-3 ise caspase-6 ve caspase-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 olur ve hiicre yasamsal aktivitesini devam ettiremeyerek
programlanmis Oliime gider. Caspase-3 ayni zamanda bir interlokin-doniistiiriicii
proteazdir (40, 55).

2.5.7.Omurilik yaralanmalarinda baz sitokinler

Omurilik yaralanmalarinda bazi sitokinleri asagida siralanmistir:

- TGF-1B: Bu sitokin dimerik bir protein olup alt tipleri vardir ve bu protein
ailesinin embriyonik gelisim, hemostaz, yara iyilesmesi, kemotaksis ve hiicre
siklusu tizerinde etkileri vardir. Trombositlerde, makrofajlarda, mast
hiicrelerinde, fibrositlerde ve fibroblastlarda sentezlenir ve salinir. Yaralanma
sonrast TGF-1 salinimi1 olur ve bu nétrofilleri, makrofajlart ve fibroblastlari
uyarir. Bu ise ortama ulasan bu hiicrelerin daha fazla TGF-1p salmasina ve
fibroblastlarda TGF-1p reseptorlerinin artmasina neden olur. Boylece fibrotik
islemlerin baglamast da saglanmis olur. Sonu¢ olarak TGF-1p yara
iyilesmesinde fibrozisi artirict bir profibrotik proteindir. Mezenkimal
hiicreleri uyararak hem bu hiicrelerin proliferasyonunu ve hem de

neovaskiilarizasyonu, ekstraselliller matriks (ECM) depolanmasini ve
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ozellikle kollajen (kollajen tip I, kollajen tip III, kollajen tip VI), fibronektin,
matriks glikoproteinleri (osteopontin, osteonektin, kondroitin/ dermetan
sulfat) ve proteoglikan (dekorin, biglikan) sentezini artirir (29). Ayrica bu
protein matriks metalloproteinazlarin aktivitelerini baskilar ve proteaz
inhibitorlerini (plazminojen aktivator inhibitor-1 ve metalloproteinaz doku
inhibitori=TIMP gibi) indiikler (22).

IFN-y: Pleotropik bir protein olup T lenfositlerden ve “natural killer (NK)”
hiicrelerinden salinir ve immiin cevabin olugsmasinda gdrev alir. Bu protein
ayn1 zamanda antifibrotik olarak ECM depolanmasini azaltir. Ayn1 zamanda
TGF-1 ile etkilesime girerek bu proteinin etkilerini azaltmada da gorevler
alir ve kollajen sentezini de azaltir (29).
TNF-a: Bu molekiil bir proinflamatuar sitokindir. Yaralanma esnasinda ve
sonrasinda trombositlerden, mast hiicrelerinden, notrofillerden,
makrofajlardan ve fibrositlerden saliir. Inflamasyon olusumunda,
reepitelizasyonda, ECM depolanmasinin azaltilmasinda,
neovaskiilarizasyonda ve kollajen sentezinin azaltilmasinda gorevler alir.
Ozellikle TGF-1B iizerindeki baskilayici etkilerini NF-KB hiicreleri
tizerinden gosterir (29).

2.6. Omurilik yaralanmalarinda medikal tedaviler

2.6.1. Akut tedaviler

Akut tedaviler noroprotektif ilaglari icerir ve dort gruba ayrilir:
- Antioksidanlar,
- Norotransmitter reseptor blokerlert,

- Fosfokinaz stimulatorleri,
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- Fosfataz inhibitorleri
2.6.2.Kronik tedaviler
Rejenerasyon ve remyelinizasyon yoluyla fonksiyonlarin iyilesmesini
saglayan iyilestirici tedavi ii¢ kategoride incelenir:
- Biiylime faktor blokerleri ve biiylimeyi inhibe eden faktor blokerleri,
- Intraseliiler haberci modiilatorler,
- Nakledilebilen hiicreler veya materyaller
2.6.3.0murilik Hasarinda Potansiyel Olarak Etkili Olabilecek flaglar
- Metilprednizolon (MP)
- Gangliozid (Gm-1)
- Larazoidler (trilazad mesilat)
- Opiyat antagonistleri (naloksan)
- Eksitator aminoasit antagonistleri
- Kalsiyum kanal blokerleri
- Potasyum kanal blokerleri
- Serbest radikal tutuculari
- Antiinflamatuvar ajanlar
- Norotransmitter reseptdr agonistleri
-Norotropik faktorler
-Fetal doku transplantasyonu
-Notralizan antikorlar
-Melatonin
-Hiperbarik oksijen

-Sistemik hipotermi
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-Minosiklin

-Eritropoietin (47)

2.6.4. Metil prednizolon

MP molekiil agirligi 374.48 g/mol ve kimyasal formiilii CzH3005 olan
sentetik bir glukokortikoiddir. Asetat, sodyum siiksinat ve hemisiiksinat tuzlari
bulunmaktadir ( Sekil 1).

Tirkiye‘de asetat ve sodyum siiksinat tuzlarimi igeren enjeksiyonluk
preparatlart bulunmaktadir. Metil prednizolon sodyum siiksinat enjeksiyonluk bir
kortikosteroid elde etmek amaciyla metilprednizolona iyonize olabilen hemisiiksinat
grubunun eklenmesi ile elde edilen suda ¢oziiniir bir dn-ilagtir. Metil prednizolon
sodyum siiksinat sulu ortamdayken agil migrasyonu ile izomerik 17-esterine

dontistiigiinden sudaki ¢ozeltisi dayaniksizdir (20)

Sekil 1: Metilprednizolon isimli farmakolojik ajanin molekiiler yapisinin sematik

gorinimu

Literatiirde daha Once yapilan deneysel c¢alismalarda yiiksek dozda
uygulanan metilprednizolonun lipit peroksidasyon mekanizmalarini baskiladigi ve

yaral1 hayvanlarda fonksiyonel iyilesmeyi kontrol grubuna gére belirgin arttirabildigi
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gosterilmistir. Bu etkisini lipit peroksil radikallerini azaltarak ve boylece lipit
peroksidasyon mekanizmalarini baskilayarak gostermektedir. Ayrica doku COX-1 ve
COX-2 aktivitelerini ve bunlarin olusturdugu prostaglandinleri azalttigi da
bilinmektedir. Sonug¢ olarak MP, 1990 yilinda ABD’de ilk Ulusal Akut Omurilik
Hasar1 Calismas1 (National Acute Spinal Cord Injury Study - NASCIS) sonuglarinin
yayinlanmasindan itibaren omurilik hasar1 olan hastalarda yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir (38). Ancak daha sonraki yapilan arastirmalarda MP’nin
yaralanmanin subakut doneminde belirgin iyilestirici etkinliginin olmadigi
gosterilmistir. Hasar sonrasi ilk 24 saatte yiiksek doz MP ile tedavi edilen hastalarda
2.6 kat daha fazla yaygin pnomoni ve sepsis gozlendigi, yara enfeksiyonu
insidansinin arttigi, solunum cihazina bagli gegirilen giin sayisinin ve yogun bakimda
kalig siiresinin arttigi gosterilmistir. Bu komplikasyonlarin steroidle indiiklenmis
immiin baskilanmadan kaynaklandigi diisliniilmiistiir. Bunun yanisira yiliksek doz
glukortikoid tedavisine eslik edecek steroidle indiiklenmis hiperglisemi ve sepsis-
baglantili hipotansiyonun da muhtemel komplikasyonlar arasinda oldugu ve bazi
omurilik hasar1 arastirmalarinda basarisizlik nedenleri arasinda bu teorik
komplikasyonlarin da yer alabilecegi bildirilmistir (26).

Ayrica Kklinik arastirmalarda da MP’nin iyilesme {izerinde belirgin
etkinliginin olmadig1 tartisilmaya ve kabul gérmeye baslamistir (12). Tiim bu yan
etki potansiyeline ragmen hasar sonrasi ilk 8 saatte baslandiginda yiiksek doz MP ile
steroid tedavisinin etkililigi faz 3 randomize calismalarla gdsterilmistir. Ayrica bir
calismada ilk 3-8 saat igcinde MP tedavisine baslanilamayan durumlarda steroid

tedavisinin 24 saatten 48 saate uzatilmasinin ek yararlar sagladigi gosterilmistir. Bu
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nedenle elestirilmesine ragmen omurilik hasarinin tedavisine yonelik olarak klinikte
halen kullanilan tek tedavi se¢enegi yiiksek doz sistemik MP olmustur (12)

2.6.5. Parecoxib

Yapilan deneysel arastirmalarda omurilikteki noronlarda, motor néronlarda
ve astrositik glial hiicrelerde yaygin sekilde COX enzimlerinin varligi tespit
edilmistir. Omurilik yaralanmalarinin dordiincii saatinde COX-2 gen ekspresyonunun
basladigi ve vyaralanmadan sonraki sekizinci saatte COX-2 enziminin gen
ekspresyonunda belirgin artis oldugu ve bu artmis diizeyin en az 48 saat devam ettigi
saptanmugtir. Yaralanma sonrasi beyin omurilik sivisinda PGI2, IL-1a ve IL-1B ve
bunu takiben COX-2 diizey artislar1 saptanmustir. Prostaglandin diizeylerindeki artig
glutamat, aspartat, nitrik oksit, bradikinin, substance-P artisina neden olur (1, 42, 53).

Selektif COX-2 inhibitérleri hasarli dokuda proinflamatuvar PG’ lerin
tiretimini disiirlip antiinflamatuvar etki yaparlar. Bu farmakolojik ajanlar klasik
antiinflamatuvar ilaclar kadar kuvvetli analjezik ve antiinflamatuvar etki saglar ve
daha az gastrointestinal yan etkilere neden olurlar. Bu bilesiklerin ana yapilarinda
COX-2’nin aktif bolgesinin hidrofilik yan cebindeki Arg-513 ile etkilesebilen sulfon
veya sulfonamid gruplar tasirlar. Bu ilag grubunda “celecoxib”, ‘“rofecoxib”,
“valdecoxib”, “eterocoxib”, “lumiracoxib” ve “parecoxib” gibi bilesikler klinik
calismalarda degerlendirilmektedir (5, 13, 34) (Sekil 2). Selektif COX-2 inhibitorii
ilaglar, mukoza hasarina bagli GI yan etkiler olusturmalar1 agisindan genel olarak
giivenilir ilaglardir. Ancak bu ilaglar bobregin hemodinamik ve su-tuz atimiyla ilgili
islevleri iizerinde olumsuz etkiler yapabilirler. Ayrica selektif COX-2 inhibitdrleri

viicutta dogal PGI,/ TXA; oranin1 bozarak trombotik etki (tromboembolik olaylar,
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hipertansiyon, myokard iskemisi ve trombotik inme) potansiyelleri nedeni ile ciddi
kardiyovaskiiler yan etkilere de neden olabilirler (25).

Bir COX-2 selektif inhibit6rii olan parecoxib intravendz ve intramuskiiler
kullanilabilen bir 6n ilag olup molekiiler formiili N-{[4-(5-metil-3-fenilizosakzol-4-

il) fenil] sulfonil} propanamid seklindedir.
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Sekil 2: Parecoxib isimli farmakolojik ajanin molekiiler yapisinin sematik gériiniimii

Bu etken madde klinikte heniiz yeni arastirilan ve kullanilmaya baglanmig
olan bir ilag olup farmakolojik ayrintili bilgi birikimi kisithdir.Bu etken madde
analjezik, antiinflamatuar ve antipiretik etkiye sahip olup etkisini prostaglandinlerin
sentezinin inhibisyonu iizerinden gosterir. Biiyiikk oranda karacigerde enzimatik
hidrolize ugrayip farmakolojik olarak etkin formu olan valdecoxib (4-(5-metil-3-
fenilizosakzol -4-il)benzenesulfonamid) ve propionik asite doniisiir. Valdecoxibin
serum yaritlanma Omrii yaklasik 8 saattir ve biiylik oranda karacigerde metabolize
edilip yikilir ve yine biiylik oranda karacigerden ve bir miktar da bobreklerden viicut
disina atilir. Bu ilacin solunum depresyonu yapmadigi, trombosit fonksiyonlarini
bozmadig1, gastrointestinal ¢ok diisiik diizeyde yan etkiye sahip oldugu ve sedatif
etkisinin bulunmadig1 gosterilmistir. Ancak orta-agir diizey karaciger yetmezligi

olanlarda, inme ve myokard enfarktiisii ge¢irmis hastalarda, kardiak by-pass cerrahisi
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gecirmis hastalarda, astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi olan hastalarda,

alerjik bilinyeye sahip olan hastalarda kullanimi 6nerilmemektedir (39).

3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calismanin tamam Kirikkale Universitesi Etik Kurulu tarafindan deneysel
arastirmalar icin belirlenen kurallar ve prosediirler dogrultusunda, gerekli onay
alindiktan sonra yiiriitiildii (Karar tarihi: 13.02.2014 ve Karar numarasi: 14/ 23).

Ayrica bu tez calismasi Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Proje
(BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan finansal agidan desteklendi (BAP Proje
Numarasi: 2014/ 075)

Deneysel arastirma protokolunda iki farmakolojik ajan test edildi ve isimleri
asagida siralandi:

— Metil prednizolon (Depo-Medrol®, Pharmacia & Upjohn Company,
Kalamazoo, USA),
— Parecoxib (Dynastat, Pfizer Australia Pty Ltd, Australia)

Yukarida adi gegen farmakolojik ajanlarin  omurilik yaralanmasinin
fizyopatogenezine etkilerinin test edilmesi igin bu deneysel ¢alisma 300-350 gram
agirhiginda ve erkek cinsiyette 48 adet Wistar Albino rat tizerinden yiiriitiildii. Ratlar
randomize sekilde kontrol grubu, akut déonem ve subakut donem olmak {izere ii¢ ana
gruba ayrildi. Gruplar asagida belirtildi:

— KONTROL grubu (higbir omurilik yaralanmasi ve/ veya farmakolojik ajan
uygulanmadi; n: 5)

Akut donem (omurilik yaralanmasinin ilk 3 giinii) 4 alt grupta incelendi:
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SHAM-A grubu (omurilik yaralanmasi modeli uyguland: ancak deneysel
farmakolojik ajan uygulanmadi; n: 5)

MP-A grubu (omurilik yaralanmasi modeli uygulandi ve 30 mg/kg dozda
metil prednisolon intraperitoneal yoldan verildi; n: 5)

PX-A grubu (omurilik yaralanmasi modeli uygulandi ve parecoxib 6 mg
intraperitoneal yoldan verildi; n: 5)

MPPX-A grubu (omurilik yaralanmas1 modeli uyguland: ve parecoxib 6 mg

ve metil prednisolon 30 mg/kg intraperitoneal yoldan verildi; n: 5)

Subakut donem (omurilik yaralanmasinin ilk 7 giinii) 4 alt grupta incelendi:

SHAM-S grubu (omurilik yaralanmasi modeli uygulandi ancak deneysel
farmakolojik ajan uygulanmadi; n: 6)

MP-S grubu (omurilik yaralanmasi modeli uygulandi ve 30 mg/kg dozda
metil prednisolon intraperitoneal yoldan verildi; n: 6)

PX-S grubu (omurilik yaralanmast modeli uygulandi ve parecoxib 6 mg
intraperitoneal yoldan verildi; n: 6)

MPPX-S grubu (omurilik yaralanmas1 modeli uyguland: ve parecoxib 6 mg
ve metil prednisolon 30 mg/kg intraperitoneal yoldan verildi; n: 5)

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) kullanildu.

3.2.  Omurilik yaralanmasi modeli

Deney modeli olarak medikal literatiirde Rivlin ve Tator (1978) tarafindan

tarif edilmis ve omurilik hasar1 olusturulmasinda metot olarak kabul gérmiis olan

omuriligin gecici vaskiiler anverizma klip (temporary vascular aneursym clip) ile
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kliplenmesi yoluyla olusturulan “omurilik kompresyonu metodu” kullanildi (43).

KONTROL grubu hari¢ tiim deney hayvanlari sedasyonel anesteziye sokulduktan

sonra prone pozisyonda yatirilarak operasyon bolgesi hazirlandi. Hayvanlarin sirt
kisimlarinin orta hatti derisine (izdiisiimsel olarak omurga aksinin tam iistiine
gelecek sekilde) yaklasik 5 cm’lik bir kesiyi takiben omurga etrafini saran kaslar
diseksiyon ile omurgadan siyrilarak torakal 7 ve 8 omurgalar ortaya kondu ve bu
omurgalara “dorsal total laminektomi” yapildi. Dura matere zarar verilmeden yapilan
laminektomi sonras1 agiga ¢ikarilan omurilik segmentine omuriligin tamamini
komprese edecek sekilde 1 dakika siire ile “gecici vaskiiler anevrizma klibi” konuldu
ve Dboylece omurilik kompresyon yaralanmasi olusturuldu. Yaralanma
olusturulduktan ve beklenen siire tamamlandiktan sonra vaskiiler klip yerinden

cikarilip cerrahi katlar anatomiye uygun olacak sekilde kapatildi (Resim 1).

Resim 1: Omurilik yaralanmasinin deneysel olarak olusturulma asamalar1 ve deney sonunda
denegin makroskopik goriintiisii
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Deney hayvanlari kendi kafeslerinde yasatildi ve hayvanlarin kafesleri
icinde 12 saat giindiiz ve 12 saat gece ritminde serbest su ve yiyecek ulasimina ve
serbest dolagimina izin verildi. Takiplerinde tiim deney hayvanlarinin deneye
katilmasinda l6komotor kayip olusmasi 6n kosul olarak kabul edildi. Deney sonrasi
yara iyilesmesi siirecinde olumsuz ve bozucu etki olusturma olasilifi nedeni ile
deney hayvanlaria antibiyotik ve/ veya ek doz analjezik/ anti-inflamatuar ilag
verilmedi. Cerrahi alanda veya organizmanin baska yerinde ortaya ¢ikacak
enfeksiyon, genel viicut agirliginda azalma (yiyecek ve su aliminda azalma), cerrahi
alanin izlem sirasinda agilmasi, diger hayvanlar tarafindan cerrahi alana veya diger
viicut bolgelerine zarar verilmesi (doku kaybina neden olabilecek kadar ciddi
diizeyde dislenmesi, tirnaklanmasi yada yenmesi) durumunda denekler deney
protokoliinden ¢ikarildi.

Islemden 72 saat sonra akut dénem ait ve 7 giin sonra subakut déneme ait
deney hayvanlart ve KONTROL grubundaki hayvanlar tekrar sedasyon anestezisine
sokuldu ve uygulanan laparotomi sonrasi abdominal aortadan tiim viicut kani1 alimi
yontemi ile 6tenazi uygulandi. Otenaziyi takiben denekler prone pozisyonda iken
eski orta hat insizyonu tekrar acildi ve laminektomi sinirlar1 diger komsu omurgalara
kadar genisletildi ve omuriligin yaralanma olusturulan segmenti en az 1.5 cm
uzunlugunda seyri boyunca total olarak ¢ikarildi.

Elde edilen dokular histopatolojik, biyokimyasal ve “real time PCR”
inceleme yontemleri uygulanarak incelendi.

3.3. Histopatolojik inceleme

Histopatlojik inceleme igin ayrilan dokular 48 saat siire ile fosfat tamponlu

salin (pH=7.4) i¢inde %4 liikk paraformaldehit ile fikse edildi. Ardindan dokular alkol
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ve xylene serilerinden gegirilerek dehidrate edildi, parafin bloklar i¢ine gomiildii ve
daha sonra bu dokulardan 4-5 um kalinliginda kesitler alind1 ve bu kesitler poli-I-
lizin kapli lamlara aktarildi. Bu preparatlar rutin hematoksilen-eosin (H&E) boyama
yontemi kullanilarak boyandi ve boyama sonrasi elde edilen preparatlar ¢alisma
gruplarina ve arastirilan etken maddelere kor veteriner patolog tarafindan binokuler
mikroskop (Olympus BX51; Olympus, Tokyo, Japan) altinda incelendi. Incelemede
Black ve arkadaslar1 tarafindan tarif edilen ve Dincel ve arkadaslari tarafindan
modifiye edilen puanlama tablosu kullanilarak omurilik hasarmin diizeyi belirlendi
(6, 14).

- Diizey 0-1: omurilikte histopatolojik diizeyde doku hasar1 yok.

- Diizey 2-4: omurilikte hafif diizeyde néral doku hasari var; noéral hiicre
kaybina neden olmayan hafif diizeyde polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu
var ve omurilik arka kolonu yaralanmadan etkilenmis.

- Diizey 5-7: omurilikte orta diizeyde noral doku hasar1 var ve beyaz cevher
kaybmma ve santral kavitasyona neden olan makrofa; ve/ veya histiyosit
infiltrasyonu var.

- Diizey 8-10: omurilikte agir noral doku kaybi var ve omurilik beyaz
cevherinde Kistik nekroz ve gliozis var.

3.3. Biyokimyasal inceleme:

Biyokimyasal analiz ¢alismalar1 i¢in ayrilan dokular kuru hava ortaminda -
80 °C’ de hemen dondurularak saklandi. Takiben yarali dokulardaki malondialdehit
(MDA), myeloperoksidaz (MPO) ve apopitoz (caspas-3) diizeyleri incelenmek iizere
dokular fosfat tampon salin solusyonu ile yikandi ve buz i¢indeki %0.9 NaCl

solusyonu ile homojenize edildi (Labor Technique, Germany). Homojenize edilmis
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dokular 1500 g uygulanarak 10 dakika siire ile +4 ° C ortamda santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant materyalde MDA degerlerini tespit etmeye
yonelik Armstrong and Al-Awadi tarafindan tariflenen ve Yagi tarafindan modifiye
edilen teknik uyguland: (3). Sonuglarin kalibrasyon egrisini 6lgmeye yonelik standart
diliisyonlarda 1-25 nM “1, 1, 3, 3-tetramethoxypropane” (Sigma, USA) kullanild1 ve
elde edilen degerler “nmol/g protein” seklinde yorumlandr (32). Ayrica yine elde
edilen siipernatant materyalde MPO ve Caspas-3 diizeyleri orjinal ELISA Kkitleri
kullanilarak (Sunred Biological Technology Co., Ltd; Shanghai) calisildi ve sonuglar
“ng/ mg protein” olarak hesaplandi.

3.4. “Real time PCR array” gen ekspresyon analizi

Bir kisim omurilik dokusu ise gergek zamanli polimerize zincir reaksiyon
(real time PCR) analizi i¢in kuru hava ortaminda -80 °C’ de hemen dondurularak
sakland1. Takiben yarali dokularda TGF-B, TNF-a, IFN-y diizeyleri arastirilarak
inflamasyon diizeylerinin kantitatif analizi yapildi. Bu amagla TGF-B, TNF-a, IFN-y
gen ekspresyon setleri (Elips Saglik Uriinleri ithalat ve IThracat Limited Sirketi,
Ankara, Tiirkiye) kullanildi. Ornekler, deney asamasima kadar -20° C’de muhafaza
edildi. Izolasyon i¢in 6rnekler sivi azot ile parcalandi ve homojenizatdrde homojen
hale getirildi ve 400 pl lysis/binding buffer eklendi. Ardindan 15 saniye vortekslendi
ve karisim filtre-koleksiyon tiipiiniin tist kismima maksimum 700 pl olacak sekilde
konuldu ve 15 saniye 8.000 g ile santrifiij yapildi. Alt rezervuara ¢oken sivi dokiiliip
filtre tekrar tiipe konuldu. Her bir 6rnek i¢in 90ul DNAse incubation buffer, 10ul
DNAse 1 karistirildi. Rezarvuarin iist kismina her bir 6rnege 100ul konuldu ve 15
dakika inkiibasyona birakildi (+15°-+257). 500 ul yikama soliisyonu I iist rezervuara

eklendi ve 8000 g ile 15 saniye santrifiij yapildi. Alt rezervuara ¢oken sivi dokiiliip
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koleksiyon tiipii tekrar filtre tlipiiniin altina konuldu ve 500 pl yikama soliisyonu II
iist rezervuara eklendi. 8000 g ile 15saniye santrifiij yapildiktan sonra alt rezevuara
¢oken sivi dokiiliip koleksiyon tiipii tekrar filtre tlipiiniin altina konuldu. 200 ul
yikama soliisyonu II {ist rezervuara eklendi ve 2 dakika maksimum hizda santrifiij
yapildi. Alt rezervuara ¢oken sivi dokiiliip koleksiyon tiipli tekrar filtre tlipiiniin
altina konuldu ve maksimum hizda (13000 g) 2 dakika bos santrifiij yapildi. Yikama
soliisyonunun tamamen uzaklastirilmasi saglandiktan sonra filtre tiipii 1.5 ml’ lik
ependorflara konuldu ve 50-100 pl elution soliisyonu iist rezervuara eklenip 8000 g
ile 1 dakika santrifiij yapildi. Coken kistm RNA’ nin oldugu kisim olup ependorf
cDNA’ ya ¢evirene kadar -20 °C’ ye konuldu. cDNA sentezi i¢cin DNA 6rnekleri
izolasyondan sonra gercek zamanli PCR’ a konuldu ve bdylece RNA cDNA c¢evrildi.
Cevrilme islemi Qubit cihazinda RNA miktarina bakildiktan sonra kit protokoliine
uygun olarak yapildi. Ornek basma kitin igindeki iki farkli primer 1 pl olarak
konuldu. Total RNA miktar1 gergek zamanli PCR’ a (LightCycler® 480, Roche
Diagnostics, ) konulup her bir 6rnek i¢in 50-100 ng mRNA diisecek sekilde
hesaplandi ve cDNAya cevrilirken degisken olarak RNA maksimum 11ul olacak
sekilde konuldu. Olusan 13 pl’lik karisim opsiyonel olarak 65 °C 10 dakika PCR’ a
konuldu.

Cikan orneklerin tistiine her bir 6rnek i¢in asagidaki malzemeler eklendi:

Kimyasallar Volum Son konsantrasyon
- Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction buffer 4ul 1x 8 mM MgCl,
- Deoxynucleotide mix 2ul 1 mM (her biri)
- Protector RNAse Inhibitor 0.5u1 20U
- Transcriptor Reverse Transcriptase 0.5u1 0ou

Toplamda her bir 6rnek icin 7 pl olacak sekilde karisim hazirlanip vorteks

yapilmadan iyice pipetaj yapildi ve PCR’ dan ¢ikan 6rneklerin {izerine 7 pl konuldu.
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Ornek toplamda 20 pl’lik bir karisim halinde PCR cihazina tekrar konuldu ve
Anchored-oligo(dt) primer veya spesifik primer i¢in hedef mRNA uzunluguna gore 4
kb 30 dakika 55°C veya >4 kb 60 dakika 50°C bekletildi. Random primer i¢in 4 kb
10 dakika 25°C veya 30 dakika 55°C; >4 kb 10 dakika 25° C veya 60 dakika 50°C ve
devaminda 5 dakika 85° bekletildi. Cikan cDNA’ lar buz iistiine alind1 veya -20
OC’de saklandi. Gergek zamanli PCR gen ekspresyonu calismalarinda Hydrolysis
Probes Master kullanildi. PCR karisimi hazirlanirken her bir 6rnek igin su (4pul),
LightCycler 480 Probes Master (10ul), Real Time Ready Assay (1ul) toplam hacim
15 pl olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan karisim vorteks kullanilmadan pipetle
yukart asagi yapilarak karistirildi. “LightCycler 480 multiwell plate” in her
kuyucuguna PCR karigimindan 15 pl ve tizerine Sul cDNA eklendi ve 2 dakika 1500
g ile santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra plate cihaza yerlestiridi ve
LightCycler 480 PCR baslatildi. PCR data analizi SABiosciences’a ait online PCR
Array Data analizi yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Tim ornekler bes
“housekeeping” genin (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1, RPLPO) diizeylerine gore
normalize edildi.

3.5. Istatistiksel analiz:

Calismadan elde edilen tiim sayisal veriler ve skorlar “Statistical Packages
for the Social Science” (SPSS) 20.0 kullanilarak istatistiksel yonden analiz edildi.
Tanimlayic1 istatistiksel analizler yapildi. Etik kural geregi istatistiksel analiz
yapilmasina izin verebilecek minimum sayida deney hayvani kullanilmasi
amaglanmis oldugundan her gruba ait 6rneklem sayisi kiigiik tutuldu. Ancak grup
sayisinin fazla olmasi rastgele istatistiksel sonug elde etme riskini tasidigindan dolay1

bu riski ortadan kaldirmaya yonelik deneyden elde edilen veriler akut donem gruplari
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icin kendi i¢inde ve yine subakut donem gruplar1 i¢in kendi iginde istatistiksel olarak
inceldi.

Akut ve subakut doneme ait histopatolojik derecelendirme sonuglarinin
karsilastirilmasinda degerlerin normal dagildigr ancak homojen olmadigi gézlendi
(Kolmogorov-Smirnov test, p>0.05, Levene’s test, p<0.05). Bu nedenle gruplarin
istatistiksel anlamlilik karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi kullanildi ve p<0.05
degeri anlaml olarak kabul edildi. Gruplarin ikili karsilastirmalarinda Mann Whitney
U testi ve Bonferroni diizeltme testi kullanildi. Tiim testlerde p<0.005 degeri anlamli
olarak kabul edildi.

Tim gruplarda biyokimyasal analiz ve PCR gen ekspreyon analiz
sonuglariin homojen oldugu ve normal dagilima ugradigi gozlendi (Kolmogorov-
Smirnov test, p>0.05; Levene’s test, p>0.05). Bu nedenle gruplarin istatistiksel
anlamlilik karsilagtirmalarinda tek yonlii varyans analizi (One-Way Analysis of
Variance; One-Way ANOVA) testi kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi. Gruplarin ikili karsilastirmalarinda Tukey ¢oklu karsilagtirma analizi (Tukey
HSD Multiple Comparisons) testi kullanildi. Tiim testlerde 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 kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak
kabul edildi. Ayrica benzer gruplarin akut ve subakut donemlere ait biyokimyasal
analiz sonucglar1 ve PCR gen ekspresyon analiz sonuglarinin istatistiksel anlamlilik
karsilastirmalarinda bagimsiz degiskenler t (Independent Samples t) testi kullanildi

ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

47



4. BULGULAR
4.1. Akut doneme ait bulgular
4.1.1. Istk mikroskopisi
Saglikli KONTROL grubunda omuriligin beyaz madde yapisi ve burada yer
alan aksonlar/miyelin kiliflar1 ile gri maddede bulunan multipolar motor néronlarda

belirgin ¢ekirdek/cekirdekeik yapist ve saglikli hiicre morfolojisi gozlendi (Resim 2).

Resim 2: KONTROL grubuna ait histopatolojik goriintilleme (H&E, X100 ve X400)

SHAM-A grubunda gri ve beyaz maddede siddetli kistik kavitasyonlar
goriildli. Neredeyse tiim bolgeyi saran yogun kanama alanlari tespit edildi. Cok
yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 tespit edildi. Doku biitiinliigiiniin
bozulmus oldugu dikkati g¢ekti. Beyaz maddede de kaybin sekillendigi goriildi

(Resim 3).
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Resim 3: SHAM grubuna ait histopatolojik gortintiilleme (H&E, X100 ve X400)

MP-A grubunda genel durumun PX-A grubuna gore daha iyi oldugu
goriildli. Yaygin noronal nekroz tespit edildi ancak kistik kavitasyonlarin ¢ok daha
hafif oldugu dikkati ¢ekti. Yine ¢ok hafif diizeyde kanama alanlar1 goriildii (Resim

4).

Resim 4: MP-A grubuna ait histopatolojik goriintileme (H&E, X100 ve X400)

PX-A grubunda baz1 deneklerde doku biitlinliigiiniin ¢ok iyi korundugu
tespit edildi. Ancak bu hayvanlarda yaygin néronal nekroz dikkati ¢ekti. Hafif hiicre
infiltrasyonlar1 goriildii. Genel olarak beyaz maddede erime ve Kistik kavitasyonlar

dikkat ¢ekiciydi (Resim 5).
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Resim 5: PX-A grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, X100 ve X400)

MPPX-A grubunda beyaz maddenin genis bir kayb1 ve kistik genislemeler
olduk¢a dikkat ¢ekiciydi. Yaygmm kanama alanlari goriildii. Orta diizeyde

mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 tespit edildi (Resim 6).

Resim 6: MPPX-A grubuna ait histopatolojik goriintiileme (H&E, X100 ve X400)

4.1.2. Histopatolojik inceleme

Caligmanin  akut donem gruplarinin  histopatolojik  degerlendirme
sonuglarina ait tanimlayici tablo ve dagilim grafigi asagida sunuldu (Tablo 1, Grafik

1).
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Tablo 1: Akut déneme ait histopatolojik evreleme sonuglarinin tanimlayici tablosu (N: grup i¢i denek
sayisi: SS: standart sapma)

GRUP N Minimum Maksimum Medyan SS
KONTROL 5 1 3 2 0.84
SHAM-A 5 6 9 8 1.22
MP-A 5 3 7 5 1.58
PX-A 5 4 7 6 1.22
MPPX-A 5 5 7 6 0.84

10 =

& =]

6: E

allin u I P

107

E? [k

o
104
g

: Nl

o
10
3

: allil

10
5

: il

o T T T T T T T T T L T T T 1T T T 1T T 11
12 3 4 5 6 7 8 810111213 14151617 1819 20 21 22 23 24 25

DENEK NUMARASI

Y-WVHS

Y-diW
Hyldnyo

¥-Xd

Value HISTOPATOLOJiK DERECELENDIRME

v-XddW

Grafik 1: Akut déneme ait histopatoljik evreleme puanlari bar grafigi

Elde edilen histopatolojik diizeylerin istatistiksel karsilagtirmasinda tim
gruplar arasinda anlamli diizeyde farklilik oldugu (X?=17.033, p=0.002) tespit edildi

(Tablo 2).

Tablo 2: Tim gruplarin histopatolojik evreleme sonuglarinin istatistiksel —anlamlilik
kargilastirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. Kruskal Wallis
testi; p<0.05 (X% ki-kare, df: serbestlik dereceleri)

Degisken df x? p
Histopatolojik evre 4 17.033 0.002
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Gruplarin ikili karsilastirilmasi sonrasinda gruplar arasinda istatistiksel

yonden anlamli bir farklilik olmadig1 gézlendi (Tablo 3).

Tablo 3: Histopatolojik evreleme sonuglart bakimindan gruplarin ikili istatistiksel anlamlilik
kargilastirmalarinda gruplarin verileri arasinda fark saptanmadi. Mann Whitney U testi ve
Bonferroni diizeltme testi; p<0.005 (Z: Z puani)

Gruplar A p

KONTROL/ SHAM-A -2.643 0.008
KONTROL/MP-A -2.530 0.011
KONTROL/ PX-A -2.643 0.008
KONTROL/ MPPX-A -2.643 0.008
SHAM-A/ MP-A -2.319 0.020
SHAM-A/ PX-A -2.028 0.043
SHAM-A/ MPPX-A -2.028 0.043
MP-A/ PX-A -1.074 0.283
MP-A/ MPPX-A -1.289 0.197
PX-A/ MPPX-A -0.111 0.911

4.1.3.Biyokimyasal inceleme

Calismanin akut donemine ait biyokimyasal inceleme sonuglari asagidaki
tanimlayici tabloda ve dagilim grafiklerinde ayrintili olarak verildi (Tablo 4, Grafik
2, Grafik 3, Grafik 4).

Tablo 4: Akut donemde yapilan biyokimyasal inceleme sonuglarina ait tanimlayici tablo (N: grup igi
denek sayisi; MDA: malondialdehit; MPO: myeloperoksidasyon; SS: standart sapma)

EilEr Degisken N  Minimum Maksimum Ortalama  SS
MDA 5 1.000 1.620 1.274 0.29
KONTROL  caspase-3 5 0.800 1.900 1.336 0.49
MPO 5 1.012 1.880 1.402 0.34
MDA 5 1.910 8.730 5.204 2.52
SHAM-A Caspase-3 5 0.690 1.230 0.900 0.21
MPO 5 3.040 4,670 3.760 0.67
MDA 5 1.310 5.950 3.398 1.71
MP-A Caspase-3 5 1.310 2.070 1.772 0.32
MPO 5 5.250 12.290 8.764 2.55
MDA 5 2.300 4.920 3.720 1.25
PX-A Caspase-3 5 0.940 1.570 1.198 0.27
MPO 5 3.280 7.940 5.550 1.70
MDA 5 2.410 4.970 3.510 1.16
PXMP-A Caspase-3 5 0.700 1.300 1.070 0.25
MPO 5 4.630 7.910 5.562 1.38
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Grafik 2: Akut donem gruplarina ait MDA diizeyi degerleri grafigi (MDA: malondialdehit)
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Grafik 3: Akut donem gruplarina ait caspase-3 diizeyi degerleri grafigi
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Grafik 4: Akut donem gruplarina ait myeloperoksidasyon diizeyi degerleri grafigi (MPO:
myeloperoksidasyon)

Bu verilere uygulanan tek yonlii varyans analizi test sonuglari tiim gruplar
arasinda MDA (F=4.011, p=0.015), caspase-3 (F=5.301, p=0.004) ve MPO
(F=14.410, p<0.001) degerleri bakimindan istatistiksel anlamli farklilik oldugunu

gosterdi (Tablo 5).

Tablo 5: Akut dénemde elde edilen biykimyasal inceleme sonuglarinin gruplar arasi karsilagtirma
sonuglar1 tablosu. One-Way ANOVA testi, p<0.05 (df: degrees of freedom; F: F degeri;
MDA: malondialdehit; MPO: myeloperoksidasyon)

Degisken df F p
MDA 4 4.011 0.015
Caspase-3 4 5.301 0.004
MPO 4 15.410 <0.001

Akut doneme ait verilerin ikili gruplar halinde yapilan karsilagtirmalarinda
MDA agisindan KONTROL/ SHAM-A arasinda istatistiksel anlamli farklilik oldugu

(p=0.006) tespit edildi (Tablo 6).
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Tablo 6: Akut doneme ait MDA degerlerinin ikili grup karsilagtirma tablosu One-Way ANOVA-Tukey
coklu karsilastirma testi, p<0.05 (MDA: malondialdehit)

MDA

Gruplar Ortalama Fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-A -3.930 0.991 0.006
KONTROL/ MP-A -2.124 0.991 0.242
KONTROL/ PX-A -2.446 0.991 0.138
KONTROL/ MPPX-A -2.236 0.991 0.201
SHAM-A/ MP-A 1.806 0.991 0.389
SHAM-A/ PX-A 1.484 0.991 0.576
SHAM-A/ MPPX-A 1.694 0.991 0.451
MP-A/ PX-A -0.322 0.991 0.997
MP-A/ MPPX-A -0.112 0.991 1.000
PX-A/ MPPX-A 0.210 0.991 1.000

Ote yandan caspase-3 agisindan SHAM-A/ MP-A (p=0.003) ve MP-A/

MPPX-A arasinda istatistiksel anlam fark oldugu ( p=0.019) tespit edildi (Tablo 7).

Tablo 7: Akut doneme ait caspase-3 degerlerinin ikili grup karsilagtirma tablosu One-Way ANOVA-
Tukey ¢oklu karsilastirma testi, p<0.05

Caspase-3

Gruplar Ortalama Fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-A 0.436 0.203 0.240
KONTROL/ MP-A -0.436 0.203 0.240
KONTROL/ PX-A 0.138 0.203 0.959
KONTROL/ MPPX-A 0.266 0.203 0.689
SHAM-A/ MP-A -0.872 0.203 0.003
SHAM-A/ PX-A -0.298 0.203 0.594
SHAM-A/ MPPX-A -0.170 0.203 0.916
MP-A/PX-A 0.574 0.203 0.070
MP-A/ MPPX-A 0.702 0.203 0.019
PX-A/ MPPX-A 0.128 0.203 0.968

Akut donem gruplara ait MPO degerlerinin ikili karsilastirmalarinda ise
KONTROL/ MP-A (p<0.001), KONTROL/ PX-A (p=0.003), KONTROL/ MPPX-A

(p=0.003), SHAM-A/ MP-A (p<0.001), MP-A/PX-A (p=0.026) ve MP-A/ MPPX-A
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(p=0.027) gruplar1 arasinda istatistiksel yonden anlamli farklilik oldugu saptandi

(Tablo 8).

Tablo 8: Akut doneme ait MPO degerlerinin ikili grup karsilasgtirma tablosu One-Way ANOVA-Tukey
¢oklu karsilastirma testi, p<0.05 (MPO: myeloperoksidasyon)

MPO

Gruplar Ortalama Fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-A -2.358 0.974 0.151
KONTROL/ MP-A -7.362 0.974 <0.001
KONTROL/ PX-A -4.148 0.974 0.003
KONTROL/ MPPX-A -4.160 0.974 0.003
SHAM-A/ MP-A -5.004 0.974 <0.001
SHAM-A/ PX-A -1.790 0.974 0.381
SHAM-A/ MPPX-A -1.802 0.974 0.375
MP-A/ PX-A 3.214 0.974 0.026
MP-A/ MPPX-A 3.202 0.974 0.027
PX-A/ MPPX-A -0.012 0.974 1.000

4.1.4.PCR gen ekspresyon analizi

Calismanin akut donemine ait PCR gen ekspresyon inceleme sonuglari

asagidaki tanimlayici tabloda ve dagilim grafiginde ayrintili olarak verildi (Tablo 9,

Grafik 5, Grafik 6).

Tablo 9: Akut donemde yapilan PCR gen ekspresyon inceleme sonuglarina ait tanimlayici tablo (N:
grup i¢i denek sayist: SS: standart sapma; TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha; TGF-1f:
Tissue Growth Factor-1beta)

Degisken Gruplar Minimum  Maksimum  Ortalama SS
TNF-a KONTROL 0.000 0.003 0.001 0.00
SHAM-A 0.001 0.037 0.010 0.02
MP-A 0.002 0.560 0.206 0.23
PX-A 0.009 0.212 0.070 0.08
MPPX-A 0.001 0.041 0.020 0.02
TGF-1B KONTROL 0.000 0.019 0.006 0.01
SHAM-A 0.000 0.001 0.001 0.00
MP-A 0.002 0.289 0.134 0.13
PX-A 0.001 0.063 0.023 0.02
MPPX-A 0.000 0.016 0.008 0.01
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Grafik 5: Akut donem gruplarina ait TNF-a gen ekspresyon diizeyi degerleri grafigi (TNF-o: Tumor
Necrosis Factor-alph)
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Grafik 6: Akut donem gruplarina ait TGF-1B gen ekspresyon diizeyi degerleri grafigi (TGF-1f: Tissue
Growth Factor-1beta)

Bu verilerin istatistiksel karsilastirmasinda tiim gruplar arasinda TNF-a
(F=3.076, p=0.040) ve TGF-1p (F=4.421, p=0.010) gen ekspresyon degerlerinin

anlamli diizeyde farkli oldugu tespit edildi (Tablo 10).
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Tablo 10: Tim gruplarin PCR gen eckspresyon analizi sonuglarinin istatistiksel anlamlilik
kargilagtirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. One Way-ANOVA
testi; p<0.05 (df: serbestlik dereceleri; TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha; TGF-1p:
Tissue Growth Factor-1beta)

Degisken df F p
TNF-o 4 3.076 0.040
TGF-1B 4 4.421 0.010

Akut doneme ait verilerin ikili gruplar halinde yapilan karsilastirmalarinda
TNF-a sonuglart bakimindan gruplar arasinda anlamli fark olmadig1 saptandi (Tablo
11).

Ayrica TGF-1B gen ekspresyon degerleri acisindan KONTROL/ MP-A
(p=0.023), SHAM-A/ MP-A (p=0.016) ve MP-A/ MPPX-A (p=0.024) gruplar

arasinda istatistiksel anlaml fark oldugu tespit edildi (Tablo 12).

Tablo 11: TNF-a gen ekspresyon analizi sonuglar1 bakimindan gruplarm ikili istatistiksel anlamlilik
karsilastirmasinda veriler arasinda istatistiksel fark olmadig: saptandi. One Way-ANOVA-
Tukey coklu karsilastirma testi; p<0.05 (TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha)

TNF-a

Gruplar Ortalama fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-A -0.010 0.069 1.000
KONTROL/ MP-A -0.205 0.069 0.050
KONTROL/ PX-A -0.069 0.069 0.849
KONTROL/ MPPX-A -0.019 0.069 0.999
SHAM-A/ MP-A -0.195 0.069 0.067
SHAM-A/ PX-A -0.059 0.069 0.906
SHAM-A/ MPPX-A -0.010 0.069 1.000
MP-A/ PX-A 0.136 0.069 0.309
MP-A/ MPPX-A 0.186 0.069 0.088
PX-A/ MPPX-A 0.050 0.069 0.948
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Tablo 12: TGF-1B gen ekspresyon analizi sonuglar1 bakimindan gruplarin ikili istatistiksel anlamlilik
kargilagtirmasinda KONTROL/MP-A, SHAM-A/ MP-A ve MP-A/ MPPX-A gruplarinin
verileri arasinda fark oldugu saptandi. One Way-ANOVA-Tukey c¢oklu karsilastirma testi;
p<0.05 (TGF-1p: Tissue Growth Factor-1beta).

TGF-1B

Gruplar Ortalama fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-A 0.006 0.038 1.000
KONTROL/ MP-A -0.128 0.038 0.023
KONTROL/ PX-A -0.017 0.038 0.991
KONTROL/ MPPX-A -0.001 0.038 1.000
SHAM-A/ MP-A -0.133 0.038 0.016
SHAM-A/ PX-A -0.023 0.038 0.974
SHAM-A/ MPPX-A -0.007 0.038 1.000
MP-A/ PX-A 0.111 0.038 0.058
MP-A/ MPPX-A 0.126 0.038 0.024
PX-A/ MPPX-A 0.016 0.038 0.993

4.2. Subakut doneme ait bulgular:

4.2.1. Istk mikroskopisi

SHAM-S grubunda yer yer hemosiderin yiiklii makrofajlarin varligi dikkati
cekti. Herhangi bir kanama alanina rastlanmadi. Ancak genis kistik kavitasyonlarla
birlikte yaygin ndronal nekrozlarin varhigi tespit edildi. Akut gruba gore hiicre

infiltrasyonlarinin daha hafif oldugu oldugu goriildii (Resim 7).

Resim 7: SHAM-S grubuna ait histopatolojik goriinim (H&E, X100 ve 40X)
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MP-S grubunda ndronal nekroz alanlar1 tespit edildi ancak doku

biitiinliigiiniin oldukga 1yi oldugu tespit edildi. Kistik kavitasyonlarin akut gruba goére

oldukga az ve kiigiik oldugu dikkati ¢ekti. Damarlarda hiperemi goriildii (Resim 8).

Resim 8: MP-S grubuna ait histopatolojik goriinim (H&E, X100 ve 40X)

PX-S grubunda genel durumun biraz akut gruba gore daha iyi oldugu
goriildi. Ama yine dikkat cekici diizeyde kistik kavitasyonlar ve daha hafif

mononiikleer hiicre infiltrasyonlar goriildii (Reism 9).

Resim 9: PX-S grubuna ait histopatolojik gortiiniim (H&E, X100 ve 40X)
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MPPX-S grubunda akut gruba gére doku biitiinligiiniin oldukga iyi bir
durumda oldugu goriildi. Orta siddette noronal nekrozlar tespit edildi. Bazi
deneklerde kistik kavitasyonlarin akut gruba gore daha az ve kiigiik yapida oldugu
goriildii ve beyaz maddede kayip saptandi ancak akut gruba gore onemli diizeyde

azdi (Resim 10).

Resim 10: MPPX-S grubuna ait histopatolojik gériinim (H&E, X100 ve 40X)

4.2.2. Histopatolojik inceleme
Calismanin subakut donemine ait histopatolojik inceleme sonuglarinin

tanimlayici tablo ve dagilim grafigi asagida sunuldu (Tablo 13, Grafik 7):

Tablo 13: Subakut donemde elde edilen histopatolojik evreleme sonuglarma ait tanimlayici tablo (N:
grup ici denek sayisi: SS: standart sapma)

Gruplar N Minimum Maksimum Medyan SS

KONTROL 5 1 3 2 0.84
SHAM-S 6 6 9 7 1.17
MP-S 6 2 6 4 1.33
PX-S 6 4 7 5 1.17
MPPX-S 5 4 5 4 0.55
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Grafik 7: Subakut doneme ait histopatolojik evreleme puanlar: bar grafigi

Tiim gruplarin histopatolojik evreleme sonuglarinin istatistiksel anlamlilik
karsilastirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi (X*=18.304,

p<0.001) (Tablo 14)

Tablo 14: Tim gruplarin histopatolojik evreleme sonuglarinin istatistiksel —anlamlilik
karsilagtirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. Kruskal Wallis
testi; p<0.05 (X?: ki-kare, df: serbestlik dereceleri)

Degisken df x? p
Histopatolojik diizey 4 18.304 <0.001

Gruplarm ikili karsilagtirmasi sonrasi histopatolojik evreleme sonuglarinin

gruplar arasinda farkli olmadig1 gozlendi (Tablo 15).
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Tablo 15: Subakut séneme ait histopatolojik evreleme sonuglart bakimindan gruplarm ikili
istatistiksel anlamlilik karsilastirmalarinda gruplarin verileri arasinda istatistiksel fark

saptanmadi. Mann Whitney U testi ve Bonferroni diizeltme testi; p<0.005 (Z: Z puani)

Gruplar z p
KONTROL/ SHAM-S -2.764 0.006
KONTROL/ MP-S -2.336 0.019
KONTROL/ PX-S -2.764 0.006
KONTROL/ MPPX-S -2.668 0.008
SHAM-S/ MP-S -2.766 0.006
SHAM-S/ PX-S -2.282 0.022
SHAM-S/ MPPX-S -2.783 0.005
MP-S/ PX-S -1.750 0.080
MP-S/ MPPX-S -1.098 0.272
PX-S/ MPPX-S -1.179 0.238

4.2.3.Biyokimyasal inceleme

Calismanin  subakut donem gruplarina ait biyokimyasal

inceleme

sonuglariin tanimlayici tablosu ve bu degerlerin dagilim grafikleri asagida sunuldu

(Tablo 16, Grafik 8, Grafik 9, Grafik10).

Tablo 16: Subakut donemde elde edilen biyokimyasal inceleme sonuglarina ait tanimlayici tablo (N:
grup i¢i denek sayisi; MDA: malondialdehit; MPO: myeloperoksidasyon; SS: standart

sapma)

GRUP N  Minimum Maksimum Ortalama SS
MDA 5 1.000 1.620 1.274 0.29

KONTROL  caspase-3 5 0.800 1.900 1.336 0.49
MPO 5 1.012 1.880 1.402 0.34
MDA 6 1.240 4.630 2.638 1.26

SHAM-S Caspase-3 6 0.680 1.570 1.107 0.34
MPO 6 4.250 7.500 5.471 1.23
MDA 6 1.180 5.420 3.533 1.56

MP-S Caspase-3 6 1.060 2.110 1.655 0.36
MPO 6 3.950 10.970 7.503 2.28
MDA 6 2.370 5.920 3.766 1.50

PX-S Caspase-3 6 1.010 1.620 1.248 0.22
MPO 6 4530 7.310 5.810 0.91
MDA 5 1.860 3.750 2.898 0.68

MPPX-S Caspase-3 5 0.990 2.140 1.442 0.47
MPO 5 4.550 8.910 6.438 1.82
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Grafik 8: Subakut donem gruplarina ait malondialdehid diizeyi degerleri grafigi (MDA:
malondialdehit)
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Grafik 9: Subakut donem gruplarina ait caspase-3 diizeyi degerleri grafigi
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Grafik 10: Subakut donem gruplarina ait myeloperoksidasyon diizeyi degerleri grafigi
(MPO: myeloperoksidasyon)

Bu verilere uygulanan tek yonlii varyans analizi test sonuclari tiim gruplar
arasinda sadece MDA (F=3.507, p=0.022) ve MPO (F=12.595, p<0.001) degerleri

arasinda istatistiksel anlamli farklilik oldugunu gosterdi (Tablo 17).

Tablo 17: Subakut dénemde elde edilen biyokimyasal inceleme sonuglarinin gruplar arasi
karsilastirma sonuglar1 tablosu. One-Way ANOVA testi, p<0.05. (df: degrees of freedom;
F: F degeri; MDA: malondialdehit; MPO: myeloperoksidasyon)

Degisken df F p

MDA 4 3.507 0.022
Caspase-3 4 1.772 0.169
MPO 4 12.595 <0.001

Gruplar arasi ikili karsilagtirmalarda MDA diizeylerinin KONTROL/ MP-S
(p=0.038) ve KONTROL/ PX-S (p=0.019) gruplar1 arasinda farkli oldugu gézlendi.

(Tablo 18).
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Diger yandan gruplar arasi ikili karsilastirmalarda MPO diizeylerinin
KONTROL/ SHAM-S (p=0.001), KONTROL/ MP-S (p<0.001), KONTROL/ PX-S
(p=0.001) ve KONTROL/ PXMP-S (p<0.001) gruplar1 arasinda farkli oldugu

gozlendi (Tablo 19).

Tablo 18: Subakut doneme ait MDA degerlerinin ikili grup karsilagtirma tablosu. One Way-ANOVA-
Tukey ¢oklu karsilastirma testi; p<0.05 (MDA: malondialdehit)

MDA

Gruplar Ortalama Fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-S -1.364 0.732 0.364
KONTROL/ MP-S -2.259 0.732 0.038
KONTROL/ PX-S -2.493 0.732 0.019
KONTROL/ MPPX-S -1.624 0.765 0.245
SHAM-S/ MP-S -0.895 0.698 0.705
SHAM-S/ PX-S -1.128 0.698 0.503
SHAM-S/ MPPX-S -0.260 0.732 0.996
MP-S/ PX-S -0.233 0.698 0.997
MP-S/ MPPX-S 0.635 0.732 0.906
PX-S/ MPPX-S 0.869 0.732 0.759

Tablo 19: Subakut déneme ait MPO degerlerinin ikili grup karsilagtirma tablosu. One Way-ANOVA-
Tukey ¢oklu karsilastirma testi; p<0.05 (MPO: myeloperoksidasyon)

MPO

Gruplar Ortalama Fark Standart Hata p

KONTROL/ SHAM-S -4.069 0.906 0.001
KONTROL/ MP-S -6.101 0.906 <0.001
KONTROL/PX-S -4.408 0.906 0.001
KONTROL/ MPPX-S -5.036 0.947 <0.001
SHAM-S/ MP-S -2.032 0.864 0.165
SHAM-S/ PX-S -0.338 0.864 0.995
SHAM-S/ MPPX-S -0.966 0.906 0.822
MP-S/ PX-S 1.693 0.864 0.316
MP-S/ MPPX-S 1.065 0.906 0.765
PX-S/ MPPX-S -0.628 0.906 0.956
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4.2.4.PCR gen ekspresyon analizi

Calismanin subakut donemine ait PCR gen ekspresyon inceleme sonuglari

asagidaki tanimlayici tabloda ve dagilim grafiklerinde ayrintili olarak verildi (Tablo

20, Grafik 11, Grafik 12).

Tablo 20: Subakut dénemde yapilan PCR gen ekspresyom inceleme sonuglarina ait tanimlayici tablo
(N: grup i¢i denek sayisi: SS: standart sapma; TNF-o: Tumor Necrosis Factor-alpha;
TGF-1p: Tissue Growth Factor-1beta))

Degisken Gruplar Minimum  Maksimum  Ortalama SS
TNF-a KONTROL 0.000 0.003 0.001 0.00
SHAM-S 0.015 0.724 0.305 0.26
MP-S 0.001 0.138 0.070 0.05
PX-S 0.000 0.088 0.029 0.03
MPPX-S 0.000 0.237 0.063 0.10
TGF-1B KONTROL 0.000 0.019 0.006 0.01
SHAM-S 0.003 0.228 0.082 0.08
MP-S 0.000 0.017 0.005 0.01
PX-S 0.000 0.014 0.005 0.01
MPPX-S 0.000 0.146 0.041 0.06
800
JB00-]
"é 400
2
200
000 — T @ D
KON':'ROL SHAIM-S MF!-S PZ{I-S MPP‘I{-S
GRUPLAR

Grafik 11: Subakut donem gruplarina ait TNF-o gen ekspresyon diizeyi degerleri grafigi (TNF-a:

Tumor Necrosis Factor-alpha)
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Grafik 12: Subakut donem gruplarina ait TGF-1B gen ekspresyon diizeyi degerleri grafigi (TGF-1p:
Tissue Growth Factor-1beta)

Bu verilerin istatistiksel karsilastirmasinda tiim gruplar arasinda TNF-a
(F=4.940, p=0.005) ve TGF-1p (F=3.294, p=0.028) gen ekspresyon degerlerinin

anlamli diizeyde farkli oldugu tespit edildi (Tablo 21).

Tablo 21: Subakut doneme ait gruplarin PCR gen ekspresyon analizi sonuglarinin istatistiksel
anlamlilik karsilastirmalarinda gruplar arasinda belirgin istatistiksel fark saptandi. One
Way-ANOVA testi; p<0.05 (df: serbestlik dereceleri; TNF-a: Tumor Necrosis Factor-

alpha; TGF-1p: Tissue Growth Factor-1beta)

Degisken df F p
TNF-a 4 4.940 0.005
TGF-1p 4 3.294 0.028

Subakut doneme ait gruplarin ikili karsilagtirmasinda TNF-a gen ekspresyon
sonuglari bakimindan KONTROL/ SHAM-S (p=0.007), SHAM-S/ MP-S (p=0.038),
SHAM-S/ PX-S (p=0.011) ve SHAM-S/ MPPX-S (p=0.043) gruplar1 arasinda

istatistiksel anlamli farklilik oldugu saptandi (Tablo22).
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Subakut doneme ait gruplarin ikili karsilastirmasinda TGF-1B gen
ekspresyon sonuglar1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
saptanmadi (Tablo23).

Tablo 22: TNF-a gen ekspresyon analizi sonuglari bakimindan gruplarin ikili istatistiksel anlamlilik
kargilagtirmasinda SHAM-S grubu verileri ile diger tiim gruplarin verileri arasinda

istatistiksel anlamli fark saptandi. One Way-ANOVA-Tukey coklu karsilastrma testi;
p<0.05 (TNF-a: Tumor Necrosis Factor-alpha)

TNF-a

Gruplar Ortalama fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-S -0.303 0.079 0.007
KONTROL/ MP-S -0.069 0.079 0.904
KONTROL/ PX-S -0.028 0.079 0.996
KONTROL/ MPPX-S -0.062 0.083 0.943
SHAM-S/ MP-S 0.234 0.076 0.038
SHAM-S/ PX-S 0.275 0.076 0.011
SHAM-S/ MPPX-S 0.241 0.079 0.043
MP-S/ PX-S 0.041 0.076 0.982
MP-S/ MPPX-S 0.007 0.079 1.000
PX-S/ MPPX-S -0.034 0.079 0.993

Tablo 23: TGF-1p gen ekspresyon analizi sonuglar1 bakimindan gruplarin ikili istatistiksel anlamlilik
karsilagtirmasinda anlamli fark saptanmadi. One Way-ANOVA-Tukey c¢oklu karsilastima
testi; p<0.05 (TGF-1p: Tissue Growth Factor-1beta)

TGF-1p

Gruplar Ortalama fark Standart hata p

KONTROL/ SHAM-S -0.076 0.027 0.075
KONTROL/ MP-S 0.001 0.027 1.000
KONTROL/ PX-S 0.002 0.027 1.000
KONTROL/ MPPX-S -0.034 0.029 0.749
SHAM-S/ MP-S 0.076 0.026 0.053
SHAM-S/ PX-S 0.077 0.026 0.050
SHAM-S/ MPPX-S 0.041 0.027 0.572
MP-S/ PX-S 0.001 0.026 1.000
MP-S/ MPPX-S -0.035 0.027 0.698
PX-S/ MPPX-S -0.036 0.027 0.681
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4.3. Her bir grubun akut ve subakut doneme ait verilerinin iKili
karsilastirmasi

Akut ve subakut donemlere ait gruplarin histopatolojik evreleme verilerinin

istatistiksel karsilastirilmasinda MPPX-A/ MPPX-S (Z=-2.479, P=0.013) gruplari

arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi. (Tablo 24).

Tablo 24: Akut donem ile subakut doneme ait gruplarin histopatolojik evreleme verilerinin ikili
karsilastirma tablosu. Mann Whitney U testi, p<0.05 (Z: Z skoru)

Gruplar Z p

SHAM-A/ SHAM-S -1.129 0.259
MP-A/ MP-S -1.220 0.222
PX-A/ PX-S -1.129 0.259
MPPX-A/ MPPX-S -2.479 0.013

Diger yandan biyokimyasal verilerin ikili grup karsilastirmalarinda sadece
SHAM-A/ SHAM-S (t=-2.782, p=0.021) gruplar1 arasinda MPO diizeyleri

bakimindan farklilik saptandi (Tablo 25).

Tablo 25: Akut donem ile subakut doneme ait gruplarin biyokimyasal verilerinin ikili kargilagtirma
tablosu. Independent Samples t testi, p<0.05
(MDA: malondialdehit; MPO: myeloperoksidasyon)

MDA Caspase-3 MPO
Gruplar t p t p t p
SHAM-A/ SHAM-S 2.199 0.055 -1.184 0.267 -2.782 0.021
MP-A/ MP-S -0.137 0.894 0.558 0.590 0.866 0.409
PX-A/PX-S -0.055 0.957 -0.345 0.738 -0.324 0.753
MPPX-A/ MPPX-S 1.018 0.339 -1.570 0.155 -0.856 0.417

Ayrica  PCR gen ekspresyon analiz sonuglarmin  ikili  grup
karsilastirmalarinda SHAM-A/ SHAM-C gruplann arasinda TNF-a (t=-2.482,
p=0.035) ve MP-A/ MP-S gruplar1 arasinda TGF-1p (t=2.422, p=0.039) gen

ekspresyon diizeylerinin farkli oldugu saptandi (Tablo 26).
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Tablo 26: Akut dénem ile subakut déneme ait gruplarin PCR gen ekspresyon analiz sonuglariim ikili
karsilastirma tablosu. Independent Samples t testi, p<0.05 (TNF-o: Tumor Necrosis
Factor-alpha; TGF-1p: Tissue Growth Factor-1beta)

TNF-a TGF-1p
Gruplar t p t p
SHAM-A/ SHAM-S -2.482 0.035 -2.260 0.050
MP-A/ MP-S 1.452 0.180 2.422 0.039
PX-A/ PX-S 1.113 0.295 1.897 0.090
MPPX-A/ MPPX-S -0.929 0.380 -1.209 0.261

5. TARTISMA

5.1. Histopatolojik inceleme sonuclart

Omurilik yaralanmalarinin klinik tedavisinde steroid kokenli ilaglar ilk kez
1969 yilinda kullanilmaya baglanmistir. Daha sonra 1984 yilinda ¢ok merkezli
yapilan c¢alismalarda (NASCIS; National Acute Spinal Cord Injury Study) bu
steroidlerin yiiksek dozda kullaniminin (30 mg/kg bolus ve takiben 5.4 mg/kg/ saat
idame dozu intravenoz infiizyon ile) omurilik yaralanmasinin erken donemlerinde
(yaralanmanin ilk 3-8 saatlik doneminde) belirgin klinik diizelme saglayabilecegi
onerilmistir (9). Ancak 2006 yilinda yapilan ¢ok merkezli ¢alismalarda (North
American Spine Surgeons) steroid tedavisi uygulanan omurilik yaralanmali
hastalarin ancak %?24.1° lik kisminda klinik diizelme oldugu ve bunlarin da biiyiik
kismini hafif diizey omurilik yaralanmali hastalarin olusturdugu rapor edilmistir (16,
49). Ayrica yiiksek doz steroid kullaniminin klinik diizelme saglayamadigi ve aksine
infeksiyon riskini (6zellikle akciger infeksiyonlari, sepsis gibi) arttirdigi da
savunulmustur (17, 35, 41). Ayrica bu ¢alismalarda pediatrik yas grubu hastalarinda
steroid tedavisinin etkilerinin belirsiz oldugu savunulmustur. Bu arada yapilan birgok

deneysel caligmada steroid tedavisinin omurilik yaralanmalarinda ne histopatolojik
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diizeyde ne de fonksiyonel diizeyde (motor ve duyusal kayiplari azaltici yonde)
tedavi edici etkinliginin olmadig1 savunulmustur.

Bizim ¢alismamizin akut donem gruplarinda sadece travma uygulanan
deneklerde gri ve beyaz maddede siddetli kistik kavitasyonlar, yogun kanama
alanlar1 ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii. Metilprednizolon uygulanan
deneklerde yaygin ndronal nekrozla beraber daha hafif kistik kavitasyonlarin ve
kanama alanlarinin oldugu dikkati ¢ekti. Parecoxib verilen bazi deneklerde doku
biitiinligiiniin ¢ok iyi korundugu ancak kistik kavitasyonlarla ve yaygin néronal
nekrozla beraber hafif diizeyde hiicre infiltrasyonlarinin oldugu goriildii.
Metilprednizolon ve parecoxib birlikte verilen deneklerde ise beyaz maddede yaygin
kanama alanlar ile beraber kistik kavitasyonlar ve orta diizeyde mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar: tespit edildi.

Diger yandan bu doéneme ait gruplarin histopatolojik evreleme sonuglarinin
istatistiksel analizleri sonunda gruplar arasinda evre farkinin olmadigi saptandi.
Ancak sayisal verilere bakildiginda sadece travma uygulanan grubun evreleme
puanlarinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu goriildii. Bu kosulda da parecoxib
ve metilprednizolonun tek basmma ya da birlikte kullanildigi kosulda omurilik
yaralanmasinda histopatolojik diizeyde az da olsa faydali etkilerinin olabilecegi
distinildii.

Calismanin subakut donemine ait travma uygulanan ancak ilag verilmeyen
deneklerde genis kistik kavitasyonlarla birlikte yaygin noronal nekroz ve yer yer
hemosiderin yiiklii makrofajlarin varligt ve akut gruba gore daha hafif hiicre
infiltrasyonlarinin oldugu dikkati ¢ekti. Metilprednizolon verilen deneklerde ise doku

biitlinliigiiniin oldukca iyi oldugu, ndronal nekroz ve kistik kavitasyon alanlarinin
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akut doneme gore oldukca az ve kiiciik oldugu dikkati ¢ekti. Parecoxib verilen
deneklerde ise genel durumun akut gruba goére biraz daha iyi oldugu ancak dikkat
cekici dilizeyde kistik kavitasyonlarin ve daha hafif mononikleer hiicre
infiltrasyonlarmin oldugu goriildii. Kombine tedavi uygulanan deneklerde ise akut
gruba gore doku biitiinliigliniin olduk¢a iyi bir durumda oldugu, orta siddette néronal
nekroz oldugu tespit edildi.

Histopatolojik evreleme verilerinin istatistiksel analiz sonuglarina
bakildiginda ise parecoxibe ve metilprednizolonun tek basina ve digeri ile birlikte
verildigi kosulda ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasiin subakut dénemine ait
histopatolojik bulgulari diizeltemedigi saptandi. Ancak sayisal veriler incelendiginde
her iki etken maddenin de omurilik yaralanmasinin histopatolojik evreleme
puanlarint bir miktar azaltabildigi ve bu bulgularla omurilik yaralanmasinin
tedavisinde az da olsa tedavi edici faydali etkilerinin olabilecegi diisiiniildi.

Akut ve subakut donemlere ait gruplarin histopatolojik evreleme verilerinin
ikili istatistiksel karsilagtirllmasinda MPPX-A/ MPPX-S gruplar1 arasinda
istatistiksel anlamli fark saptandi. Bu gruplarin medyan degerlerine bakildiginda
subakut donemde deneklerin histopatolojik evre puanlarinin kombine ilag kullanimi
sonras1 belirgin azaldig1 tespit edildi. Diger gruplarda bu azalmanin olmadigi
gozlendi.

5.2. Biyokimyasal inceleme sonuglart

Primer yaralanma sonrasi ortaya c¢ikan iskemi ve takiben gelisen
reperfiizyon hasar1 omurilikteki yaralanmanm siddetini artirmaktadir. Ozellikle
iskemi/ hipoksi sonrasi ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri hiicre membranindaki

fosfolipitlerle reaksiyona girerek arasidonik asit ve lipit peroksitlerin ortama
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salinmasina neden olmaktadir. Bu ise siklooksijenaz yolagin1 tetikleyerek
tromboksan ve Idkotrienlerin yarali dokudaki sentez ve salimimlarini artirarak
fizyolojik dengenin bozulmasini tetiklemekte ve bu bozulma kisir dongii haline
gelerek yikimin daha da artmasina neden olmaktadir. Daha Once literatiirde tedavi
amacli  kullanilan metilprednizolonun baz1 yararli etkilerinin  olabilecegi
bildirilmistir. Ozellikle yarali néral dokuda kan dolasimini artirarak vazojenik 6demi
ve iskeminin etkilerini azaltabilecegi, kan-beyin bariyerini diizeltebilecegi, hipofiz
kokenli endorfin salinimini inhibe edebilecegi, lizozomal membranlar1 stabilize
ederek hem inflamatuar cevab1 azaltabilecegi ve hem de doku yikimim
engelleyebilecegi savunulmustur. Bu etkilerin biiyiik ¢ogunlugunun lipit peroksitleri
azaltict antioksidan kapasitelerinden kaynaklandig: diisiiniilmiistiir. Ayrica bu ajanin
tiim hiicre membranlarindan gecebilmesi ve daha az kemik iligi supresyonu yapmasi
kullanim avantajlar1 arasinda degerlendirilmistir (2).

Bizim g¢alisgmamizin hipotezinde COX-2 enzimini selektif inhibe etmeye
yonelik olarak kullanilan parecoxib ve non-selektif COX inhibitérii metilprednizolon
isimli farmakolojik ajanlarin arasidonik asit metabolizmasi iriinii olan tromboksan
ve lokotrien sentezini azaltarak yarali dokudaki serbest oksijen radikallerinin
olusumunu azaltacagr ve indirekt yoldan lipit peroksidasyon dongiisiinii inhibe
edebilecegi varsayildi. Ancak calisma sonuglarina bakildiginda akut déneme ait tiim
calisma gruplar1 arasinda MDA degerleri agisindan farklilik saptanmadi. Her ne
kadar sadece travma uygulanan ancak ilag verilmeyen grubun MDA degerleri sayisal
olarak diger gruplardan daha yiliksek bulunsa da bu yiikseklik istatistiksel olarak

anlaml degildi.
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Subakut doneme ait ¢alisma grubu sonuglarina bakildiginda da sonuglarin
degismedigi goriildii. Subakut doneme ait gruplarin MDA diizeylerinin SHAM-S
grubu diizeylerinden farkli olmamasi bu iki etken maddenin lipit peroksidasyon
diizeylerini azaltma ve serbest oksijen radikali olusumunu baskilama yo6niinde etkili
olmadigmi disilindiirdii. Boylece ne metilprednizolonun, ne parecoxibin ne de
bunlarin birlikte kullaniminin ratlarda omurilik yaralanmasi modelinde MDA
diizeylerini azaltici, lipit peroksidasyonu engelleyici ve serbest radikal olusumunu
baskilayici etkiye sahip olmadigi diistliniildii.

Liu ve ark omurilik yaralanmalarinin ilk 4 saatinde lezyon i¢inde kalan
noronlarda apopitoz gelistigini ve bu siirecin ilk 8 saatinde maksimuma ulastigini
rapor etmislerdir. Ayrica yaralanmadan birkag¢ giin sonrasinda dejenerasyona ugramis
aksonlarla birlikte oligodendrositlerde de apopitozun oldugunu goézlemlemislerdir.
Steroidlerin glial hiicrelerin apopitozunu ve yarali dokuda meydana gelen
inflamatuar siirecleri azalttig1 ancak noéronal kaybi engelleyemedigi savunulmustur
(30, 312).

Bizim c¢alismamizda metilprednizolon isimli farmakolojik ajanin omurilik
yaralanmasinin akut doneminde yarali dokudaki caspase-3 diizeyini azaltamadigi
aksine arttirdig1 saptandi. Ayrica her ne kadar metilprednizolon uygulanan grup harig
diger gruplarin kontrol grubu degerlerine gore sayisal olarak daha diisiik caspase-3
Olctim degerleri olsa da bu diislik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi.
Ote yandan omurilik yaralanmasmin akut doneminde parecoxib isimli ajanmn tek
basina ya da metilprednizolon ile kombine uygulanmasi sonrasi caspase-3 diizeyleri
tizerinde degistirici etkiye sahip olmadigi ve bu nedenle de apopitozu baskilayici ya

da azaltici etkiye sahip olamadig1 sonucuna ulasildi.
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Calismanin subakut donemine ait gruplar arasinda da caspase-3 diizeyleri
arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi. Boylece subakut donemde parexocib,
metilprednizolon ya da bunlarin birlikte kullaniminin apopitoz belirteci olan caspase-
3 proteini iizerinde degistirici etkinliginin olmadig1 sonucuna ulasildi.

Diger yandan her bir grubun akut donem ve subakut doneme ait sayisal
verilerine geri doniip bakildiginda da caspase-3 diizeyleri agisindan anlamli bir
farklilik saptanmadi. Sonug olarak her iki farmakolojik ajanin hem tek bagina ve hem
de kombine kullanimi1 sonras1 apopitozun belirteci olan caspase-3 diizeylerini azaltici
ya da degistirici etkiye sahip olmadiklar1 ve apopitozu baskilayici ya da azaltici etki
olusturamadiklart sonucuna ulasildi.

Omurilik yaralanmalarinda yaralanan dokuya ilk gelen savunma hiicreleri
notrofiller olup bu hiicrelerden ortama proinflamatuar sitokinler, kemokinler,
proteolitik enzimler ve reaktif oksijen parcgalari salgilarlar. MPO proteini notrofillerin
ve monositlerin primer graniillerinde bulunur ve ortama hipolorik asit salinimda
major etkendir. Bu sitotoksik triinler ve hipoklorik asit omurilikte hem lipid
peroksidasyonu tetikleyerek myelin yikimina, hem proteazlar1 aktive ederek hiicre
iskelet ve membran proteinlerinin pargalanmasina ve hiicresel nekroza ve hem de
Ca?*-ATPase enzimini bozarak hiicre i¢i kalsiyum birikime neden olur. Bu kalsiyum
birikimi ve hipklorik asitin kendisi hem proteinazlar1 aktive ederek, hem glutatyon
yikimi yaparak ve hem de antiapopitotik Bcl-2 proteinini yikarak devaminda
apopitozise gidise neden olur. Ayrica hipoklorik asit hem caspase proteinlerini ve
hem de mitokondrial yikim sonrasi ortaya cikan sitokrom-c proteini ilizerinden
apopitozis mekanizmalarin1 baslatir. Yukarida bahsedilen bu durumlar ise noronal

yaralanmanin daha da artmasina ve daha fazla nérolojik kayba neden olur. Ayrica
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MPO nétrofillerin CD11b/CD18 integrin molekiiliine baglanarak notrofillerin damar
duvarina yapisip (adherence) damar disina ¢ikislarimi (extravasation) da artirir.
Toplamda MPO hem kemoatraksiyonla nétrofillerin yarali dokuya gelisini ve
ortamda artisini, hem de HOCI tizerinden ve kendi basina yarali dokunun diizenlenip
6lii dokularin ortamdan temizlenmesini saglayan bir proteaz proteindir (27).

Bu ¢alismada omurilik yaralanmasinin akut ve subakut doneminde MPO
aktivitesinin diizeyi arastirilmaya calisilmis ve bdylece hem nétrofilik aktivitenin
diizeyi indirekt yoldan degerlendirilmek ve hem de olusan sekonder yaralanmanin
diizeyi yine indirekt yoldan oOlgiilmek istendi. Calismanin akut déneme ait MPO
diizeylerine bakildiginda metilprednizolon isimli farmakolojik ajanin doku MPO
diizeyi degerlerini arttirdigt (MP-A grubu degerlerinin SHAM-A grubu ve diger
gruplarin degerlerinden daha yiiksek olmasi nedeni ile) diisiiniildii. Ote yandan her
ne kadar istatistiksel olarak anlamlilik ispatlanmamis olsa da parecoxib uygulanan
grubun da KONTROL ve SHAM-A grubu degerlerine gore sayisal olarak daha
yiikksek MPO diizeyi degerlerine sahip oldugu goriildii. Bu bulgularla her iki etken
maddenin de myeloperoksidaz aktivitesi iizerinde baskilayici etkisinin olmadigi,
indirekt yoldan bakildiginda ise her iki etken maddenin de inflamatuvar hiicre
goctinii, lipit peroksidasyonu ve serbest oksijen radikal olusmunu azaltamadigi/
baskilayamadigi diisiiniildii.

Diger yandan ¢alismanin subakut doneme ait gruplarinin MPO diizeylerine
bakildiginda ise KONTROL grubu verileri hari¢ tiim gruplarin MPO degerlerinin
benzer oldugu gozlendi. Bu bulgularla omurilik yaralanmasinin subakut doneminde
her iki etken maddenin de myeloperoksidaz diizeylerini azaltma konusunda etkisiz

oldugu; indirekt yoldan bakildiginda ise her iki etken maddenin de inflamatuvar
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hiicre gogiinii, lipit peroksidasyonu ve serbest oksijen radikal olusmunu
azaltamadi81/ baskilayamadig diisiiniildii.

Her bir grubun akut ve subakut déneme ait biyokimyasal verilerinin ikili
karsilagtirmas1 sonrasinda sadece SHAM-A/ SHAM-S gruplar1 arasinda MPO
diizeyleri bakimindan farklilik saptandi. Ortalama MPO degerlerine bakildiginda
akut doneme ait grupta MPO diizeyinin daha yiiksek oldugu tespit edildi ve MPO
diizeylerinin yarlanmanin subakut doneminde belirgin azaldigi ancak ¢alismada
incelenen farmakolojik ajanlarin MPO diizeyleri lizerinde yaralanmanin her iki
déneminde de belirgin degistirici etki olusturamadig diisiiniildii.

5.3. PCR gen ekspresyon analizi sonuclart

Bilindigi tizere TGF-1B’ nin proinflamatuar 6zellikleri olup potent bir
kemoatraktan molekiildiir ve monositleri, astrositleri uyarir. Bu molekiil baslica
inflamatuar reaksiyonlar1 yonetirken TGF-2p daha ¢ok skar olusumunda roller alir.
TGF-1B  aym1 zamanda anti-inflamatuar ozelliklere de sahip olup sitokinlerin
modiilasyonunda, kemokinlerin sentezinde, hidrojen peroksit ve nitrik oksit
olusumunun engellenmesinde o©nemli goérevler alir. Bu molekiiliin spesifik
antikorlarla nétralize edildigi kosulda skar olusumunun azaldig1 gosterilmistir. Ancak
bu nétralizasyonun ayni zamanda biiyiime hormonlarini da baskilamasi nedeni ile
aksonal rejenerasyonu da engelledigi diisiiniilmektedir. Ote yandan bu iki molekiiliin
de Wallerian dejenerasyon olusmasinda etkilerinin olmadigi ispatlanmistir. Ote
yandan TNF-a’ nin omurilik yaralanmalarinin ilk 1-3 giiniinde artis gosterdigi ve
proinflamatuar etki olusturdugu bilinmektedir. Oysa TGF-1p’ nin yaralanmanin

besinci giiniinden sonra belirgin artig gostermeye bagladigi da gosterilmistir (10).
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Yapilan bu ¢alismanin akut ve subakut donemlerinde tiim gruplar arasinda
TNF-a ve TGF-1B gen ekspresyon degerlerinin anlamli diizeyde farkli oldugu tespit
edildi. Akut doneme ait gruplarin ikili gruplar halinde yapilan karsilastirmalarinda
TNF-o  sonuglar1 bakimindan gruplar arasinda anlamli fark olmadigi saptandi.
Sayisal verilere bakildiginda ise metilprednizolon verilen grupta en fazla TNF-a gen
ekspresyonunun oldugu tespit edildi. Bu bulgularla her iki deneysel etken maddenin
de omurilik yaralanmasinin akut doneminde TNF-a gen ekspresyonunu azaltamadigi
diigiiniildi. TGF-1p gen ekspresyon degerleri agisindan ise MP-A grubu ile
KONTROL grubu, SHAM-A grubu, MPPX-A grubu arasinda istatistiksel anlamli
fark oldugu tespit edildi. Sayisal verilere bakildiginda ise TGF-18 gen
ekspresyonunun en fazla metilprednizolon verilen grupta oldugu gozlendi. Bu
bulgularla metilprednizolonun omurilik yaralanmasinda TGF-1B gen ekspresyonunu
arttirdig1 diistiniildii.

Subakut doneme ait gruplarin ikili karsilastirmasinda SHAM-S grubu ile
diger tim gruplarin TNF-a gen ekspresyon sonuglari arasinda belirgin istatistiksel
farklilik saptandi. Diger yandan SHAM-S grubu disindaki diger gruplarin TNF-a gen
ekspresyon sonuglar1 arasinda farklilik gozlenmedi. Sayisal verilere bakildiginda
TNF-a gen ekspresyon sonuglarinin SHAM-S grubunda en yiiksek oldugu, parecoxib
grubunun degerlerlerinin ise KONTROL grubundan sonra en diisiik degere sahip
oldugu gozlendi. Bu bulgularla parecoxib ve metilprednizolonun omurilik
yaralanmasinin subakut doneminde TNF-a gen ekspresyonunu belirgin diizeyde
azalttig1 sonucuna varildi. TGF-1p gen ekspresyon sonuglar1 bakimindan ise gruplar
arasinda istatistiksel anlamli farklilik olmadig1 saptandi. Sayisal verilere bakildiginda

ise SHAM-S grubunun TGF-1p gen ekspresyon sonuglarinin diger gruplara goére
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belirgin yiiksek oldugu gozlendi. Bu bulgularla omurilik yaralanmasinin subakut
doneminde TGF-1B gen ekspresyonunun heniiz yeterli diizeye ulagsmadigr ve bu
nedenle de gruplar arasinda belirgin farklilik gozlenmedigi diistiniildi.

Ayrica yine her bir grubun akut ve subakut doneme ait PCR gen ekspresyon
analiz sonuglarmin ikili karsilastirmasinda SHAM-A/ SHAM-C gruplar1 arasinda
TNF-0 ve MP-A/ MP-S gruplar1 arasinda TGF-1 gen ekspresyon diizeylerinin farkli
oldugu saptandi. Bu sonuclarla sayisal verilere doniip bakildiginda omurilik
yaralanmasinin subakut déneminde omurilik yaralanmasi olan ancak deneysel etken
madde verilmeyen gruba ait deneklerde TNF-o diizeyinin artis gosterdigi, diger
gruplarda ise bu sitokin diizeyinin benzer oldugu saptandi. Bu bulgularla TNF-o’ nin
omurilik yaralanmasinin subakut doneminde artis gostermeye basladigi, bunun da
nedeninin ortama gelen inflamatuar hiicre miktarinda artistan kaynaklanabilecegi
diisliniildii. Yine her bir grubun akut ve subakut donemine ait biyokimyasal
verilerinin ikili karsilastirmasi sonuglarina geri doniip bakildiginda sadece SHAM-A/
SHAM-S gruplar arasinda MPO diizeyleri bakimindan farklilik oldugu gorildi.
Ortalama MPO degerlerinin akut doneme ait grupta daha yiiksek oldugu gozlendi.
Yaralanmanin subakut doneminde ise MPO diizeylerinin belirgin azaldig1 saptandi.
Buradan yola ¢ikarak subakut donemde artis gosteren TNF-o diizeyinin nétrofil ya
da makrofa; kokenli olmayacagi; belki kronik donemde gozlenen lenfosit kdkenli
inflamatuar cevaba ikincil olabilecegi disliniildii. Diger yandan TGF-1B gen
ekspresyon diizeylerinin akut doneme ait metilprednizolon verilen grupta daha
yiikksek oldugu ancak diger gruplar i¢in bu sitokin degerinin ¢ok degismedigi
diisiiniildii. Oysa literaturde yapilan bir ¢alismada metilprednizolonun yaralanmanin

ge¢ doneminde noral rejenerasyona zemin hazirlayic1 etkilerinin oldugu ileri
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strilmektedir (30). Nitekim bizim c¢alismamizda TGF-1B gen ekspresyon
diizeylerinin omurilik yaralanmasmin akut donemine ait metilprednizolon verilen
grupta artmis olmasi ve subakut donemde azalma gostermesi literaturle uyumsuz
goriinse de metilprednizolonun yukarda belirtilen noéral rejenerasyona zemin
hazirlayici  ozelligini  TGF-1p sitokini iizerinden olusturabilecegini destekler
niteliktedir.

5.4. Cahsmanin limitasyonlari

Bu deneysel ¢alismanin birka¢ yonden kisithiliklart vardir:

Bu calismada elde edilen dokularin immunhistokimyasal ve diger ileri
diizey histopatolojik analizleri (floresan mikroskopi gibi) finansal
yetersizlikler nedeni ile yapilamamustir.

- Yine finansal yetersizlikler nedeni ile ileri diizey biyokimyasal analiz
yontemleri (western blood, TUNEL gibi) kullanilarak bu caligmanin
sonuglar1 desteklenememistir.

- Calisma sonuglart teknik ve finansal yetersizlikler nedeni ile
ultrastriiktiirel yonden (elektron mikroskopisi) ayrintili analize de tabi
tutulamamustir.

- Deney siiresinin kisaligi ve deneklerin omurilik yaralanmasi sonrasi
yaralanmaya ikincil olarak yasam kalitelerinin diisiik olmas1 nedeni ile
deneyin uygulandigi hayvanlara Otenazi Oncesi motor aktiviteyi
degerlendirmeye yonelik testler uygulanmamistir.

- Deneyde omurilikte olusturulan yaralanmanin morfolojik diizeyini ve

etken meddelerin uygulanmasi sonrasi olasi rejenerasyonu/ morfolojik
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diizelmeyi gostermeye yonelik radyolojik goriintiileme yontemleri

kullanilmamustir.

6. SONUCLAR

Akut doneme ait inceleme sonuclari

1.

Histopatolojik evreleme degerleri yoniinden gruplar arasinda istatistiksel
anlaml fark saptanmadi. Bu sonuglarla her iki ilacin hem tek bagina ve hem
de birlikte kullaniminin omurilik yaralanmasi modelinde akut donemde
histopatolojik iyilesmeye katkisinin olmadig diisiiniildii.

Biyokimyasal analiz sonuglar1 incelendiginde MDA diizeyleri bakimindan
SHAM grubu ile diger gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi. Bu
sonuclarla her iki ilacin hem tek basina ve hem de birlikte kullaniminin
omurilik yaralanmasi modelinde akut donemde lipit peroksidasyonu ve
serbest oksijen radikallerinin olusumunu azaltici etkisinin olmadigi
diisiiniildi. Diger yandan metilprednizolon verilen gruba ait caspase-3 ve
MPO degerlerinin diger gruplara gore belirgin yiiksek oldugu saptandi.
Ancak bu parametreler bakimindan SHAM grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark saptanmamis olmast hem metilprednizolonun, hem
parecoxibin hem de bu iki ilacin birlikte kullaniminin omurilik yaralanmasi
modelinde ikincil yaralanmay1 azaltmada, inflamatuvar siireci baskilamada ve
apopitozu engellemede basarili olamadig1 sonucuna ulastirdi.

PCR gen analizi sonuglarina bakildiginda ise TNF-a gen ekspresyonunun
gruplar arasinda farkli olmadigi ancak metilprednizolon verilen grupta TGF-

1B gen ekspresyon diizeylerinin diger gruplara gore artmis oldugu saptandi.
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Ancak bu parametreler bakimindan SHAM grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark saptanmamis olmasi hem metilprednizolonun, hem
parecoxibin hem de bu iki ilacin birlikte kullaniminin omurilik yaralanmasi
modelinde akut donemde bu sitokinlerin iizerinde etkilerinin olmadigini

diistindiirddi.

Subakut doneme ait inceleme sonuclari

Histopatolojik evreleme degerleri yoniinden gruplar arasinda istatistiksel
anlaml fark saptanmadi. Bu sonuglarla her iki ilacin hem tek basina ve hem
de birlikte kullaniminin omurilik yaralanmasi modelinde subakut donemde
histopatolojik iyilesmeye katkisinin olmadig diisiiniildii.

Biyokimyasal analiz sonuglar1 incelendiginde MDA, caspase-3 ve MPO
diizeyleri bakimindan SHAM grubu ile diger gruplar arasinda anlamli
farklilik tespit edilmedi. Bu sonugclarla her iki ilacin hem tek basina ve hem
de birlikte kullaniminin omurilik yaralanmasi modelinde akut déonemde lipit
peroksidasyonu ve serbest oksijen radikallerinin olusumunu azaltmada,
ikincil yaralanmay1 baskilamada, inflamatuvar siireci yavaslatmada ve
apopitozu engellemede basarili olamadigi sonucuna ulasildi.

PCR gen analizi sonuglarina bakildiginda subakut doneme ait gruplarin ikili
karsilagtirmasinda  SHAM-S grubu ile diger tim gruplarin TNF-a gen
ekspresyon sonuglar1 arasinda belirgin istatistiksel farklilik saptandi. Diger
yandan SHAM-S grubu disindaki diger gruplarin TNF-a. gen ekspresyon
sonuglar1 arasinda farklilik gozlenmedi. Bu bulgularla parecoxib ve

metilprednizolonun omurilik yaralanmasinin subakut doneminde TNF-a gen

83



ekspresyonunu belirgin diizeyde azalttigi sonucuna varildi. TGF-1B gen
ekspresyon sonucglar1 bakimindan ise gruplar arasinda istatistiksel anlamli

farklilik olmadig saptandi.

Her bir grubun akut ve subakut doneme ait verilerinin ikili
karsilastirmasi

. Metilprednizolon ve parecoxib birlikte kullanimi sonrasi subakut dénemde
deneklerin histopatolojik evre puanlarinin akut dénem grubunun puanlarina
gore belirgin diizeyde azaldigi tespit edildi.

Ortalama MPO degerlerine bakildiginda akut déneme ait SHAM grubunun
MPO diizeyinin subakut donemdeki SHAM grubu degerlerine gore daha
yilksek oldugu tespit edildi. Bu sonuglarla da MPO diizeylerinin
yaralanmanin subakut doneminde belirgin azaldigi ancak ¢aligmada incelenen
farmakolojik ajanlarin MPO diizeyleri iizerinde yaralanmanin her iki
doneminde de belirgin degistirici etki olusturamadigi diisiiniildii.

Subakut doneme ait SHAM grubunun TNF-a diizeylerinin akut donem
SHAM grubunun diizeylerinden daha yiiksek oldugu, diger gruplarda ise bu
sitokin diizeyinin benzer oldugu saptandi. Bu bulgularla TNF-o’ nin omurilik
yaralanmasinin subakut doneminde artis gostermeye basladigi, bunun da
nedeninin  ortama gelen inflamatuar hiicre miktarinda  artistan
kaynaklanabilecegi diistliniildii.

. Akut doneme ait metilprednizolon verilen grupta TGF-1 gen ekspresyon
diizeylerinin subakut donem metilprednizolon grubuna gore belirgin artmis

oldugu tespit edildi. Buradan yola ¢ikarak metilprednizolonun TGF-1p
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sitokini ilizerinden noral rejenerasyona zemin hazirlayici 6zelliginin oldugu

distiniilmistiir.

Sonug olarak ratlarda olusturulan omurilik yaralanmasi modelinde her iki
ilacin tek basina veya digeri ile kombine kullaniminda tedavi edici etkilerinin

olmadig diigtiniildi.
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