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1. GIRIS

Medulla spinalis yaralanmasi, mortalitesi ve morbiditesi yoniinden bireysel,
sosyal ve ekonomik yasama kotli etkileri olan bir durumdur. Tedavi ve bakim
masraflari, iggiicii ve gelir kayiplar1 agisindan hastayi, ailesini ve iilke ekonomisini
etkileyen ciddi bir saglik problemidir (11). Hastalarin %61’inin 16-30 yaslar
arasinda olmasi, problemin onemini daha da arttirmaktadir (10). Yilda yaklasik
100.000 kiside 50 oraninda gergeklesen kazalarin %3’linde dogrudan medulla
spinalis yaralanmasi 6liime neden olurken, %2’lik grupta ise multipl travmanin bir

pargasi olarak medulla spinalis yaralanmas1 goriilmektedir (15).

Spinal kord yaralanmasi Kuzey Amerika’da yilda yaklagik 13.000 kisiyi
etkilemekte ve yiiksek oranlarda mortalite ve morbidite ile sonuglanabilmektedir.
Spinal kord yaralanmali hastalarin yaklasik %50°sinde komplet spinal kord hasari,
%40’1inda ise morbidite goriilebilmektedir. Komplet hasarin %54l kuadripleji,
%46°s1 parapleji seklindedir (10). Hayatta kalanlarin hastanede kalis siireleri ve
rehabilitasyonlar1 uzun siireli ve tekrarlayicidir. Tedavi sonrasi hayat kalitesi, sosyal
ve ekonomik hayata doniis diisiik sinirlardadir. Insurance Institute for Highway
Safety’nin yaptig1 arastirmalara gore, otomobil kazasi ile iliskili spinal kord
yaralanmasi olan bir hastanin 1984 yili itibariyle iilke ekonomisine olan yillik
maliyeti 400.000 A.B.D. dolaridir (16). Son ylizyilda ulagim ara¢larinin gelisimiyle
kazalarin artmasi, silah teknolojisinin gelisimiyle savaglarin daha siddetli olmasi
spinal kord yaralanmasi insidansinin artmasina sebep olmustur. Ayrica spor
yaralanmalari, diismeler, is kazalar1 ve yaralanma bolgesinden hastaneye transport,
mortalite ve morbiditede ©nemli rol oynamaktadir. Travmatik spinal kord
yaralanmalarinin en yaygin nedenleri siklik sirasina gore; motorlu arag¢ kazalari
(yaklasik %50), diismeler, atesli silahlar veya kesici-delici aletlerle olusmus penetran
yaralanmalar ve spor kazalaridir. En sik servikal bolge ve dorsolomber birlesim

bolgesindeki spinal kord etkilenir (10,16).

Ilkyardim yéntemlerinin gelismesi, goriintiileme yontemlerinin ilerlemesi,
omurga cerrahisindeki gelismeler spinal kord hasari olan hastalarin daha iyi
prognoza sahip olmasmi saglamistir. Ancak noérolojik iyilesmeyle ilgili ciddi

gelismeler saglanamamistir. Bu travmatik progesin direkt veya primer hasarla birlikte



indirekt veya sekonder hasarla ilgili oldugunu diisiindiirmiis ve ¢aligmalarin ikinci
nedene yonelmesine neden olmustur. Bu ilerleyici otodestriiktif mekanizmalarin
fizyopatolojisinde ~6dem  formasyonu, vaskiiler degisiklikler, inflamatuar
reaksiyonlar, ndron plazma membraninin lipid peroksidasyonu ve serbest radikal
reaksiyonlar1 ile destriiksiyon gibi birgok etken sorumlu tutulmustur (17,18). Ilk
hasar, dakikalar i¢inde olusan ve gilinler ya da haftalar siiren bir molekiiler ve
hiicresel degisimler kaskadini tetikler. Hasarli ndronlarin yasamlarina devam
etmeleri, aksonlarin uygun hedeflere uzanmasi ve sonugta fonksiyonel sinapslarin
olugmasi rejenerasyonda asil basamaklardir. Halen agir spinal kord yaralanmasindan
sonra klinik olarak diizelme olmamasma ragmen, yapilan ¢esitli hayvan
deneylerinden olumlu sonuglar alinmaya baslanmis olmasi g¢aligmalarin artarak

devam etmesi yoniinde cesaretlendirici olmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Omurga ve medulla spinalis travmalart yiizyillardir bilinen, tarihi bakis
acisina gore biitliniiyle farkli olarak ele alinabilen fakat hangi acgidan bakilirsa
bakilsin trajik bir olaylar dizisidir. Gergi son yillarda olan gelismeler ile olayin
omurga kompenenti ¢ézlimlenmis gibi goriinse de medulla spinalis kompenenti hala

¢Oziimlenmeyi bekleyen 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Spinal kord yaralanmalariyla ilgili bilinen ilk yazili eser, bes bin y1l 6ncesi
yazilmig olup 1930°da Breasted tarafindan tercime edilmis olan Edwin Smith
Papiriisii’diir (1, 2). imhotep (MO 2686-2613) bu papiriisde sdzii edilen ilk cerrahtir.
Imhotep, omurga ile ilgili 48 kemiksel lezyonu anlatarak, ligaman hasarii, vertebral
subluksasyon ve dislokasyonu tanmimlamis; st ve alt servikal vertebra
yaralanmalarinda kuadripleji ve parapleji olacagini belirtmistir (2). Mevcut kayitlar
MO. 400 yillarinda Hipokrat’in, bal, esek siitii ve beyaz saraptan olusan yiiksek
hacimli siv1 tedavisi Onerdigini gostermektedir. Hipokrat kirik ve dislokasyonlari
rediikte etmek icin kendine 6zgii bir traksiyon cihazi imal etmis ve paraplejiyi tarif
etmistir. MO 150 yillarinda Galen, gladyatorlerin resmi hekimi oldugu igin birgok
anatomik ve noérofizyolojik ¢alisma yapma firsati bulmus ve spinal kordda
uzunlamasina yapilan kesilerin fonksiyon degisikligi yapmazken, enine kesilerin
fonksiyon kaybina neden oldugunu gostermistir (3). 7. yiizyilda Aegina’li Paulus
omurilige basi yapan kiriklarin tedavisinde ilk defa laminektomi yapan hekimdir (2).
Eski Yunanda Celsus servikal bolge yaralanmasi gegiren hastalarin, torakolomber
bolge yaralanmasi gegirenlere gore daha hizla kaybedildigini belirtmis; Areatus ise
spinal yaralanma ile paralizinin ayni tarafta ortaya ciktigini, Galen de deneysel
olarak kesilen medulla segmentinin altinda duyu ve hareket kaybinin olustugunu

saptamistir (12).

Vertebral kolon ve spinal kord yaralanmalar1 tarih boyunca ilgi cekici bir
konu olmakla birlikte, ilk fizyopatolojik c¢alisma ancak 1890 yilinda Schamus
tarafindan yapilabilmistir (4). Schamus, tahtalardan hazirladigi bir dilizenegi
kullanarak tavsanlarin sirtina travma uygulamis; travmadan sonra spinal kord i¢inde

dejenerasyon ve kavitasyonlarin olustugunu goézlemistir (4). 1897°de Lundberg



kobay kordunda kontiizyonu takiben anterolateral beyaz cevher dejenerasyonunun
gelistigini bildirmistir (4). Traksiyon ile yapilan tedavilerde gelismeler kaydedilmis
ve 1929°da Taylor servikal dislokasyon olgusunu suboksipital-submandibuler halter
traksiyonu ve alg1 ceketi ile tedavi etmistir. 1933 yilinda Crutchfield iskelet
traksiyonunu, 1948’de de Vinke gilinlimiizde de yaygin olarak kullanilan Gardner-

Wells traksiyon cihazlarini gelistirmislerdir (13).

19. yiizyilda spinal kord yaralanmasinin mekanizmalar1 hakkinda modern
temeller atilmaya baslanmis ve takiben tedavi metodlar1 gelistirilmeye ¢alisilmistir.
Bu donemde, insan spinal kord zedelenmelerini taklit eden deneysel akut spinal kord
travma modelleri gelistirilmistir. 1911 yilinda Alfred Reginald Allen tarafindan hala
da en ¢ok kullanilan modellerden birisi olan agirlik diistirme metodu gelistirilmistir
(5). Bu model duramateri agilmamig spinal kord iizerine degisik agirliklarin
diisiiriilmesi ve takiben, agirliklarin hemen uzaklagtirilmasini temel alan c¢arpma
modeline dayanir. Allen kopeklerde torasik laminektomi yaptiktan sonra,
hayvanlarin durasinin ylizeyine dik aciyla bir tiip yerlestirmis, bu tiip aracilig1 ile
spinal kordun iizerine farkli miktarlarda agirliklar diigiirmiis, boylece farkli siddette
travmalar olusturmustur. Agirlik diistirme modeli olarak bilinen bu modelde
travmanin siddeti; agirlik ile yiiksekligin ¢arpimidir. Siddetin degeri ise gr-cm’dir.
Allen, kopekte 345 gr-cm siddetindeki travmanin orta siddette yaralanmaya, 420 gr-
cm’de spastik parapareziye, 450 gr-cm’nin de kalict paraplejiye yol agtigini tespit
etmistir (6). Bugiine kadar bir¢ok arastirmaci tarafindan kullanilan halen de yaygin
olarak kullanilmakta olan bu modelin en biiyiikk dezavantaji, posterior kord
kompresyonu olusturmasidir; halbuki insanlarda anterior kord kompresyonu daha
yaygindir. Buna karsin bu model, insanlardaki spinal kord yaralanmasinin
biyomekanigini ¢ok iyi taklit eder. Bu durum o&zellikle lezyonun gross histolojik
goriiniimiinde ¢ok belirgindir (4,7-10). Allen’in agirlik diisiirme modelinden bagka
bircok deneysel spinal kord travma modeli tanimlanmistir (11). Bunlardan en
siklikla, travmatik yaralanma modelleri (6zellikle akut kinetik kompresyon, akut
statik kompresyon ve ¢arpma) kullanilmaktadir. Kinetik kompresyon 1 saniyeden
daha kisa bir siirede, statik kompresyon ise 1 saniyeden daha uzun bir siirede
gerceklestirilen spinal kord kompresyonudur. Tamamen farkli bir model olan

fotokimyasal modelde ise, spinal kord vaskiiler endotelinde fotokimyasal hasar



olusturulur; buna bagli olarak sirasiyla tromboz, iskemi ve vazojenik 6dem meydana

gelir. Bu modelin en 6nemli avantaj1 laminektomi gerektirmemesidir (10,11).

Rivlin ve Tator 1978 yilinda klip kompresyon modelini gelistirmislerdir
(11). Laminektomi sonrast omuriligin lateralinden konan anevrizma klibi belli bir
siire omuriligi komprese eder. Onceden belirlenmis siddette yaralanma yaratabilir.
Klip kapanma giicii ve kompresyon siiresi degistirilerek degisik siddetlerde
yaralanma olusturulabilir. Kompresyon cevresel oldugu icin insanda olan travma
tipine daha uygundur. Bunun yaninda yalmz kiiciik hayvanlara uygulanabilir.
Mekanik yaralanma yaninda iskemiye de yol agar. Agirlik diisirme ve balon

kompresyon modeline gore daha giivenilir bir yontemdir (14).
Deneysel Spinal Kord Yaralanma Modelleri (11)
A. Travmatik yaralanma
1.Akut kinetik kompresyon: Kaf, klip, balon kompresyon, vertebral
dislokasyon, impaktor
2.Akut statik kompresyon: Agirlik uygulama
3.Carpma veya agirlik diisiirme
4.Akselerasyon-deselerasyon
5.Distraksiyon
6.Transseksiyon: Parsiyel veya komplet
B. Non travmatik yaralanma
1.Iskemi: Aort okliizyunu, selektif arteriyel veya vendz okliizyon
2. Tiimor kompresyonu: Ekstradural

3.Kimyasal veya fotokimyasal



2.2. Omurilik Yaralanmasinda Fizyopatoloji

Son yillarda medulla spinalis yaralanmasinin fizyopatolojisini agiklamak
amactyla yapilan deneysel c¢alismalarin artmasi sonucu bu konudaki bilgilerde
belirgin bir artis olmustur. Bu ¢alismalar sonucunda en 6nemli 6zelliklerden biri de
tim medulla spinalis yaralanma modellerinde elde edilen fizyopatolojik
degisikliklerin ayni1 olmasi ile birlikte tiim santral sinir sisteminin travmaya verdigi

fizyopatolojik yanitin birbirine benzemesidir (19).

2.2.1. Omurilik Yaralanmasinda Primer Mekanizmalar

Bir¢ok travma spinal kord yaralanmasina neden olabilir. Travma, omuriligin
kendisini veya etrafindaki vertebral kolonu etkileyebilir. Hasarin boyutu, cesitli
biyomekanik faktorlere dayanir. Fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon veya rotasyonla
ilgili distraksiyonel kuvvetlerin hepsi, noral elemanlarin kendisinde veya spinal kord
damarlarinda gerilme veya yirtilmaya sebep olur. Diger olas1t mekanik etkiler, kemik
kisimlardan, ligamanlardan veya spinal kanal i¢indeki hematomlardan kaynaklanan
kompresyonu igermektedir. Bu kuvvetler; sadece yaralanma esnasinda akut olarak
degil, aym1 zamanda kalict deformiteye sekonder olarak da omuriligi tahrip
edebilirler. Mekanik instabilite, kompressif veya distraktif ek kuvvetler yiikleyen
posttravmatik kifoz gibi daha ileri yapisal deformasyonlara gotiirebilir ve ndrolojik
defisitte daha fazla kotiilesmeye neden olabilir. Yaralanmanin yayginligi ayrica
kuvvet uygulanan diizeyde spinal kanalin goreceli boyutlarina da dayanmaktadir.
Oyle ki, spinal kanalin genisliginde herhangi bir mekanik strese bir tampon
saglayabilse de, dar kanallarda boyle bir rezerv yoktur. Konus medullarisle iliskisine
gbre yaralanmanin anatomik yerlesimi de kismen prognostik dneme sahip bir
faktordiir. Kauda ekuina yaralanmalari, omuriligin kendisine gore daha iyi bir
iyilesme prognozuna sahiptir, zira alt motor noronlar travmaya daha direnclidirler

(20,21,22).

Primer yaralanmay1 travmanin siddeti ve olus sekli belirler. Ancak bunlarin
disinda daha bircok etkenin primer yaralanma iizerinde etkili oldugu gosterilmistir
(23). Tator ve arkadaslar1 torakal fraktiirlerde %353 olan norolojik hasar oraninin,
servikal fraktiirlerde sadece %39-47 oldugunu; torakal bolge lezyonlarinda %77.5

olan komplet hasar oraninin ise, torakolomber bdlge lezyonlarinda %64.7, servikal



bolge lezyonlarinda ise %60.4 oldugunu bildirmislerdir. Bu durumun, torakal
bolgenin kan akiminin zayiflig1 kadar, ayni bolgede spinal kanalin dar olusuyla da

ilgili oldugu ileri siiriilmektedir (24,25).

2.2.2. Omurilik Yaralanmasinda Sekonder Mekanizmalar

Allen 1911°de, kisa siireli spinal kord travmasina maruz kalan hayvanlarda
ilerleyici klinikle birlikte ilerleyici doku hasar1 oldugunu bildirmistir. Bu durumun
aciklanmasi i¢in ¢esitli patofizyolojik mekanizmalar One siiriilerek ikincil hasar
kavrami gelismistir. Spinal kord yaralanmasi sonrasinda spinal kordda hemoraji,
06dem, demiyelinizasyon, aksonal ve ndronal nekroz ile kavite olusumu ve infarkt ile
sonlanan bir seri patolojik degisiklikler olusur. Bu patolojik durum ‘“santral

hemorajik nekroz” olarak tanimlanir ( 5 ).

1978’de Nemecek, 151k mikroskobunda yaralanmig dokudaki intravaskiiler
trombuslar1 gostermis ve bu ciddi nekrozu “otodestriiksiyon” olarak tanimlamistir

(26).

Spinal kord yaralanmalarinda sekonder hasar mekanizmalar1 birbiriyle

iligkili ve tetikleyen dort ana teoride toplanmustir:

1. Serbest Oksijen Radikalleri Teorisi: Iskemik dokuda fazla miktarda

biriken radikaller ve onlarin trinleri doku hasarinin ilerlemesine neden olurlar.

2. Kalsiyum Teorisi: Serbest kalsiyum iyonlarmin norotransmitter
kanallardan fazla miktarda gecisi sonucu doku yikim enzimleri olan fosfolipaz,

proteaz ve fosfatazin aktive olmalar1 doku harabiyetine neden olur.

3. Opiat Reseptor Teorisi: Naloxone gibi opiat reseptor blokorleri norolojik

iyilesmeyi hizlandirir.

4. Enflamasyon Teorisi: Lipid enflamasyon mediatorleri ve diger sitokinler
lezyon sahasinda birikirler ve takiben makrofaj ve polimorfoniikleer 1okosit

infiltrasyonuna neden olurlar.

Bu teoriler baz alinarak spinal kord yaralanmalarinin medikal tedavisinde
noroprotektor etkisi oldugu diisiiniilen pek¢cok madde denenmistir. Opiat reseptor

antagonistleri, steroidler (metilprednizolon), antioksidan maddeler ve serbest radikal



tutucular, gangliozidler, tirotropin salict hormon ve analoglari, arasidonik asit
modiilatorleri, glutamat reseptor blokerleri, monoamin modiilatérleri, kalsiyum kanal
antagonistleri, nonsteroidal antiinflamatuarlar, immiinsupresifler, biiyiime faktorleri,
serotonin reseptor blokerleri ve sodyum kanal blokerleri bu amagla kullanilmiglardir.
Bunlar arasindan sadece metilprednizolon klinik uygulamada yaygin olarak

kullanilmaktadir (27-31).
2.2.3. Sekonder Hasar Mekanizmasinin Patofizyolojisi

2.2.3.1. Sistemik Etkiler

Spinal kord yaralanmasiin siddeti ve seviyesi, spinal kord kanlanmasini
etkileyen lokal travmanin yaninda, olusan ndrojenik sokun agirligiyla da yakin
iligkilidir. Norojenik sok; sempatik tonus azalmasi, vagusun anormal kardiyak etkisi
ve bradikardi geligmesi sebebi ile ortaya ¢ikar. Servikal diizeydeki bir spinal kord
yaralanmasi ciddi hipotansiyon ve bradikardi yapabilir. Periferik rezistans ve kardiak

output azalirken tiim hemodinamik dengeler bozulur (32).

2.2.3.2. Lokal Mikrovaskiiler Yaralanma

Insan spinal kord yaralanmalarinda ve deneysel modellerde, spinal kord
hasarinin en O6nemli sebeplerinden birisi posttravmatik iskemidir. Posttravmatik
spinal kord iskemisi travma siddeti ile lineer korelasyon gostermektedir. Olusan
patolojilerin  hepsi, azalmis doku perfiizyonu ve enerji azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Spinal kord yaralanmalarinda en sik gdriilen bulgu 6zellikle gri
cevher ve omuriligin santralindeki hemorajidir (33,34). Mekanik darbenin ilk etkisi
ile kapiller, veniiller ve bazi arteriollerde yirtilmalar olur. Deneysel calismalarda
anterior spinal arter ve anterior sulkal arterin akiminin mekanik travma sonrasinda da
devam ettigi goriilmiistiir (35). Ancak omuriligin santral kisminin kanlanmasinin
biiylik kismini saglayan anterior sulkal arterlerde vazospazm olustugunu bildiren
caligmalar da mevcuttur (31,33). Yine angiografik caligmalarda, biiyiik arteriol ve
arterlerin de etkilenmedigi gosterilmistir (35,36). Mikrosirkiilasyon bozuklugu
sadece yaralanma bolgesinde kalmamakta, rostral ve kaudal olarak da ilerlemektedir.
Mikrosirkiilasyonun bozulmasina, direkt mekanik etkiye bagli vazospazmin yaninda

glutamat, prostaglandinler, katekolaminler gibi travmaya sekonder salgilanan



biyokimyasal ajanlarla olusan vazospazm da sebep olmaktadir (21). Yine kan ve kan
tirlinlerinin de direkt etki ile vazospazmi artirdigi bilinmektedir. Bu olay, kan yikim
iriinleri ile karsilasan damar duvarindaki degisiklikler ile hemoglobinin yikilarak
methemoglobin olusma siirecinde ortaya ¢ikan siiperoksit radikallerine baglanmigtir
(37). Intravaskiiler tromboz ile vazospazm ve sonucunda olusan iskemiden
tromboksan-A, sorumlu bulunmustur. Arastirmacilar, spinal kord yaralanmasi
sonrast spinal kord kan akimi otoregiilasyon mekanizmalarinin bozuldugunu
bildirmiglerdir. Normalde spinal kord kan akimi, sistemik kan basinci
degisikliklerinden etkilenmez. Otoregiilasyonun bozulmasi spinal kord iskemisini
artirir.  Spinal kord yaralanmasi sonrasi, otoregiilasyon bozuklugu sebebi ile
hiperemiler ve sekonder hemorajiler olusabilir. Olusan bu reperfiizyon, serbest
radikal ve diger toksik maddelerin olusumunu artirarak, doku hasarmi

arttirabilmektedir (5).

2.2.3.3. Elektrolit Bozukluklari

Spinal kord yaralanmasinin ardindan hiicre i¢i ve dist kompartmanlar
arasinda ciddi elektrolit degisiklikleri olmaktadir. Kalsiyumun hiicre i¢i artist
ozellikle iskemi ve travmada daha fazla olmak iizere, tiim noral yaralanmalarda
basrol oynamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum girisi merkezi sinir sisteminde “toksik hiicre
Olimiintin son ortak yolu” olarak isimlendirilmektedir (38). Kalsiyum iyon
konsantrasyonu ekstraselliiler aralikta hiicre i¢ine gére 1000 kat daha fazladir. Spinal
kord yaralanmasinda, bu biiyiik gradient farki ile hiicre i¢ine kalsiyum iyon girisi

olur. Kalsiyumun travma sonrasi hiicre igine girisi 3 yolla olmaktadir:
1) Hasar goérmiis olan hiicre membranindan,
2) Voltaja duyarl kalsiyum kanallarindan,
3) Glutamat ile aktive olan kalsiyum kanallarindan.

Kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi norotoksisiteyi tetikler. Kalsiyum iyonlari
hiicre icinde fosfolipazlari, proteazlar1 ve fosfatazlari aktiflestirerek hiicre hasarinin

ilerlemesine neden olur (38).

Hiicre icine giren kalsiyum, proteinkinaz C enzimini aktive ederek

noroflaman ve mikrotiibiil parcalanmasina yol acar. Fosfolipaz C enzimini aktive



ederek hiicre membranin1 olusturan yag asitlerini  yikar. Ayrica yarali
mikrosirkiilasyonda diiz kas kasilmasina sebep olarak vazospazma ve dolayisiyla
iskemiye neden olmaktadir (39). Benzer bicimde, arasidonik asit metabolizmasin
baslatmakta ve siklooksijenaz yolunun diger iiriinleri olan serbest radikal {iretimine
de katkida bulunmaktadir. Serbest radikallerin etkisiyle de arasidonik asit
metabolizmasi, hiicre yikimini ve iskemiyi arttiran prostanoid iiretiminin artisiyla

sonuglanmaktadir (40).

Spinal kord yaralanmasindan sonra meydana gelen miyelin hasar ile
miyelin kilifi tarafindan sarilmis olan hizli potasyum kanallarinin aktivitesi artar ve
membran potansiyeli potasyum denge potansiyeline yaklasir. Sonugta aksonal ileti

blogu olusur (41).

Beyaz cevher yaralanmasi sonucu olusan anoksi, ATP ve membran
depolarizasyonunun kaybina sebep olarak Na™ kanallarindan hiicre igine Na" akisini
saglar. Intraselliiler Na’ konsantrasyonundaki bu artis, membran depolarizasyonu ile
birlikte olunca, Na - Ca™ degistiricinin ters calismasina sebep olur. Bu da hiicre

icine zararli miktarda Ca* girigini saglar (29).

2.2.3.4. Biyokimyasal Degisiklikler
Eksitotoksisite

Spinal kord yaralanmasiyla olusan iskemi, eksitator aminoasitlerden (EAA)
olan glutamat ve aspartatin artarak “eksitotoksisite” mekanizmasinin aktive olmasina
neden olur. Her iki aminoasit de spinal kord ve beyinde diizensiz dagilim gdsterirler.
Glutamat spinal kordda ozellikle arka koklerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.
Glutamatin duyusal iletimin saglanmasinda, ayrica motor aktivite ve spinal
reflekslerin diizenlenmesinde rol aldig: diisiiniilmektedir. Aspartatin da spinal kordda
eksitator ara noronlarda iletici olmasi, motor ve spinal reflekslerin diizenlenmesinde

rol almasi olasidir (42).

Iskemi, adenozin 5- fosfat azalmasina neden olarak, hiicre homeostazini
saglayan Na-K ATPaz pompasi benzeri enerji bagimli mekanizmalarin ¢aligmalarini
engeller. Ekstraseliiler ve intraseliiler alanlardaki iyonik kompozisyon degisiklikleri,

membran polarizasyonunu degistirerek, sinaptik keselerden EAA’larin salinmasina
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neden olur. EAA salinimi, néron ve glial hiicrelerin enerji bagimli olan geri-alim

mekanizmasinin da ¢alismamasi nedeniyle dengelenemez (42).

Yapilan ¢alismalar EAA’in neden oldugu ge¢ doku hasarinda glutamat
reseptorlerinin 6nemini vurgulamislardir (43). Son yillarda glutamat reseptorleri

“iyonotropik™ ve “metabotropik” olarak iki ana grupta toplanmaktadir.

Iyonotropik reseptdrler farmakolojik dzelliklerine gore, N-metil-d-aspartat
(NMDA), a-amino—3-hidroksi—5-metil-4-izoksazola-propionik asit (AMPA) ve
kainat reseptorleri olarak gruplara ayrilirlar. Metabotropik reseptorler ise guanozin—
5-trifosfat-baglayici proteinlerini ya da siklik nukleotid benzeri intraseliiler sekonder
mesajcilar baglantisiyla transmembran proteinlerini etkileyen reseptorler olarak
ayrilmaktadirlar. Kafa travmasinda en giiclii eksitotoksik etki NMDA reseptorleri
vasitastyla olurken, travmatik spinal kord yaralanmasinda AMPA ve kainat gibi non-
NMDA reseptorleri tlizerinden olmaktadir (44). AMPA reseptorlerinin aktive olmast
agirliklt olarak sodyumun ve eslik eden kalsiyumun hiicre i¢ine girisine neden olur.
AMPA reseptorlerinin aktivasyonu elektrofizyolojik olarak, NMDA reseptorlerinin
de aktivasyonunu saglar. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu hiicre i¢i kalsiyum
birikimi ile sonuglanir. Glutamat es zamanli olarak metabotropik reseptorleri de
etkileyerek, inozitol fosfolipidlerin metabolize olmasina sebep olur. Ayrica hiicre igi
kalsiyum depolarinin serbest kalmasina ve hiicre duvari, mitokondri ya da
endoplazmik retikulum da bulunan kalsiyum pompalarinin inaktivasyonuna da sebep
olarak daha sonra glutamat diizeyleri normale donse bile, hiicre i¢i kalsiyum miktar
irreversibl olarak ylikselir. Boylece hiicre i¢i kalsiyum artigi, kalsiyum bagimli-
proteaz ve lipazlarin aktive olmasi ve hiicre iskeletinin yikimina ve hiicre

membraninin bozulmasina neden olur (40,43,45).
Arasidonik Asit ve Metabolizmasi

Travmanin direkt etkisi ile ya da kalsiyumun anormal hareketi, membran
fosfolipidlerinden, fosfolipaz aktivitesi ile aragidonik asit salinimini artirmakta; o da
siklooksijenaz tarafindan hizla metabolize edilerek, prostanoidler ve prostasiklin

haline doniistiiriilmektedir.

Prostaglandin A, gii¢lii bir vazokonstriktor maddedir. Tromboksan benzeri

prostanoidler, trombositlerin endotele yapismasini arttirirken, intravaskiiler trombosit
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agregasyonuna, mikrovaskiiler tromboembolilere ve vazokonstriksiyona neden olur.
Prostasiklin ise tam tersi etki gostermektedir. Ancak yapimi siklooksigenaz yolunun
tiriinlerinden olan serbest radikaller tarafindan selektif olarak engellenmektedir. Bu

yilizden ortamda vazospazm ve iskemi daha da ilerleyebilmektedir.
Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu

Serbest radikal, dis yoriingesinde tek sayida, yani serbest elektron bulunan
atom ya da molekiil anlamina gelmektedir (46). Bu tek elektron, ¢iftlenme egiliminde
oldugu icin ileri derecede reaktiftir ve canli hiicrede bulunan tiim molekiillerle
reaksiyona girebilir. Insan viicudunda pekcok serbest radikalin varlig1 gosterilmekle
birlikte, en yaygin olan1 oksijen kaynakli serbest radikallerdir. Giintimiizde, serbest
oksijen radikalleri (SOR) yerine daha kapsamli olarak, reaktif oksijen tiirevleri

tanimi kullanilmaktadir.

Serbest radikaller protein yapilarla, niikleik asitler ve DNA’yla, hiicrenin
enerji kaynagi olan karbonhidratlarla reaksiyona girerek, orijinal yapiy1 bozarlar.
Poliansatiire membran lipidlerinin serbest radikallerle peroksidayonu iskemik
noronal hasarin gelismesinde ©nemli bir mekanizmadir. Sonug, fonksiyonu

kaybolmus ve antijenitesi degigmis hiicre membrani1 ve hiicre yapisindaki yikimdir.

Iskeminin ve reperfiizyonun serbest radikal olusumundaki rolleri tam olarak
aciga kavusturulmamakla birlikte, iskemi sirasinda artan hiicre ici Ca™un
fosfolipaz- A, enzimini aktive ettigi ve karboksijenaz ve lipojenazlarin etkisiyle
prostaglandinler ve 16kotrienler olusurken ortaya ¢ikan SOR’nin olusumunda major

rol oynadiklar1 diistiniilmektedir.

Iskeminin neden oldugu hasarin énemli bir kismimin reperfiizyon sirasinda,
post-iskemik donemde oldugu diisiiniilmektedir. Esas hasarin, hipoksi doneminde
degil dokunun tekrar molekiiler oksijenle karsilagtigi donemde oldugu kabul
edilmektedir (17,40). Reperflizyona, doku pH’sinin azalmasina neden olan laktat

benzeri asit metabolitlerin neden oldugu 6ne siiriilmiistiir (17).
Lipid Peroksidasyon

Plazma membranindaki doymamis yag asitleri, fosfolipidler, glikolipidler,

gliserid ve steroller, okside olabilen aminoasit iceren transmembran proteinleri,
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glukoz, mannitol ve deoksi-sekerler serbest radikal hasarina ¢ok duyarhdir.
Reaksiyonlar icinde en Onemlisi hidroksil radikalinin membran lipidleriyle
reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baslatmasidir. Lipid peroksidasyon,
poliansatiire lipidlerin oksidatif yikimidir (47). Bu yikim, genisleyen bir zincir
reaksiyonu seklinde ilerler. Plazma membrani ve hiicre i¢i organellerde lipid
peroksidasyon hemen tiim serbest radikal kaynaklar1 tarafindan stimiile edilebilir ve
ortamdaki demir ve bakir gibi transizyonel metallerin varliginda potansiyalize
edilebilir. Bu reaksiyon tiim yeni olugsmus kimyasal serbest radikaller tiikeninceye
kadar devam eder. Hiicre membranindaki doymamis yag asitlerinin kaybi, lipid
peroksit olusumu, lipid preparasyonlar tarafindan oksijen tiiketimi peroksidasyonu
gosterir. Membran yag asitlerinin peroksidasyonundan sonra olusan kisa zincirli yag

asitleri, membran permeabilitesini ve viskozitesini onemli 6l¢iide etkiler (47).

Reperfiizyon hasarinin en 6nemli nedeni, artan serbest radikallerin néronal
hiicre, plazma ve organel membranlari, vaskiiler endotel hiicre membram ve
myelinde baslattiklar: lipid peroksidasyonudur. Radikal aracili bir zincir reaksiyon
mekanizmas1 seklinde gelisen lipid peroksidasyonu sirasinda, doymamis yag

asidlerinin yan zincirlerinde yeniden diizenlenme s6z konusudur (48).

Lipid peroksidasyonu sirasinda, karbon baglarinin kopmasi ile aldehid
yapisinda yikim drlinleri ortaya c¢ikmaktadir. Bu sitotoksik metabolitler,
malondialdehid (MDA) gibi alkaneller, 4 hidroksinonenal gibi hidroksi alkanellerdir.
Malondialdehid smifindan olan tiyobarbitiirik asid ile reaksiyon veren maddeler,
iskemi reperfiizyon olayinda lipid peroksidasyonunun en duyarli gostergelerindendir

(49).

Lipid peroksidasyonu, ortamda doymamis yag asidleri, oksijen ve metal
katalizorler (Fe*", Cu") bulundugu siirece logaritmik olarak artarken yeni serbest
radikallerin olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle reperfiizyon donemi, lipid
peroksidasyonu icin gerekli kosullar1 saglamasi bakimindan c¢ok uygundur (48).
Lipid radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon iiriinleri araciligi ile lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman hiicresel yap1 ve

fonksiyon hasarlar1 ortaya ¢ikmaktadir.
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2.2.3.5. Notrofil Kaynakh Hiicre Hasar

Iskemik dokuda, serbest radikaller de dahil olmak {izere diger bazi
kemoatraktanlarin etkisi ile gb¢ eden nétrofiller, baz1 mekanizmalarla reperfiizyonda

doku hasarinin ilerlemesine yol agmaktadirlar.

Salgiladiklar1 proteazlar (elastaz, jeletinaz vb.) ile endotel hiicre

parcalanmasina neden olurlar.

Reperfiizyon doneminin en ©6nemli mikrovaskiiler patolojisi olan kan
akisinin geri donmemesi fenomenine (no reflow phenomen), aktive olmus
notrofillerin  yol actigi ve. nétrofillerin kapillerlerdeki agregasyonlar1 ile kan

akiminin geri donmesine engel olan kapiller tikaglar1 olusturdugu bildirilmistir (50).

Salgiladiklar1 vazokonstriiktor ajanlar ve trombosit aktive edici faktdr (PAF)
ile daha biiyiik damarlarda da (arteriyol, prekapiller damarlar) daralmaya neden

olmaktadirlar.

Bir arasidonik asid metaboliti olan I6kotrien B4 (LTB4) salgilayarak,
siiperoksid anyon radikali {iretimine ve notrofillerin kemotaksisine neden
olmaktadirlar. Boylece bir geri beslenme mekanizmas1 ile toplanmis olan
nétrofillerden salgilanan kemotaktik faktorler yeniden serbest radikal iiretimine ve
noétrofil infiltrasyonuna neden olmaktadir (4). Hartmann ve arkadaslar1 notrofillerce
tiretilen siiperoksid anyon radikalininin, eritrositlerin agregasyonunu da
hizlandirdigin1 ve bu etkinin nétrofil agregasyonu ile birlikte kapiller tikanmay1 daha

arttiricr olabilecegini savunmusglardir (51).

2.2.3.6. Apopitoz

Apopitoz terimi, terminolojiye ilk defa 1972°de Kerr tarafindan girmistir.
Hiicrelerin asla sebepsiz ve bilinmeyen bir yolla 6lmedigi, bir program dahilinde bu
siirecin gergeklestigi 1951°de Gliicksmann, 1974’te de Saunders tarafindan One
stiriilmiis ve arastirilmistir. Lockshin 1974’te tiim bu siireci “programlanmis hiicre

Olimii” olarak tanimlamistir (52).

Apopitoz, embriyolojik gelisim, immiin sistem, kimyasal nedenli hiicre
6limii, hormon bagimli atrofi ve normal hiicre yagami gibi ¢ok ¢esitli farkli biyolojik

sistemlerde Onemli ve normal bir siliregtir. Uygunsuz apopitoz ise, insanda;
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Alzheimer ve Huntington hastaliklar1 gibi norodejeneratif hastaliklarla, iskemik

hasarlarla, otoimmiin hastaliklarla ve kanserin bir¢ok formu ile iliskilidir.

Apopitoz, hiicrelerin pargalanmasi icin endojen hiicresel enzimlerin aktif
katilimin1 gerektiren otonom hiicre 6liim siireci olarak tanimlanmaktadir (52). Bu
stirec morfolojik olarak, hiicre 6liimiiniin major formu ve dramatik bir yok olma
fazidir. Bu faz, hiicre volim kaybini, plazma membran sismesini, siklikla
endoplazmik retikulumun dilatasyonunu, niikleer kromatinin ve sitoplazmik
organellerin  yogunlagsmasin1 igermektedir. Tim bu stereotipik morfolojik
degisiklikleri takiben, hiicresel komponentler apopitotik cisim olarak adlandirilan
membran ile kaplanmis vezikiiller haline getirilerek, komsu hiicreler tarafindan hizla
fagosite edilirler. Bu otonomik hiicre 6liim siireci, kaspaz olarak adlandirilan bir
enzim grubunun proteolitik olarak birbirlerini ve bir¢ok intraselliiler anahtar hedef

proteini bolerek aktiflemesi ile hiicre 6liimiiniin gergeklestirilmesi esasina dayanir.

Apopitozise bagli olarak hiicrede biiziisme, cekirdegin kii¢iilmesi ve
piknotik bir hal almasi, kromatin kondensasyonu ve apopitotik cisimcik olusumlari
ortaya cikar ve hiicre sonunda parankimal hiicreler veya fagositlerce ortadan
kaldirilir. Bu bigimde olusan hiicre kayb1 esnasinda, nekrozun aksine ¢evre hiicreler
bu oliimden etkilenmez ve ortaya inflamatuar bir yanit ¢cikmaz. Apopitoziste amag,
ekstraseliiler ortama salindiklarinda, immiinogenetik, otoreaktif ve inflamatuar
istenmeyen etkiler olusturabilecek sitoplazmik komponentlerin  zararsizca
uzaklastirilmalarin1 saglamaktir. Boylece hiicre, c¢evredeki hicbir hiicreye zarar

vermeden ortadan kaldirilmis olur (53).

2.2.3.7. inflamasyon

Inflamasyon, spinal kord yaralanmasi sonrasinda ¢ok hizli bir sekilde
baslamaktadir. Yaralanmayla baslayan ve devam eden kanama, &dem,
noroeksitotoksinlerin akiimiilasyonu ve biyokimyasal degisiklikler, inflamasyonun
MSS (merkezi sinir sistemi) tiizerindeki esas etkilerini belirlemede zorluklar
yaratmaktadir. inflamasyon, canli dokunun her tiirlii zedelenmeye kars1 gosterdigi
ortak bir reaksiyondur. Inflamasyon yaralanma alanindaki vaskiiler, ndrolojik,

hiimoral ve hiicresel yanitlar1 icermekle birlikte organizmanin zedeleyici etkeni
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cevreleyerek yok etme ve zararli siirecleri sinirlandirmasini saglayan ve takiben doku

onarimina yol agan bir siirectir (5,10).

Akut inflamasyonun ortaya c¢ikmasindaki en biiyiikk etken yaralanma
bolgesindeki vaskiiler yanittir. Yaralanmadan hemen sonra kisa siiren bir
vazokonstriiksiyon ve ardindan arterioler vazodilatasyon olusur. Bu da kapiller
yataga daha fazla kan gelerek konjesyona ve takiben vaskiiler permeabilitede artisa
sebep olur. Lezyon bdlgesine inflamatuar hiicre infiltrasyonu, polimorfoniikleer
granulositlerin (PMNL) lezyon bolgesini birkag saat i¢inde infiltre etmesiyle baslar
ve travmanin birinci giiniinde en yiiksek seviyeye ulagir. Yapilan 151k ve elektron
mikroskopi caligmalarinda 4. saatten 6nce kan damarlar1 disinda ¢ok az sayida
PMNL bulunurken, 4. saatte bunlarin damar i¢inde sayica ¢ok arttiklar1 ve damar
duvarindan c¢ikarak dokuya girmeye basladiklar1 goriilmektedir (10). 8 saatlik
preparatlarda, gri cevherde PMNL kiimelesmeleri goriilmekte ve beyaz cevherde
PMNL’ler ndéronlarin igindeki inkliizyonlar olarak belirmektedir. 24 saatlik
preparatlarda, dejenere ndéronlarin PMNL tarafindan sarildigi ve PMNL’ler arasinda
selliiler kalintilarin bulundugu gdsterilmigtir. PMNL’ler {iglincii glinde kaybolurlar.
Bu siire i¢inde graniiler iceriklerini ortama salarak litik enzimlerinin etkisiyle
vaskiiler, noronal ve glial hasar1 daha da artirabilmektedirler. PMNL infiltrasyonu
miktar1 ile olusan hemoraji miktar1 korelasyon gostermektedir. Histamin, plazma
proteazlari, bradikinin, prostaglandinler, 16kotrienler, platelet aktive edici faktor
(PAF), serbest oksijen radikalleri, seratonin gibi inflamasyon mediatorleri yaralanmis
spinal kordda lezyon bolgesinde birikirler. Inflamatuar hiicreler igin kemoatraktan
olan bu maddeler doku hasarinin hizla ilerlemesine neden olurlar (10). Ortamdan
kaybolan PMNL’lerin yerini mikroglial hiicrelerden ve dolagimdan kaynaklanan
makrofajlar almaktadir. Makrofajlar myelin, hemorajik ve nekrotik doku kalintilarini
fagosite etmektedir. Aym1 zamanda makrofajlar, anjiogenezi baslatan interlokin—I

(IL-1) benzeri sitokinleri de salgilamaktadirlar.

Travma hastalarinda doku zedelenmesi, iskemi ve hemorajiye karsi akut
fizyolojik bir yanit olarak, genellikle 6-12 saat iginde inflamatuar olaylar ortaya
cikar. Sitokinler ve diger endojen mediatorlerin sentezini ve karmasik bir etkilesimini
iceren olaylar zinciri dogal iyilesme siirecini saglamaya ydneliktir. Inflamatuar

yanitin asirt olmasi organizma aleyhine olup, sistemik inflamatuar yanit sendromu ve
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multipl organ disfonksiyonu sendromu ile sonuglanabilir. Sistemik inflamatuar yanit
sendromu, travma hastalarinda infeksiyonlara bagli olarak da gelisebilir ve sepsis

olarak tanimlanir.

Doku zedelenmesi yada infeksiyonlarin tetikledigi sistemik inflamatuar
yanit sendromunda rol alan baslica sitokinler; TNF-alfa (tlimor nekroz faktor), I1L-1,
IL-8, interferon gama ve PAF’tir. Ayrica prostoglandin ve Idkotrienler gibi
arasidonik asit metabolitleri sentezlenir. Koagulasyon ve kinin sistemi aktive olur.
IL-6 akut inflamatuar yanitta modiilator rolii oynar. Travma hastalarinda degisik
diizeylerdeki hiperinflamatuar olaylari kompansatuar bir hipoinflamasyon dénemi ve
immiinosiipresyon dénemi izler. Bu donemde noétrofil kemotaksisi, fagositoz ve
hiicre i¢i oldiirme islevlerinde yetersizlik, monosit/makrofaj islevlerinde azalma, T
lenfositlerinde islev anomalileri, B lenfositlerinde ve basta IgM olmak iizere
immiinglobilin sentezinde azalma, opsonik aktivitede yetersizlik ve gecikmis tipte

asir1 duyarlilik testlerinde negatiflesme saptanmustir.

Katoh ve arkadaslar1 omurilik yaralanmasi ile basvuran hastalarda ilk 4 giin
kan beyaz kiire degerleri yiiksek seyredenlerde norolojik kdtiillesmenin, normal
seyreden hastalara gore daha fazla oldugunu gostermistir (54). SSS (santral sinir
sistemi) travmasi sonrasinda, PSS (periferik sinir sistemi) ile karsilastirildiginda,
makrofajlarin toplanmasinin sinirli tutulmasi ile karakterize immiin mekanizmalar
bozulabilir (55). Rapalino ve arkadaslar1 yakin zaman once, periferik sinir
segmentleri ile uyarilmis homolog makrofajlarin, tam kesiye ugratilmis omurilik
icine lokal implantasyonunun, elektrofizyolojik aktivite kadar motor aktivitede de
parsiyel iyilesme ile sonuglandigini rapor etmislerdir (56). Metilprednizolon, PAF
antagonistleri, siklooksijenaz ve lipojenazlarin hepsi etkilerini inflamatuar cevaplari
kismen azaltarak ya da tamamen inhibe ederek gostermektedirler. Klorokin ve
kolsisinin kullanimi, omurilikte iskemi sonrasi inflamatuar degisiklikleri ve doku

hasarini azaltmistir (57).

2.3. Sitokinler

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara karsi cevap
olarak o©zel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranigini

etkilerler. Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi gesitli isimlendirme ve
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siniflandirma sistemine gore yapilmistir. Sitokinler baslica su ana gruplara

ayrilmaktadir:
1. Biiylime faktorleri
2. Lenfokinler (interlokin-1 alfa ve beta, interlokin 2,3,4...)
3. Koloni stimiile eden faktorler
4. Transforme edici biiylime faktorleri
5. Tiimdr nekroz faktorleri (TNF-alfa ve beta)
6. Interferonlar (58,59).

IL-1 ve TNF gibi sitokinler, proinflamatuar sitokinler olarak bilinir ve
inflamatuar degisikliklerin olugmasinda, patojenin eliminasyonunu saglayan hizli

bagisiklik yanitinin ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar.
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Sekil: 1 (60)

2.3.1. Interlokin-1 Beta (IL-1 beta)

IL-1 monositler, lenfositler, endotel hiicreleri ve mikroglialar gibi bagisiklik
sistemi hiicrelerinden salinir. Inflamasyon, sepsis, diabet, otoimmiin hastaliklar ve

osteoporoz olusumunda etkisi oldugu diisiiniilmektedir (61).

IL-1 beyinde ilk tanimlanan sitokinlerden olup, baslangicta endojen pirojen

olarak tanimlanmustir. Kilo kaybi, uykunun diizenlenmesi, endokrin sistem, immiin
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sistem ve sinir sistemi fonksiyonlarini degistirme, néronal iletim, epilepsi, sinir hiicre
Olimii dahil IL-1’in endojen ve ekzojen bir ¢ok etkisi gosterilmistir. IL-1 klasik
olarak IL-1 alfa ve beta olmak iizere 2 subtipte tanimlanir. Her ikisi de benzer etkiye
sahiptir (62). Ugiincii tanimlanan protein IL-1 ra (IL-1 reseptdr antagonisti) olup, IL-
I’in bilinen tim etkilerini kompetetif antagonize eder ama diger etkileri tam
bilinmemektedir (62). Tiim IL-1 molekiilleri prekiirsér olarak salinir. Bunlardan pro-
IL-1 alfa ve pro-IL-1 ra biyolojik olarak aktif iken, pro-IL-1 beta inaktiftir. Ama
caspase-1 enzimi tarafindan aktif formuna doniislir. IL-1’in hiicresel salinimi ve
enzim tarafindan boliinmesi ¢ogunlukla bilinmez. IL-1 alfa ve beta’nin etkilerini

gosterebilmesi icin tek bir reseptore (IL-1RI) baglandigina inanilir.
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IL-1 cesitli etkileri ile SSS’deki ndronal hasara neden olabilir. Bunun en
onemli olan1 atestir. IL-1 giiglii bir pirojendir. Hipotalamusta prostaglandin salinimi
yolu ile atese neden olur. IL-1’in neden oldugu ates siklooksijenaz inhibitdrleri veya
glukokortikoidler ile Onlenir. Ama ndronal hasarin onlenmesinde higbiri anlamli
degildir. Bununla birlikte IL-1, beynin bazi bolgelerindeki 1sinin iizerine lokal etki

yaparak noronal hasari arttirabilir.

Akut SSS zedelenmesinde (iskemik, travmatik, eksitotoksik hasar) IL-1’in
etkisi i¢in bir¢ok kanit mevcuttur. Ama kronik bozukluklarda IL-1 ile iliskili

oldugunu gosteren indirekt kanitlar dahi toplanamamustir (63,64). IL-1 alfa ve beta
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normal insan ve kemirgen beyninde ¢ok diisiik seviyede bulunur. Ilging olarak IL-1
ra ve IL-18 yiiksek seviyede bulunur. IL-1 alfa ve 6zellikle IL-1 beta akut deneysel
beyin zedelenmesine hizli cevap verir. 15 dakika icinde mRNA, 60 dakika i¢inde
protein sentezi olur. Klinik ¢aligmalarda beyin zedelenmesi veya stroklu hastalarin
BOS (beyin-omurilik sivisi)’unda ve postmortem beyin dokusunda IL-1 seviyesinin
yuksek oldugu rapor edilmistir. Erken donemde IL-1 salinimi ilk olarak mikroglia ve
perivaskiiler makrofajlarca olur. Bununla birlikte astrosit, endotelial hiicrelerde IL-1
salimim kapasitesine sahiptir. IL-1 normal kemirgen beyninde veya saglikli ndron
hiicre kiiltiirlerinde norotoksik degildir ama kemirgen beyin parankimi veya

ventrikiillerine diisiik doz enjekte edilmesi ile norotoksik etkiler baglar (60).

IL-1 beta’nin intraserebral verilmesi kan-beyin bariyerinde bozulmaya

neden olup serebral 6dem ve sekonder hiicre 6liimii ile sonuglanir (66,67)

IL-1 ra’nin artis1 veya IL-1 beta konverting enzim (caspase) aktivitesinin
blokaji, eksitotoksik noronal hasar1 engeller ve lezyonun boyutunu, erken 6dem

olusumunu azaltir (66-70).

IL-1 beta néronal nekroz, apoptozis, 16kosit infiltirasyonu, 6dem, glial hiicre
aktivasyonu, diger sitokinlerin aktivasyonu ve nitrik oksit sentezi ile iligkilidir (71).
Ornegin IL-1 beta astrositlerden IL-6 sekresyonuna (72), astrosit stimiilasyonuna
(73,74) ve astrositlerden sinir biiylime faktorii ve temel fibroblast biiyiime faktoriiniin
salinmasina (75,76) neden olabilir. IL-1 reseptor antagonistinin sistemik enjeksiyonu
ndronal hiicre 6liimiinii azalttig1 ve lateral sivi perkiisyon kafa travmasinda kognitif

fonksiyonlar1 diizelttigi gosterilmistir (77).

2.3.2. Tiimor Nekrozis Faktor alfa (TNF-alfa)

TNF-alfa bir¢ok inflamatuar ve enfeksiyoz hastaliklarin patogenezinde
onemli role sahiptir. TNF alfa’nin major kaynagi aktive olmus monosit ve
makrofajlardir. TNF 233 aminoasit ve 26 kDA agirliginda proproteinden sentezlenir.
Proprotein spesifik metalloproteaz (TNF-alfa konverting enzim-TACE) tarafindan 17
kDA, 157 aminoasitten olusan monomerik formuna boliiniir. TNF etkisini membran
bagimli reseptdor molekiilleri TNF reseptor I (TNFRI, p55) ve TNFRII (p75)
araciligryla gosterir (78). TNF reseptorleri ¢oziilebilir yapida olup TNF’yi baglama
yetenegindedir. Boylece TNF nin akut etkilerini sinirlayabilmektedir (79,80).
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TNF’nin temel fonksiyonlarindan bazilari:
1. Lokositler i¢in vaskiiler endotelial hiicre adezyonunun indiiksiyonu

2.Fagositlerin stimiilasyonu ve IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin
tiriinlenmesi, antiinflamatuar sitokinleri (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta) uyarmasi,
ayrica dogal sitokin inhibitorleri olan IL-1ra ve solubl TNF reseptorlerinin iiretimini

arttirmasi (Bdylece asir sitokin yaniti dengelenir)
3. MHC-Class I molekiil indiiksiyonu
4. Lokosit aktivasyonu
5. Uzun siire uygulamasi sonucu kaseksi ve kas erimesi
6. Gram negatif sepsiste septik sok nedeni olmasi
7. Endoteliyal hiicreler ve astrositler tizerinde ICAM-1 ekspresyonu artisi

8.Schwartman reaksiyonu sonucu tiimor nekrozu, endojen pirojen etki, akut

faz reaktanlarinda artis (60,81,82).
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TNF sentezi, bircok farkli eksojen maddeler (lipopolisakkaridler, beta-
glukanlar) veya endojen mediatorler (IL-1) araciligiyla monosit ve makrofajlarda

uyarilir.

Plazmada artmis konsantrasyonu c¢esitli infeksiydoz ve inflamatuar
hastaliklarda gosterilmistir (sepsis, bakteriyel menenjit, serebral malarya, adult

respiratuvar distres sendrumu, romatoid artrit) (83).

Anti TNF ajanlar 3 grup icinde siniflandirilabilmektedir. Birincisi; TNF’ nin
sentezi fosfodiesteraz inhibitdrleri, prostanoidler, adenozin, kortikosteroidler, IL-10
tarafindan inhibe edilebilir. Ikincisi; TNF pro-protein, TNF metalloproteaz spesifik
inhibitdrleri tarafindan inhibe edilebilir. Ugiinciisii; salinmis TNF proteinin etkileri

TNF reseptorleri veya anti-TNF antikorlar1 tarafindan antagonize edilebilir (83).

Yapilan c¢aligmalarda TNF-alfa mRNA ve proteinlerinin, spinal kord
hasarin1 takiben spinal kordda arttigi gosterilmistir (84-88). Spinal kord hasari
sonras1 TNF-alfa proteinleri, aktive monosit/ makrofajlar sayesinde kordda bulunur
(88). Kordda, TNF-alfa proteinleri erken 1. saatte tespit edilir ve travmadan sonra 7
giin boyunca bulunur. Astrosit ve mikroglialarin SSS hasarina cevapta TNF-alfa
sekrete ettikleri gosterilmistir (89,90). Notrofiller hasarin 6. saatinde spinal korda
girerler (91). Buna karsin monositler hasardan sonra erken dénemde (30 dakika)
tespit edilmistir (92). TNF-alfa’nin bu erken sentezi spinal korddaki ilerleyici
inflamatuar cevabin baslangici i¢in 6nemli bir sinyaldir. TNF-alfa iirtinleri hasar

sonrasi 1-3. gilinler arasinda nétrofil ve monositlerin yayilmasi igin gereklidir.

Tavsanlarda sisterna magna icine TNF-alfa enjeksiyonu; oksijen geri
almiminda azalma, serebral kan akiminda diisme ve intrakranyal basingta artma ile

sonuclanir (93).

TNF-alfa, spesifik TNF-alfa tasiyicilar1 ile spinal kord hasarini takiben
spinal korda giris yapabilmektedir. Pan ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada spinal
kord hasar1 sonrasi ¢ok erken dakikalar icinde TNF-alfa akini ve 1-5. giinler arasinda
gec dalga pikleri rapor edilmistir. Bu ¢alismalarda belirtilen, hasar1 takiben spinal
kordda toplanmalarin kaynagi TNF-alfa’dir (88,94).

TNF-alfa sinyal mekanizmasi ¢ok karisiktir. TNF-alfa’nin ortaya ¢ikmasi ve

SSS’nde biyolojik cevabin ortaya ¢ikmasi i¢in RGS7’nin (regulator of G-protein
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signaling-7) hazirda bulunmasii gerektirir. Son zamanlardaki caligmalarda, SCI

sonras1 néron ve makrofajlarda RGS7 miktar1 gosterilmistir (95).

TNF-alfa mikrogliozis ve astrogliozisin giicli mediatoriidiir ve hiicre
Olimiine neden olur. 3 ayr1 in-vivo ¢alismalarda gdsterilmistir ki, notralize antikor
veya ¢oziiniir reseptorler ile TNF-alfa blokaji ndroprotektiftir. Ornegin Lavine ve
arkadaglar1 (98) reperfiizyon hasar1 sonrasi notralize antikorlar ile TNF-alfa

blokajinin ndrolojik sonucu diizelttigini gostermislerdir.

Bazi caligmalarda gosterilmistir ki, TNF-alfa noéroprotektiftir. Ornegin,
TNF-alfa hipokampal kiiltiirlerde reaktif oksijen radikal toplanmasini suprese eder,
amiloid alfa-peptidin sitotoksik etkisini diisiiriir, glutamat nedenli hiicre Slimiinii

onler (96,97).

2.4. Progesteron

Kolesterolden progesteronun sentezi, iki enzimatik adimi igerir.
Kolesterolden pregnenolona doniisme sitokrom P450scc ve pregnenolondan
progesterona donitisme 3 beta-HSD (3 beta hidroksisteroid dehidrogenaz) ile olur.
Sitokrom P450scc kolesterol molekiiliindeki 6 karbonlu yan zinciri (C22-C27) keser
ve bu reaksiyon mitokondride olur (99,100,101).
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Mitokondrial membrandaki kolesterol transport orani; pregnenolon
olusumu ve iki mitokondrial membran proteini sayesinde smirlanir. Bu proteinler,
periferal benzodiazepin reseptorii (102) ve steroidojenik akut regiilatér proteindir
(103). Bu proteinler ile ayarlanan intramitokondrial kolesterol transport mekanizmasi

hala tam anlamiyla anlagilamamistir (104,105).

Progesteron ayrica steroid 5-alfa rediiktaz ile 5-alfa dihidroprogesterona ve
3-alfa hidroksi steroid oksidorediiktaz ile 3-alfa, 5-alfa tetrahidroprogesterona
(allopregnanolon) metabolize olur. Progesteron ve 5-alfa dihidroprogesteron,
intraselliller progesteron reseptorlerine yiiksek affinite ile baglanir ve gen
transkripsiyonu aktive olur. Buna karsilik 3-alfa, 5-alfa tetrahidroprogesteron
(allopregnanolon) progesteron reseptdrlerine baglanmaz ama GABA-A reseptorlerini
olumlu yonde modiile eder (106). Bununla beraber 3-alfa hidroksi steroid
oksidorediiktaz, reaksiyonu geri doniistimli katalizler. 5-alfa dihidroprogesteron geri
dontisiimii olduktan sonra progesteron reseptorlerine baglanir ve bdylece 3-alfa,5-

alfa tetrahidroprogesteron (allopregnenolon) regiilasyonu saglanir (107).

Rat spinal kordunda pregnenolon ve progesteron seviyeleri GC/MS
(chromatography/mass spectrometry) ile dlgiilmiis ve bu seviye kana gore yiiksek
bulunmustur. Ayni zamanda kastrasyon ve adrenalektomi sonrasi da yiiksek

seviyelerde kalmasi lokal sentezinin oldugunu gostermistir (108).

Rat spinal kordunda 3-beta HSD mRNA, RT-PCR yontemi ile bulunmustur.
Hibridizasyon c¢aligsmalari ile spinal kord boyunca 3-beta HSD mRNA’nin bulundugu
gosterilmistir. Beyaz madde ile karsilastirildiginda gri maddede ve ayrica ventral

horn motor néronlarina yiiksek seviyelerde oldugu bulunmustur (108).

1980 sonlarinda progesteronun ndoroprotektif etkisi, travmatik beyin
zedelenmesi olan ratlarda incelenmistir (109,110). Disi ratlarda zedelenme
sonrasinda progesteron diizeyi yliksek bulunmus ve 6demin olmadig1 goriilmiis olup,
progesteron ile tedavi edilmis ve tedavi edilmemis erkek ratlarla karsilastirilmistir.
Progesteronla tedavi ile sekonder noral dejenerasyonun onledigi, medial frontal
korteks kontiizyonu ile sonuglanan etkilerin diistiigli goriilmiistiir. Progesteronun
travmadan 24 saat sonra verildi§i zaman bile hala O6demi azaltici etkisi

saptanmistir(111,112).
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Progesteronun aksotomi, serebral iskemi ve spinal kord kontlizyonu sonrasi

noron koruyucu etkisi gosterilmistir (113,114,115).

Pregnenolonun, spinal kordda uzun siire kompresyon yapildiktan sonra
verildigi zaman noronal hasar1 azalttigi ve motor fonksiyonlarda diizelmeye neden
oldugu gosterilmistir (116). Pregnenolon bu koruyucu etkisini belki de progesterona
dontisiim yolu ile veya direkt spinal ndronlarda etki yaparak gostermektedir. Son
zamanlarda progesteronun ndron koruyucu etkisi farelerde spinal kord motor néron
dejenerasyonu modellerinde gosterilmistir (117). Bu farelerde spinal kord ve beyin
sapinda erken postnatal gelisim siiresince motor ndron dejenerasyonu ile sonuglanan
model gelistirilmistir (11. kromozomda resesif mutasyon). Bu motor ndron
hastaliklar1 i¢in kullanilabilir bir modeldir (6rnegin Amiyotrofik lateral skleroz).
Hastaligin ilk belirtileri 2-3. haftalarda gozlenmis (118,119) ve 2 aylik oldugu zaman
semptomatik fareler progesteron ile 15 giin tedavi edilmislerdir. Spinal motor
noronlardaki noéropatolojik degisikliklerin 6nemli derecede azaldigi goriilmiistiir.
Progesteron tedavisinin kas kuvveti ve hayvanlarin yasam orani lizerine olumlu etkisi
gosterilmistir. Progesteronun noron koruyucu etkisi i¢in birkag mekanizma ileri
striilmistir (110,117). Birincisi; progesteronun lipid peroksidasyon ve serbest
radikallere bagli hiicre membran hasar1 lizerine olan etkisi (120,121), ikincisi;
progesteron ve metabolitlerinin, zedelenme ile olusan hiicre Oliimiinden itibaren
noronlart korumasi ve norotransmitterlerin aktivasyonunu azaltmasi (122,123);
liclinciisii, noron ve glial hiicrelerdeki gen ekspresyonunun diizenlenmesi seklinde

mekanizmalar ileri siirtilmiistiir.

Progesteronun yeni myelin kilifi olusumundaki yeri karmasiktir. Myelin
kilifi aksiyon potansiyelinin hizli iletimi i¢in gereklidir (124). Bu olay ilk kez rodent
siyatik sinirinde progesteron seviyesinin yiiksekligi ve rejenerasyonda olumlu etkisi
seklinde gosterilmistir (125). Bir incelemede erkek ratlarda siyatik sinir lezyonu
sonrasinda 3-beta HSD mRNA seviyelerindeki degisiklikler periferik myelin protein
mRNA ile paralellik gosterdigi gozlemlenmis ve progesteronun lokal sentezinin
myelinizasyonda onemli rol oynadigi belirtilmistir (126). Progesteronun lokal
sentezinin (trilostane) ve lokal etkisinin (mifepristone) engellenmesi ile yeni myelin
kilifi  yapimmin giiglii bir sekilde inhibe oldugu gosterilmistir. Ters olarak

progesteronun yliksek doz tekrarlanarak yapilmasi myelinizasyonu arttirmistir (125).

25



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari ve Deney Plam

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvarinda yapildi. 170-361 gram aras1 agirlikta, 48 adet Wistar

Albino cinsi erkek si¢an kullanildu.
Calisma 4 ana grup olarak planlandi.
Grup 1: (n=12) Laminektomi (1. saat n=6, 6. saat n=6)
Grup 2: (n=12) Laminektomi + travma (1. saat n=6, 6. saat n=6)
Grup 3: (n=12) Laminektomi + Travma + SF (1. saat n=6, 6. saat n=6)

Grup 4: (n=12) Laminektomi + Travma + Progesteron (1. saat n=6, 6. saat

n=06)

Cerrahi iglem Oncesi tiim gruplardaki hayvanlara genel anestezi amaciyla
intraperitoneal olarak 60 mg/kg dozunda Ketamin (Ketalar, Parke-Davis, Eczacibasi,

Istanbul) ve 10 mg/kg dozunda Xylazaine (Alfazyne) uyguland.

Tiim hayvanlar genel anestezi altinda sirt bolgesi tras edilerek %10’luk
Polyvidon iyot (Batticon, Adeka, Samsun) ile lokal antisepsi saglandi (Resim 1).
Prone pozisyonda T7-T12 seviyesinde cilt, cilt alt1 dokular gecildi. Paravertebral kas
fasyasi gecilerek kaslar laterale kiint diseksiyon ile siyrildi. Torakal 10-12 laminalar1
goriilerek total laminektomi uygulandi (Resim 2). Hayvanlarin dura materleri saglam
olarak ortaya konuldu. Standart travma amaciyla anevrizma klibi (Sugita no: 07-934-
11, kapanma basinci: 1.37-1.72 N) ile dura ve spinal kord c¢epecevre olacak sekilde,
horizontal ekstradural olarak 1 dakika siireyle klibe edildi (Resim 3-4) ve spinal
travma olusturuldu (Resim 5). Hemostazi takiben tabakalar anatomiye uygun olarak

3/0 ipek ile kapatildi.
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Resim 1: Denegin tiras sonrasi cerrahiye hazirlanmasi

Resim 2: Laminektomi sonrasi omurilik
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Resim 3: Klip sonrasi iistten goriiniim

Resim 4: Klip sonras1 yandan goriiniim
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Resim 5: Klip travmasi sonras1 omurilikte ¢evresel hemoraji ve kontiizyon

Her grupta 12 adet rat kullanildi. 1. ve 6. saatte sitokin seviyesine bakilmak

tizere ikiye ayrildi.
l-a grubu (Gla) (n=6): T7-T12 diizeyine uyan cilt insizyonu sonrasinda
T10-T12 laminektomi uygulandi ve 1. saatte omurilikleri sakrifiye edildi

I-b grubu (Glb) (n=6): Cilt insizyonu, laminektomi sonrasi 6. saatte

omurilikleri sakrifiye edildi.

2-a grubu (G2a) (n=6): Cilt insizyonu, laminektomi sonrasi klip ile travma

olusturuldu ve travmanin 1. saatinde omurilikleri sakrifiye edildi.

2-b grubu (G2b) (n=6): Cilt insizyonu, laminektomi ve klip ile travma

sonras1 6. saatinde omurilikleri sakrifiye edildi. .

3-a grubu (G3a) (n=6): Cilt insizyonu, laminektomi sonrasi klip ile travma
olusturuldu. Travmadan 30 dakika sonra intraperitoneal olarak tedavi grubunda
verilen progesteron ile ayni voliimde SF verildi. Travmanin 1. saatinde omurilikleri

sakrifiye edildi.

3-b grubu (G3b) (n=6): Cilt insizyonu, laminektomi sonrasi klip ile travma

olusturuldu. Travmadan 30 dakika sonra intraperitoneal olarak tedavi grubunda
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verilen progesteron ile ayni voliimde SF verildi. Travmanin 6. saatinde omurilikleri

sakrifiye edildi.

4-a grubu (G4a) (n=6): Cilt insizyonu, laminektomi sonras1 klip ile travma
olusturuldu. Travmadan 30 dakika sonra intraperitoneal olarak progesteron (8 mg/kg)

verildi ve travmanin 1. saatinde omurilikleri sakrifiye edildi.

4-b grubu (G4b) (n=6): Cilt insizyonu, laminektomi sonrasi klip ile travma
olusturuldu. Travmadan 30 dakika sonra intraperitoneal olarak progesteron (8 mg/kg)

verildi ve travmanin 6. saatinde omurilikleri sakrifiye edildi.

Tiim gruplarin omurilikleri itinayla ¢ikartilip, beklemeksizin fosfat tamponu
icine konularak derin dondurucuya (-80 derece) yerlestirildi. Omurilik dokularinda
interlokin-1 beta ve tlimor nekrozis faktor alfa diizeylerine bakildi.

3.1.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

E1x808 Ultra microplate reader (Bio-tek Instruments, Inc. Highland Park
USA)

3.1.3. Doku Homojenizatinin Hazirlanmasi

Medulla spinalis tartilarak, 1/9 oraninda 0.1 M fosfat tamponuyla
karistirilarak buz iizerinde, homojenizatorle 10.000 devir/dk’da 1dk homojenize
edildi. Homojenize edilen Ornekler 5000 g’de +4°C’da sogutmali santrifiijde 5
dakika santrifiij edildi. Homojenize edilen 6rneklerin siipernatantlarinda Biorad Dc

Protein Assay kiti kullanilarak aeroset cihazinda protein tayini yapildi.
3.2. Metod

3.2.1. TNF alfa ve IL-1 Beta Tayini
TNFo Olciimii

Rat TNFa ELISA kiti (Biosource USA, catolog no KRC 3011) kullanild.
Olgiim Biotec instrument, inc EL*808U cihazinda yapildi ( pg/ml) (132)
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IL1p Ol¢iimii

Rat E IL1-B ELISA kiti (Biosource USA, catolog no KRC 0011) kullanilds.
Olgiim Biotec instrument, inc EL*808U cihazinda yapildi ( pg/ml) (132)

3.2.2. istatistiksel Analiz

Bu calismanin istatistiksel analizlerinde SPSS 9.0 programinda tanimlayici
istatistik (median, min-max, standart deviasyon) degerleri, Kruskal Wallis Testi,
Mann Whitney U Testi yapildi. Tiim gruplar arasinda agirlik, TNF alfa, IL-1 beta,
Protein, TNF alfa/protein orani, IL-1 beta/protein oran1 Kruskal Wallis testiyle analiz
edildi. Bu gruplar arasi farki incelemek i¢in ikili karsilagtirmalarda Mann Whitney U
testi kullanild1 (grup sayilar1 n<30 oldugundan dolay1 non parametrik test uygulandr).
Bu karsilastirmalarda Benferoni diizeltmesi yapilarak istatistiksel anlamlilik diizeyi

p<0.01 olarak alindi. Grafikler Microsoft Excel programinda olusturuldu.
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4. BULGULAR

Laminektomi grubunda (Gla) 1. saatte bakilan TNF-a/protein (0,80 + 0,26)
ve IL-1 B/protein (0,50 £ 0,23) degerleri ile travma grubu (G2a) TNF-o/protein (0,49
+ 0,20) ve IL-1 B/protein (0,44 £+ 0,52) degerleri karsilastirildiginda travma
grubunda anlaml artis saptanmadi (tablo1-2). Bu nedenle travmanin 1. saatindeki
TNF-o/protein seviyesi lizerinde etkili olmadig: diisiiniildii. Ama travma grubu ile
progesteron grubu (G4a) karsilastirildiginda progesteronun IL-1 /protein degerlerini
diisiirmesi istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01) (tablo2).

Laminektomi grubunda (G1b) 6. saatte bakilan TNF-a/protein (0,44 + 0,20)
ve IL-1 B/protein (0,18 + 0,22) degerleri ile travma grubu (G2b) TNF-o/protein
(0,76 = 0,15) ve IL-1 P/protein (0,55 £ 0,12) degerleri karsilagtirildiginda travma
grubunda TNF-o/protein degerlerde yiikselme istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05). Ama IL-1 B/protein degerlerinde yiikselme goriilmesine ragmen anlamlilik
saptanmadi (p>0,05) (grafik 1, tablo 2). Travma grubu (G2b) ile SF grubu (G3b)
karsilastirildiginda da anlamlilik saptanmadi (p>0,01).

Ama travma grubunda (G2b) 6. saatte bakilan TNF-a/protein degerleri (0,76
+0,15) ile progesteron grubu (G4b) (0,47 + 0,10) karsilastirildiginda, progesteronun
6. saatte TNF-o/protein degerlerini diislirdiigi ve bunun da istatistiksel olarak

anlamli oldugu gortildii (tablo 1-2, grafik 1) (p<0,01)
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Tablo 1-Arastirma gruplarinin tanimlayici istatistik degerleri (median,
minimum- maksimum ve standart deviasyon degerleri)

< . . IL-1

Gruplar Agirhk TNF alfa IL-1 beta Protein TNFa/protein beta/protein
Gla 259 +36.42 190,1 £38.86 | 126,6 +43.03 | 242,5+53.06 0,80 £ 0.26 0,50 £ 0.23
(220-310) (152,4-258,6) | (56,4-169,7) (179-327) (0,55-1,32) (0,17-0,87)

Glb 238 £52.56 165 £ 59.68 65,3 +58.67 385+92.17 0,44 £0.20 0,18 £0.22
(220-361) (77,6-237.,3) (44,1-200,4) (263-501) (0,21-0,82) (0,10-0,70)

G2a 226 £ 48.14 135,8 £22.17 | 110,5+95.51 | 284 +56.41 0,49 £0.20 0,44 £0.52
(170-308) (131,5-188,5) (83,3-332) (194-327) (0,41-0,94) (0,27-1,65)

G2b 253 £60.73 2142 +42.58 | 161,9+36.11 | 274,5+36.72 0,76 £ 0.15 0,55+0.12
(196-361) (149,4-267) (79,7-171,7) (213-304) (0,64-1,08) (0,37-0,67)

G3a 246 +£42.97 184,1 £43.20 | 123,2+18.13 | 231,5+32.50 0,75+0.19 0,50 £0.10
(200-312) (127,4-243,7) | (90,6-131,6) (206-292) (0,59-1,07) (0,31-0,59)

G3b 247 £42.94 215,1+£69.72 | 93,0£31.36 | 299,5+10.23 0,70 £0.22 0,30 £0.10
(205-308) (114,9-265,2) | (47,2-121,0) (288-314) (0,38-0,90) (0,16-0,42)

Gda 233,5+£51.39 | 211,4+80.58 | 78,01 £23.92 | 362 +21.80 0,56 +0.25 0,21 +0.06
(215-354) (156,9-368,3) | (53,7-118,9) (327-390) (0,44-1,13) (0,15-0,30)

G4b 248,5+ 46.21 150 +£30.48 86,2 £40.77 | 346,5+45.06 0,47+0.10 0,25+0.12
(225-342) (130,9-218) (32,9-138,6) (282-418) (0,31-0,63) (0,09-0,45)

Toplam 239 +46.01 176,5+55.23 | 92,4+51.99 296 + 68.65 0,63 +0.23 0,37 £0.25
p (173-361) (77,6-368.,3) (32,9-332) (179-501) (0,21-1,32) (0,09-1,65)
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Tablo 2 —TNF, IL, Protein, TNF/protein, Il/protein oranlarinin tiim gruplar
arasi ikili karsilastirmasi

Gruplar TNF IL Protein TNF/protein IL/protein
Gla-G1b** 0,485 0,180 0,015 0,026 0,093
Gla-G2a** 0,015 1,000 0,394 0,093 0,699
Gla-G2b** 0,485 0,310 0,394 0,818 1,000
Gla-G3a** 0,937 0,818 0,937 1,000 0,937
G1a-G3b** 0,937 0,310 0,065 0,394 0,041
Gla-G4a** 0,394 0,132 0,002 0,132 0,026
Gla-G4b** 0,093 0,180 0,009 0,004 0,041
G1b-G2a** 0,240 0,041 0,093 0,394 0,065
G1b-G2b** 0,240 0,093 0,065 0,026 0,065
G1b-G3a** 0,394 0,065 0,015 0,015 0,065
G1b-G3b** 0,394 0,485 0,394 0,132 0,310
G1b-Gda** 0,240 0,589 0,485 0,180 0,485
G1b-G4b** 0,485 0,699 0,485 0,818 0,699
G2a-G2b** 0,009 0,485 0,937 0,093 0,485
G2a-G3a** 0,132 1,000 0,485 0,093 0,394
G2a-G3b** 0,485 0,180 0,394 0,699 0,065
G2a-Gda** 0,009 0,065 0,002 0,394 0,009
G2a-G4b** 0,394 0,240 0,026 0,485 0,041
G2b-G3a** 0,310 0,180 0,180 0,937 0,589
G2b-G3b** 0,818 0,015 0,132 0,589 0,015
G2b-G4a** 0,937 0,009 0,002 0,180 0,002
G2b-G4b** 0,041 0,065 0,015 0,002 0,009
G3a-G3b** 0,818 0,065 0,004 0,310 0,005
G3a-Gda** 0,485 0,015 0,002 0,240 0,002
G3a-G4b** 0,180 0,310 0,004 0,004 0,015
G3b-Gda** 0,589 0,818 0,002 0,937 0,240
G3b-G4b** 0,485 0,937 0,065 0,240 0,818
G4a-Gdb** 0,026 0,699 0,485 0,180 0,589

Tiim Gruplar* 0,081 0,038 0,000 0,013 0,002

* Kruskal-wallis testi p<0,05
** Mann Whitney U testi; Benferoni diizeltmesi yapilarak p<0,01 olanlar istatistiksel
olarak anlamlidir
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Grafik-1: Deneklerin 6. saat TNF alfa/protein, IL-1 beta/protein diizeylerinin
karsilastirilmasi

G1b: laminektomi sonrasi 6. saat

G2b: laminektomi + travma sonrasi 6. saat

G3b: laminektomi + travma + SF sonras1 6. saat

G4b: laminektomi + travma + Progesteron sonrasi 6. saat

*: Travma grubu ve progesteron grubu 6. saat TNF alfa/protein diizeyleri arasinda
istatistiksel anlamlilik (TNF alfa/protein p= 0,002) (p<0,01)
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5. TARTISMA ve SONUC

Motorlu arag ve is kazalar1 sonucunda potansiyel sakatliga neden olabilecek
olaylarin sik oldugu giiniimiiz toplumunda, omurga ve omuriligi etkileyen her tiirlii
travmatik hasar acilen tanimlanmali ve tedavi edilmelidir. Teknolojik gelismeye
paralel olarak; bir ¢ok cerrahi tedavi modeline karsin, giinlimiizde spinal travmali
hastaya yardim halen dekompresyon, stabilizasyon ve rehabilitasyondan oteye
gidememistir. Bu karamsar durum ¢aligmacilarin sekonder hasara yonelmesine sebep
olmus ve Once insan travma modellerine yakin deneysel travma modelleri
arastirilmis, daha sonra da bu modellerle sekonder mekanizmalar aciklanmaya ve

tedavi modaliteleri gelistirilmeye baglanmistir.

Spinal kord hasar1 patofizyolojisinde, primer mekanik yaralanmalarin ve
bunu izleyen sekonder yaralanmalarin altinda yatan nedenler; iskemi, anormal
intraselliiler iyon siftleri (Na", Ca™), hiicre membranlarinin serbest radikallere bagl
lipid peroksidasyonu, 6dem, lokosit infiltrasyonu ve eksitotoksik hiicre olimiidiir
(115). Bu olaylarin sonucu olarak spinal kord travmasina bagli olarak doku nekrozu
gelisir. Yaralanma alanmi genis, kaviteli lezyonlara doniislir. Akut ve subakut fazlar
bittiginde, rejenerasyondaki basarisizlik ve glial skar formasyonu ndrolojik gelismeyi

engellemektedir.

Inflamasyon, spinal kord yaralanmasi sonrasinda ¢ok hizli bir sekilde
baslamaktadir. Yaralanmayla baslayan ve devam eden kanama, &dem,
noroeksitotoksinlerin akiimiilasyonu ve biyokimyasal degisiklikler; inflamasyonun
MSS (merkezi sinir sistemi) tiizerindeki esas etkilerini belirlemede zorluklar
yaratmaktadir. Inflamasyon canli dokunun her tiirlii zedelenmeye kars1 gosterdigi
ortak bir reaksiyondur. Inflamasyon yaralanma alanindaki vaskiiler, ndrolojik,
hiimoral ve hiicresel yanitlar1 icermekle birlikte organizmanin zedeleyici etkeni
cevreleyerek yok etme ve zararl siirecleri sinirlandirmasini saglayan ve takiben doku

onarimina yol acan bir siirectir (5,10).

Travma sonrast bu alana infiltre olan nétrofiller, makrofajlar ve aktive
mikroglialar selliiler debrisi temizlerler ancak bu sirada sitotoksik veya norotrofik
molekiilleri de hasarli spinal korda salarlar. Mikroglialar SSS’de immiin hiicreler gibi

onemli rol oynarlar. Mikroglialar SSS boyunca dagilir ve glialarin % 10-15’ini
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olustururlar. Normal durumda istirahat halindedir ama SSS travmasi, apoptozis,
iskemi, inflamasyon ve enfeksiyon ile uyarilinca aktif duruma geger. Bu
stimuluslarla bir kez aktive olunca biyoaktif maddeler, sitokinler ve

norotransmitterler salinir.

Travmatik santral kord hasarimi takiben IL-1 beta, TNF-alfa, IL-6 nin
hiicresel kaynagi tartismalidir. Bazi otorler bu sitokinlerin nétrofil ve makrofajlarin
primer Uriinleri olduguna inanirlar. Ama diger ¢aligmalar gostermistir ki endojen SSS
hiicreleri (mikroglia) ¢ok sayidaki hasar modelinde proinflamatuar sitokinleri

salgilamaktadir (127).

Travmatik spinal kord hasarindan 1 saat sonra lezyonun merkezinde
diizensizlik ve hemoraji goézlenirken notrofiller hasarli bolge alanlarinda
bulunmazlar. Yang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada; 1. saatte TNF-alfa
siddetli travma sonrasinda birgok noéronda bulunmus iken 1limli travma sonrasinda
cok az sayida TNF-alfa pozitif néronlarin oldugu gosterilmistir (127). Benzer
patoloji hasar sonrasi 3. saatte de ayni iken 6. saatte damar duvarinda mononiikleer
hiicre ve PMN nétrofiller bulunmustur. IL-1 beta, TNF-alfa, IL-6 seviyeleri 1. ve 3.
saatte yiikselip, 6. saatte pik yapip, 1. giinde alt seviyeye diistiigii gorilmiistiir (127).
Artan IL-1 beta, TNF-alfa, IL-6 seviyeleri ortama diger inflamatuar hiicrelerinde

(notrofil ve makrofajlar) gelmesini tetiklerler.

IL-1 beta; noronal nekroz, apoptozis, l6kosit infiltirasyonu, d6dem, glial
hiicre aktivasyonu, diger sitokinlerin aktivasyonu ve nitrik oksit sentezi ile iligkilidir
(71). Ornegin IL-1 beta astrositlerden IL-6 sekresyonuna, astrosit stimiilasyonuna ve
astrositlerden sinir bliylime faktorii ve temel fibroblast biiylime faktoriiniin
salinmasina neden olabilir (72-76). IL-1 betanin intraserebral verilmesi kan-beyin-
bariyerinde bozulmaya neden olup serebral 6dem ve sekonder hiicre Olimii ile
sonuglanir. IL-1 ra’nin artis1 veya IL-1 beta konverting enzim (caspase) aktivitesinin
blokaji1, eksitotoksik nodronal hasar1 engeller ve lezyon boyutunu, erken 6dem
olusumunu diigtirtir. IL-1 reseptdr antagonistinin sistemik enjeksiyonu ndronal hiicre
Olumiini azalttig1 ve lateral sivi perkiisyon kafa travmasinda kognitif fonksiyonlar

diizelttigi gosterilmistir (77).
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TNF-alfa proinflamatuar etkileri acisindan IL-1 beta ile benzer etkilere
sahiptir. Noronlarda apoptozisin artisi, glial hiicrelerin aktivasyonu, astrosit
proliferasyonu ve astrositlerde biiyiime faktorii, IL-6 nin indiksiyonuna neden olur.
Ayrica TNF’nin endotelial hiicrelerde adezyon molekiilleri ve yiizey antijenlerini
uyararak kan 16kosit infiltrasyonunu arttirdigina inanilir (5). Ek olarak,
oligodendrositlerde TNF-alfanin sitotoksik etkileri in-vitro ve in-vivo olarak
gosterilmistir. Karsit olarak TNF- alfanin aksonlarda rejeneratif etkisi ve astrositlerde
sinir bliylime faktorii sentezinin artmasi ile norotrofik etkisi gosterilmistir (127). IL-1
beta ve TNF alfa serebral 6dem olusumu ve sekonder noronal kayipta onemli rol
oynarlar. Insan ve rodentlerde beyin travmasi sonrasi saatler icinde BOS ve beyin
parankiminde arttig1 gosterilmistir. TNF-alfa direkt kan-beyin-bariyerini bozar ve
vazojenik beyin 6demine neden olur. Travmatik beyin hasari sonrast TNF-alfa
aktivitesini etkisiz hale getirmek 6dem olusumunu azaltir ve motor fonksiyonlarda

diizelme saglar.

Akut spinal kord yaralanmasimin optimal tedavisi i¢in gelismeler devam
etmektedir. Glinlimiizdeki farmakolojik tedavi, yaralanmadan sonraki 8 saat i¢inde iv
prednizolon verilmesini igermektedir (30 mg/kg iv 15 dakikada bolus, sonrasinda 23
saatte 5.4 mg/kg/saat devamli infiizyon). Randomize yapilan klinik c¢alismalarin
sonucunda metilprednizolonun belirtileri gercektir ama klinik gelismedeki rolii
sinirhidir. Son zamanlarda serbest radikaller, eksitator aminoasitler, inflamatuar
cevap mediatdrleri, lokal norotransmitter toksisitesi gibi posttravmatik patokimyasal

olaylar1 inhibe etmeye odaklanilmistir (115).

Progesteronun SSS’deki etkileri dikkatleri bu ilag {lizerine ¢ekmistir (114).
Progesteron reseptorleri SSS’e genis olarak dagilmistir (hipotalamus, preoptik alan,
orta beyin, korteks, amigdala, hipokampus, kaudat, putamen, serebellum). Klasik
olarak progesteronun sinir hiicrelerinde steroide spesifik sitozolik-niikleer
reseptorlerle etkisini gosterdigi bilinmektedir. Gilinlimiizde progesteronun inhibitor
GABA ve cksitator aminoasitler gibi SSS’deki norotransmitter sistemlerin
fonksiyonlarini1 degistirdigi gosterilmistir (115). Orta serebral arterde gegici fokal
iskemi olusturulan ratlarda iskeminin bagslangicindan once veya 2 saat sonra
progesteron verildigi zaman progesteronun ndral dokuyu koruyucu etkisi

gosterilmistir (114). Roof ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada progesteronun kortikal
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kontiize hayvan modellerinde sekonder noronal kaybi azalttig1 ve kognitif diizelmeyi

kolaylastirdig1 gosterilmistir (112,120).

Progesteron spinal kord, beyin ve periferik sinirlerde sentezlenir. Direkt
dolasimda pregnenolondan veya de novo olarak kolesterolden sitokrom P450scc
aracilifiyla pregnenolona doniiserek sentezlenir. Pregnenolon 3beta-hidroksisteroid
dehidrogenaz ile progesterone doniislir. Makroglial hiicreler, astrositler,
oligodendrioglial hiicreler, schwann hiicreleri progesteron sentezi kapasitesine
sahiptir. Ama bu hiicrelerde 3 beta-HSD aktivitesi ve miktart hiicreler arasinda
diizenlenir. Noronlarda progesteronun lokal sentezi myelin kilifi yapimi agisindan
onemli role sahiptir. Progesteron verilen hayvanlarin spinal motor noronlarinda
noropatolojik degisiklikler ve kas giiciinde olumlu etkiler goriilmiistiir. Schumacher
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada progesteronun promyelinizasyon etkisi ilk kez
fare siyatik siniri ve duyu ndronlari-schwann hiicre kiiltiirlerinde gosterilmigtir

(124,125).

Progesteronun noéron koruyucu etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte farkli mekanizmalar gosterilmistir. Eksitotoksik hiicre o6liimii; GABA
ve/veya eksitator aminoasit reseptorlerinin Ozellikle de N-metil-D-aspartat
inhibisyonuyla onlenmektedir. Progesteronun kiiltiire edilmis spinal kord néronlarini
glutamat toksisitesinden korudugu ve GABA yardimiyla klor akimini uyararak
ndronlarin eksitabilitesini degistirdigi gosterilmistir (115). Progesteron serebellar
noronlarin kainat ve N-metil-D-aspartat yanitlarin1 deprese ederek serebellar purkinje
hiicre cevabini zayiflatir. Yaralanmanin akut fazinda, progesteron verilmesi
muhtemelen kan-beyin bariyerinin gecirgenligini azaltarak 6demin siddetini azaltir.
Bu etki lipid peroksidasyonun inhibisyonu ve antioksidan etkisi aracilifiyla
olabilmektedir (115). Son zamanlardaki ¢aligsmalar travmatik beyin hasar1 ve stroklu
hayvan modellerinde progesteronun serebral Odemi anlamli olarak azaltip,
fonksiyonel diizelmeyi arttirabilecegini gostermistir (111,112). Cesitli deneysel
caligmalar progesteron ve allopregnenolonun IL-1 beta ve TNF-alfa’y1 suprese
ettigini gostermistir. Progesteron mikroglial aktivasyonu suprese ederek IL-1 beta ve
TNF-alfa seviyesini ve ayrica c¢esitli hiicre kiiltlirlerinde IL-1 beta’nin indiikledigi
nitrik oksit sentezini azaltir (129,130,131). Jun He ve arkadaslarinin erkek Sprague-

Dawley ratlarinda yaptig1 ¢alismada progesteron ve allopregnenolonun, travmatik
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beyin hasar1 sonrasi erken donemde proinflamatuar sitokinleri (TNF-alfa ve IL-1
beta) azalttig1 gosterilmistir (132). Edward ve arkadaslarinin erkek Sprague-Dawley
ratlarinda yaptig1 calismada (carpma modeli) beyin hasari sonrasi progesteron
tedavisinin anlamli olarak TNF-alfa, IL-1 beta mRNA ve proteinlerini diisiirdiigii

gosterilmigtir (133).

Omurilik travmasinda klip kompresyon modeli Rivlin ve Tator tarafindan
1978 yilinda gelistirilmistir (11). Laminektomi sonras1 omuriligin lateralinden konan
anevrizma klibi belli bir siire omuriligi komprese eder. Onceden belirlenmis siddette
yaralanma yaratabilir. Klip kapanma giicii ve kompresyon siiresi degistirilerek
degisik siddetlerde yaralanma olusturulabilir. Kompresyon c¢evresel oldugu icin
insanda olan travma tipine daha uygundur. Bunun yaninda yalniz kii¢iik hayvanlara
uygulanabilir. Mekanik yaralanma yaninda iskemiye de yol agar. Agirlik diisiirme ve
balon kompresyon modeline gore daha giivenilir bir yontemdir (14). Bizim
calismamizda da Rivlin ve Tator’un gelistirdigi klip kompresyon modeli

kullanilmustir.

Laminektomi uygulanan grup (Gla) ile laminektomi sonrasi travma
uygulanan grup (G2a) arasinda bakilan 1. saat TNF-o/protein, IL-1 beta/protein
diizeylerinin ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamaistir (p>0,01) (Tablo 1-2)

Laminektomi sonrasi travma olusturulup 6. saatte (G2b) bakilan TNF-a
degerleri 1. saattekine gore (G2a) yiiksek olup (tablo 2) bu fark istatistiksel olarak
anlamlhiydi (p=0.009). G2b’deki TNF-a degerinin G2a’dan yliksek olmasi, 6. saatte
TNF-o degerlerinin yiikseldigini destekler bir bulgudur. Spinal kord hasar1 sonrasi
TNF-alfa proteinleri, aktive monosit/ makrofajlar sayesinde kordda bulunur (88).
Kordda, TNF-alfa proteinleri erken 1. saatte tespit edilmis ve ilerleyen saatlerde daha
da ytikseldigi goriilmiistiir (89, 90).Yang ve arkadaslar1 yaptig1 calismada IL-1 beta,
TNF-alfa, IL-6 seviyelerinin 1. ve 3. saatte yiikselip, 6. saatte pik yaptigim
bulmuslardir (127). Ancak bizim ¢alismamizda 6. saatteki anlamli TNF-o. degerine

karsilik IL-1 B degerlerinde anlamli bir artis elde edemedik.

Laminektomi sonrasi travma olusturulup 6. saatte (G2b) bakilan TNF-

a/protein degerleri; laminektomi ve travma sonrasi progesteron verilip 6. saatte
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(G4b) bakilan TNF-o/protein degerlerine gore ylksekti (tablo 2) ve bu fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.002) (grafik 1). Jun He ve arkadaslarinin yaptigi
calismada progesteron ve allopregnenolonun, travmatik beyin hasari sonrasi erken
donemde proinflamatuar sitokinleri (TNF-alfa ve IL-1 beta) azalttig1 gosterilmigtir
(132). Edward ve arkadaslarinin yaptig1 calismada beyin hasar1 sonrasi progesteron
tedavisinin anlamli olarak TNF-alfa, IL-1 beta mRNA ve proteinlerini diislirdigii

gosterilmistir (133).

Sonu¢ olarak calismamiz, progesteronun erken omurilik hasar1 sonrasi
6.saatte ortaya cikan inflamatuar sitokinlerinden olan TNF-a’t anlamli olarak

diisiirdiigiinii ortaya koymaktadir.
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6. OZET

Amacg

Calismamizda, erken omurilik hasar1 sonrasinda progesteronun inflamatuar

sitokinlerden IL-1 B ve TNF-a iizerine olan etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.
Materyal ve Metod

Bu calismada 170-361 gram arasi agirlikta, 48 adet Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Calisma 4 ana grup olarak planlandi. Her bir grupta kendi
arasinda 1. ve 6. saat olarak ikiye ayrildi. 1. grupta 12 adet sigana laminektomi
yapildi. 2. grupta 12 adet sicana laminektomi sonras1 1 dakika travma uygulandi. 3.
grupta 12 adet sicana laminektomi sonrasi travma uygulandi ve 30 dakika sonra SF
verildi. 4. grupta 12 adet sicana laminektomi sonrasi travma uygulandi ve 30 dakika
sonra progesteron verildi. Tim gruplarin yaris1 1. saatte diger yaris1 6. saatte
sakrifiye edildikten sonra omurilikleri alindi. Ve dokular fosfat tamponuna konularak
-80 derecede donduruldu. Daha sonra ELISA kiti ile IL-1 B ve TNF-a degerleri
calisildu.

Bulgular

Istatistiksel analiz sonucunda travmadan sonra 6. saatte omurilik dokusunda
TNF-a degerlerinde artis oldugu ve progesteron verilen grupta bu degerlerdeki diisiis

istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Sonu¢

Sonu¢ olarak calismamiz, progesteronun erken omurilik hasar1 sonrasi
6.saatte ortaya cikan inflamatuar sitokinlerinden olan TNF-a’t anlamli olarak

diistirdligiinii ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Omurilik hasari, inflamasyon, sitokin, progesteron
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7. SUMMARY

Aim: We aimed to investigate the effectiveness of progesterone in reducing
the inflammatory cytokines IL-1 B and TNF-a following the spinal cord injury in
early phase.

Material and Methods: Forty-eight male Wistar-Albino rats weighing 170-
361 g were used in our study. All animals were divided into 4 groups equally and
each group was further divided into two sub-groups. Laminectomy was performed on
the twelve rats in the first group and the second group was exposed to trauma after
laminectomy. The animals in the third group were underwent laminectomy and
administered serum physiologic 30 minutes after trauma. Likewise, the animals in
the fourth group were underwent laminectomy and given progesterone 30 minutes
after the trauma. Half of the animals in each group were sacrificed at the first hour
after trauma and the other half of the animals in each group were sacrificed at the
sixth hour following trauma. The tissue samples of the spinal cord segments were
gathered and these samples were put into the phosphate buffer and were frozen at the
temperature of — 80 degree C. Then, the levels of IL-1 B and TNF- a were
determined by ELISA.

Results: TNF- a levels were found to be significantly higher in animals
exposed to trauma and progesterone decreased the TNF- a levels significantly at the

sixth hour after trauma. .

Conclusion: Our study has shown that progesterone reduced the levels of
TNF- a, one of the inflammatory cytokines, at the sixth hour following the spinal

cord injury.

Key Words: Spinal cord injury, inflammation, cytokine, progesterone.
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