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TESEKKUR
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Emre Ozkara’ ya, projemizin histopatolojik calismalarinda degerli katkilar1 olan
Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdali hocalarindan Saym Yard. Dog¢. Dr. Dilek
Burukoglu’ na verilerin elde edilmesi ve degerlendirilmesinde desteklerinden dolayi,
calisgmamizin istatistiksel verilerinin hazirlanmasinda ve degerlendirilmesinde destek
olan Biyoistatistik Anabilim Dali Ogretim Goérevlisi Saym Ahmet Musmul’ a

desteklerinden dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Aydin, HE. Deneysel omurilik yaralanmasinda metilprednizolon ve propolis
etkinliginin karsilastirilmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Norosiriirji Anabilimdalh Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2013. Spinal kord
travmalar1 artan niifus ile birlikte son yillarda 6zellikle geng toplumda ciddi saglik
problemi haline gelmistir. Calismamizda spinal kord travmasimi takiben uygulanan
metilprednizolon ve propolisin apopotozis lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
dort deney grubu (n=10) olusturulmustur. Ik grup harig tiim gruplarda, klip yontemi
kullanilarak  spinal travma modeli uygulanmistir. Tartismalar olsa da
metilprednizolon disinda etkin ve klinik kullanimda olan tedavi yOntemi
olmadigindan dolay1 deney gruplarinda propolisin aktif bileseni olan kafeik asit
fenilesterin etkilerini kiyaslamak amaciyla bir gruptaki siganlara metilprednizolon
tedavisi uygulanmistir. Tedavi sonrasinda 48. saatte tiim sigcanlar tekrar operasyona
alimnmig ve histolojik inceleme i¢in laminektomi sahasindaki spinal kord dokusu
cikarilmistir. Histolojik degerlendirme amaciyla Hematoksilen Eozin ve TUNEL
boyama yontemleri kullanilmistir. Hematoksilen Eozin boyama ile 151k mikroskobisi
altinda hiicrelerde nekroz, vakuolizasyon, hemoraji ve genel hasar degerlendirilirken
TUNEL yontemi ile boyanan lamlarda ile 151k mikroskobi altinda apopototik hiicre
sayimi yapilmistir. Sonugta; genel hasar degerlendirildiginde propolis kullanilan
grup, travma grubu ile kiyaslandiginda metilprednizolona benzer olumlu sonuglar
elde edilmistir. Ayrica apoptotik hiicre sayimi gruplar arasinda kiyaslandiginda,
travma grubuna gore metilprednizolon ve propolis apopotozisi engelledigi
goriilmektedir. Genel hasardan farkli olarak propolisin antiapoptotik etkinligi
metilprednizolona kiyasla daha belirgin oldugu saptanmistir. Bu bulgular 1s18inda,
insan viicuduna higbir zarar1 olmayan, propolisin aktif bileseni olan kafeik asit
fenilesterin klinik kullanima girebilecegi fakat konu ile ilgili ayrintili, destekleyici

deneysel ¢alismalara ihtiyag¢ oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler:  Metilprednizolon, Kafeik asit fenilester, Propolis, Spinal kord
hasari, TUNEL yontemi
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ABSTRACT

Aydin, HE. A comparison of methylprednisolone and propolis in experimental
spinal cord injury. Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine,
Medical Speciality Thesis in Department of Neurosurgery, Eskisehir, 2013.
Spinal cord injury has become a serious health problem with increased population in
the last years. In our study, rats were dividen four groups (n=10) to investigate the
effects of methylprednisolone and propolis in apopotosis following experimental
spinal cord injury. We applied aneurysm clip compression model all groups for
spinal cor injury except the first group. Through it is not clear, we used treatment of
methylprednisolone in one group for comparing the effects of caffeic acid phenethyl
ester which is the biologic effective ingredient of propolis. 48 hours after spinal cord
injury all rats operated again and spinal cord specimens taken for histologic
examination. The sections were stained with Hemotoxylin eosin and using the
apopotozis kit for TUNEL. Necrosis, vacuolization, hemorrhage and general damage
assesment with hemotoxylin eosin and apopototic cells count with TUNEL under the
light microscope. In conclusion, methylprednisolone and propolis effective in
supression of general damage as against the trauma group. Again, in the apopototic
cell count both methylprednisolone and propolis were effective than trauma group.
This study indicate that; caffeic acid phenethyl ester which is the biologic effective
ingredient of propolis may be use in clinical treatment of spinal cord injury but we

need some detailed and supported studies in this issue.

Keywords:  Methylprednisolone, caffeic acid phenethyl ester, propolis, spinal cord
injury, TUNEL
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1.GIRIS

Spinal kord travmasi (SKT) bireylerin ve travma sonucunda meydana gelen
ndrolojik defisit nedeniyle bireye bakmakla yiikiimlii ailelerin yasam kalitesini
olumsuz olarak etkileyen bir durumdur (1). 15-25 yas aras1 geng niifiista daha sik
goriildiigiinden dolay1 travma bireyde dnemli oranda is kayb1 ve erken dénem tedavi
ve rehabilitasyon masraflarindan dolay1 ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(2,3). Diger bir 6nemli problem de toplumun ve saglik personelinin bu konuda yeterli

bilgiye sahip olmamasidir (4).

Spinal kord travmalari; motorlu tasit kazalar1 (%50), diisme ve is kazalari
(%30), siddet suglart (%11), spor yaralanmalar1 ve torasik aorta cerrahileri sonrasi

goriilmektedir (5,6). E/K oran1 4/1 dir (7).

Ulkemizde yapilan anlamli bir epidemiyolojik calisma olmamakla birlikte
yilda ortalama 1600-2000 ciddi SKT vakasi bildirilmekte ve prevelansin her yil
12,7/1.000.000 oldugu tahmin edilmektedir (8). Diinyada spinal kord travmalarinin
goriilme sikligi 1 milyonda 15-45 arasindadir (9). Amerika Birlesik Devletleri’ nde
her y1l yaklagik 11.000 kisiyi etkileyen 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan istatistiksel verilere gére 90’11 yillarda yillik
40/1.000.000 olan vaka sayis1t 2009 yilinin sonunda 87.7/1.000.000 olarak
belirlenmistir (10). Spinal kord travmalarinin %64’ i torakolomber bolgede,

ozelliklede T12-L1 vertebralar arasinda goriiliir (11).

Yasam kalitesi lizerindeki olumsuz etkilerine ragmen SKT sonrasi gelisen
hasar icin su ana kadar etkili bir tedavi yontemi gelistirilememistir. Medikal
tedaviden kismi fayda goriilmiis fakat literatiirdeki son c¢aligmalarda dahi SKT
sonrast norolojik fonksiyonlarda tam iyilesme saglanamamistir (3). Amacimiz
travmatik spinal kord yaralanmasi sonrasinda, etkinligi bilinen bir ila¢ olan
metilprednizolonun (MP) yaninda, giiglii antioksidan ve antiapoptotik etkisi olan
propolisin noroprotektif etkilerini kullanarak, sekonder hasara bagli ortaya ¢ikan
norolojik  defisitlerin  olugsmasini  engelleyecek yeni tedavi yOntemlerinin
gelistirilmesini ve bu sayede hastaliga bagli mortalite ve morbiditenin azalmasini

saglamaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Spinal Kord Anatomisi

Spinal kord (omurilik) foramen magnumdan baslar ve erigskinde lumbar 1
vertebranin alt kenar1 diizeyinde sonlanir (Sekil 1). Canalis vertebralisin iist 2/3
kisminda yer alir ve dura mater, arachnoidea mater ve pia mater isimli li¢ zar ile
cevrilidir. Spinal kordu c¢evreleyen spatium subarachnoideumda bulunan beyin

omurilik sivist (BOS) besleyicidir ve spinal kordu koruma gorevi yapar (12).

Sekil 1: Spinal kord anatomisi (13)

Spinal kord servikal ve lomber bolgelerde iki adet genisleme gdosterir. Bu
genislemeler intumescentia cervicalis ve intumescentia lumbosakralis olarak
adlandirilir. Alt seviyelerde spinal kord gittikce incelerek conus medullarisi
olusturur. Conus medullaris’ in tepesinden pia materin bir uzantisi asagiya inerek

coccyxin arka yliziine yapisir ve filum terminale olarak adlandirilir.

Spinal kordda tiim uzunlugu boyunca radix anterior (motor) ve posterior

(duysal) tarafindan olusturulan 31 adet spinal sinir tutunur (Sekil 2).



Sekil 2: Spinal sinirler

Spinal kord gri maddeden yapili substantia grisea olarak adlandirilan bir i¢
kisim ile ve bunu cevreleyen substansia alba olarak adlandirilan dis tabakadan
olugsmustur. Substansia grisea sinir hiicreleri ve uzantilari, ndroglia ve kan
damarlarindan olugurken substansia alba ilaveten miyelinli sinir liflerinin daha fazla

olmasi nedeniyle beyaz olarak goriiliir (11,12) (Sekil 3).
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Sekil 3: Spinal kord aksiyel kesit

2.1.1.Spinal Kordun Zarlari
Dura mater, spinal kordu ¢evreleyen fibroz yapida saglam bir zardir. Ust
seviyede foramen magnum aracihigiyla devam eder ve sakral 2 vertebranin alt

kismina kadar uzanarak filum terminalede sonlanir.



Arachnoidea mater, spinal kordu saran ince ve gegirgen olmayan bir zardir.
Pia materden BOS ile dolu bir bosluk olan spatium subarachnoideum ile ayrilir. Dura

mater gibi filum terminale seviyesinde sonlanir.

Pia mater, spinal kordu sikica saran vaskiiler bir zardir. Bilateral sinir kdkleri
arasinda kalinlasarak ligamentum denticulatumu olusturur. Bu bag laterale dogru

uzanarak arachnoid ve duraya yapisir ve omuriligin dural kilifin ortasinda asili

kalmasini saglar (11,12) (Sekil 4).
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Sekil 4: Spinal kord zarlar1

2.1.2.Spinal Kordun Kanlanmasi

Spinal kord arteriyel kanimi arteria spinalis anterior ve iki arteria spinalis
posterior olmak tizere ilic ince arterden alir. Posterior spinal arterler arteria
vertebralislerden direkt olarak veya arteria inferior posterior cerebellilerden indirekt
olarak ¢ikarak spinal kordun arka 1/3 kismin1 beslerler. Anterior spinal arter kafatasi
icinde her iki taraftaki arteria vertebralislerden ¢ikan arterlerin birlesmesi ile olusur
ve spinal kordun 6n 2/3 kismini besler. Longitudinal olarak uzanan anterior ve
posterior spinal arterler her bir intervertebral delikte kiicilk segmental arterlerle

desteklenirler.

Bir diger 6nemli besleyici arter olan arteria radicularis anterior magna
(Adamkiewicz arteri) aortadan alt torasik veya iist lomber diizeylerden tek tarafli
olarak ¢ikar ve ¢ogunlukla spinal korda sol taraftan girer. Spinal kordun T8 ve konus
medullaris arasinda kalan alt 2/3 kismin1 besleyen ana kan kaynagidir. Orta torakal

bolge ‘watershed zone’ olarak adlandirilir ve beslenmesi nispeten azdir. Tek



besleyicisi T4 ve T5 seviyesindeki radikiiler arterler oldugundan dolayr bu bolge

vaskiiler hasara daha yatkindir (11).

Spinal kordun venleri ise serebral venlere ve dural vendz siniislere acilan 6

adet kivrimli longitudinal kanala drene olurlar (12) (Sekil 5).
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Sekil 5: Spinal kord arterleri (14)

2.2.Spinal Kord Travmasinin Patofizyolojisi

Spinal kord travmasi sonrasi uzun yolaklarda ilerleyici ve geri doniissiiz
harabiyete bagli olarak norolojik defisit gelistiginin disiiniildiigi ilk ¢aligmalardan
sonra 1950 yilinda spinal korddaki kan akimini azalmasina bagli olarak hasarin
olustugu bulunmustur ve giinlimiizde de travma sonrasi doku yikiminin iskemiye
bagli oldugu diistiniilmektedir (15). Yillardir norolojik bilimsel arastirmalarin en
onemli konularindan biri olan spinal kordda meydana gelen hasarin fizyopatolojik
olarak gelisim siirecini ve mekanizmasini anlamak tedavi ¢6zliimii i¢in 6nemli fayda

saglar (2).

Spinal kord hasarimin patofizyolojisi en iyi ‘bifazik yaralanma’ olarak
tamimlanmustir (9). Bifazik yaralanma primer (direkt) ve sekonder (indirekt) olmak
tizere iki mekanizma ile ortaya ¢ikmaktadir (16,17). Akut spinal kord yaralanmasi
sonrast gelisen norolojik hasar, birincil mekanik yaralanma ile birlikte yaralanma

sonrasinda gelisen ikincil yaralanmay:1 izleyen nekroz ve daha gec¢ goriilmeye



baslayan apoptozise baghdir (18). Primer hasar mekanik etki ile ortaya ¢ikarken,
sekonder hasar bir dizi biyokimyasal ve hiicresel reaksiyonlarin primer hasar lizerine

eklenmesiyle ortaya ¢ikar (3,19) (Resim 6).
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Sekil 6: Primer ve Sekonder Hasar Mekanizmasi (20)

2.2.1.Primer Hasar

[k yaralanma sonrasinda kompresyon, kemik, intervertebral disk ve yabanci
cisimlerin spinal kordda olusturduklart geri doniissiiz, mekanik hasar primer hasar
olarak bilinmektedir. Yaralanma akson, kan damarlar1 ve hiicre membranlarinin
hasarina neden olan primer mekanik etki ile baslar. SKT sonrasi ilk 2 saat igerisinde
aksonlarda travmatik yaralanma, gri cevher hemorajisi, hemorajik nekroz, mikroglial
aktivasyon gibi histopatolojik bulgular goriiliir ve biyokimyasal olarak IL-1B, TNFa,

IL-6 gibi akut faz reaktanlarinin salinimi gergeklesir (9).

Travma sonrast mekanik etki ile olusan bu primer hasar genellikle fleksiyon,
ekstansiyon, rotasyon, distraksiyon ve aksiyel yiiklenme sonucu meydana gelir (9).
Bu hasar takiben spinal kordda gelisen bir dizi biyokimyasal ve histopatolojik
olaylar zinciri sekonder hasar olarak adlandirilir ve spinal kordun daha fazla zarar
gormesine dolayisiyla travma sonrasi hiicre oliimiiniin devam etmesine neden
olmaktadir (21,22,23). Primer hasarin medikal veya cerrahi tedavisi olmadigindan

dolay1 yapilan tiim ¢aligsmalar sekonder hasar1 6nlemeye yoneliktir.



Primer yaralanmanin derecesi, yaralanmaya neden olan giiclin genligine, etki
sliresine ve omurilik tarafindan absorbe edilen enerji miktarina gore degisir (24).
Spinal kordun uzun siire basi altinda kalmasi, norolojik hasarin artmasina ve

prognozunun daha kotii olmasina neden olur.

2.2.2.Sekonder Hasar
Ilk olarak 1911 yilinda ALLEN tarafindan tanimlanan sekonder hasar karisik
ve ¢ok yonlii mekanizmaya sahip olmasindan dolay: yapilan deneysel ¢alismalarin

basarisi smirhidir ve genellikle preklinik bir galismanin Gtesine gegememislerdir

(3,25).

Primer hasar sonrasi 2 haftadan 6 aya kadar gegen siirecte goriilen sekonder
hasarda histopatolojik olarak; subakut donemde makrofaj infiltrasyonu, astroglial
skar baglangici ve kan beyin bariyeri (KBB) tamiri ile birlikte 6demin ¢oziilmesi,

kronik siiregte ise uzamig Wallerian dejenerasyon ve plastisite gerceklesir (9,26).

Sekonder hasarda; doku 6demi ve hasarli bolgeye 16kosit girisinin artmasi ile
olusan inflamasyonun kisir bir dongii olusturdugu ayrica iskemiye bagl olarak
ortaya c¢ikan serbest radikallerin etkisiyle uyarilan lipid peroksidasyonu sonrasi

hasarin daha da siddetlendigi bilinmektedir (27,28).

Literatiirde sekonder hasarin, asir1 glutamat ve aspartat salinimi, hiicre igi
fazla kalsiyum (Ca™) birikimi, serbest oksijen radikali olusumu, nekroz veya
apoptozise bagli hiicre kaybi, arasidonik asit mekanizmasinin aktivasyonu ile

olustugu gosterilmektedir (29).

Bir¢cok farmakolojik ajan (metilprednizolon, trilazad mesilat, gangliozdler,
naloksan ve nimodipin) genis, prospektif, randomize, kontrollii klinik ¢aligmalarda
denenmis ve laboratuvarda gosterdikleri bagsarmin aksine klinik fayda
gosterememistir. Uygulanan giincel noéroprotektif tedaviler sayesinde sekonder
hasarin olusum mekanizmalarin1 engellemek su an i¢in sadece deneysel olarak

miimkiin gériinmektedir (16,29,30,31).

Sekonder hasar gelisiminde Onemli rol oynayan glutamat, santral sinir

siteminde bulunan en yaygin eksitatuar norotransmitterdir. SKT sonrasinda dakikalar



icerisinde ortama salinarak hiicre i¢i depolardan yogun Ca'" salimmma neden
olmaktadir. Ca™ artisgida fosfolipaz A2 ve lipooksijenaz gibi litik enzimlerin

salinmasina neden olmakta ve serbest radikal olusumunu tetiklemektedir (9,26).

Son yillara kadar spinal kord travmasindaki doku hasarinin nedeninin nekroz
oldugu bilinirken, son yayinlar SKT sonras1 apoptotik hiicre 6liimiiniin de 6nemli bir
sorumlu mekanizma oldugunu gostermektedir. Nekrozdan farkli olarak apopitoz
programlanmis hiicre Oliimiidiir ve enzimatik reaksiyonlarla pargalanan hiicreler
herhangi bir inflamatuvar yanit olusmadan fagositler tarafindan ortadan kaldirilir.
Apoptozisi inhibe ederek SKT sonrasi ortaya ¢ikacak olan olan sekonder hasari

onlemeye yonelik ¢cok sayida calisma yapilmustir (32).

Spinal kord travmasi sonrasi spinal kord iskemisinin derecesi travmanin
siddetiyle dogru orantili, norolojik fonksiyonlarin diizelme siiresi ise travmanin

siddetiyle ters orantilidir (17).

SKT sonrasi ortama salinan siiperoksit, hidrojen peroksit ve peroksinitrit gibi
serbest radikaller, hiicre duvarindaki yag asitlerinin oksidasyonla hasarlanmasina ve

boylelikle hiicrede metabolik yikima neden olmaktadir (9,26).

Giliniimiize kadar yapilan calismalarda sekonder hasari onlemek icin ¢ok
sayida farmakolojik ajan kullanilmig fakat sadece spinal kord travmasi sonrasi ilk 8
saat igerisinde uygulanan metilprednizolonun Klinikte en yararli tedavi secenegi

oldugu gosterilmistir (1).

2.3.Apoptozis ve Nekroz

Spinal kord hasar1 sonras1 iskemiye bagli olarak otofaji, apoptozis ve nekroz
gibi hiicre dliimlerinin tiim formlar1 goriiliir (33). Spinal kordda ndron 6liimiiniin
apoptozis ve nekroz olmak tizere iki fakli tipi vardir. Apoptozis programlanmis hiicre
Oliimii olarak tanimlanir ve istenmeyen zararl hiicrelerin ortamdan kaldirilmasinda

rol oynadig bildirilmistir (34).

Sekonder hasarin gelisimindeki ana mekanizma olan apoptozis, SKT sonrasi
Oonemli aragtirma alanlar1 arasindadir (35). Spinal kordda apoptozis hem n&ronlari

hemde glial hiicreleri etkilemektedir. Travma sonrasi ortama salinan glutamat, Ca™



iyonlari, serbest radikaller ve bazi sitokinler apoptozisin olusumundan sorumludur

(34).

Nekroz, hiicrede sisme, mitekondride genisleme ve plazma membraninda
yirtilma ile karakterizedir. Apoptozis sirasinda ise hiicre membrani yirtilmaz. Hiicre
ici adenozin trifosfat (ATP) seviyesi apoptozis i¢in gereklidir ve dolayisiyla ATP
diizeyleri hiicrenin hangi yolla 6lecegini belirler. Apoptozis hiicre intihar seklidir ve

hiicre kendi kendini aktif olarak yok eder (9,34).

Morfolojik olarak apoptozisin nekroza gore ciddi farklari vardir. Bunlar
niikleusta kromatin kiimelesmesi, ¢ekirdekte biiziilme ve DNA fragmantasyonudur.
Apoptoziste membran ve organel yapilart korunur. Histolojik tanida DNA
fragmantasyonu onemli bir parametredir ve gostermek amaciyla TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End Labeling) boyamasi kullanilir
(34).

Apoptozis, istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasini ve sinir sisteminin
stirekliligini saglamada, inflamasyonu baglatmadan hiicreyi ortadan kaldirdigindan

dolay1 6nemli rol oynar (4,34).

2.4.Spinal Kord Travmasinin Histolojisi

Spinal kord travmasi sonrasi ilk 2 saatte histolojik degisiklikler acikca
goriilmeyebilir ancak hasar1 devam ettirecek olan patofizyolojik olaylar baslamistir
(9). Mekanik hasar, yumusak yapisi ve vaskiiler yapida olmasindan dolay1 santral gri
maddeye daha fazla zarar verir. Ozellikle periferde beyaz cevher korunabilir. Spinal

kordda kan akiminin bozulmasi ile iskemi ve lokal enfarkt ortaya ¢ikar (36).

Akut fazda ilk histolojik goriintii; 6dem, belirgin aksonal sisme ile birlikte
yolaklarin bozulmasi, kanama ve iskemik alanlardan olusur. Travma alanindaki
hemoraji ve 6dem nedeniyle sinir iletimi bozulmustur Santral kanama alanlar1 noral
disfonksiyonun ve olusacak olan patolojinin temel unsuru olarak kabul edilir (9).
SKT dan 48 saat sonra monositler ve mikroglia lezyon bdlgesinde cogalmaya
baglamigtir. Santral kanal kenarindaki ependimal hiicreler hipertrofiktir. SK'T sonrasi

72. saatte sahada vaskiilerizasyon baslar (36).
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Travma sonrasi 14. giinde ortamdaki oOli hiicrelerin temizlenmesi igin
makrofajlar alana go¢ eder. Travma seviyesinde gri cevher nekrotiktir ve spesifik
olarak kavitasyon gosterir. Ilerleyen zamanda fibroblast ve fibrinojen infiltrasyonu

gortiliir (36).
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3.SPINAL KORD YARALANMALARI
Spinal kord travmasina bagli olusan lezyonun alt seviyesinde higbir duyu
veya motor fonksiyonu yoksa komplet kesi, azda olsa duyu veya motor fonksiyon

varsa inkomplet kesi olarak tanimlanir.

3.1.Komplet (Tam) Spinal Kord Yaralanmasi

Spinal kord travmasinin 3 veya daha fazla segment iistiinde hicbir duyu veya
motor fonksiyonun korunmamasi komplet yaralanma olarak tanimlanir. Norolojik
bulgularin 24 saatten daha fazla devam etmesi, hi¢bir distal fonksiyonun geri

dénmeyecegini gosterir (11).

3.2.inkomplet (Kismi) Spinal Kord Yaralanmasi
Inkomplet kord lezyonu klinikte Brown Sequart, Santral kord, Anterior kord

ve posterior kord sendromu olmak tizere ii¢ sekilde karsimiza ¢ikar (4,11).

Brown-Sequart sendromu; spinal kordun yar1 kesisi sendromudur ve
hemilateral lezyonlar1 sonucunda olusur. Genellikle penetran bir travma sonucu
karsimiza ¢ikar. Lezyon seviyesinin altinda, kars: tarafta agr1 1s1 kayb1 ve degisken
derecelerde idrar ve gaita inkontinansi olusur. Ayrica ayni tarafta derin duyu ve
proprisepsiyon, vibrasyon ve iki nokta diskriminasyon hissi kayb1 ile birlikte motor

paralizi goriiliir (Sekil 7).

L~ Loss of all
sensation

Impaired pain Impaired

and temperature proprioception,

sensation vibration, 2-point
discrimination,
and joint and
position sensation

Source: Waxman $G: Clinical Neurosnatary, 25th Edition:

Sekil 7: Brown Sequart Sendromu (20)
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Santral kord sendromu; spinal kordun orta kisiminda yani santral kanal ve
etrafindaki lezyonlarda goriilmektedir. Genellikle mevcut spinal darligi olan
hastalarda akut hiperekstansiyon yaralanmalarini takiben goriiliir. inkomplet spinal
kord yaralanmalarinin en sik goriilen seklidir. Lezyon seviyesinin altinda iist
ekstremitede daha belirgin olmak iizere tim ekstremitelerde motor defisit goriiliir.
Ust ekstremite agr1 1s1 duyularimin kayboldugu dissosiye duysal kayip goriiliir.
Sfinkter disfonksiyonu ve vakalarin %7 sinde Lhermitte bulgusu goriiliir. Iyilesme
stireci distalden proksimale dogru olur, ilk 6nce alt ekstremiteler daha sonra mesane
disfonksiyonu diizelir. Hastalarin %90’ 1 ilk bes giin i¢inde yardimla yliriiyebilir
(4,11) (Sekil 8).

Loss of movement
and sensation

Incomplete loss

Sekil 8: Santral Kord Sendromu

Anterior kord sendromu; anterior spinal arterin besledigi kordun ©n
kisimindaki lezyonlara bagli bu bolgede gelisen spinal kord enfarktidir. Klinikte
parapleji veya C7 seviyesi lizerinde ise quadripleji ve bilateral agri 1s1 kaybr ile
karsimiza cikar. Inkomplet spinal kord yaralanmalari igerisinde en kétii prognoza
sahip olanidir. Hastalarin ancak %10-20’ sinde fonksiyonel motor kontrolde iyilesme

olur (4,11).
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4.SPINAL KORD TRAVMASINDA HASTA YONETIMi

Spinal kord travmalarinda 6liimiin en 6nemli nedeni aspirasyon ve soktur
(ndrojenik ve hipovolemik) . ATSL (Amerikan cerrahi koleji travma programu; ileri
yasam destegi) protokoliine gore travma sonrasi ilk muayenede oncelikle hastanin
hava yolunun agik olup olmadigi degerlendirilir. Solunum, dolasim ve kanama

kontroliinii takiben norolojik durum degerlendirilmelidir (11).

Norojenik sok; SKT sonrasi motor, duyu ve sempatik otonom fonksiyonun
spinal kord yaralanmasina bagli olmaksizin geri doniisiimlii (inkomplet) veya tam
kaybiyla karakterize bir klinik durumdur. Hastada klinik olarak hipotansiyon,
bradikardi ve sicak ekstremiteler vardir. Hipotansiyon genellikle T6 diizeyi
tizerindeki lezyonlarda, 6zellikle servikal lezyonlarda en belirgidir (9). Genellikle 2
hafta kadar siirer ve kendiliginden iyilesir. Tiim reflekslerin kaybi1 s6z konusudur
fakat spinal komplet kesinin ilk zamanlarinda plejik ekstremitede kiiciik bir uyariyla
fleksiyon hareketi olugabilmektedir. Spinal kordun otomatizmasina bagli goriilen bu

kisa siireli reflekse mass refleksi ad1 verilir (4).

Hipovolemik sok; hipotansiyon, tasikardi ve hipotermi klinigi ile karsimiza
cikar. Bulgular kan kayb1 ve sivi acigina bagh gelisir. Temel yasamsal
parametrelerdeki olumsuzluklar spinal kordda olusacak sekonder hasari arttirabilir.
Hastanin sistolik kan basinc1 90 mmHg, nabzi 45 atim/dakikanin {izerinde olmalidir.
Hipotansiyonu olan hastada, tedavilerinin farkli olmasindan dolay1 nérojenik sok ve
hipovolemik sok ayrimi iyi yapilmalidir. Norojenik sokta hipotansiyon otonomik
disfonksiyona bagli gelisir ve sivi agig1 yoktur, hipotansiyonu diizeltmek amaciyla

s1vi replasmani yapilirsa hastada akciger 6demi gelisebilir (9).

Klinikte noérolojik muayene bulgular1 i¢in uluslar arasi kabul géren ASIA
(Amerika spinal travma dernegi) ve Frankel norolojik performans skalalar

kullanilmaktadir.
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5.SPINAL KORD TRAVMASINDA TANI

Spinal kord travmasi veya siiphesi olan olgularin tan1 ve seviyesinin tespiti
i¢in radyolojik incelemeler yapilmalidir. ilk asama direkt grafilerdir. Ozellikle bilinci
kapali her hastanin tiim spinal aksi taranmalidir (Sekil 9). Direkt grafilerde patoloji
saptanan veya siiphelenilen bolgeleri detayli olarak taramak amaciyla bilgisayarlt
tomografi (BT) calisilmalidir. Vertebra fraktiirii gibi kemik patolojileri en iyi BT ile
gosterilir (9).

Sekil 9: L2 vertebra fraktiirti (X-ray)

Ciddi SKT olan hastalarda ligament hasari, disk hernisi, hematom ve ndronal
hasarlanma gibi yumusak doku patolojilerini gérmek amaciyla manyetik rezonans

goriintilleme (MRG) ¢alisilmalidir (9,11) (Sekil 10).

Sekil 10: Lomber fraktiir MRI goriintiisti
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6.SPINAL KORD TRAVMASINDA TEDAVI

Spinal kord travmasi sonrasi tedavinin esas amact olusacak sekonder hasari
engellemektir. Hem cerrahi hem de medikal tedavi ile travmatize olmus spinal kordu
koruyucu noroprotektif ajanlarin kullanilmasi bilinen tedavi yontemleridir. SKT
sonras1 ilaglar, tek veya etkilerini potansiyelize edip etmediklerini saptamak
amaciyla kombine sekilde deneysel galismalarda kullanilmistir (19). Giincel tedavi
yaklagimi ise travmatize olmus spinal korddaki oOzellikle aksonlarin yeniden
gorevlerini yapabilecegi rejenerasyon caligmalaridir. Ayrica kafa travmasi, kardiak
arrest ve serebral iskemi tedavisinde kullanilan hipotermide giincel tedavi yontemleri

arasindadir (37).

6.1.Spinal Kord Travmasinda Cerrahi Tedavi

Travma sonrasi primer hasara neden olan hematom, kemik ve disk fragmanlar
gibi yer kaplayan olusumlarin ¢ikarilmasini igeren dekompresif yaklasimlar erken
donemde fayda saglayabilir. Travma sonrasi ilk 24 saat i¢inde yapilan acil
dekompresyon yapilmamasi durumunda kotiilesecek olan noérolojik  durumu
iyilestirebilir. Ayrica yapilacak olan stabilizasyon anatomik pozisyonda diizelmeyle

sekonder hasarin siddetlenmesini engelleyebilir (36).

6.2.Spinal Kord Travmasinda Rejenerasyon ve Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicre, kendini yenileme 6zelligi olan ve bir¢ok patolojik durumda tedavi
edici rolleri tanimlanmis olan hiicrelerdir. Ciddi ¢aligmalar yapilmasina ragmen
hasarlt spinal kodun tam rejenerasyonu insanda halen gdsterilememistir. Son yillarda
yapilan calismalarda, SKT, serebrovaskiiler olay veya dejeneratif beyin hastaligi
modellerinde kemik iligi kok hiicrelerinin intravendz uygulama sonrasinda
rejenerasyonun hizlandigina ve remyelinizayonun olustuguna dair kanitlar elde
edilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda spinal korda go¢ eden ve ¢ogalabilen kok
hiicrelerin varligit SKT sonrasinda olusan geri doniigsiiz ndrolojik islevlerin

diizelebilmesini miimkiin kilmaktadir (9).

Ozellikle son birka¢ yildir mezenkimal ve noral krest kaynakli kok hiicreler
deneysel caligmalarda yaygin olarak kullanilsa da bu tedavi yontemini gelistirmek

amaciyla yeni caligmalara ihtiya¢ vardir (38,39). Kemik stroma hiicrelerinin BOS
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yoluyla uygulanmasi ile yapilan bir ¢aligma sonucunda aksonal rejenerasyon ve

lokomotor iyilesme sagladig goriilmiistiir (40).

Kok hiicre caligsmalarinin altinda deneysel SKT modellerinde fizik tedavi
uygulanmasinin kontrol grubuna nérolojik iyilesmeyi arttirdigiyla ilgili calismalar
mevcuttur. Bu sicanlarda motor néronlar ve beyaz cevherdeki hiicrelerde

rejenerasyon gibi onemli olumlu degisiklikler olmaktadir (41).

Son zamanlarda SKT iizerine yapilan bir deneysel g¢alismada polipeptid
yapidaki biiyiime hormonunun subtipi olan sinir biiytime faktorii kullanilmis, santral
sinir sistemindeki aksonal yenilenme, noronal iyilesme gibi bilinen etkilerini spinal

kord yaralanmasinda da gosterdigi bildirilmistir (42).

6.3.Spinal Kord Travmasinda Medikal Tedavi

Spinal kord travmasi iizerine yapilan deneysel calismalarda birgok
farmakolojik ajan kullamilmistir. Bazi ilag gruplarmin etkinligi deneysel olarak
gosterilse de bu ilaglar klinik kullanima girememistir. Metilprednizolon basta olmak
lizere gangliozidler, opiyat reseptdr antagonistleri ve nimodipin insanlarda faz

caligmalarini tamamlamis ve onaylanmuis, giincel kullanimi olan ilaglardir (3,41).

6.3.1.Metilprednizolon

Metilprednizolonun (MP) SKT sonrast yaralanmanin ilk 8 saati igerisinde
uygulanmasinin 6 hafta, 6 ay veya 1 yil igerisinde yararli (motor ve duyu
fonkisyonlarda) etkilerini gésteren ¢alismalar vardir (11,23). Ulusal Akut Spinal kord
yaralanma c¢aligsmalart (NASCIS I, II, III), travma sonrast ilk 8 saat icerisinde
uygulanan yiiksek doz metilprednizolonun noérolojik diizelme sagladiginm
desteklemektedir. Antiodem, antioksidan ve lizozomal membran stabilizatorii olarak
gorev yapan MP bu etkiyi membrandaki Na-K ATPaz enzimini koruyarak, lipid
peroksidasyonuna (LP) bagli membran yikimin1 engelleyerek yapmaktadir
(26,28,31). MP tedavisi, belirgin olumsuz yan etkileri nedeniyle uzmanlar arasinda
bile hala oldukca tartigmali olmasina ragmen giincel ve etkili tek medikal tedavi

yontemidir (11). Tedavi protokolii su sekildedir;

Ila¢ konsantrasyonu: Tiim soliisyonlar 62.5 mg/ml olacak sekilde karistirilir (6rnegin

16 g metilprednizolon 256 ml bakteriyostatik sivi iginde seyreltilir).
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Bolus: 30 mg/kg baslangigta 15 dakika igerisinde intravendz bolus seklinde verilir.

idame: 45 dakika beklendikten sonra idame tedavisine gecilir. 5.4 mg/kg/saat en
fazla 2 giin siirekli inflizyon tedavisi uygulanir. Eger cerrahi tedavi gerekiyorsa

cerrahi sirasinda da infiizyon devam ettirilir (11,43).

6.3.2.Naloksan

Opiyat reseptdr antagonisti olan Naloksanin spinal kord hasarini dnlemede
etkin oldugu NASCIS II ¢caligmasinda gosterilmistir. Opiat reseptor antagonistlerinin
norolojik hasar tizerindeki olumlu etkilerini spinal kord kan akimini arttirarak yaptigi
bilinmektedir (44). Tedavi dozu olarak 5,4 mg/kg yiikleme sonrasinda 24 saat

boyunca 4 mg/kg idame dozunda denenmis ve basarili sonuglar vermistir (9,17)

6.3.3.Gangliosidler

Glikosfingolipid yapida ajanlardir. Deneysel c¢alismalarda néron gelisimi
tizerine olumlu etkileri ve apoptozisi Onleyici etkisi gosterilmistir. Klinik
caligmalarda 600 mg yiikleme dozu sonrasinda 56 giin boyunca 200 mg/gilin idame
dozu uygulandiginda ilk 6 sonrasinda belirgin norolojik diizelme oldugu

gosterilmistir (9).

6.3.4.Nimodipin

Akut omurilik yaralanmasi sonrasinda, hiicre membraniin hasara ugramasi
ile kalsiyum kanallarinin depolarize olur ve kalsiyumun hiicre i¢ine akist olur.
Kalsiyumun dogrudan nérotoksik etkisi haricinde vaskiiler diiz kas hiicreleri tizerinde
de kasilmaya yol agarak vazospazma neden olur. Bu sekilde kalsiyum hem dogrudan
hiicreyi etkileyerek hiicre 6liimiine yol agmakta, hem de kan akimini1 bozup enerji
metabolizmasin1  etkileyerek diger hiicrelerde sekonder hasarlanmaya neden
olmaktadir (45). Santral sinir sistemine yiiksek selektif oldugundan dolay: kalsiyum
kanal blokdrleri arasinda nimodipinle yapilan deneysel caligmalarda, néroprotektif
etkiden ¢ok posttravmatik kan akimini artirdigr ve bu sayede spinal kordu iskemiden

korudugu saptanmustir.

Nimodipinin spinal kord iizerindeki etkilerinin sinirlt olmas1 ve farkli goriisler

olmasindan dolay1 klinik kullanim1 yoktur.
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6.3.5.Propolis

Propolis biyolojik ve farmakolojik ozellikleri yillardir bilinen ve insan
viiciidu {izerinde zararli etkisi bulunmayan bir bal iriiniidiir (46). Dogada ari
kovanlarinin hasarlanmig yerlerinin tamirinde ve dis ortamdan kovanin igine giren
yabanct maddelerin mumlanarak etkisiz hale getirilmesinde propolis kullanildigi

bilinmektedir.

Alternatif tip uygulamalarinda propolis, antibakteriyel, antiseptik,
antiinflamatuvar ve anestezik etkilerinden dolay1 tamamlayici olarak uzun yillardir
kullanilmaktadir. Yapilan deneysel ¢alismalar propolisin antioksian, antiapopototik
ve antiinflamatuvar etkilerini daha da bilinir hale getirmis ve tiim diinya da yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir (46,47). Yara iyilesmesi iizerine yapilan bir
caligsmada propolisin iyilesme zamanini kisalttigin1 ve dokunun tamir hizini arttirdigi
gosterilmistir (48). Bununla birlikte antioksidan o6zelligi de gdsterilen propolis;
yanik, artrit, yara iyilesmesi gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir

(46).

Icerisinde yiizden fazla bilesen bulunan propolisin biyolojik olarak aktif
bilesenleri flavonidler (chrysine, galangin, pinocembrin ve pinobanxine), fenolik
asitler (kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit) ve esterlerdir (feniletil ve dimetilalil)
(48). Propolisin en aktif bilesenlerinden birisi olan CAPE (kafeik asit fenetil ester)
noroprotektif, antioksidan ve antiapoptotik etkinligi kanitlanmis bir maddedir (46,49)
(Sekil 11). CAPE en giiclii lipofilik antioksidanlardan birisidir (49). Meyve, sebze ve
cayda da bulunan CAPE’in en etkili biyolojik tipi propolis igerisinde bulunan
formudur (50).

o}
HO <
0

HO

Sekil 11: CAPE Biyokimyasal formiil
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Ortopedistler tarafindan yapilan 54 vakalik bir ¢alismada propolisin eklem igi
enjeksiyonu ile aseptik nekroz gelisimini 6nledigi gosterilmistir (51). Ayrica CAPE
intraperitoneal olarak uygulandigi zaman gerekli kan konsantrasyonlarina

ulasmaktadir.

Propolisin biyolojik olarak en aktif formu olan CAPE, inflamatuvar siirecte
alana nétrofil migrasyonunu engellemekte ve bu sayede inflamatuvar siirecin ¢gikmaz
bir durum haline gelmesini 6nlemektedir (46,47). CAPE arasidonik asit ve lineloik
asidin 5-lipooksijenaz enzimiyle yikimini inhibe eder ve notrofillerden serbest
oksijen radikali olusumunu bloke eder (47,52,53,54). Lipid peroksidasyonunu ve
lipooksijenaz aktivitesini engeller. Antiinflamatuvar etkilerini arasidonik asit
mekanizmasin1  diizenleyerek ve l6kotiren {iretimini azaltarak gosterdigi
bilinmektedir. Transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor kappa B (NF-kB) nin
potent ve spesifik inhibitoriidiir (53). Ayrica serebral vazospazm yapilan siganlarda
beyin enfarktini ve glutamatin neden oldugu norotoksisiteyi azalttigir gosterilmistir

(49).

Beyin, bobrek ve karaciger iizerinde yapilan iskemi reperfiizyon
calismalarinda CAPE’ in hiicre koruyucu etkisi gosterilmistir (50). Deri ve karaciger
gibi farkli organ iizerinde de hasar1 ve kanser gelisimini, apoptozisi engelleyerek

azalttigin1 gosteren ¢ok sayida galisma mevcuttur (46).

Yapilan gilincel ¢alismalar incelendiginde; propolisin  antioksidan,
antiapoptotik Ozelliginin CAPE’ e ve tiimor gelisimini engelleyici etkilerinin ise

diger bir aktif bileseni olan flavonoidlere bagl oldugu diisiiniilmektedir (51,53,54).
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7.DENEYSEL SPINAL KORD TRAVMA MODELLERI
Spinal korda travma olusturmak amaciyla bircok deneysel model
gelistirilmistir. Giincel kullanimi olan modeller yiiksekten agirlik diistirme ve klips

ile spinal kord kompresyonudur (22,55).

Ik olarak Allen tarafindan ortaya koyulan yontemde; bilinen bir agirlik,
belirli bir yiikseklikten laminektomi sonrasi agiga c¢ikarilan spinal kord iizerine
diistiriiliir (22). Genellikle hazirlanan bir diizenek yardimiyla agiga cikarilan spinal
kord tizerine 5 cm yliksekten 10 g agirlik (50 g/cm) bir boru igerisinde vertikal olarak

serbest diistise birakilir ve travma modeli olusturulur.

Ikinci yontemde, anevrizma klips kullanilarak spinal kord hasar1 olusturulur.
24 g giliclinde Yasargil anevrizma klibi, laminektomi sonrasi spinal kordun

ekstradural kompresyonu amaciyla 1 dakika kapali tutulur ve travma olusturulur

(25).

Calismamizda spinal kord travmasi olusturmak amaciyla anevrizma klip

yontemi kullanilmistir.
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8.HiSTOLOJIK YONTEMLER

8.1.Hemotoksilen Eozin Boyama

Hemotoksilen boyasi kromatini boyadigindan dolay1 apoptozise 0zgii
degisiklikler hiicre ¢ekirdeginde goriilebilir. Hiicre kiiglilmesi veya sitoplazmik
kiigiilme, kromatinin ¢ekirdek zarinin periferinde toplanmasi ve ¢ekirdek kiictilmesi

apoptozise 6zgl bulgulardir.

8.2.TUNEL Yontemi

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End
Labeling) yontemi DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar ve lameller
izerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin kesin varligi bu yolla saptanabilir. Isik
mikroskobik goriintiisiinde kahverengi noronlar goriiliir (56). SKT sonrasi erken ve
ge¢ donemde apopotozisi gostermek {izere ¢alismalarda kullanilmigtir (57). TUNEL
yotemiyle hazirlanan preperatlar, elektron mikroskop altinda bakildiginda ndronal

apoptozis sitoplazmik organellerde ve membranlarda diizensizlik olarak karsimiza

cikar (58).

8.3.Immiinokimyasal Boyamalar

Spinal kord travmalar1 sonrasinda, sekonder hasarin gelisim basamaklari
tizerinde bazi immiin boyama yontemleri deneysel olarak calisilmistir. NF-xB
(niikleer faktér kappa B), TRADD (timor nekroz faktor reseptor aracili olim
faktorii), FADD (fas ile iliskili 6lim faktorii) immiin yontemler arasindadir. Niikleer
transkripsiyon faktorii (NF-kB) kullanilarak yapilan bir calismada referans olarak
metilprednizolon kullanilmis ve NF-kB diizeyini diisiirerek noron koruyucu etki

yaptigi gosterilmistir (59).
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9.MATERYAL METHOD

Bu calismanm deneysel boliimii Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
TICAM Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, preparatlarin hazirlanmasi, HE ve
TUNEL boyama ve histopatolojik incelemeleri Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda yapilmistir. Calismanin deney etik kurul onayr 26.10.2011
tarihinde Eskisehir Osmangazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan

233 numarali karar ile verilmistir.

Bu calismada agirliklart 200 ile 250 gram arasi 40 adet eriskin Sprague
Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Siganlarin tamami g¢alisma siiresince 22 °c
sicaklikta kafeslerde korunup, aym: miktarda standart hayvan yemi ile beslendi.
Travma sonrasi tiim deneklere ayr1 ve kolay beslenmelerini saglayan kafeslerde

bakim uygulandi.

Propolis kullanilan gruba (Grup Ill), propolisin aktif bileseni olan CAPE
(Sigma —Aldrich Co., Steinheim, Almanya) toz halindeki madde serum fizyolojik
(%0,9 NaCl, Eczacibasi-Baxter, Istanbul) ile 0,06mg/1mg oraninda diliie edilmis
DMSO (Dimetil stilfoksid, Sigma —Aldrich Co., Steinheim, Almanya) igerisinde
¢oziildii. Soliisyon haline getirilen CAPE intraperitoneal (ip) olarak 10umol/kg
dozunda uygulandi (18).

9.1.Deney Gruplar:

Her birinde on sigan bulunan gruplar; cerrahi islem uygulanmayan kontrol
grubu (Grup 1), travma olusturulan fakat medikal tedavi uygulanmayan grup (Grup
I1), travma + propolis grubu (Grup I11), travma + metilprednizolon grubu (Grup V)

olmak iizere rastlantisal olarak ayrildi (Tablo 1).
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Tablo 1: Calisma gruplari ve kullanilan medikal tedavi

Travma Tedavi Ila¢ Dozu
Grup | (SHAM) - - -
Grup Il (TRAVMA) + DMSO -
Grup 11 + Propolis (CAPE) 10umol/kg
Grup IV + Metilprednizolon 30 mg/kg
yiikleme, 5,4
mg/kg idame

9.2.Cerrahi islem ve Tedavi

Oniki saatlik aclik sonrasinda tiim siganlara genel anestezi saglamak amaciyla
Ketamin Hidrokloriir (Ketalar flakon, Eczacibasi) 60 mg/kg ve Xylazin (Rhompun %
2 enjektabl flakon, Bayer) 12 mg /kg intramuskuler (im) olarak uygulandi.

Sicanlara genel anestezi uygulamasi sonrasi rahat bir cerrahi girisim saglamak
amaci ile Ozel tahtalar ve sabitleyiciler ile sicanlar operasyon masasina alindi.
Siganlarin sirt bolgesi tras edildi. Polyvinyl pyrolidone iod kompleksi (Batticon %10,
Adeka Ilag Sanayi) ile lokal saha temizligi yapildi. ki scapula arasi orta mesafe
referans alinarak cilt insizyonu yapildi. Cilt alt1 ve paravertebral kaslar gecildi. T9-
10-11 vertebralar1 ortaya kondu ve total laminektomi yapildi. Daha sonraki
asamalarda gruplara gore farkli islemler uygulandi. Grup I’ deki si¢canlarin katlar1 3/0

atravmatik ipek siitilir ile anatomisine uygun sekilde kapatildi.

Travma gruplarina (Grup II, III, IV) T9-T11 laminektomi sonras1 FE 740 K
kodlu, 24 g giiciinde Yasargil anevrizma klibi (Aesculap AG, Almanya) uygulanarak

travma modeli olusturuldu. Klip epidural olarak altmis saniye siireyle uygulandi

(Sekil 12).
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Sekil 12: Anevrizma klip kullanilarak olusturulan SKT

Grup II’ deki sicanlara medikal tedavi uygulanmadan sadece travma yapildi.
Klip kaldirildiktan sonra makroskopik olarak kompresyona ugramis spinal kord
dokusu goriildii (Sekil 13).Grup I’ deki siganlara travma sonrasi i.p. olarak CAPE
10umol/kg dozunda uygulandi. Grup IV’ deki si¢anlara travma sonrasi i.p. olarak
Metilprednizolon 30 mg/kg yiikleme dozu yapildi. Sonrasinda 6 saatte bir 5,4 mg/kg
prednizolon i.p. olarak 4 doz uygulandi. Tiim siganlarin cilt, ciltaltt ve fasyasi 3/0
atravmatik ipek siitiir ile anatomisine uygun sekilde kapatildi. Kontrol grubu harig

travma uygulanan siganlar travmadan sonra parapelejik oldugu tespit edildi.

Sekil 13: Kompresyona ugramis spinal kord

Ameliyat sonrasi 48 saat takip edilen siganlara 10 mg/kg parasetamol
(Perfalgan, 10mg/mL infiizyon, Bristol Myers SQUIIB, Fransa) intraperitoneal
olarak uygulanarak aneljezi saglandi. 48. saatte sicanlar tekrar operasyona alindi,

spinal kord ornekleri blok halinde histopatolojik inceleme amaciyla ¢ikarildi ve
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fiksasyon igin %10’ luk formaldehit soliisyonu igine koyuldu. Islem sonrasinda

sicanlar kalpten kan alinarak sakrifiye edildi.

9.3.Histopatolojik Degerlendirme
Histopatolojik degerlendirme Hemotoksilen Eozin (HE) ile boyanan rutin
islem ve TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin - dUTP Nick End

Labeling) boyama olmak iizere iki yontemle yapildi.

9.3.1.HE Boyama ve Kesitlerin Degerlendirilmesi

Doku oOrnekleri alindiktan sonra % 10’luk formalin fiksatifi i¢cinde 48 saat
stire ile fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyonlar1 saglanan ornekler fiksatifin ¢okmesini
engellemek amaciyla 3-4 saat cesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla yikanan doku
parcalar1 daha sonra sirasiyla kademeli olarak %70’lik, %80°1ik, %90’lik ve %96’lik
alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek  dehidratasyonlar1  saglandi.
Dehidratasyonlarin ardindan 6rnekler seffaflandirilmak tizere 2 kez 20’ser dakika
ksilolde bekletildi. Spinal kord Ornekleri seffaflanmalarinin ardindan etiiv iginde
65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60 dakika siireyle ii¢ ayr1 parafinde bekletildi.
Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 parafin igeren kasetlere gdmiilerek bloklandi ve
kesit alimmaya hazir duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda
kullanilacak mikrotom bicagi buzdolabinda sogutularak, mikrotom araciligi ile her
bir 6rnekten 5’er mikrometre kalinliginda doku kesitleri alind1. Kesitlerin 45°C’de su
banyosunda acilmalar1 saglanarak temiz lamlar iizerine alinmasindan sonra etiiv
icinde 1 saat siire ile bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er saat stire ile iki ayr1
ksilolde tutulup deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama asamasina gecildi.
Kesitlerin ~ boyanmasinda  Hematoksilen-Eosin  ikili ~ boyas1  kullanildi.
Deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika siireyle %96, %90, %80,
%70’lik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile 2 dakika ve
Eosin ile 10 dakika boyandi. Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol
serilerinden gegirilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki ayr1 ksilolde 30’ar
dakika tutularak seffaflastirildi ve seffaflanan dokular daha sonra entellan ile
kapatilarak 151k mikroskobik  diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile

degerlendirmeleri yapild.
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HE boyamasi yapilan kesitler konusunda deneyimli histolog tarafindan 1s1k
mikroskobu altinda incelendi. Saglam ve nekrotik hiicrelerin dikkatle incelendigi
spinal kord kesitlerinde nekrozun yayginligina gore birden lice kadar derecelendirme
yapildi. Nekroz, vakuolizasyon ve hemoraji alan1 bolgesel ise (+), spinal kordun
yarisina yakin alani kapliyorsa (++) ve kesitte yaygin olarak nekrotik hiicreler

goriiliiyorsa (+++) olarak degerlendirildi (Tablo 2)

Tablo 2: Kontrol grubu degerlendirme sonuglari

SPINAL KORD HUCRESEL MIYELIN DOKU | HEMORAJI
HASAR/NEKROZ | HASARI/'VAKUOLIZ ASYON ict
GENEL
HASAR

EONTROL 1

EONTROL 2

KONTROL 3

KONTROL 4

EONTROL 3

EKONTROL &

EKONTROL 7

EONTROL 2

KONTROL ¢

KONTROL 10

Tablo 3: Travma grubu degerlendirme sonuglart

TRAVMA 1 + + + +

TRAVMA 2 +H+ + +H+ +H+

TRAVMA 3 +H+ ++ + +

TRAVMA 4 + +H+ + +H+

TRAVMA 3 +H+ ++ + +

TRAVMA 6 + + + +

TRAVMA 7 +H+ + + +

TRAVMA & + + +H+ +H+

TRAVMA 0 +H+ + +H+ +H+

TRAVMA 10 +H+ + + +H+
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Tablo 4: Travma + propolis degerlendirme sonuglari

SPINAL KORD HUCRESEL MIYELIN DOKU | HEMORAJI
HASAR HASARI'VAKUOLIZ ASYON ici
NEKROZ GENEL
HASAR

TRAVMA+PROPOLIS

o

TRAVMA+PROPOLIS 2

TRAVMA+PROPOLIS

"
|
+

TRAVMA+PROPOLIS

A=
t

TRAVMA+PROPOLIS 3 +

TRAVMA+PROPOLIS

o
t

TRAVMA+PROPOLIS 7 + +

TRAVMA+PROPOLIS

wa
t

TRAVMA+PROPOLIS

')
+

TRAVMA+PROPOLIS 10

Tablo 5: Travma + Metilprednizolon degerlendirme sonuglari

TRAVMA+METILPREDNIZOLON 1 - + - +

TRAVMA+METILPREDNIZOLON 2

TRAVMA+METILPREDNIZOLON 3 + - - +

TRAVMA+METILPREDNIZOLON 4 +

TRAVMA-METILPREDNIZOLON 3

TRAVMA+METILPREDNIZOLON 6 + - - +

TRAVMA+METILPREDNIZOLON 7 - +

TRAVMA+-METILPREDNIZOLON 8

TRAVMA+-METILPREDNIZOLON 9 - +

TRAVMA-METILPREDNIZOLON 10 +

9.3.2.TUNEL yontemi ve Apopitotik Hiicre Sayim

Apoptozisin belirlenmesi amaciyla TUNEL yonteminden yararlanilmig ve
deneyde DNA fragmantasyonunu gostermek amaciyla Millipore firmasmin kiti
(TUNEL Apopotosis Detection Kit, Merc Millipore Headquarters, Billerica, MA,
01821) kullanilmustir.

Deneysel olarak travmanin yapildigi yer merkez olarak kabul edilerek 5mm
altindaki ve tstiindeki alanlardan rastlantisal olarak kesitler alindi. TUNEL boyama

amaciyla bu kesitlere asagidaki islem basamaklar1 uygulandi.

1. 5’er dakika 3 ayri ksilolde tutuldu,
2. 2 kez %100’lik alkolde 3 dk tutuldu,
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11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
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1 kez % 95’lik alkolde 3 dk tutuldu,

1 kez % 70’lik alkolde 3 dk tutuldu,

PBS soliisyonunda 5 dk tutuldu,

Proteinaz K soliisyonunda oda 1sinda 15 dk tutuldu,

2 kez degistirilmis distile suda 2 dk yikama yapildi,

% 3 ‘liikk hidrojen peroxidaz icerisinde oda 1sisinda 5 dk tutuldu,

PBS igerisinde 5-10 dk ¢alkalama yapildi,

Eguilibration buffer icinde oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildi,

Kesitler TdT enzimi uygulanarak etiivde 37 derecede nemli ortamda 1
saat tutuldu,

Kesitleri daha sonra Working Stop/ Wash buffer soliisyonunda 15 saniye
calkalanarak 10 dk oda 1sinda inkiibe edildi,

3 kez degistirilmis PBS soliisyonunda 1 dk tutuldu,

Oda 1sinda kesitler anti-digoxigenin peroxidaz damlatilip tizerlerine
plastik coverslip ile kapadiltiktan sonra oda 1sisinda nemli ortamda 30 dk
bekletildi,

4 kez degistirilmis PBS soliisyonunda oda 1sinda 2 dk yikama yapildi,
Kesitler lizerine DAB soliisyonu damlatilarak 10 dk bekletildi,

Kesitler 3 kez degistirilmis distile suda 1 dk yikanacak ve son distile suda
5 dk tutuldu,

Metil green’de 5 dk tutuldu,

3 kez degistirilmis distile suya 10 kez daldirilds,

Butanol sale i¢inde 2 kez daldirilip ¢ikarilds,

Ksilol I’de 2 dk

Ksilol Il 2 dk

Ksilol 111 5 dk tutularak kapama yapildi ve 6rnekler 151k mikroskobunda

degerlendirilecek hale getirildi.

Spinal kord dokusunda mevcut gruplara ait TUNEL yontemi ile isaretlenmis

apoptotik hiicre sayimi1 Olympus BX 51 (Japon) bilgisayar destekli 1sik mikroskobu

kullanilarak BAB Pro2000 programi yardimiyla bilmeyen tarafsiz bir gozlemci

tarafindan yapildi ve kesitlerin fotograflar1 ¢ekildi. Her denege ait dort kesitten
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apoptotik hiicre sayimmi yapilarak bunlarin standart sapmalar1 ve ortalamalari

hesaplandi.

9.4 Istatistiksel Degerlendirme

Istatistik analizde IBM SPSS Statistic 21.0 ve Sigmastat 3.5 veri analiz
programlar1 kullanilmigtir. Tanimlayict veriler ortalama + standart sapma olarak
verilmigstir. Nekroz, vakuolizasyon, hemoraji ve genel hasarin karsilastirilmasinda
gruplar normal dagilima uymadigindan dolayr Kruskal Wallis One Way Analiz testi
kullanilmistir. Coklu karsilastirma testi olarak tiim gruplarda Student-Newman-Keuls
Methodu kullanilmistir.

Gruplar aras1 apoptotik hiicre sayilart normal dagilima uymadigindan dolay1
Kruskal Wallis Oneway Analiz testi kullanildi ve sonuclar1 kendi aralarinda ¢oklu

karsilagtirma amaciyla Tukey testi kullanildi.

Istatistiksel degerlendirme igin p<0.001 degeri anlamli kabul edilmistir.

Grafikler Microsoft Excel programi kullanilarak olusturulmustur.



30

10.BULGULAR

10.1.Histopatolojik Bulgular

Birinci grupta 151k mikroskobik incelemede farkli biiyiiltmelerde spinal
kordun beyaz cevher yapisi ve bu yapida yer alan aksonlar ve miyelin kiliflari ile gri
cevherde 6n boynuzda bulunan multipolar motor ndronlar (—) 6kromatik c¢ekirdek
yapisi, belirgin c¢ekirdek¢ik yapisi ve hiicre govdeleriyle birlikte normal yapida
gozlenmektedir (Sekil 14), (bar:200pum, bar:50.0pum, bar:20.0um, bar:10.0um, HE).

Sekil 14: Kontrol grubu HE boyama
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Ayrica kontrol grubunda longitudinal kesiti goriilen spinal kordda akson
yapist (—) ve etrafim1 saran miyelin kiliflar normale yakin histolojik yapida

gozlenmekte. (Sekil 15), (bar:100pum, bar:20.0um, HE).

Sekil 15: Kontrol grubu HE boyama 2

Travma uygulanan ikinci grupta, 151tk mikroskobik incelemede farkli
biiyiiltmelerde spinal kordun gri cevherinde 6n boynuzdaki motor néronlarda genelde
iskemik hiicre yapist koyu bazofilik hiicreler (—) goriilmekte. Ayrica beyaz
cevherdeki miyelinlerde yogun dejeneratif degisiklikler ve sismeler (ok basi) ile
hemorajik alanlar dikkat ¢ekmektedir (*) (Sekil 16), (bar:20.0um, HE).
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Sekil 16: Travma grubu HE boyama

Travma grubunda spinal kordun boyuna kesitlerinde 2 farkli goriintiide de
beyaz cevherdeki aksonlar ve aksonu saran miyelin kiliflarinda yogun dejenerasyon

ve sismeler (kalin ok) ile aksonlarda yer yer kopmalar (—) gézlenmektedir.

Sekil 17: Travma grubu HE boyama 2
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Propolis uygulanan grupta (Grup 3) spinal kordun 151k mikroskobik olarak
yapilan incelemelerinde azalmis hasar dikkat ¢ekmekte. Gri cevher, beyaz cevher,
kanalis sentralis yapisi (*) ve kanalis sentralisi doseyen ependim hiicreleri ile gri
cevherde 6n boynuzdaki multipolar motor ndron hiicreleri (—) normale yakin
histolojik yapida goriilmektedir (Sekil 18), (bar:200pm, bar:100um, bar:50.0um,
bar:20.0pm, HE).
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Sekil 18: Propolis tedavisi uygulanan grupta HE boyama
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Metilprednizolon uygulanan grubun (Grup4) 151k mikroskobik incelemesinde
farkl bliyililtmelerde medulla spinalisin beyaz cevherdeki aksonlar ve aksonlar1 saran
miyelin kiliflar1 (D) ile, gri cevherinde 6n boynuzdaki motor noronlarda 6kromatik
niikleus, belirgin niikleolus ve perikaryonda ergostoplazmik retikulumdan
kaynaklanan tigroid alanlariyla normale yakin yapi goriilmekte (kalin ok) ancak bir-
iki hiicrede iskemik hiicre yapisi koyu bazofilik hiicre ve ¢ekirdek ve cekirdek¢igin
secilemedigi dikkat cekmekte (—). (Sekil 19), (bar:200um, bar:20.0um, bar:50.0pum,
HE).

Sekil 19: Metilprednizolon uygulanan grupta HE boyama

TUNEL goriintiileme yapilan kesitler incelendiginde; birinci grupta spinal
kordda tiim yapilar TUNEL negatif olarak goriilmektedir. (Sekil 20), (bar:200um,
bar:100pm, TUNEL)
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Sekil 20: Kontrol grubunda TUNEL boyama

Travma grubu (Grup 2) kesitlerde spinal kordda 6zellikle ependim hiicreleri
(») ve glia hiicrelerinde (ok) yogun olarak TUNEL pozitif boyanmis hiicreler dikkat
cekmektedir (Sekil 21), (bar:200pm, bar:100um, TUNEL).
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Sekil 21: Travma grubunda TUNEL boyama

Propolis tedavisi uygulanan gruba (Grup IIl) ait spinal kordda travma
grubuna oranla azalmis kismen ependim hiicrelerinde kismen ise gri cevherde
ozellikle arka boynuzda yeralan glia hiicrelerinde (*) TUNEL pozitif isaretli hiicreler
dikkat cekmektedir (Sekil 22), (bar:200um, bar:100um, TUNEL).

Sekil 22: Propolis tedavisi uygulanan grupta TUNEL boyama
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Metilprednizolon tedavisi uygulanan gruba (Grup 4) ait spinal kord
goriintiisiinde, travma grubuna oranla olduk¢a azalmis kismen ependim hiicrelerinde
(™) kismen ise gri cevherde 6zellikle arka boynuzda yeralan glia hiicrelerinde (*)
TUNEL pozitif isaretli hiicreler dikkat g¢ekmektedir. (Sekil 23)), (bar:200um,
TUNEL).

Sekil 23: Metilprednizolon tedavisi uygulanan grupta TUNEL boyama

10.2.Istatistiksel Bulgular

Tiim siganlarda alinan doku orneklerinden yapilan HE boyama ile nekroz,
vakualizasyon, hemoraji ve genel hasar degerlendirdi. Ileri inceleme igin kesitlere
TUNEL yontemi uygulandi. Doku 6rneklerinde gruplar arasi degerlendirme amaciyla

apoptotik hiicre sayimi yapildi.

Kesitlerde nekroz yayginligi degerlendirildi ve nekrozun normal dagilima
uymadigr saptandi. Uygulanan Kruskal Wallis Oneway Analiz testi ile istatistiksel
olarak anlamli farklilik goriildi (p<0,001)(Tablo 6). Gruplarin sonuglart kendi
aralarinda Student-Newman-Keuls Methodu ile karsilastirildi. Travma yapilan grup
ile metilprednizolon ve propolis tedavisi uygulanan gruplar karsilastirildiginda
aralarinda anlamli faklilik saptandi (p>0.001)(Sekil 24). Propolis tedavisinin, SKT
sonrast rutin kullanimi olan metilprednizolona yakin sonuglar verdigi ve travma

sonras1 nekrozu azalttig1 saptandi.
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Tablo 6: Nekroz Karsilastirmalar1 (Kuruskal Wallis One Way) (P=<0.001)

Group N Median [25% [75% [p
KONTEOL 10 0 0 0
TEAVMA 10 3 2 3

. p<0.001
TEAVMA+PFEOPOLIS 10 0 0 1
TEAVMA+-METILPREDNIZOLON |10 0 0 1

Nekroz

=]

=

\.D - -
S e e ow

Mekrotik Hicre fAlan
[HE Boyama)

Sekil 24: Nekrotik hiicre sayisinin gruplar arast dagilimi

Histolojik kesitlerde travma sonrasi hasarin gostergelerinden birisi olan
vakualizasyon yayginligi degerlendirildi ve normal dagilima uymadigir saptandi.
Uygulanan Kruskal Wallis Oneway Analiz testi ile istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriildii (p<0,001)(Tablo 7). Gruplarin sonuglar1 kendi aralarinda Student-
Newman-Keuls Methodu ile karsilastirildi. Travma yapilan grup ile metilprednizolon
ve propolis tedavisi uygulanan gruplar karsilastirildiginda aralarinda anlaml faklilik
saptand1 (p>0.001)(Sekil 25) Propolis tedavisinin, SKT sonrasi rutin kullanimi olan
metilprednizolona yakin sonuglar verdigi ve travma sonrasi nekroz ile benzer sekilde

vakuolizasyonu azalttig1 saptandi.
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Tablo 7: Vakuolizasyon Karsilastirmalar (Kuruskal Wallis One Way) (P= <0.001)

Group N Median | 25% 7504 P
KONTROL 10 0 0 0
TRAVMA | 10 2 2 3 0<0.001
TRAVMA+PROPOLIS 10 0 0 1
TRAVMA+METILPREDNIZOLON | 10 0 0 1

Vakuolizasyon

=]
d,

=
Ln
i

Vakuolizason/Alan
[HE Boyamal)
L]
Ln =
I +

Sekil 25: Vakuolizasyonun gruplar arast dagilimi

Spinal kord travmasi sonrasi hasarin gostergelerinden bir digeri olan hemoraji
yaygiligi degerlendirildi ve normal dagilima uymadig: saptandi. Uygulanan Kruskal
Wallis Oneway Analiz testi ile istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii
(p<0,001)(Tablo 8). Gruplarin sonuglar1 kendi aralarinda Student-Newman-Keuls
Methodu ile karsilagtirildi. Travma yapilan grup ile metilprednizolon ve propolis

tedavisi uygulanan gruplar karsilastirildiginda aralarinda anlamli faklilik saptandi

(p>0.001)(Sekil 26).
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Tablo 8: Hemoraji Karsilastirmalar1 (Kuruskal Wallis One Way) (P=<0.001)

He muorajifalan
[HE Boyama)

Group N Median [25%  |[75%  [p
EONTEOL 10 0 0 0
TEAVIMA 10 23 2 3
. p<0.001
TEAVMA+PROPOLIS 10 1 0 1
TEAVMAMETILPEEDNIZOLON | 10 1 0 1
Hemoraji

25 T
2 +
1,5 T
1 -
05 T
L
0
e o 2
5‘9 ﬁh@‘?‘ d o
4 q =4
¥ .-(f}?‘
,ﬁ‘
&

Sekil 26: Hemoraji gruplar aras1 dagilimi

Gruplar arasinda histolojik olarak goriilen genel hasar degerlendirildiginde,

genel hasarin parametreleri olan nekroz, hemoraji ve vakuolizasyon gibi normal

dagilima uymadigi saptandi. Uygulanan Kruskal Wallis Oneway Analiz testi ile

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii (p<0,001)(Tablo 9). Gruplarin sonuglari

kendi aralarinda Student-Newman-Keuls Methodu ile karsilastirildi. Travma yapilan

grup ile metilprednizolon ve propolis tedavisi uygulanan gruplar karsilastirildiginda

aralarinda anlamli faklililk saptandi (p>0.001)(Sekil 27) Sonugta genel hasar

degerlendirildiginde propolisin SKT tedavisinde metilprednizolon kadar etkili oldugu

goriildii.
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Tablo 9: Genel Hasar Karsilagtirmalar1 (Kuruskal Wallis One Way)(P= <0.001)

Group N Median | 25% 7504 P
KONTROL 10 0 0 0
TRAVMA | 10 2 2 3 0<0.001
TRAVMA+PROPOLIS 10 0 0 1
TRAVMA+METILPREDNIZOLON | 10 0 0 1

Genel Hasar

Genel HasarfAlan
[HE Boyamal
L] = Foud
= i k3 L
i } 4 4 ; |

Sekil 27: Genel hasarin gruplar aras1 dagilimi

10.3.Apoptotik Hiicre Sayilari

Cerrahi islem sonrasi alinan histolojik kesitlere TUNEL ydntemi uygulandi.
Doku orneklerinde gruplar arasi degerlendirme yapmak amaciyla bilgisayar destekli
goriintliliime programi kullanilarak bagimsiz bir arastimaci tarafindan apoptotik
hiicre sayimi yapildi. Gruplar arasi apoptotik hiicre sayilart1 normal dagilima
uymadigindan dolay1 Kruskal Wallis Oneway Analiz testi kullanild1 ve istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p<0,001)(Tablo 10). Gruplarin sonuglar1 kendi
aralarinda Tukey testi ile karsilastirildi. Propolis ve metilprednizolonun SKT sonrasi
apoptozisi belirgin bir sekilde engelledigi bu sayede sekonder hiicre hasarini azalttigi
goriilmistiir.  Ayrica propolis ile metilprednizolonun etkileri ayr1 ayn
degerlendirildiginde, propolisin apoptozisi metilprednizolona gore daha fazla

baskiladig1 ve aralarinda anlamli farklilik oldugu goriildi (p<0.001).
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Tablo 10: Apoptotik hiicre sayilar1 Karsilastirmalari (Kuruskal Wallis One Way) (P=
<0.001)

Group Median 250 75%

KONTROL 12 20 25

TRAVMA 62 47 73 P=<0.001
TRAVMA+PROPOLIS 22,5 36 63
TRAVMA+METILPREDNIZOLON | 33 27 40

Apoptotik Hiicre Sayisi

C
ke
g 70
= 60
A
v 50
S5 40
= 30
%:j 0 .
o 10
g R | | |
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&5

Sekil 28: Apoptotik hiicre sayisinin gruplar arasi dagilimi
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11.TARTISMA

Spinal kord travmalar1 6zellikle geng ve tiretken toplumda goriilme sikliginin
yiiksekligi, fiziksel psikososyal ve ekonomik agidan olusturdugu hasarin biiytikligi
ve literatiirde kabul edilmis bir tedavi protokoliiniin olmamasi nedeniyle giiniimiizde
halen 6nemini siirdiirmektedir. Omurilik yaralanmasinin fizyopatolojisi ile ilgili
yapilan caligmalarla biiyiik ilerlemeler kaydedilmesine ve giincel medikal tedavi
yontemlerine ragmen su ana kadar yiiksek doz metilprednizolon disinda klinik olarak

etkinligi kanitlanmis bagka bir farmakolojik ajan yoktur.

Deneysel SKT sonrast farmakolojik ajanlar tek baslarina veya
metilprednizolon ile kombine bir sekilde gruplar olusturularak uygulanmistir. Son
yapilan bir c¢alismada kombine ila¢ kullanimimin tek basimna metilprednizolon
kullanimina istiinligli saptanmamistir (19). Bu nedenle kombine ila¢ kullanimi
yerine hasar mekanizmalarini 6nlemeye yonelik yan etkileri daha az olan ajanlarla

calismanin SKT tedavisine yon gosterecegi diisiiniilmektedir.

Spinal kord travmalar1 kalict ve geri doniissiiz motor defisitlere sebep
oldugundan dolay1 SKT gec¢iren hastalarin yasam kalitesi olumsuz bir sekilde
azalmistir (60). Yiiksek doz kortikosteroidler nérolojik yararlar1 gosterilmis olsa da
ciddi yan etkilere sahiptir. Patolojisi ve farmakolojik tedavisi ile ilgili soru
isaretlerini ¢6zmek amactyla SKT ile ilgili deneysel ¢aligmalar glinlimiizde devam

etmektedir.

Mekanik etkiler ile ortaya ¢ikan primer hasari takiben spinal kordda gelisen
bir dizi biyokimyasal ve histopatolojik olaylar zinciri sekonder hasar olarak
adlandirilir ve spinal kordun daha fazla zarar gérmesine dolayisiyla travma sonrasi
hiicre oliimiiniin devam etmesine neden olmaktadir. Primer hasarin medikal veya
cerrahi tedavisi olmadigindan dolay1 giincel kok hiicre ¢alismalar1 disinda yapilan

tiim ¢aligmalar sekonder hasar1 dnlemeye yoneliktir (21,22).

Gegmis yillarda spinal kord travmalari lizerine yapilan ¢alismalarda, 6zellikle
hasarin en 6nemli nedenlerinden olan spinal kord kan akiminin azalmasi {izerinde
durulmustur. SKT sonrasinda ortama salinan endorfinlerin vazokontriiktor

etkilerinden dolay1 kan akimini azaltic1 etki gosterdigi bilinmektedir. Bu mekanizma
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ile yola cikilarak opiat antagonistlerin endorfinlerin vazospastik etkisini bloke ederek
spinal kord kan akimin1 arttirdig1 ve noérolojik hasar1 6nleyebilecegi ileri siiriilmiistiir

(44).

Seckin ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada si¢anlara yiiksek
dozlarda medilprenizolon tedavisi uygulanmis, steroid tedavisinde doz artik¢a, spinal
kord travmasima bagl hipotansiyon geligse dahi bolgesel kan akiminin arttigr ve
sonugta ekstraselliiler Ca™" yerine koyuldugu ve lipid peroksidasyonunu azalttig:
gosterilmistir (17). Bizde ¢alismamizda bu bulgulara paralel olarak metilprednizolon
grubunda travma grubu ile kiyaslandiginda histolojik olarak apoptozisin ve nekrotik
hiicrelerin azaldigimi goézlemledik. Sekonder hasarda Onemli bir yer alan lipid
peroksidasyonuna bagl hiicre 6liimiiniin, metilprednizolon lipid peroksidasyonu

engellendiginden dolay1 goriilmedigi diisiiniilmektedir.

Yiiksek doz Metilprednizolon tedavisi ile ilgili en 6nemli tartisma ilacin yan
etkilerinden dolayidir. Gastrointestinal kanama ve enfeksiyon gibi ciddi yan
etkilerinin olmasi arastirmacilart bu konuda etkili yeni ilaglar gelistirmeye
yonlendirmektedir (3). Calismamizda bu noktadan hareket ederek insan viicuduna ve
hiicrelere hi¢ zararli etkisi olamayan propolisin biyolojik olarak aktif bileseni olan
CAPE kullanilmis, saglam hiicrelere zarar vermeden sadece hasarli bolgedeki yikimi

onlemek amaglanmistir.

Propolisin kullanildigi deneysel SKT olusturulan bir ¢alismada lokomotor
aktivitede fonksiyonel iyilesme goriildiigii saptanmistir. Biz g¢alismamizda aktif
bilesenleri ¢ok sayida olan propolisin, SKT {izerine olumlu etkilerini CAPE
iizerinden gosterdigini distindiigiimiizden dolayr medikal tedavi olarak CAPE

uyguladik (61).

[lhan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, tavsanlar {izerinde
spinal kord travma modeli olusturulmus ve CAPE’ in serbest radikal olusumunu ve
endotel hiicre yikimini engelleyerek spinal kord hasarini azalttigi gosterilmistir (54).
CAPE ile medikal tedavi uygulanan deneysel bir calismada, CAPE’in apopotozis
iizerine etkileri karsilagtirllmis ve doz bagimli olarak sitoksik etki gosterdigi

gortimiistiir (62).



45

Spinal kord iskemi ve reperfiizyonundaki histopatolojik ve biyokimyasal
degisiklikleri ortaya c¢ikarmak amaciyla yapilan bir calismada serum sitokin
diizeylerinin  hasardaki histopatolojik  degisiklikler ile Dbirlikte yiikseldigi
saptanmistir. Calismamiz ile benzer sekilde travma sonrasi 24. saatte doku 6rnekleri
incelendiginde spinal kordda hemoraji, vakuolizasyon ve nekroz gelisimi

gozlemlenmistir (63).

Spinal kord travmasi sonrast metilprednizolon tedavisinin kullanildig:
histolojik ve biyokimyasal parametrelerin ortak olarak degerlendirildigi bir
calismada, SKT tedavisinde antioksidan, antiinflamatuvar ve antiodem etkilerinden
dolay1 diinya ¢apinda kullanilan metilprednizolonun akut ve subakut donemde bizim
calisgmamizla paralel olarak noéronal doku yikimini ve hiicre Oliimiinii azalttigi

saptanmustir (5,64).

Apoptozis spinal kord travmasi olusturularak yapilan deneysel caligmalarda
hem biyokimyasal hemde histolojik olarak giincel kullanimi olan bir parametredir.
Biyokimyasal olarak JAK/STAST sinyal yolag: iizerinden etkisinin gosterildigi bir
caligmada metilprednizolon ve ginkgolid B medikal tedavi olarak uygulanmis ve iki
ilacinda apoptozisi engelleyerek sekonder hasari azalttigi gosterilmistir  (35).
Histolojik agidan metilprednizolonun apoptozis iizerindeki etkisinin gosterildigi
caligmamizi, ileride mevcut sinyal yolaklarini kullanarak biyokimyasal olarak

desteklememizin ¢alismamizin niteligini arttiracagi diisiiniilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz histolojik yontemlerden birisi olan TUNEL
uygulamasi, apoptotik hiicreleri isaretleyen degerli bir tan1 yontemidir. Son yillarda
farkli ilag gruplariin antiapoptotik etkilerini kanitlamak amaciyla kullanilmaktadir.
SKT sonrast hem erken hem de ge¢ donemde alinan kesitlerde apoptotik hiicrelere
goriilmekte ve bilgisayar destekli programlar ile hiicre sayimlar1 yapilabilmektedir.
Travma sonrasi 48 saat icerisinde karakteristik olarak TUNEL pozitif hiicreler arka

boynuzda goriilmeye baslar. (57,58,64,65).
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12.SONUC

Apoptotik hiicre sayilar1 gruplar arasi karsilastirildiginda, propolisin
apoptotik hiicre sayisin1 metilprednizolona gore daha fazla azalttigi goriilmistiir.
Calismamizda propolisin aktif bileseni olan CAPE ile medikasyon yapilmis ve
literatiir ile uyumlu olarak propolisin belirgin antiapoptotik etki gosterdigi
saptanmistir. Genel hasar degerlendirildiginde ¢ok etkili bir ilag olan
metilprednizolonun 6dem ¢oziicii etkinligi belirginken, tek basina apopotozisi
onlemede propolisin Ustiinliigli saptanmis fakat bu bilgilerin klinik yansimalari i¢in

bu konuda daha giincel ¢alismalara ihtiya¢ oldugu diistintilmiistiir.

Histolojik zeminde yapilan ¢alismamizin, primer hasara bagli olarak gelisen
geri dontigsiiz hiicre kaybin1 yerine koymak ve gelisen ndrolojik defisitleri diizeltmek
amaciyla yeni hiicre rejenerasyonuna yonelik yapilan hiicre kiiltiirii caligmalarina 151k

tutacagini diistinmekteyiz.

Ayrica propolisin antiapoptotik etkinligi bilinen aktif bileseni olan CAPE,
glutamatin neden oldugu norotoksisteyi engellediginden dolayi, SKT sonras1 hasarin
daha da siddetlenmesine neden olan glutamat diizeyini azaltmasi ile iliskili olarak
sekonder hasar1 ve ndrotoksisiteyi azaltabilecegi diisiiniilmiis fakat konu ile ilgili

daha ayrintili deneysel ¢alismalara da ihtiya¢ oldugu kanisina varilmustir.
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