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OZET

Aydin HA., Ratlarda Deneysel Spinal Kord Yaralanmasinda Hesperidinin
Néroprotektif Etkisi, Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin ve Sinir
Cerrahisi Uzmanlik Tezi. Zonguldak, 2014.

Amag: Ratlarda deneysel spinal kord travmasi olusturup bu model iizerinden
biyokimyasal ve elektronmikroskobik inceleme yaparak, hesperidin’in oksdiatif
hasara karsi koruyucu etkisini doza bagimli arastirmay1 amagladik.

Yontem: Calisma 4 grup ve her grupta 10 adet wistar Albino cinsi rat olacak sekilde
planland.

G1: Sadece laminektomi

G2: Laminektomi +Ekstradural klip

G3: Laminektomi+Ekstradural klip+Diisiik doz hesperidin (50 mg/kg)

G4: Laminektomi+Ekstradural klip+Yiiksek doz hesperidin (100 mg/kg)
Laminektomiler torakal 7-10 seviyesinde yapildi. Spinal kord travmasi, ekstradural
klip 1 dakika siire ile uygulanarak olusturuldu. G3 grubuna 50 mg /kg G4 grubuna
ise 100 mg /kg hesperidin travmay1 takiben intraperitoneal olarak uygulandi.
Denekler 24. saatin sonunda sakrifiye edildi.

Bulgular: Lipid peroksidasyon son iiriinii olan malonildialdehit (MDA) diizeylerinde
ila¢ gruplarinda (G3,G4) istatistiki olarak anlamli derecede azalma tespit edimedi.
Serum Total antioksidan seviyeleri (TAS) incelendiginde de belirgin fark
gozlenmedi. Deneysel spinal kord travma sonrasinda alinan spinal kord 6rneklerinin
morfolojik incelemesinde G2 ve G3 gruplarinin ndron sayilarinda belirgin azalma
tespit edilmistir. Yiiksek doz hesperidin uygulanan G4 grubunun néron sayisinda
kontrol grubuna benzerlik tespit edilmistir.

Sonug: Elde edilen bu bulgular hesperidinin spinal kord travmasi sonrasinda olusan

ndronal kayipta belirgin diizelme saglanmasinda etkili olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hesperidin, spinal kord yaralanmasi, noroprotektif etki



ABSTRACT

Aydin H A., Neuroprotective Effect of Hesperidin on Experimental Spinal Cord
Injury in Rats, Biilent Ecevit University Faculty of Medicine, Thesis of
Neurosurgery, Zonguldak, 2014.

Objective: In this study we aimed to investigate the dose-dependent protective effect
of hesperidin against to oxidative damage by using biochemical and electron-
examination in experimental spinal cord injury in rats.

Method: This study was planned as 4 groups and In each group there were 10 Wistar
albino rats. G1: laminectomy was performed; G2: laminectomy was performed and
extradural clip was applied; G3: laminectomy was performed, extradural clip was
applied and low dose hesperidin was given (50 mg/kg); G4: laminectomy was
performed, extradural clip was applied and high dose hesperidin was given (100
mg/kg). Thoracal 7-10 laminectomy was performed. Spinal cord injury was created
by applying the extradural clip for one minute. 50 mg/kg hesperidin was
administered to G3 and 100 mg/kg hesperidin was administered to G4
intraperitoneally after trauma. Rats were sacrificed at the end of 24 hours.

Results: In the drug groups (G3, G4), It was no statistically significant decrease on
plasma levels of malondialdehyde (MDA) which is the end product of lipid
peroxidation and plasma levels of total antioxidant status (TAS) was examined, it
was no significant differences was observed. When spinal cord samples which were
taken after the experimental spinal cord trauma are examined morphologically, a
significant reduction in the number of neurons was determined in G2 and G3 groups.
High dose hesperidin treated group (G4) compared to control group, the neuron
numbers were similar.

Conclusion: These findings suggest that Hesperidin can be effective to provide

significant improvement on neuronal loss

Keywords: Hesperidin, spinal cord injury, neuroprotective effect
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KISALTMALAR DIiZiNi

5HT1 : Seratonin antagonisti

5HT2 : Seratonin antagonisti

AH : Fenolik antioksidanlar

AMPA : Amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoxazole
ark. : Arkadaslar1

ATPaz : Adenozintrifofataz

BCL-2 : B-hiicreli lenfoma 2

BDNF : Brain-derived neurotrophic factor
BT : Bilgisayarli tamagrafi

C3 : Kompleman 3

CAT : Katalaz

CGRP : Calcitonin gene related peptide
EGF : Epidermal growth faktor
EPC-K1 :Vitamin C ve Vitamin E ‘ye bir fosfat diester baglanmis hali
GR : Glutatyon Rediiktaz

H.0, : Hidrojen Peroksit

HOCL : Hipoklorik asit

L1 : Interldkin 1

IL-6 : Interldkin 6

INOS : Nitrik oksit sentaz

LOOO. . Lipid peroksit

MDA : Malondialdehit

MP : Metil prednizolon

MRG : Manyetik rezonans goriintiileme
MRNA : Messenger riboniikleik asit

MSS : Merkezi sinir sistemi

NGF : Nerve growth faktor

NMDA : N-metil-D-aspartat

NO - Nitrik Oksit

NO, . Nitrojen dioksit

viii



OH
ONOO-
PARG
PARS
PGI2
PMNL
PNL
ROO-
ROP
ROS
RT-PCR
SCI
SKY
SOD
SSS
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: (Poly(adenozin difosfatriboz)glikohidrolaz)
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: Poli niikleer 16kosit
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: Reaktif Oksijen Uriinleri

: Reverse transckripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu
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: Spinal Kord Yaralanmasi
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: Santral sinir sistemi
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normale yakin histolojik Ozelliklerin izlendigi spinal kordun
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G4 (yliksek doz) grubunda, dejeneratif degisikliklerde ve hiicre
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kaybi kristal viyole boyasi ile gosterilmistir). ......coevveeriieriieiiieiieiieeee.

xii

.97

.57

.58



1. GIRIS VE AMAC

Omurilik, beyin ile viicut arasinda duysal ve motor sinyallerin gectigi baglanti
noktasidir. Major omurilik yaralanmalar1 sonrasinda beyindeki inen ve ¢ikan noral
sistemlerin omurilikteki baglantilar1 bozulur ve lezyon altinda degisen derecelerde
motor ve duyu kaybi gelisir. Akut travmatik omurilik yaralanmasiin diinyadaki
yillik goriilme sikligr milyonda 15-40 olarak bildirilmistir (1). Kuzey Amerika’da
2002 yil1 verilerine gore, her yil ortalama 10.00 yeni akut omurilik yaralanma olgusu,
Ingiltere’de 2004 yili verilerine gore, yillik 700 yeni akut omurilik olgusu
bildirilmektedir. Tirkiye’de ise yilda ortalama 1600-2000 ciddi akut omurilik
yaralanmasi olgusu bildirilmektedir (2). Omurilik yaralanmasi hasta ve ailelerine
ciddi fiziksel, psikolojik, sosyal ve ekonomik yikim olusturur. Toplumsal diizeyde de
problem yaratir, c¢ilinkii siklikla saglikli 15-25 yas arasi1 genclerde goriiliir.
Erkek/kadin oran1 4/1 dir (3). 25 yasinda, yiliksek servikal tetraplejik bir hastanin
hayat boyu bakimmin 3 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir (4). Omurilik
yaralanmasinin sebepleri arasinda motorlu arag¢ kazalari, diisme ve is kazalari, siddet
suclar1 ve spor yaralanmalart yer almaktadir.

Travma sonrast medulla spinaliste olusan iskemi patogenezi i¢in Hall ve
Walf‘un hipotezleri halen gegerliligini korumaktadir. Bu hipotezde medulla spinalis
kan akiminin azalmasinda temel mediator olarak mikrovaskiiler lipid peroksidasyonu
goriilmektedir. Posttravmatik dejenerasyona yol agan en Onemli faktoriin, spinal
kordda serbest oksijen radikalleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonu oldugu
tahmin edilmektedir. Serbest radikallerce indiiklenen lipid peroksidasyonu ve
notrofillerden salinan oksijen radikalleri spinal kordun hasarlanmasinda rol oynar.
Bununla birlikte bu progresif hasarin mekanizmasi netlik kazanmamastir.

Antioksidanlar ise etkilerini reaktif oksijen iirtinleri (ROS) 'nin olusumunu
onleyerek ve/veya ROS'U temizleyerek gosterirler. Eksojen kaynakli antioksidanlarin
bir¢cogu bugiin yaygin olarak kullandigimiz gidalarda bulunmaktadir (5).

Flavonoidler de bu bilesikler arasindadir. Flavonoidler yillar 6nce
arastirllmaya baslanmasina ragmen son yillarda O6nem kazanan ¢alismalar
flavonoidlerin  antioksidan  Ozelliklerinin  yaninda antiinflamatuar, antiviral,

antiallerjik, antitrornbotik ve diger 6zelliklerinin de bulundugunu gostermektedir.



Hesperidin turunggillerde bol miktarda bulunan bir Flavanon glikozit olup bitki
savunmasinda rol oynadigina inanilmaktadir. Diger calismalar, bu bilesigin,
antioksidan ve antienflamatuar etkileri ile iligkili olarak 6nemli bir noroprotektif
Ozellige sahip oldugunu ileri siirmiislerdir (6).

Sicanlarda etkili bir spinal travma modeli uygulayarak, bu model iizerinde
malondealdehit (MDA) ve total antioksidan seviye (TAS) Olglimlerini yaparak
hesperidinin oksidatif hasara karsi koruyucu etkilerini doza bagimli incelemeyi

amaclamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

Travmatik omurilik hasar1 kisisel, sosyal ve psikolojik etkileri, is giicii kayb,
finansal sonuglar1 géz 6niine alindiginda ciddi bir halk sagligi problemidir. Omurilik
yaralanmalar1 sadece Oliim ve ciddi sakatliklara yol agmaz, bunun disinda bir¢ok
organda (akciger, gastrointestinal sistem, otonom sinir sistemi, cilt, liriner sitem)
fonksiyon kaybina yol agabilir.

Spinal kordun hasart ve diger hastaliklarinin tami ve tedavisi hakkinda
caligmalar antik doneme kadar uzanmaktadir (7). Bundan 4000 y1l 6nce Edwin Smith
papiriislerinde servikal spinal yaralanmaya bagli kuadriplejiyi tedavi edilemez
hastalik olarak katagorize etmistir (8).

Hipokrat omurganin segmentleri ve normal egimleri, vertebra yapisi,
tendonlar, kanlanmasi, hatta komsu damarlarin anatomik ilislileri ile bilgiler
vermistir. Kolumna vertebralisin kirik ve ¢ikiklari ile ortaya ¢ikan paraliziler
arasindaki iligskiye dikkat ¢cekmis olsa da medulla spinalisin fonksiyonu hakkinda net
bir fikir belirtememistir (9).

Galen, spinal kordun yarim kesisi sonrasi hemiplejiyi tanimlamistir. Bu
bilgileri 151¢inda paralize adaleleri, duysal kayip alanini, lezyon bolgesini inceleyerek
yaralanma seviyesini tespit eder duruma gelmistir (7).

Yedinci yiizyilda ilk kez Egeli Paulus dekompresif laminektomi yapmustir.
Fransiz cerrah Pare 16. yiizyilda spinal dislokasyonlar rediikte etmek i¢in odundan
bir diizenek kurmustur. Ayrica bu amacla insizyon yaparak vertebra ve sinirleri 6ne
itmeyi Onermistir. Fabricius Hildanus 1646°’da servikal fraktiir dislokasyonlarda
rediiksiyon ve traksiyon amaci ile yumusak dokular ve spinoz c¢ikintilara bir ¢ivi
takarak klemp ile ¢cekmeyi denemistir. Bu manevranin basarisiz olmasit durumunda
fragmanlarin temizlenmesini Onermistir. Louis 1762’de lomber bolgeye giren ve
paraplejiye yol acan metal bir fragmani ¢ikarmis, komplikasyonsuz gecen operasyon
sonrast tam iyilesme bildirmistir (10,21,22). Omurilik travmast ile ilgili ilk
fizyopatolojik ¢aligma 1890’da Schamus tarafindan tavsan omuriliginde travma
sonucu gelisen patolojik degisiklikleri inceleyerek yapilmistir (10).

Insan spinal kord yaralanmalarinin (SKY) biiyiik ¢ogunlugunda primer

yaralanma mekanizmas: spinal kordun kemik ya da disk materyalinin fraktiir



dislokasyon ya da patlama kiriginda spinal kordun akut kompresyonu ya da
laserasyonu ile gerceklesir. Akut kord travmasinda bu kompresyonu stimiile etmek
icin birka¢ eksperimental model gelistirilmistir. 20. yy baslarinda, kdpeklerde agirlik
diisiirme yontemiyle deneysel meduller yaralanma deneyleri yapan Alfred Reginald
Allen laminektomi sonrast omurilik tizerine agirlik diistirerek kontlizyon tipi
omurilik hasart olusturmus ve wuygulanan myelotominin ve posttravmatik
hematomyelinin kaldirilmasinin ndrolojik fonksiyonlarda iyilesme sagladigini ortaya
koymustur (12,13).

1978 yilinda Tator ve Rivlin tarafindan gelistirilen klip kompresyon
modelinde omurilik ¢esitli zaman araliklarinda anevrizma klipleri ile klibe edilmekte
ve bu sayede degisik miktarlarda travma olusturulabilmektedir. Bu modelde Klip
kapanma giicii ve kompresyon siiresi degistirilerek istenen siddette yaralanma
olusturulabilmektedir (12,13).

Travma modelleri insanda spinal kord yaralanmasinda deneysel dizaynlar
olmalari nedeni ile gergek etkiyi olusturma konusunda siiphelidirler. Ornegin agirlik
diisirme metodu yalnizca travmanin baslangic darbesini kapsar ve persistan
kompresyon giiclinii dislar. Oysa gercek insan spinal kord yaralanmalarinda kapali
bir vertebral sistemde fraktiir dislokasyonlarin yarattigi ¢evresel ve anterior kord
kompresyonu sozkonusudur. Birgok hayvan modelinde agik bir laminektomi

tizerinden posterior kompresyon olusturulur (8).

Tablo 1: Deneysel omurilik yaralanma modellerinin tarihgesi

Arastirmaci Tarih Model
Galen 2.yiizyil Omurilik insizyonu
Watson 1891 Kopekleri yiiksekten diigiirme
Allen 1911 Omurilik tizerine agirlik diistirme
McVeigh 1923 Omurilik iizerine parmakla basma
Tarlov 1953 Epidural aralikta balon
Fontaine 1954 Klemp ile omuriligi sikigtirma
Rivlin 1978 Omurilige anevrizma klibi
Watson 1986 Omurilige lazer ile insizyon
Benzel 1990 Omurgay1 klemp ile sikigtirma
Stokes 1990 Elektromekanik kontlizyon




Tablo 2: Deneysel omurilik yaralanma modelleri

A) Travmatik yaralanma
1-Akut Kinetik Kompresyon — kaf, klip, balon, vertebral dislokasyon, impactor.
2)Akut Statik Kompresyon —agirlik uygulanmasi
3)Agirlik Diisirme
4)Akselerasyon-Deselerasyon
5)Distraksiyon
6) Transeksiyon-parsiyal, komplet, lazer, bisturi
B) Non-tavmatik yaralanma
1)iskemi-aort okliizyonu, selektif arter veya ven okliizyonu
2)Tiimor kompersyonu

3)Kimyasal

2.1. Omurilik Yaralanmasmin Patofizyolojisi

Yiiksekten diismeler, trafik kazalari, is kazalari, giinliik yasama ait kazalar, gogiik
altinda kalmalar, spor yaralanmalar1 ve atesli silah yaralanmalar1 omurilik
yaralanmalariin baslica sebepleridir. Ayrica vertebrada primer bir patoloji (tiimor,
enfeksiyon, osteoporoz, metabolik ve kemik hastaliklar1 vb.) sonucunda basit
travmalarla da patolojik kiriklar gelisebilir. Vertebra fraktiirlerinin % 50’den fazlasi
(L1>T12>L2>T11) torakolomber bolgede goriiliir ve tiim omurilik yaralanmalarinin
% 40’1 T12-L1 bolgesindedir. Servikal vertebra yaralanmalarinda norolojik defisit
%40 oranlarina ulasmaktadir. Eriskinlerde torakolomber vertebra yaralanmalarinda
norolojik defisit % 10-38 arasinda degisen oranlarda goriilmektedir (14).

Omurilik yaralanmasinin patofizyolojisi akson, kan damar1 ve hiicre
membranlarinin hasarina neden olan primer mekanik hasar ile baslar. Bu primer
mekanik yaralanma ikincil hasar fazi ile devam eder ki burada vaskiiler bozulma,
O0dem, iskemi eksitotoksisite elektrolit dengesizlikleri, serbest radikal {iretimi,

inflamasyon ve ge¢ apopitotik hiicre 6liimii olusur.



2.1.1. Primer Hasar

Medulla spinalise darbe oldugu ilk anda noron ve aksonlarda olusan mekanik hasar;
primer yaralanma olarak adlandirilmaktadir. Primer yaralanma spinal kordun
kendisine veya cevresindeki vertebral kolona ait cesitli travma sekillerini takiben
gelisebilir. Sonuctaki hasarin boyutu ¢esitli biyomekanik faktorlere dayanir ve kirillan
kemik fragmaninin derecesiyle iliskili olmayabilir (8,15).

Fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon veya rotasyon ile ilgili distraksiyonel
kuvvetlerin hepsi noral elemanlarin kendisinde veya omurilik damarlarinda gerilme
veya yirtilmaya sebep olur. Kemik kisimlardan ligamanlardan veya spinal kanal
icindeki hematomlardan kaynaklanan kompresyonlar diger olasi mekanik etkilerdir.
Mekanik darbenin yarattig1r ezilme ve kontiizyon, omurilik i¢in gerekli olan kan

akiminin azalmasina yol agar.

Tablo 3: Insan omurilik yaralanmasinda primer mekanizmalar

Mekanik gii¢ Hasar mekanizmasi

Darbe ve kalici kompresyon | Patlama fraktiirii, fraktiir-dislokasyon

Darbe ve gecici kompresyon | Hiperekstansiyon

Distraksiyon Hiperfleksiyon
Laserasyon, transeksiyon Patlama fraktiirli, laminar fraktur, atesli silah
yaralanmasi

[k ve en yaygin mekanizma kalic1 kompresyon ve darbedir (16). Bu 6zellikle
akut disk riptiriinde, fraktiir-dislokasyonda ve retropulse kemik fragmaninda
meydan gelmektedir. ikinci mekanizmada yalmzca darbenin gegici siire ile oldugu
kompresyon mevcuttur ve altta yatan dejeneratif servikal omurga hastaligi 6n
plandadir. Spinal kolonun aksial planda kuvvetle gerilmesine yol agan distraksiyon
tipi tlclincli mekanizmada; spinal kord ve/veya onun kan akimimni saglayan
elemanlarmin gerilmesi ve yirtilmasi s6z konusudur. Bu tip hasarda o6zellikle
cocuklarda kartilajenoz vertebra cismi, kas yapisinin tam gelismemis olmasi ve
ligaman esnekliginin predispozan oldugu, radyolojik olarak patolojinin bulunmadigi

spinal kord hasar1 mevcuttur. Ayrica bu tip hasarda eriskinlerde travmanin radyolojik



kanitinin olmadig1 ve altta yatan dejeneratif omurga hastaliginin siklikla eslik ettigi
bir durum olarak ortaya ¢ikmaktadir. En son primer hasar mekanizmasi laserasyon ve
transeksiyondur. Laserasyon; mermi ile yaralanma, keskin kemik fragmanlarin
dislokasyonu veya ciddi distraksiyon sonucu meydana gelir ve minor hasardan
komplet transeksiyona kadar cesitli derecelerde olabilir (16).

Medulla spinalis i¢indeki kanama baslangict mekanik hasar sonrasi erken
donemde ortaya ¢ikarken, kan akiminin kesintiye ugramasi daha ge¢ meydana gelir.
Kan akiminin kesilmesi hipoksi ve iskeminin neden oldugu lokal enfarkt sonucunu
dogurur. Bu ozellikle yiiksek metabolik gereksinimi dolayisiyla gri cevherin
hasarlanmasina yol acar. Hasarlanan alandan gegen noronlar fiziksel olarak kesintiye
ugrar ve myelin kalinliklarinda azalma meydana gelir. Hasarlanan alandaki 6dem ve
makrofajlar, sinir iletisinin bozulmasinda diger etkenlerdir (17). Sonug olarak gri
cevherin geri doniigsiiz hasarimin ilk saatler iginde oldugu, beyaz cevherin ise 72 saat

icerisinde geri doniissiiz hasarlandigi diistiniilmektedir (18).

2.1.2. Sekonder Hasar

Primer mekanik hasar daha sonra haraplanmanin biiyiimesine neden olacak sekonder
mekanizmalarin  olusmasinda bir nidus islevi goriir (16). Bu sekonder hasar
mekanizmalari; ndrojenik sok, hemoraji ve iskemi-reperfiizyonu igeren damarsal
problemler, eksitotoksitite, kalsiyumla iligkili sekonder hasar, sivi elektrolit
dengesizligi, immunolojik hasar, apopitoz ve mitokonrial disfonksiyonu
icermektedir. Sekonder hasar meydana gelmesine neden olan mekanizmalar sistemik
ve lokal etkiler olmak tizere iki kisimda incelenmektedir (16,19,20). (Tablo 4- Sekil
1ve?2).



Tablo 4: Sekonder yaralanma mekanizmlar1 (19)

Sistemik etkiler (norojenik sok)

Kalp hizinda kisa siireli artig, daha sonra uzun siireli bradikardi
Kan basincinda kisa siireli artis, sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferik direngte azalma

Kardiak debide azalma

Omurilik dolagiminda lokal vaskiiler hasar
Kapiller ve veniillerde mekanik bozulma
Ozellikle gri cevherde hemoraji
Mikrodolasimda kayip-mekanik, tromboz, vazospazm
Biyokimyasal degisiklikler
Eksitotoksitite-glutamat

Norotransmitter birikimi
Ketakolaminler-néradrenalin, dopamin
Arasidonik asit salinmasi

Serbest radikal tiretimi

Eicosonoid tretimi

Prostoglandinler

Lipid peroksidasyonu

Endojen opioidler

Sitokinler

Elektrolit kaymalari

Intaselliiler kalsiyumda art1s

Ekstraselliiler potasyumda artis

Intraselliiler sodyumda artis

Yangisal yanit

Serbest radikal iiretimi

Makrofajlar

Aksonal yikim, miyelin artiklarinin salinimi
Sitokinlerin salinmasi

Glial hiicre aktivasyonu
Oligodendiritsitlerde sitotoksik etkiler
Wallerian dejenerasyon

Odem

Apoptozis

Enerji metabolizmasinda kayip

ATP iiretiminde azalma




LOKAL FAKTORLER
-Vaskiiler hasar -Glutamat salinimi
-Kord basisi

-Mebran hasari1 -Inflamasyon

-Odem

<€

SISTEMIK - é
FAKTORLER E PRIMER
-N6rOJ:enik Sok " HASAR
-Respiratuar
Yetmezlik
ISKEMI
Hiicresel >
sisme

\

Kaspas &
Kalpain

Aktivasyonu

|

Proteoliz &
Sitoskeletal

Hasar

02 azalmasi,
Enerji

yetmezligi

—_—

Membran

Depolarizasyon
[ ]

\ 4

ARTMIS HUCRE IicCi

Ca+2

/

Hasar

Mitokondrial

Sitokrom C

salinimi

APOPTOZ

!

Vazospazm

Lipoliz

Azalmig
ATP

uretimi

v

Reaktif
Oksijen
Radikalleri

-Protein,
DNA
Oksidatif hasar1
-Membran yikimi

Lipid,

v v

HUCRE OLUMU W

Sekil 1: Travma sonrasinda sekonder hasar mekanizmalari




€= PRIMER
SISTEMiK FAKTORLER

*Norojenik Sok
*Respiratuar yetmezlik

J—
Vaskiiler I_O KAL .
Etkiler é (,,) a Inflamasyonnn
Mikroglia Nétrofil
Otoregulas. kaybi Aza!ml; . Glutamat Sitokin
*Vasospazm Gecirgenlik Salinimi Salinimi
*Trombozis
*Hemoraji

IL-6, TNF

. . Hiicre
interstisyel 6dem EKSITOTOKSISITE IL-1p Membran
& Kord basisi Hasari

¢ ¢ ¢ Glu. Rsp.
Aktivasyonu
is

. *NMDA

KEMI *Metobotrobik

‘ vV v

Membr. Potansiyel Gen

Degisikligi Ekspresyon

iyon kanal aktivas Degisikligi
Reaktif Oksijen APOPTOZ

Radikalleri

\ 4

HUCRE OLUMU

Sekil 2: Sekonder hasarda lokal faktorlerin etkisi

10



2.1.2.1. Sistemik Etkiler

Akut omurilik yaralanmasi olasi sistemik etkilerini norojenik sok ve respiratuar
yetmezlik olarak gostermektedir (16).

Norojenik sok; vasomotor inputun ciddi paralizisinin neden oldugu yetersiz
doku perfiizyonu olarak tarif edilmektedir. Bu tablo kardiak outputun depresyonu ve
periferal rezistanstaki azalma ile olusan hipotansiyon ve bradikardi ile karakterizedir.
Bu etkiler sempatik tonusun azalmasi ve artan vagal tonusa bagli myokardial
fonksiyon bozulmas: ile iligkilidir (20). Akut omurilik yaralanmasina bagl gelisen
spinal kord ve diger organlarin iskemisine neden olan norojenik sok tablosu, tedavi
edilmezse noral doku hasarini siddetlendirir (16). Olusan sokun derecesi meydana
gelen omurilik yaralanmasmin seviyesi ile iligkilidir. Ozellikle servikal diizeyde
meydana gelen hasar cok ciddi bir norojenik sok tablosu ortaya g¢ikarabilmektedir
(23). Travmatik spinal kordun otoregiilasyonu kaybetmesi nedeniyle olusan sistemik
hipotansiyon posttravmatik iskemiyi siddetlendirmektedir ve bu yiizden hemen
tedavi edilmelidir. Ancak intramediiller hiperemi ve hemorajiden kagcinmak amaciyla

kan basinci yalnizca normotansif seviyelerde tutulmalidir (13).

2.1.2.2. Lokal Vaskiiler Etkiler

Akut spinal kord travmasininin baglangicinda ve daha sonra bunu takip eden
asamalardaki cesitli mekanizmalarin meydana getirdigi etkilerle, omurilik iizerinde
vaskiiler hasara bagl ciddi degisikliler olusmaktadir. Bu vaskiiler hasar hemorajik ve
iskemik haraplanmay1 beraberinde getirmektedir (16). Baslangi¢ mekanik travmaya
bagli olarak mikrosirkiilasyonu olusturan veniiller ve kapillerdeki hasar ozellikle
travma bolgesinde olusmakta ve rostral-kaudal olarak uzanim gostermektedir. Ayrica
nadiren direk travmaya bagli anterior spinal arter gibi genis damarlarda hasar
meydana gelmekte ve bu damarlar direk mekanik travmadan genellikle
kurtulmaktadirlar (13,24,25).

Mekanik travmaya bagli hasarin bu ilk fazinda medulla spinalis icerisinde

ozellikle gri cevherde petesial hemorajiler ortaya ¢ikar. Bu mikrosirkiilasyondaki
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travmaya bagli olarak damarlardan olusan proteinoz sizint1 spinal kordda 6deme yol
acarak korddaki basincin artmasina ve kan akiminin bozulmasina neden olur (26).

Progresif posttravmatik iskemi bir¢ok yaralanma modelinde degisik kan
akimi 6l¢iim metodlar1 kullanilarak gosterilmistir (16).

Direk travmaya veya diger tetikleyici ajanlara bagli olusan vasospazminda
iskemide 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (16).

Ayrica tromboksan A2 gibi bazi maddelerin salinmasi sonucunda olusan
intravaskiiler trombozda, postravmatik iskeminin siddetlenmesine neden olmaktadir
(16).Diger yapilan ¢aligmalarda; spinal kord otoregiilasyonu bozuk oldugundan,
travma sonrasi meydana gelen sistemik hipotansiyonun iskemiyi siddetlendirdigi
gozlenmistir (16). Hasar goren Kkapillerden serbestlesen endotelin de kord
perflizyonunun bozulmasina yol acar (8).

Suiperoksid, hidroksil radikalleri, nitrik oksit (NO) ve diger yiiksek enerji
oksidanlar1 gibi oksijen derivesi serbest radikaller iskemi siiresince ortaya ¢ikmakta
ve erken reperfiizyon periyodunda ciddi oranda artarak sekonder hasardaki patoloji
mekanizmasinda onemli rol oynamaktadirlar (16). Ozellikle bu molekiiller
mitokondrial respiratuar enzim, Glyseraldehit 3-Fosfat, sodyum (Na+) membran
kanal inaktivasyonu, sodyum potasyum adenozin 5' trifosfataz (Na+-K+ ATP’az)
inhibisyonu yaparlar ve lipid peroksidasyonuna neden olurlar (8).

Posttravmatik iskemi ATP iiretimini deprese ederek hiiceresel homeostaziste
onemli rol oynayan Na+-K+ pompast gibi enerji bagimli mekanizmalarin
disfonksiyonuna yol agar (8).

Sekonder hasarda ©6nemli rol oynadigi diisliniilen postttravmatik iskemi

konsepti, geri doniiglii ve tedavi edilebilir olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir (16).
2.1.2.3. Eksitotoksitite

Memeli santral sinir sisteminde bazi aminoasitlerin, metabolik fonksiyonlarinin
yaninda ndrotransmitter gorevlerininde oldugu bilinmektedir. Elektrofizyolojik

calismalar norotransmitter olarak islev yapan aminoasit ileticilerin iki grupta

toplanabilecegini gostermistir. Eksitator aminoasitler iki karboksilik asit grubu
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icerirler (L-Glutamik asit ve L-Aspartik asit), inhibitor aminoasitler ise
monokarboksiliktir (Gamaaminobiitirik asit, Glisin, Taurin, Prolin, B-Alanin) (27).

Glutamat santral sinir sisteminin en 6nemli eksitator nérotransmitteridir (16).
Spesifik membran reseptorleri ile etkileserek duyusal enformasyonun iletilmesi,
motor aktivite, spinal reflekslerin diizenlenmesi, hafiza ve 6grenme gibi bircok
fonksiyonda 6nemli rol oynar (27,28).

Glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonunun noronal hasara yol agtigi Olney
ve ark. tarafindan tanimlanmis ve eksitotoksitite olarak isimlendirilmistir (16,29). Bu
eksitotoksititenin epilepsi, norodejeneratif hastaliklar, travma, serebral iskemi gibi
birgok norolojik hastalikta doku hasarini arttirdigi diistiniilmektedir (29).

Eksitator aminoasitlerin norotoksik etkilerini agiklamak amaciyla birgok
mekanizma ileri siirtilmiistiir (29).

Eksitotoksinler tarafindan tetiklenen hiicre 6liimii; akut néronal sismeye onciiliik
eden Na+ ve klor’un (CI) ve daha sonra gecikmis hasara neden olan Ca+2‘nin hiicre
icine girmesini saglayan spesifik reseptorler tarafindan yonetilir (29).

Glutamat reseptor aktivasyonu erken evrede intraselliiller Na+ artigina bu ise
sitotoksik odem, intraselliiler asidoz ve lizise yol acar (16,29). Na+-K+ ATP’az
mekanizmasindaki yetmezlik ise Na+ ve suyun hiicre i¢i birikimini siddetlendirir
(16). Bir sonraki asamada Ca+2 ’nin hiicre igine akimi artar, bu ise Ca+2 bagiml
proteaz ve lipazlarin aktivasyonuna yol agarak hiicre membraninin ve
noroflamanlarin hasarina neden olur (30). Sonucta; “intraselliiler kalsiyum birikimi
sanral sinir sistemindeki toksik hiicre o6liimiiniin son ortak yolu" olarak
belirtilmektedir (16).

Glutamat norotoksititesi ayrica lipid peroksidasyonunun baglamasi, Na+- K +
ATP az aktivitesinin inhibisyonu, dogrudan membran Na kanal inaktivasyonu,
mitokondrial solunum enzimlerinin inhibisyonu, gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz
inaktivasyonu gibi mekanizmarla néronal 6liimii siddetlendiren, reaktif oksijen ve
nitrojen iriinlerinin meydana gelmesi ile sonuglanan birtakim olaylar zincirini
baslatir (16).

Travmatik spinal kord hasar1 sonrasi eksitotoksititeye neden olan asiri

glutamat birikimi; hiicre membran polarizasyonuna bagli olarak sinaptik
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vezikiillerden glutamat saliniminin uyarilamasi ve enerji yetmezligine bagh glutamat
geri alim mekanizmalarinin yeterli calismamasidir (31).

Deneysel spinal kord yaralanmasi sonrast medulla spinalis igersinde
ekstraselliiler eksitatuar aminoasit konsantrasyonunun 15 dakika sonra toksik diizeye
ulastig1 gosterilmistir (8).

Gutamat farkli farmakolojik ve elektrofizyolojik 6zelliklere sahip bir grup
reseptOr araciligr ile aktivasyon gosterir (8). N-methyl-D- aspartate (NMDA), a-
Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate (AMPA) ve kainat reseptorleri
ligand kapilt iyon kanallar1 icerdiginden "ionotropik" olarak adlandirilirlar. Diger bir
grup ise transmembran proteinlere bagli ikincil haberci sistemi tizerinden etkili

"metabotropik" reseptorlerdir (8).

A) Metabotropik reseptorler

Aktive edildiklerinde fosfolipaz C’yi aktif hale getirerek hiicre icinde bagh
bulunan Ca +2’nin serbest hale ge¢mesini saglarlar (8). G proteini ile ikincil haberci
sistemi tizerinden de etkilidir ve hem glutaminerjik, hem de non-glutaminerjik
sinapslarda iletiyi modiile ederler (8).

Omurilik yaralanmalar1 ekstraselliiler eksitatuar aminoasit diizeylerini
yiikselten biyokimyasal siiregleri tetikler ve buna bagli olarak glutamat reseptorleri
araciligr ile eksitotoksik hasar ortaya g¢ikar. Bu olaylarla ilgili 3 tip metabotropik
reseptor oldugu disiiniilmektedir. Grup 1 néronal eksitabiliteyi arttiran hiicre igi ileti
yollarin1 tetkiler, grup 2 ve3 ise sinaptik iletiyi diizenleyen otoreseptorler gibi

davranirlar (32).

B) Iyonotropik reseptérler

Ligand kapili iyon kanallaridir. NMDA reseptorleri, AMPA reseptorleri ve
kainat reseptdrleri bu grup igerisinde yer alir. AMPA ve kainat reseptorleri arasinda
ayirim bazi durumlarda net olmadigi igin bu iki reseptor tipine AMPA/KA veya non-
NMDA adi verilmektedir. NMDA reseptorleri fizyolojik kosullarda agirlikli olarak
ogrenme ve bellek fonksiyonunda rol alirken, non-NMDA reseptorleri yaygin olarak
hizli eksitator sinapslarda bulunurlar. AMPA/KA reseptorleri ve NMDA

reseptorlerinin genetik 6zellikleride birbirinden farklidir (33).
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1) NMDA reseptorleri: ( N-methyl D -aspartate)

Glutamik asit(glu) baglanmasi sonrasinda Na + ve Ca+2’nin hiicre igine
girisine, K+’nin ise hiicre disina ¢ikisina neden olurlar. Bu grup reseptorler Mg+2 ile
bloke edilirler (33).

Spermin, spermidin gibi poliaminler i¢in de baglanma bolgesine sahiptirler ve
bu molekiiller reseptorlerin aktivasyonunu arttirirlar. NMDA reseptoriiniin 6zelligi,
hem voltaj hemde ligand kapili olmasidir. NMDA reseptorleri tarafindan olusturulan
eksitotoksititede, noronal 6liimii siddetlendiren reaktif molekiillerin olusmasi sonucu
meydana gelen birtakim olaylar kaskadinin baglamasi s6z konusudur (16).

NMDA reseptor araciligr ile Ca+2 diizeyinin yiikselmesi sonucu, serbest
radikal olusumu, mitokonrial hasar, PLA2 gibi Ca+2’ye bagimli enzim diizeyindeki
patolojik yiikselmeler ve gen ekspresyon degisiklikleri gibi mekanizmalarla hiicresel
hasar siddetlenmektedir (16,34).

Sitozolik Ca+2 konsantrasyonundaki artis birgok doku tipinde hiicre Sliimiiniin
son ortak yolu olarak goziikmektedir (8). Faden ve ark. yaptigi ¢alismada spinal kord
travmasi sonrast bu reseptor aktivasyonunun gecikmis doku hasarini arttirdigi

diistiniilmiis ve reseptor blokajinin tedavide yarar saglayacag belirtilmistir (29).

2) AMPA reseptorleri.:( a-amino-3-hydroxy-5-methyl isoxazole propionate)

Voltaj bagimsiz olarak caligirlar ve aktivasyonu sonucunda Na+ hiicre
icersine girer, K+ ise hiicre digina ¢ikar (8). Glu R1-4 (GIuR A-D)olarak adlandirilan
4 subiinitin ikiserli kombinasyonundan olusurlar. Ouisqulat reseptorleri olarakta
bilinirler (35). AMPA reseptor aktivasyonu ile erken donemde, hiicre i¢i Na+

biriktirerek sitotoksik 6dem ve intraselliiler asidoz olusmasina yol acar (16).

3) Kainat reseptorleri:

AMPA reseptorleri ile iyi ayirt edilemediginden AMPA/KA veya Non-
NMDA olarak adlandirilirlar.

NMDA reseptorlerinin spinal kordda eksitatér norotransmisyonda yonetici
Ozelligi oldugu disiiniilmektedir (29). Travmatik spinal kord hasarinda NMDA
reseptor aktivitesindeki artigin, intraselliller Ca+2 artis1 ve daha birgok mekanizma

ile gecikmis sekonder hasarda rol oynadigr bulunmustur (29). Bununla baglantili
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olarak NMDA reseptor blokajmin travmatik ve iskemik modellerde sekonder hasara
kars1 koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir (37).

2-Amino-fosfonohepnoik asit, 2-Amino fosfovalerik asit ve kinureik asit gibi
selektif ve non-selektif NMDA reseptor antagonisti molekiiller gelistirilmistir. Ancak
bunlarin kan-beyin bariyerini gegememeleri ve protektif etkilerinin siklikla direk
santral sinir sistemine uygulanma gerekliligi nedeniyle kullanimlari genis yer
bulamamustir (38).

Kompetitif NMDA antagonistleri, reseptorun glutamat taniyan bdélgesine
baglanarak inhibisyonuna neden olurlar. Non kompetitif antagonistler ises NMDA
iligkili iyon kanallarina baglanarak reseptorii inhibe ederler (37).

MK 801 (Dizocilpine), selektif non-kompetitif NMDA blokoéri, sistemik
olarak uygulanabilir olmasi ve spinal kord hasar1 sonrasi eksitotoksik hasari
engellemesi nedeniyle 6nem kazanmistir (29,30).

Dexanabiol (HU 211), yeni NMDA reseptor blokoriiniin faz 1 Klinik
calismalar1 saglikli insanlarda iyi tolere edildigi ve yan etkilerinin goriillmedigi ortaya
konmus ve spinal kord hasarli hastalar iizerinde faz 2 ¢alismalar1 yapilmaktadir (39).
Gill ve ark. AMPA/KA reseptor antagonistleriden olan NBOX un rat fokal serebral
iskemi modelinde néroprotektif oldugunu gosterirken, Wrathall ve ark. ise NBOX’un
intramediiller enjeksiyonunun spinal kord hasari sonrasit beyaz cevherin
korunmasinda ve lokomotor fonksiyonlar1 iyilestirmede etkin rol oynadigini
gostermislerdir (36).

4—Aminobutyl guanidin’nin (Agmatin) glutamat reseptor alt grubu olan
NMDA reseptorlerini selektif olarak bloke ettigi ve bu islevinin guanidino grubu ve

NMDA reseptor kanal porlart ile olan iligkisinden kaynaklandigi gosterilmistir (40).
2.1.2.4. Kalsiyum ve Diger Elektrolitler ile iliskili Sekonder Hasar

Yiiksek intraselliiler Ca+2 konsantrasyonu, birgok mekanizma ile sekonder hasarin
siddetlenmesine neden olur. Ca+2’nin asir1 miktarda hiicre i¢ine girisi, santral sinir

sisteminde "toksik hiicre oéliimiiniin son ortak yolu™ olarak ortaya ¢ikmaktadir
(8,16).
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Ca+2’nin travma sonrasi hiicre i¢ine girmesi 3 yolla olmaktadir (15) :
1) Hasar gormus hiicre membranindan
2) Voltaja duyarli Ca+2 kanallarindan
3) Glutamat ile aktive olan Ca+2 kanallarindan

Hiicre i¢inde asir1 kalsiyum birikimi sonucunda; serbest yag asitlerinin
salinimi, fosfolipaz A2 aktivasyonu, Ca+2 bagimli ATPaz aktivasyonuna bagli enerji
rezervlerinin tilkenmesi, toksik eikosonoid sentezi, serbest radikal olusumu, reseptor
proteinlerin kovalent modifikasyonu, hiicre iskeletinin mikrotubiiler ve néroflament
kompanentlerinin modifikasyonu, mitokondrial oksidatif fosforilasyonun bozulmasi,
aksonal dejenerasyon, proteaz, fosfotaz, endoniiklaz gibi litik enzimlerin aktivasyonu
meydana gelir (8).

Ozellikle Ca+2 iyonunun niikleaz sitiimiilasyonu DNA yapmmini bozarak,
mekanizmasi halen tam ortaya konmamis olan programlanmis hiicre 6limi diye
adlandirilan apoptozise neden olur. Ayrica hiicre igi proteaz aktivasyonu, hiicredeki
fonksiyonel protein yapilari yikarken, ATP’az siiperoksit dismutaz (SOD) ve diger
enzimleri haraplar (41-43).

Sekonder hasarin 6nlenmesine yonelik Ca+2 kanal blokdrleri denenmis ve
spinal kord kan akimini arttirarak iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigine dair
calismalar yapilmistir (37).

Ayrica Na+ kanal blokorlerininh, NMDA ve AMPA/Kainat reseptor
antagonistlerinin de intraselliiler Ca+2 birikiminden korunmada yardimer rol
oynadiklar1 gosterilmistir (37).

Na+ -K+ ATP’az mekanizmasindaki yetersizlik, intraselliiler Na+ ve suyun
artisina neden olurken, sitotoksik O6dem ve intraselliiller asidoz ile hasarin
siddetlenmesine yol acar. Ayrica artan ektraselliler K+ noronlarin asiri
depolarizasyonu ve spinal sok olusumunda kritik bir nedensel faktor olmaktadir (16).

Intraselliiler Mg+2’deki diisiis, Mg+2 iyonunu kofaktdr olarak kullanan
enzimatik reaksiyonlardaki bozulma, glikoliz, oksidatif fosforilasyon ve protein
sentezi gibi metabolik olaylarin etkilenmesine neden olur. Mg+2 iyonu ayrica
NMDA reseptor blokaji ile norotoksititede koruyucu rol oynadigindan, seviyesindeki

azalma ndronal hasarin siddetlenmesinde rol oynamaktadir (16).
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Bunlara ek olarak, Mg+2 ’nin disiisii intraselliller Cat+2 aktivasyunun

siddetlenmesine neden olarak, sekonder hasarin biiyiimesine yol agar (44).

2.1.2.5. Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikal dis yoriingesinde ciftlenmemis serbest elektron bulunduran kimyasal
bilesiktir. Baska molekiiller ile cok kolayca elektron aligverisine giren bu
molekiillere “’oksidan molekiiller” veya “’reaktif oksijen partikiilleri (ROP)’ de
denilmektedir. Bu elektron bagka biyolojik molekiillere aktarilarak oksidasyona yol
acar. Serbest radikallerin asirt artis1  hiicre Olimiine neden olur (45).
Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kacislart olur ve bu
sirada ROP’lar olugur. Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, gevre kirleticileri,
radyasyon, iskemi, hemoraji, travma, pestisitler, ¢esitli tibbi tedavi yollar1 ve konta-
mine sular gibi bir¢ok etmen kagmilmaz bir sekilde oksijen tiirevi serbest radikallerin
olusumuna yol agmaktadir. Bu radikallerin baslicalari; tekli oksijen (102), siiperoksit
anyonu (-O2-), hidroksi (-OH), peroksi (ROO-) ve alkoksi (RO-) radikalleridir.
Biyolojik dokularda serbest radikallerin en sik kaynagi oksijen radikalleridir (46).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik viicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri serbest radikalleri kontrol altinda tutmaktadir. Bu sistemler farkli
hiicrelerde ve farkli serbest radikaller {izerinde rol oynadiklari icin birbirlerini
tamamlayici niteliktedir (47).

Fizyolojik kosullarda olusan serbest radikaller enzimatik antioksidan
mekanizmalar  (sitokrom oksidaz sistemi, SOD’lar, katalazlar, glutatyon
peroksidazlar) ya da nonenzimatik antioksidanlar (toko-ferol, karoten, glutatyon,
askorbik asit, trat, sistein, bilirubin, alblimin), ya da metal baglayicilar
(seruloplazmin, transferrin, laktoferrin) ile inaktive edilerek doku hasardan korunur
(48,49).
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Tablo 5: Oksidan kaynaklar ve antioksidan savunma mekanizmalar1 (DIPLOK)

Oksidan Antioksidan savunma
Sigara dumani Stiperoksit Dismutaz
Egzersiz Katalaz
Cevre kirleticiler Glutatyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Glutatyon
Radyasyon Ubikinon
Coklu yag asitleri ile zengin bir diyet Selenyum
Iskemi Urik asit
Karsinojenler E ve C vitamini
B karoten ve diger karatenoidler

Son yillarda serbest radikallerin ndral doku iskemisini takiben meydana gelen

patolojik degisikliklerden sorumlu olabildigi gosterilmistir.

Tablo 6: Reaktif oksijen partikiilleri

1-Radikaller Stiperoksit radikali( O,-)
Hidroksil radikal (OH-)
Alkoksil radikal (LO-)
Peroksil radikal (LOO-)
2-Radikal olmayanlar Hidrojen Peroksit ( H,0,)
Lipid hidroperoksit ( LOOH)
Hipoklorikasit (HOCI-)

3-Singlet oksijen

Hasara ugramis sinir sisteminde, travmadan birka¢ dakika veya saatler sonra
birgok sebepten dolay: siiperoksid radikali olusur. Bu mekanizmalar; arasidonik asit
kaskadi, biyojenik amin nd&rotransmitterlerin - otoenzimatik  otooksidasyonu,
mitokondrial ksantin oksidaz aktvasyonu ve ekstravaze hemoglobin oksidasyonudur.
Hiicrenin maruz kaldig iskemi ve bunu takip eden reperfiizyon esnasindaki serbest
oksijen radikali artis1 karsisinda, endojen antioksidanlar, serbest oksijen radikal

temizleyicileri ve peroksidazlar yetersiz kalmaktadir (53). Siiperoksit radikali (O2-)
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oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak rediikte olmasi sonucu olusur. SOD enzimi
ile H,O,’ye (Hidrojen peroksit) cevrilir, bu tepkime ‘’dismutasyon tepkimesi’ diye
adlandirilir. H,0; ise katalaz yardimi ile H,0 ve O,’ye doniistiiriilir. H,O; genellikle
iki stiperoksit radikalinin birbiriyle reaksiyona girmesi sonucu olusur. Zayif okidan
ve zayif rediiktandir. Elektronlart ¢iftlenmis oldugu icin serbest radikal olarak kabul
edilmez. Demir (Fe+3) varliginda hidroksil radikalinin olustugu reaksiyona
prekiirsorluk etmesi nedeniyle 6nemlidir (50,51). Hidroksil radikali (OH) hidrojen
peroksite bir elektron ilavesi veya oksijen molekiiliine 3 elektron verilmesiyle olusur.
Bilinen en giiclii oksidan radikaldir, kii¢iik miktarlarda bile bulundugu yerde asirt
hasar yapabilir (50). Nitrojen dioksit (NO,) ve NO tek sayida elektron igerirler ve
radikal olarak kabul edilirler. NO; siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek bir ara
basamak iriinii olan peroksinitriti (ONOO-) olusturur. ONOO- giiclii oksidan
ozelligi ile bir¢ok biyolojik molekiilde hasar meydana getirir (52). Aktive olmus
notrofillerce olusturulan hipoklorik asit (HOCI) giicli bir oksidandir ve demir
bagimli veya bagimsiz reaksiyonlarla OH olusturulabilir (50). Endotel hiicreler,
notrofiller, makrofajlar ve mikroglialar siiperoksit ve NO olmak tizere iki sekilde
radikal olustururlar (54). Lipid, niikleik asit, karbonhidrat veya protein gibi biyolojik
molekiillere okside edici bir radikalin etki etmesiyle karbon merkezli radikaller
olusur ve O; ile birleserek peroksil radikalini (ROO.) olusturur ki bu radikal lipid
peroksidasyonun baglamasina neden olur (50). Serbest demir veya demir selatlar1 iki
seviyede serbest radikal olusumunda etkili olur. Bunlardan birincisi stiperoksit iyonu
olusumunda Fe+2 nin otooksiadsyonu olup, ikincisi ise Fe+2’nin (H0,) varliginda
okside olup hidroksil iyonu olusumuna sebep olmasidir (54). Metal iyonlarinin
serbest radikal reaksiyonlarindaki asil 6nemi lipid peroksidasyonundaki etkileriyle
ilgilidir. Gegis metalleri lipid peroksidasyonunu baglatmaktan ¢ok, sentezlenmis olan
lipid hidroperoksitlerinin (LOOH) pargalanmalarin1 ve lipid peroksidasyonunun
zincir reaksiyonlarini katalize ederler. Boylece daha az zararli olan radikalleri daha
zararli hale getirirler (50).

Serbest yag asitlerinin serbest radikal ile oksidasyonu "lipid peroksidasyonu"
olarak adlandirilir ve kisaca hiicrelerdeki zar fosfolipidlerinin ylikseltgenerek

peroksit tiirevlerine doniismesi olayr seklinde tanimlanmaktadir. Bu olayda etkili
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olan oksijen metaboliti siiperoksit grubu (sonugta hidroksil grubuna doniiserek etkili
olur) ve hidroksil grubudur (55-57).

Lipid peroksidasyonu, radikallerin ortaya c¢ikmasi ve doymamis yag
asitlerinin bir hidrojen atomu almasi ile baslar. O ile birleserek ROO.* yu olusturur.
ROO. yag asidinden bir hidrojen daha kopararak reaksiyonun zincir seklinde
devamina neden olur. Hiicre membraninda meydana gelen lipid peroksidasyonu
membran lipoproteinlerinin oksidasyonu ve yapisal biitiinliigiin bozulmasina yol
acarak, anormal iyon girisiyle birlikte hiicre 6liimiine neden olur. Bu olayin kontrol
edilememesi halinde olusan zincir reaksiyon ile hiicresel 6liimiin yayilmasi ortaya
cikar (54). Ayrica olusan lipid peroksidasyonu ile birlikte mikrovaskuler endotel
hasar1 olusarak kan beyin bariyerinin bozuldugu deneysel caligmalarda gosterilmistir
(58). Yiiksek oranda poliansature yag asidleri igeren hiicre membraninin yikilmasi,
serbest radikallere bagli ndronal hasar olugsmasinin en Snemli asamasidir (59).
Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerler ve oldukg¢a zararlidir. Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (Le) ve
lipid peroksit radikallerinin (LOQO¢) olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden
oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin
sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "*nonenzimatik lipid peroksidasyonu™ denir.

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri
poliansatiire yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki
konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun
sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipid
radikali (Le) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid radikallerinin
(Le) O2 ile etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri (LOOe) olusur. Lipid
peroksit radikalleri (LOO¢), membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarin1 alarak lipidperoksitlerine (LOOH) doniisiirler ve bdylece olay

kendi kendini katalizleyerek devam eder.
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Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilimi
gecis metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membrani1 ve subselliiler organel
lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve gegis
metallerinin varhiginda artar. H,O,’den Fenton reaksiyonu sonucu OHe olusmasi
zincir reaksiyonunu baslatabilir. LOOH yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bdliimlerine hasari
yayarlar. U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda
malondialdehit (MDA) meydana gelir (54,60,61).

MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA 6lgiilmesi LOOH.
seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok
zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve iirettigi reaktif
aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Boylece doku
hasarina ve bir¢ok hastaliga neden olur. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan MDA
ve diger ara trtinler araciligi ile lipid peroksiadayon diizeyi tayin edilmektedir
(52,62). MDA 6l¢iimii en yaygin olarak tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemiyle yapilir.
Baz1 deneysel sistemlerde TBA yonteminin esas olarak MDA'nin kendisini Ol¢tiigi
gosterilmistir. Ancak ¢ogu sistemde bu test MDA i¢in spesifik olmadigindan TBA ile
reaksiyon veren maddelerin (TBARS) o6l¢iimii seklinde ifade edilir. Saf lipidlerle
yapilan caligmalar ve hayvanlar {izerinde yapilan denemeler, TBARS ol¢iimii ile
lipid peroksidasyonunu ol¢en diger metotlar arasinda iyi bir korelasyon oldugunu

gostermistir.
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2.1.2.6. Apoptoz

Son yillarda spinal kord hasar1 dahil bir ¢ok norolojik hastaligin patobiyolojisinin
programli ndronal dliimii etkiledigi diisiiniilmektedir. Apoptoz sitokinlerin salinimu,
inflamatuar hasar, serbest radikal hasar1 ve eksitotoksiteteye bagli olarak
tetiklenebilir. Insanlarda travmatik spinal kord hasari sonrasi apoptozun varlig
gosterilmistir. Buna ek olarak deneysel calismalardan gelen bilgiler, spinal kord

injury (SCI)’nin 6zellikle kaspaz aktivasyonunu anlamli derecede kotiilestirdigi
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yoniindedir  (16). Spinal kord hasarinda apoptotik kaskat noronlarda,
oligodendrositlerde, mikroglia ve belki de astrositlerde aktive olmaktadir.
Mikrogliadaki apoptoz inflamatuar sekonder hasar1 kotiilestirmektedir (63).

Deneysel ¢alismalar; oligodendrositlerdeki apoptozun, SCI sonrasi ilk birkag
hafta icerisindeki demiyelinizasyon olusumunu siddetlendirdigini diisiindiirmektedir.
Ayrica apoptozun noronal kaybi arttirarak sonuglari olumsuz yonde etkiledigi tahmin
edilmektedir (16). SCI sonrasi noronda ortaya ¢ikan apoptoz; hem faz ligant-faz
reseptorleri ile yonetilen ve/veya makrofajlar tarafindan INOS iiretiminin artis1 ile
ekstrinsik yoldan, hemde direk kaspaz 3 proenzim aktivasyonu ve/veya mitokondrial
hasar, sitokrom c¢ salimmi ve kaspaz doku aktivasyonu ile intrinsik kaspaz ile
yonetilen apoptotik 6liim yoluyla meydana gelmektedir (16,64). Buna bagli olarak
kaspaz inhibitorlerinin SCI’ya bagli sekonder hasardan korunmada yeni bir hedef
olabilecegi diistiniilmektedir (64). Apoptozun iki anayolu olan ekstrinsik (reseptor
bagimli) ve intrinsik (reseptor bagimsiz) mekanizmalariin ikisinin de SCI’de aktive
olduklari diistiniilmektedir. Reseptor bagimli apoptoz hiicre disi sinyallerle, 6zellikle
de tiimor nekroz faktor (TNF )ile uyarilmaktadir. Spinal kord hasari ile TNF hasarli
alanda hizla birikir. Noronlarin, mikroglia ve oligodendrisitlerin fas reseptor
aktivasyonu bir takim programli ardisik kaspas aktivasyonuna neden olur. Bunlar
kaspaz 8 ve etkileyici kaspaz olarak bilinen kaspaz 3 ve kaspas 6’dir. Bu kaspaz’larin
aktivasyonu etkilenen hiicrelerin 6limii ile sonuglanir (16). Ekstrinsik yolun
alternatif mekanizmasinda, INOS’un kaspaz 3 aktivasyonu ile programli hiicre
Oliimiiniin olugsmasidir (65). Reseptor bagimsiz yol, hiicre i¢i sinyallerle aktive edilir
ve bu yilizden intrinsik yol olarak adlandirilir. Reseptdr bagimsiz yolun aktivasyonu,
SCI sonrasi noronlarda tanimlanmis ve artan intrandronal Ca+2 konsantrasyonunun
mitokondrial hasarini, stokrom c¢ salimmimi ve alternatif programli kaspaz
aktivasyonunu tesvik ettigi diisiiniilmiistiir. Bu asamada kaspaz-9 aktivasyonu igin
stokrom c ile apoptoz aktive edici faktor birlesir. Ekstrinsik yoldaki gibi kaspaz 6 ve
kaspaz 3 aktive edilir (16). Apoptotik sekonder hasar heniiz tam aydinlatilabilmis
degildir ve spinal kord hasarindaki apoptozun kétillesme nedenleri ve teropatik

korunma ¢abalar i¢in ¢alismalar stirdiiriilmektedir (16).
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2.1.2.7. Gen Ekspresyonu ve immiinolojik Sekonder Hasar

Sekonder hasarin otodestriiktif progesleri aksonal hasar ve hiicre kaybi ile
sonuglanan fizyolojik, metabolik, biyolojik degisiklikleri icerir. Ek olarak sinir
sisteminin travmaya cevap olarak noroprotektif ve rejeneratif reaktif procesleri de
baslattig1 anlasilmistir. SKYY ’ye biitiin bu cevaplar gen ekspresyonunda degisiklikler
olarak yansir (66). Bir¢cok calismada SKY sonrast RNA ve protein seviyelerinde
degisiklikler saptanmistir. Travma sonrast erken donemde transkripsiyonel
degisiklikler yaralanmayi takiben 6 saat i¢inde kompleman-3’ iin ve kompleman 3
reseptorlerinin upregiilasyonu izlenmistir. SKY’yi takiben 12-72 saatler arasinda
proinflamatuar sitokinler; iL-1, iL-3 ve IL-6 genetik ekspresyon seviyelerinin ve
reseptorlerinin {i¢ ile alt1 kat oranda arttig1 gézden kagmamistir. Yar1 kantiatif RT-
PCR ve western blot analiz sonuglart NGF, BDNF, TNF, EGF, IL-6 m-RNA ve
yaralanmig spinal kord proteinlerinin ekspresyonlarinin belirgin arttigi gosterilmistir.
Buna ragmen bu sitokin m-RNA’lar1 kontrol grubu hayvanlarinda ve cerrahi sonrasi
hemen oOldiiriilen hayvanlarda ya hi¢ saptanmamis ya da diisiik oranda eksprese
olmustur (67). Yetiskin sican spinal kordunun dorsal hemiseksiyonu sonrasi spontan
doku onarimi ¢alismasinda, biiyiik oranda rostrale ve kaudal spinal dokulara dogru
lezyonda hizli bir sinir lifi gelisimi gosterilmistir. Operasyonun 5. giliniinden
baslayarak artan sayida aksonlarin net olarak gosterilen lezyon ve komsu intakt
spinal kord arasinda gecis yaptig1 goriilmiistiir. Lezyonu penetre ederken aksonlar
NGFr (+) noronal olmayan hiicrelerle (schwan hiicreleri ve leptomeningial hiicreler)
ile iliskide olmustur. Sasirtici olarak bu aksonlarin bir kismi CGRP- ya da SP-
immiinreaktif dorsal kdk ganglion ndronlarindan geligsmistir. Bu reorganizasyonel
islemler i¢in doku onarimi sirasinda hangi tanima molekiillerinin énemli oldugu
arastirildiginda sonuglar adhezyon molekiillerinden (CAM) L1 ve N-CAM’1n yogun
ekspresyonunu gostermistir. Cift immiinofloresan, schwan ve leptomeningial
hiicrelerinin CAM ekspresyon paternini destekledigini gostermistir (68). Yaralanmis
MSS boélgesine gelmis olan immiin sistem hiicreleri bir¢ok protein sistemini harekete
gecirir. Bu medyatdrlerden birisi ICAM-1’dir. Bu, nétrofillerin  dokuya
infiltrasyonuna yardimci olur. Akut SKY’dan sonraki rolii tam agiklanabilmis

degildir. SKY sonrasinda ICAM-1’e kars1 spesifik antikorlarla yapilan galismalar
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myeloperoksidaz aktivitesinde ve 6demde azalmaya ayrica spinal kord kan akiminda
artmaya yol a¢tigimi gostermistir (16). Birgok calisma SSS hasarini takiben
BDNF’nin néroprotektif bir ajan olarak rol alabilecegini savunmaktadir. Hipokampal
noron kiiltiirleri artmis glutamat seviyelerine ulastifinda BDNF glutatyon rediiktaz
ve SOD’u igeren antioksidan defans sistemlerinin aktivasyonu ile glutamatin
eksitotoksik etkilerine karsi koruyucu bir rol oynar. Ayni zamanda nitrit oksit
sentetaz (NOS) iiretimini azaltarak primer kiiltiirde sigan motor néron sag kalimina
onciilik eder. BDNF; in vivo iskemiye maruz kalmis hipokampal noronlara
noroprotektif etki sergiler ve serebral enfarkttan ve SKY” den kaynaklanan nekrotik
zon hacmini azaltir (69). PARG [Poly (ADP-Ribose) Glycohydrolase]
inhibitorlerinin  eksperimental SKY’yi belirgin azalttigi gosterilmistir. PARG
aktivasyonu SKY de histolojik ve motor hasar, nétrofil infiltrasyonu, IL-1 beta,
TNF-alfa, artmis apopitoz, BCL-2 down regiilasyonu ile karakterize major bir rol
oynar. PARG geni tahribati ve enzimatik inhibisyonu yukaridaki bulgular1 tersine
cevirir (70).

2.1.2.8. Sekonder Hasarda Mitokondrinin Rolii

Mitokondri spinal kord hasari sonrasi hiicre o6liimiinde merkezi bir rol oynar.
Serebral metabolizmanin olusmasinda, hiicresel Ca+2 hemostazinin saglanmasinda,
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda hiicresel metabolik akimin
orkestrasyonunda kritik degere sahiptir (71). Hiicresel stresin arttigi durumlarda
azalan tolerans mitokondri tarafindan saglanan bu fonksiyonlardaki bozulma ile
birlikte direk veya indirek olarak hiicresel 6lime yol acar. SSS’nin maruz kaldigi
travma hiicresel respirasyonun ve oksidatif fosforilasyonun bozulmas: ile
mitokondrial fonksiyonlar1 alt iist eder. Ayrica meydana gelen hasar, mitokondrial
Ca+2 transportunu inhibe ederek intraselliiller Ca+2 hemostazini bozar (16).
Mitokondri i¢ membranin Ca+2 tarafindan tetiklenen permabilite degisiklikleri
hiicresel o6liimde gozlenmektedir. Bu degisiklikler mitokondrial membran
potansiyelini azaltarak osmotik sisme ve mitokondrial lizisi siddetlendirir (72). Ca+2
permabilitesindeki bu degisiklikler terapdtik hedef olarak goziikmektedir. Ornegin

Ca+2 tarafindan tetiklenen mitokonrial permabilite degisikliklerinin bir inhibitorii
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olan Siklosporin A’nin noroprotektif oldugu distiniilmektedir (16). Travmatik hasar
sonrasi eksitatuar norotransmitterlerin birikiminden meydana gelen hiicresel hasarda
mitokondri 6nem tasimaktadir. Eksitotoksik hiicre oliimiinde; biiyiik miktarlarda
artan mitokonrial Ca+2 birikimine karsin daha az yiikselen sitozolik Ca+2 miktari
ana nedeni olusturmaktadir (16). Eksitotoksititeye ek olarak travma sonrasi artan
mekanik stres, inflamatuar reaksiyonlar mitokonrial hasari arttirmaktadir. Ayrica
mitokonri dis membranin artan permabilitesiyle apoptogenik proteinlerin sitozole
salinmasi, apoptoz ve hiicre 6liimiinde anahtar mekanizma olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Mitokondri travmatik noral hasarin integral mediatéru olarak gorev almaktadir.

2.2. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-Arjinin’den sentezlenen
yart Omrii kisa potent serbest radikal yapida bir molekiildiir (73,74). Vaskiiler
tonusun diizenlenmesi, platelet fonksiyonlarin diizenlenmesi, inflamasyona
immunolojik cevap, otonomik tonus ve duysal iletinin regiilasyonu gibi bir¢ok
fizyojik olayda rol oynarken ayni zamanda onemli bir ndorotransmitter-
néromodiilatordiir (75).

3 tip Nitrik oksit sentaz isoformu mevcuttur (74-76):

1-cNOS —Kalsiyuma bagimli--- ncNOS -Noronal Tip 1

2-ecNOS- Endotelial Tip 3

3-INOS-Kalsiyum bagimsiz---Tip 2 (uyarilabilir)

Bu fizyolojik fonksiyonlarin yani sira patolojik durumlarda yiiksek
miktarlardaki tiretimi sonucu NO norotoksik hale doniisiir ve bir serbest radikal
olarak sekonder hasarin ilerlemesinde sitotoksik molekiil olarak rol oynar (73,76,77).

INOS saglikli dokularda bulunmazken patolojik siireglerde inflamatuar
mediatorler ve sitokinler tarafindan stimiilasyonu sonucu makrofajlar ve glial
hiicreler, endotelial hiicreler, fibroblastlar, noéronlar ve vaskiiler diiz kas hiicreleri
tarafindan tiretilir (73,76).

Ozellikle patolojik kosullarda INOS’a bagli NO asir1 iiretimi ve peroksinitrit
olusumu; protein hasari, lipid peroksidasyonunun artis, DNA hasariyla birlikte

PARS(Poly-ADP riboz sentetaz) aktivasyonu ile hiicresel enerji kaybi, mitokondrial
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elektron transport zinciri enzimleri olan kompleks 1-2 ve akonitaz’in demirsilfiir
merkezlerine etki ederek inhibisyonu ile mitokondrial respirasyonun durmasi, DNA

replikasyonunun inhibisyonu ile hiicre éliimiine neden olur (76).

Glutamat

Ca™ \ PARS
@ DNA_ Aktivasyon
Hasarn +
Hiicresel enerii kavigy
Ca™™ ”
aNOS Hiicre

N Oliimii
NO“ONOO >
0rI—> >

iNOS Mitokondri
(Kompleks 1,
Protein Hasar I}

S-Nitrozilasyon
Nitrasyon
Lipid

Sitokinler

Inflamatuar mediatérler

Sekil 5: NO ve/veya peroksinitrit iliskili norotoksitite

Suzuki ve ark. yaptifi bir caligmada travma uygulanan farelerde, INOS
kaynaklt NO asir1 liretiminin ge¢ evre noronal hasara katkida bulundugu ve akut
fazda NOS inhibisyonun kronik fazda daha iyi fonksiyonel iyilesmeyi sagladigini
gostermislerdir (75).

Travmatik beyin hasarinda; platelet agregasyonu ve l6kosit adezyonunun
azaltilmasi ve vazodilatator etkisi nedeniyle, kan akiminin artmasini saglayan eNOS
aktivasyonunun korunarak, selektif iNOS inhibisyonunun, hasarin azaltilmasinda
onemli oldugu gosterilmistir (76). Santral sinir sisteminde NMDA reseptor
aktivasyonun intraselliiler Ca+2 artigsina bagh olarak NOS olusumuna onciiluk ettigi
distintilmektedir (78). NO, spinal kord hasarina cevap olarak artis gostermekte ve
NOS’un farkli kaynaklardan olusumuna bagli olarak travma sonrast degisik
zamanlarda yiikselmektedir. cNOS aktivitesi travma sonrasi 4-8 saat iginde ortaya
cikarken, INOS aktivitesi 72 saat gibi siirede ortaya ¢ikan ge¢ bir olaydir (73).
Iadekola ve ark. serebral iskemi calismasinda INOS aktivitesindeki artisin

okliizyondan 12 saat sonra basladigin1 96.saatte pik yaptigini1 7. giinde distigiini
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gosterirken, Agrawal ve ark. ise travmatik beyin hasari sonras1 INOS aktivasyonun
l.glin sonunda ortaya c¢iktigin1 7.giinde maksimuma ulastigint ve 14.gunde
kayboldugunu ortaya koymuslardir (75,79).

Liu ve ark. gen ekspresyonuna yonelik yaptiklari ¢alismada iNOS’un normal
spinal kord metabolizmasinda yer almadigini ve travma sonrasi transkripsiyonel

diizeyde eksprese edildigini géstermistir (74).

2.3. Spinal Kord Hasarinin Patolojisi

Omurilikte travmay1 takiben baslayan ikincil hasar siireci akut, subakut ve ge¢ faz
olarak siniflanabilir. Hemoraji ve hizli nekrozu takiben, astrositler ve mikroglia
reaktif hale gelir, lezyon boélgesine inflamatuar hiicreler go¢ eder. Yaralanmadan
haftalar sonra skar dokusu ve kavite olusur, beyaz cevherde Wallerian
dejenerasyonun degisik evreleri gozlenir (80). (Tablo 7) Medulla spinalis
yaralanmalarinda ndropatolojik bulgular yaralanmayi olusturan etkenin siddetine,
siresine ve vyaralanmadan sonra gegen zamana bagli olarak degisiklikler

gostermektedir (81).

Tablo 7: Akut spinal kord hasarinin patolojisi (19)

*Santral hemoraji: kapiller, veniiller ve arteriollerden 6zellikle gri cevher igine
*Hematomyeli

*Uzak kanamalar (6zellikle venoz)

*Santral hemorajik nekroz

*Post travmatik infakt

*Subaraknoid kanama

*Subdural veya ekstradural kanamalar: (nadir)

*(Odem: lokal, genisleyen

*Aksonal hasar: transeksiyon, aksolemma riiptiirii, sisme, dev aksonlar, organel
kiimelenmesi

*Myelin kilif hasari: riiptiir, vezikiiler ayrilma, periaksonal bosluklar

*Inflamasyon: makrofajlar, mikroglia
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2.3.1. Erken Donem Patolojisi

Akut hasarin en erken makroskopik bulgulari zedelenmenin siddetine bagli olarak
kordda yumusama, yuvarlaklasma ve pembe-kirmizi renk degisikligi olusmasidir (82).

Bu renk degisikligi mikrokanamalara ve venoz staza baglidir (81).

Erken doneme ait morfolojik degisiklikler travmay1 takiben 4. saatte baslar, 8
ila 24 saat arasinda nekroz 151k mikroskobu ile goriilebilir diizeydedir. ilk belirtiler
gri cevherde petesial kanamalar, beyaz cevherde 6demdir. Beyaz cevherde olusan
o6dem notrofilde vakuoler sisme olarak izlenir. Travmayr takiben 12-18 saatte
maksimuma ulagir ve 3-5 giinde siddetini kaybeder ancak yaklasik 15 giin 6zellikle
beyaz cevherde belirgin kalabilir (81).

Ayrica travma sonrasi eritrosit ve lokositler damar disina c¢ikarlar.
Eritrositlerin ekstravaze olmasiyla petesial kanamalar olusur ve kanin diger sekilli
elemanlarindan 6ncelikle PNL’ler travma sonrasi ortama hakimdir. Daha sonra ise
lenfosit ve makrofaj hakimiyeti olusur (83).

Medulla spinalis parankimine ait travmatik degisiklikler olarak noronlarda
akson ve myelin kilifinin sigsmesi ve biitinligiiniin kayb1 gozlenir (84).

Ultrastriiktiirel diizeyde aksonlarda mikrotubiil ve noroflamanlarda kesilme
ve parcalanma izlenir. Akson membranindaki hasara bagli olarak iyon kanallarinda
fonksiyonel bozukluk ve vaskiiler endotelyal hasar ortaya ¢ikar. Akson hafif siddette
hasarlandiginda sismis, bogumlanmis ve kivrimlanmis dejenerasyon gosterirken,
daha agir hasarda kesintili damlaciklar seklinde goriiliir. Aksonun tamamen yirtildigt
veya koptugu noktada "terminal tanecik™ adi verilen terminal sisme goriliir. Miyelin
kilif da hafif hasarda vakuoler dejenerasyon gosterirken, agir hasarda miyelin ve
aksonun birlikte parcalanmalari ile serbest yag tanecileri belirir (81,84,85).

Noron hiicresi oldiigiinde 1-4 saat iginde hiicre ve stoplazmasi {iggen seklinde
biiztliir. Niivede kromatin yapisinin kabalasip pargalanarak dagilmasi, stoplazmada
nissl cisimciklerinin kayb1 ve koyu eozinofilik boyanma seklindeki "Kirmizi1 néron™
olarak adlandirilan degisiklige ugrar. Olen néronlar makrofajlar ve mikroglialar
tarafindan fagosite edilirler ve bu olay travmadan 10-12 saat sonra 1s1k

mikroskobunda saptanabilir (81,86).

30



2.3.2. Subakut Donem Patolojisi

Aktive olmus mikroglia ve astrositler reaktif gliozis olusturmaya baslarlar.
Mikroglia, noronal dejenerasyon varliginda, kimyasal uyarilar altinda sitotoksik
makrofajlara doniisiir. Bu hiicreler lezyon merkezinde calisirlar ve nadiren yayilirlar.
Myofibroblastlarin kollajen {ireten fibrositlere doniisiimii ile nedbe dokusu olusur.
Travmayi takiben 2-3 hafta sonra akut donemdeki degisiklikler azalmaya baslamustir.
Odem azalmis ve kiiciik kanamalar rezorbe olmustur. Biiyiik kanamalar ise
organizasyon ile giderilmeye calisilir ve rekanalizasyon izlenir. Damarlarin ¢gogunun
limeninde fibrin trombiisleri vardir. Ortamda lipid ve hemosiderin yiikli makrofajlar
mevcuttur. Fagositik hiicreler hasarin oldugu alanda 6zellikle damarlar ¢evresinde
rozetler halinde gruplar olusturur (81,87).

Eger santral hemorajik nekroz olusmussa, onarim boru seklinde kistik bosluk
olarak gergeklesir. Aksonal baglantis1 kesilmis néronda "santral kromatolizis" olarak
adlandirilan sitoplazmanin belirgin homojenizasyona ugradig1 ve sistigi, ¢ekirdegin
ise kenara itildigi degisiklikler gorilir. Noron hicrelerinin  aksonunda kesi
oldugunda aksonun distal kisminda wallerian dejenerasyon meydana gelir.
Travmanin basinda sismis olan spinal kord onarim sonuna dogru incelmis ve atrofik
goriinlim almistir. Deneysel ¢alismalarda rejenerasyonun ti¢ yila kadar yavas hizla

devam ettigi gosterilmistir (81,87).

2.3.3. Kronik Donem Patolojisi

Travma sonrasinda 6 ay ve daha ge¢ donemde izlenen degisikliklerdir (12) (Tablo 8).
Travma bolgesinde medulla spinalis tizerinde dura mater ve araknoid membran
kalinlasmistir. Meningial zar, adeziv araknoidit olarak isimlendirilen korda veya
duraya yapisiklik gosterir. Mikroskobik olarak fibrozis ve meningeal hiicre
proliferasyonu goriiliir. Medulla spinalis makroskopik olarak biiziilerek kii¢iilmiistiir,
gri ve sert kivamlidir. Skar dokusunun yani sira bazi ndronlarda aksonal

rejenerasyon, schwan hiicrelerinde remiyelinizasyon goriilebilir (81).
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Tablo 8: Spinal kord hasarmin kronik donem patolojisi (12)

Santral kavitasyon
Aksonlarin devamli subpial rimi
Posttravmatik infakt
Posttravmatik syringomyeli
Kistik myelomalezi

Uzak nekrotik odak
Demiyelinizasyon
Inflamasyon

Wallerian dejenerasyon
Skar ve gliozis

Araknoidit

Atrofi

Rejeneratif siiregler: aksonlar, schwan hiicreleri, epandim

2.4. Omurilik Travmasinda Tani

Aksi ispat edilene kadar her multitravma hastasinda spinal bir yaralanma olabilecegi
diistiniilmelidir.  Yiiksek enerjili travma kurbanlar1 Oncelikle primer bir
degerlendirmeden gecirilerek ileri yagamsal destek saglanmalidir. Yapilmas: gereken
ilk is hastanin havayolunun acik olmasmi saglamak, solunum ve dolasim
parametrelerini diizeltmek olmalidir. Ikinci bir hayati tehdit edici yaralanma olasilig1
ortadan kaldirilmalidir. Spinal yaralanmadan siiphe edilen hastalar yeterli servikal
immobilizasyon saglanarak sirt tahtalari ile transport saglanmalidir (88,89).
Klinisyenin bdyle olasi spinal yaralanma durumu olabilecek hastada birinci
sorumlulugu seri muayenelerle duysal ve motor fonksiyonu degerlendirmektir. Cok
sayida klinisyen tarafindan degerlendirildiginde norolojik defisiti kacirma olasilig
azalacaktir (88,89). Fizik muayene Ozellikle suuru kapali hastalarda omurilik

yaralanmasina ait spesifik bir sonuca gotiirebilir (90).
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Tablo 9: Omurilik hasarinda yol gosteren klinik veriler

Omurilik hasarinda yol gisteren klinik veriler (6zellikle bilinci kapal ve

kooperasyonu yoksa)

1-Spinal sokta hipotansiyon ve bradikardi

2-Paradoks solunum

3-Diisiik viicut 1s181 ve yiiksek cilt 15151

4-Priapism

5-Bilateral kol ve bacak paralizisi, ézellikle gevsek

6-Bilateral ya da yalnizea kollarda ya da kollarda bacaklardan daha fazla olan

paralizi, 6zellikle gevsek

7-Bilateral bacaklarda paralizi

8-Agrili uyarana cevapsizlik

9-Agrili uyarana yanit yardimu ile anatomik bir seviyenin tespit edilememesi

10-Agnli uyaran ile yalnizea bas hareketi veya yiizde mimik olusmasi

11-Terleme seviyesi

12- Hormer Sendromu

13-Brown Sequard Sendromu

Tiim spinal kolon yeterli 6n-arka ve yan grafilerle degerlendirilene kadar
spinal dnlemler alinmalidir. Rontgenogramlar C2’nin odontoid progesi i¢in servikal
bolgede ag1z agik grafiyi de igermelidir (91). Direkt radyolojik muayenelerden sonra
en yararl arastirma yontemleri BT ve MR dir (88,89).

Bilgisayarli tomografi; orta kolonu, kanal iligkisini ve yan grafilerde
goriilemeyen arka elemanlarin kiriklarini géstermede basarilidir (88,89).

Manyetik rezonans goriintiileme; yumusak doku hasarini ve posteriora yer
degistiren disk dokusunu gostermede basarilidir. Akut SKY’de ilk 24 saatteki
goriintiilerde T2 imajlarda azalmis sinyal intensitesi kanama olarak degerlendirilir.
Odem ve kord kontiizyonu yiiksek sinyal intensitesinde goriiliir. Yine paraspinal
kanamalarin T2 goriintiileri yiiksek sinyal intensitesi yaratirlar. Belirgin kemik
yaralanma olmamasi durumunda okkiilt ligamant6z instabiliteyi teshis etmede
avantajlidir (88,89).

Radyolojik belirti olmaksizin ndrolojik belirtilerin bulundugu hastalar igin

SCIWORA terimi kullanilir (92).
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Spodilozlu hastada hasar mekanizmalari en azindan bazi agilardan spondilozu
olmayan hastalara gore fark arzeder. Birgok calismadaki gibi bu hastalar daha yash
gruptadirlar. Spondilozsuz hastalarda oldugu gibi spondilozlularin bir¢ogunda da
maksimum kord kompresyonunun oldugu seviyede T2 goriintiilerde intramediiller
sinyal degisiklikleri vardir. Bu hastalarin kaginda hasar dncesinde myelopati oldugu
ve bunun ndrolojk hasar1 ne kadar etkiledigi belirsizdir (93).

SKY’nin noroljik ve fonksiyonel siniflamalar1 i¢in uluslararasi standartlarin
ilki 1982 yilinda ASIA tarafindan yapildi. Spinal kord motor ve duysal bilginin beyin
ve viicut arasinda dolagimini saglayan ana iletim yoludur. Santral alanlar1 (gri
madde) ¢evreleyen longitiidinal yerlesimli spinal traktuslar1 (beyaz madde) igerir. Gri
madde duysal ve motor noronlar1 barindiran segmentlere ayrilir. Spinal duysal ndron
aksonlar1 spinal korda girerken motor ndronlarin aksonlar1 segmental sinir ya da
kokler tizerinde kordu terk eder. Kokler vertebral kolondan girip ¢iktiklart
foramenlere gore adlandirilir. Her kdk dermatom denilen deri alanlarindan duysal
bilgi alir. Ayn1 sekilde her kok miyotom denen adale gruplarini innerve eder. SKY,
lezyon alanlarinda duysal ve motor sinyallerin iletimini etkiler. Dermatom ve
myotomlarin sistematik muayenesi ile SKY’den etkilenmis kord segmentleri
belirlenebilir (13)

Tetrapleji (kuadropleji): Bu terim spinal kordun servikal segmentlerinde
noral elemanlarin spinal kanal boyunca hasarina bagli motor ve/veya duysal
fonksiyonun bozulmasmi tanimlar. Tetrapleji, govdenin oldugu kadar kollarda,
bacaklarda ve pelvikorganlarda fonksiyonlarin bozulmasi ile sonuglanir. Noral kanal
disinda brakial pleksus lezyonlar1 ya da periferik sinir yaralanmalarini igermez (13).

Parapleji: Bu terim spinal kordun torasik, lomber ya da sakral segmentlerinde
noral elemanlarin spinal kanal boyunca hasarina sekonder motor ve/veya duysal
fonksiyon kaybini tanimlar. Paraplejide kollarin fonksiyonu korunur fakat yaralanma
seviyesine bagli olarak govde bacaklar veya pelvik organlari igine alabilir. Terim
kauda equina ve konus mediillaris lezyonlari i¢in kullanilabilir fakat lumbosakral
pleksiis lezyonlar1 ve noral kanal diginda periferik sinir lezyonlarini igermez (13).

Norolojik seviye: Viicudun her iki tarafinda normal duysal ve motor
fonksiyonun korundugu en kaudal spinal kord segmentini tanimlar. Duysal seviye

terimi viicudun her iki tarafinda normal duysal fonksiyon gosteren en kaudal spinal
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kord segmentini tanimlar. Motor seviye ise benzer olarak en kaudal normal motor
fonksiyon gosteren segmenti tanimlar

Bu seviyeler;
1.Viicudun sag ve sol tarafinda 28 duysal anahtar noktasi olan dermatomun
muayenesi ile,
2.Viicudun sag ve sol tarafinda 10 anahtar adale olan 10 myotomun muayenesi ile
belirlenir.

Iskelet seviyesi: Bu terim radyografik incelemede en biiyiik vertebral hasarin
oldugu seviyeyi tanimlar (13).

Inkomplet yaralanma: Eger norolojik seviyenin altinda duysal ve/veya motor
fonksiyonlarda parsiyel bir korunma varsa ve en alt sakral segmenti igeriyorsa
yaralanma inkomplet olarak tanimlanir. Sakral duyu derin anal duyu kadar anal
mukokutan6z bileskedeki duyuyu igerir. Motor fonksiyon testi dijital muayenede
eksternal anal sfinkterin kontraksiyonunu arastirir (13).

Komplet yaralanma: Bu terim en alt sakral segmentte motor ve duysal

fonksiyon yoklugunu tanimlar (13).

Tablo 10: ASTA /IMSOP hasar skalasi

ASIA / IMSOP Hasar skalasi

Grade A Komplet Sakral S 4-5 segmentlerinde hi¢cbir motor veya duyu fonksiyonu

korunmanu STIr.

Grade B Inkomplet Nérolojik seviyenin altinda duyu fonksiyonu korunmus, ancak

motor fonksiyon yok.

Grade C Inkomplet Nérolojik seviyenin altinda motor fonksiyon korunmus ve

norolojik seviye altindaki anahtar kaslarin ¢ogunda kas giicii {iglin altinda

Grade D Inkomplet Nérolojik seviyenin altinda motor fonksiyon korunmus ve

ndrolojik seviye altindaki anahtar kaslarin ¢ogunda kas giicii {i¢c veya tizer1

Grade E Normal Normal duyu ve motor fonksiyon
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Eger norolojik bozukluk ortaya c¢ikmissa, omurilik yaralanmasi tanisi
konmasi kolaydir. Ancak spinal kolonda nérolojik defisit olmaksizin da anstabil
yaralanma olmus olma olasilig1 unutulmamalidir (90).

Solunum travmanin etkiledigi spinal segmentin yiiksekligi ile dogru orantili
olarak bozulur. Yalnizca motor ve duyu fonksiyonlar etkilenmeyip otonomik liflerin
de etkilenmesiyle spinal sok denilen durum ortaya ¢ikar. Kan basincinin diigsmesine
bradikardi ve periferik vazodilatasyonun eslik eder. Genellikle T6 diizeyinin
altindaki travmalarda ortaya ¢ikmaz. Lezyon bu seviyenin altinda olupta sokta olan
hastalarda oncelikle hemorajik bir neden aranmalidir. Muayenede perine bolgesinin
incelenmesi onemlidir. Omurilik travmalarinda ortaya ¢ikan tablolar tam lezyonlar
ve kismi lezyonlar seklinde goriiliirler (90).

Tam Lezyon: Lezyon altinda kalan viicut kisminda tiim motor ve duysal
fonksiyonlar yitirilmistir. Alt servikal bolge yaralanmalarinda solunum da bozulur.
Lezyon seviyesine bagli olarak norojenik sok goriiliir. Sfinkter kontrolii yapilamaz,
i¢ organlarda retansiyon ve ileus ortaya ¢ikar. Yiiksek seviyede Horner sendromu da
goriilebilir. Basta goriilen gevsek paralizi 3-4 hafta icerisinde spastik paraliziye
dontisiir. Prognozu kotiidir (90).

Kismi Lezyonlar: Santral kord sendromu, Anterior kord sendromu, Posterior
kord sendromu, Brown-Sequard sendromu, Konus medullaris ve kauda ekina
sendromlaridir.

-Santral kord sendromu: Ust ekstremitelerde daha belirgin olmak iizere motor
kayip olur. En fazla agr ve 1s1 duyulan etkilenmistir. Bastaki goriilen kuadripleji kisa
stirede bacaklarda diizelmeye baglar. En sik rastlanan kismi yaralanma sekli budur (94).

-Anterior kord sendromu: Tipik olarak anterior spinal arter okliizyonuyla
olusur. Lezyon seviyesi altinda paralizi, agr1 ve 1s1 duyusu kaybi olur. Dokunma,
titresim ve pozisyon duyular1 saglamdir. Kismi lezyonlar icinde prognozu en kotii
olanidir (94).

-Posterior kord sendromu: Nadir gorillen bir tipidir. Spinotalamik
fonksiyonlar korunurken, kordun posterior yarisinin kortikospinal yollar ve posterior
kolonuda igerecek bicimde hasarina bagli olarak hareket ve propriyosepsiyon kaybi

gortliir (90).
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-Brown-Sequard sendromu (yari kesi): Daha ¢ok penetran travmalarda
goriillir ve lezyon seviyesi altinda ayni tarafta motor ve propriosepsiyon kayip, karsi
tarafta agr1 ve 1s1 duyusu kayb1 olur. Hafif dokunma duyusu korunur. Klinikte tiim
bulgularin bir arada goriilmesi durumu nadirdir. Kord travmalar1 iginde prognozu en
Iyi olan gruptur (94).

-Kauda equina ve konus medullaris sendromlari: Agrili poliradikiilopati 6n
plandadir. Asimetrik alt motor néron tipi pareziler ve sfinkter kusurlar1 ortaya ¢ikar.
Yalnizca konus medullaris etkilendiginde sfinkter bozukluklar1 6n plandadir (94).
Geri donebilen sendromlardan kord konkiizyonunda ise motor ve duysal
fonksiyonlarin gecici olarak kaybi meydana gelir. Fonksiyonlarin geri donmesi

genellikle dakikalar, hemen her zaman saatler i¢inde olur (90).

2.5. Flavonoiedler ve Hesperidin

Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince 'sar1 ' anlamina gelen 'flavus' sdzciigiinden
tiretilerek 'flavonoid' adini almiglardir. 15 C atomlu 2-fenil benzopiron (difenil
propan) yapisi (C6-C3-C6) gosterirler. Iskelet yapilarmin farkli olmasina gére

flavon, flavonol, flavonon, biflavonoid ve kalkon gibi tiirleri vardir (95).

Sekil 6: Flavonoid (2-fenil-1,4-benzo piron)

Tablo 11: Farkli iskelet yapilarina gore flavonoidler

Flavonler Flavonoller Flavanonlar
Chrysin Quercetin Naringenin
Apigenin Rutin Eriodiktol
Luteolin Kaempferol Hesperidin
Rhamnetin
Flavanoller Dihidroflavonoller Biflavonoidler
Catechin Taksifolin Amentoflavon
Epicatechin Slibin
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Sekil 7: Iskelet yapilarina gore flavonoidler

2.5.1. Flavonoidlerin Canllar Uzerindeki Etkileri

Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit (O2-), lipid alkoksil (ROO-) ve
peroksil (ROO-), nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu , o
tokoferol rejenerasyonu gibi antioksidan 6zellik goriir. Flavonoidler bu fonksiyonlara
ek olarak; Antitimor, antiviral, antitrombotik, fosfolipaz A2, siklooksijenaz,
lipooksijenaz  enzimlerinin  inhibisyonu ile  antiinflamatuar, antialerjik,
vazodilatasyon, immiinstimiilan 6zellik gosterir.

Literatiirde flavonoidlerin faydali 6zellikleri yaninda prooksidan 6zellikleri
olduguna dair calismalar mevcuttur. Bu 6zellikler tiimoér promotorii olarak etkisi,
glutatyon rediiktaz (GR) enzimini inhibe etkisi, monooksijenaz ve siklooksijenaz

enzimlerini aktive etkisi gosterir (5,96,97).
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Hesperidin ilk kez 1827 yilinda Lebreton tarafindan kesfedildi, ancak saf halde
degildi ve o zamandan beri arastirilmaktadir (98).

Turunggillerde bol miktarda bulunan bir Flavanon glikozit olan hesperidinin,
bitki savunmasinda rol oynadigma inanilmaktadir. Hesperidin (3,5,7-trihidroksi
Flavanon-7-rhamnoglucoside) farmakolojik olarak aktif bir bioflavonoiddir (99).

Hesperidin glikozid halinde ya da glikozid baglar1 kirilarak absorbe edilir.
Hesperitin diyetle alinan hesperidinin absorbsiyonu i¢in deglikozile olmus halidir (100).

Hesperidin ve onun sentetik derivesi olan diosmin, ila¢ olan Daflon® ‘un
komponentleridir. Daflon® "un kan akimim arttirark varikdz venlerde yararli etkilere
sahip oldugu buna ek olarak destek tedavi olarak bacaklardaki 6demi veya asir1 sismeyi
azalttig1 gosterilmis (101).

Hesperidinin biyolojik aktiviteleri antikanser ve antibakteriyel aktiviteden kemik
reabsorbsiyon inhibisyonunu ve noroprotektif etkiye kadar genis bir spektrumu kapsar
(102).

Ayrica Youdim hesperidinin kan beyin bariyerini gecebildigini gostermistir (103).

2.6. Modern Farmakoterapi Calismalar:

Glintimiizde akut omurilik yaralanmasinin modern anlamda tedavisine yonelik
caligmalar, hasarin sekonder mekanizmalarla olan siddetlenmesine odaklanmistir
(104,37). Gegen yillar akut omurilik yaralanmasinin patofizyolojisi hakkinda genis
bir bilgiye sahip olmayr saglamasina ragmen, kalici ve ciddi derecede etkili ayni
zamanda evrensel kabul goren bir tedavi protokoliiniin bulunamamis olmasi
nedeniyle, Ozellikle noral hasarin azaltilmasina yonelik molekiiler ve hiicresel
diizeyde laboratuvar ve klinik ¢alismalar halen devam etmektedir (38). Denenen
bircok ajanin tedavide iimit verici etkilerine ragmen, yalnizca Metilprednizolon’un
(MP) genis klinik caligmalarda kabul goren tedavi sekli olmaya devam etmesi s6z
konusudur (37). Birgok tibbi acil durumda oldugu gibi hastanin kardiyopulmoner
stabilizasyonu kritik 6neme sahiptir.

Spinal kord travmasina ugramis kisiler, sempatik tonus kaybina bagl olarak,
vaskiiler tonusta azalma ve kanin periferde gollenmesi ile birlikte hipotansiyon,

bradikardi ve soguk ekstremitelerden olusan triad tablosu ile karsimiza norojenik sok
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tablosu ile c¢ikabilirler (104). Bu asamada etkili tedavi, iskemik hasarin
siddetlenmesine neden olabilecek sistemik hipotansiyon ve hipoperfiizyondan
korunmaya yonelik olmalidir (104,37).

Efektif tedavi vazopressor desteginde (efedrin, fenilefrin gibi) sivi
verilmesidir. Santral vendz basinci ve arteryel basinci takip edebilmek i¢in invaziv
elektromonitorizasyon gerekir. Bir¢ok hastada basing destegindense voliim destegi
giivenilirdir. Cilinkii  yogun vazopressor verilmesi Ozelikle yetersiz volim
resiisitasyonunda organ perflizyonunu azaltabilir. Kisaca nérojenik sok volim ve
pressor destegi ile tedavi edilir ve spinal kord dokusuna ek iskemik yaralanma
onlenmeye c¢alisilir (37). Baslangi¢ resiisitasyon tedavisinin ardindan omurilik
travmasinda patofizyolojik mekanizmalar g6z Oniinde bulundurularak iizerinde
calisgtlmis  ve c¢alisilmaya devam edilen farmakolojik tedavi yontemleri
degerlendirilmelidir. Akut omurilik yaralanmasina maruz kalmig hastalarda, cerrahi
tedavinin zamanlamasi ve endikasyonlar1 konusunda gesitli fikirler olmasina ragmen,
birgok cerrah farmakolojik tedavi siirecinde norolojik kotiilesme gosteren inkomplet
hasarli vakalarda erken cerrahi tedavi segenegini savunmaktadirlar (104).
Gelistirilmeye caligilan farmakolojik tedavi protokolleri ilerleyici ndral hasarin
azaltilmasin1 hedeflemekte ve olusan norolojik sekelin en aza indirilmeye

calisilmasini amaglamaktadir (37).

2.6.1. Kortikosteroidler

Akut omurilik yaralanmasimin tedavisinde kortikosteroid tedavi genis laboratuvar ve
Klinik ¢alismalarda denenmistir (37). Kortikosteroidlerin baslangigta kullanim1 spinal
odemi azaltici etkisine ve anti-inflamatuar &zelligine baglanmuisti (105). Ilk
arastirmalarda sadece 1limli yarar1 saptanmasina ragmen, yaygin olarak kullanilmaya
baslandi. Genis klinik ¢alismalarda MP’nin nérolojik fonksiyonlari anlamli olarak
diizelttigi belirtilse de, yapilan ¢alismalarin veri analizlerinin degerlendirilmesi ve
calisma seklinin olusturulmasina bagli olarak ¢eliskili durumlar igermekteydi (37).
Klinik ¢aligmalarda MP diger kortikosteroidler olan Deksametazon ve
Hidrokortizon’a gore daha gii¢lii antioksidan 6zelligi ve hiicre membranindan daha

kolay gecmesi nedeniyle 6n plana ¢ikti (106). MP’nin spinal kord hasarini azaltict
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etkisini olusturmasinin bircok mekanizmaya bagli oldugu disiiniilmektedir.
Bunlarin; lipid peroksidasyonunun inhibisyonu, doku kan akiminin ve aerobik enerji
metabolizmasimin diizenlenmesi ile ilerleyici posttravmatik iskemiden korunma,
noroflament  degredasyonun inhibisyonu, intraselliler ~Ca+2  birikiminin
engellenmesi, vasoaktif prostoglandin F,o ve tromboksan A, formasyonunun
inhibisyonu, spinal ndron eksitabilitesinin azaltilmasi oldugu diistiniilmektedir
(104,37). Ancak hasar gormiis dokunun yenilenmesinde veya fonksiyonunun geri
kazanilmasi iizerine bir etkisi olmadigi bildirilmistir. Intraselliiler-ekstraselliiler
Ca+2 akimini stabilize eder. Hiicre asit-baz dengesinin yeniden olugsmasina yardim
eder. Na-K ATPaz aktivitesinin tekrar olusumunu saglar. Lezyon yerinde Na+ ve su
tutulumunu azaltir ve K+ kaybint Onler. Spinal kord hasarinda MP tedavisinin
incelendigi ilk genis klinik ¢alisma (The National Acut Spinal Cord Injury Study)
NASCIS 1°dir Yiiksek doz MP’nin omurilik kan akimini ve perfiizyonunu arttirarak
norolojik kayiplar1 azalttigi bildirilmistir. NASCIS II protokoluna gore; ilk 8 saat
icinde 30 mg/kg/ 15 dakika, devaminda 5.4 mg/kg/ 23 saat infiizyon halinde
uygulanan MP’nin morbidite ve mortaliteyi azalttig1 bildirilmistir (38,8). NASCIS 1l
tedavisi NASCIS III calismast ile degisiklige ugramistir. NASCIS III ¢alismasina
gbre yaralanma sonrasi ilk 3 saat iginde tedaviye alinan ve 48 saat siirdiiriilen

hastalarda sonuglar daha iyi bulunmustur (107-111).

2.6.2. 21-Aminosteroidler (Lazoroidler)

Yiiksek doz MP ile lipid peroksidasyonun inhibisyonu, glukokortikoid reseptor
iliskili degil daha ¢ok antioksidan 6zelligine bagli oldugunun diisiiniilmesi MP’den
daha potent antioksidan olan 21-Aminosteroidlerin gelistirilmesini saglamistir.
Bunun icin U 74600 F (tirilazad mestilat) (TM) beyin ve spinal kord hasar1 tizerinde
denemistir (37,112, 113.) And ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢alismada, TM verilen
kedilerde plasebo grubuna gore travma sonrasi 4. haftada daha anlamli diizelme
oldugu gosterilmistir (37). Yine Hall ve ark. 10 mg/kg TM verilen kedilerde spinal
kord kan akiminin plasebo ve 3 mg/kg TM grubuna gore ciddi derecede yiiksek
oldugu gosterilmistir (113). Yapilan NASCIS III ¢aligmasinda; TM verilen gurubun
24 saat MP uygulanan gruba benzer sonuglar gosterdigi tespit edilmis, ancak TM
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grubuna da baslangicta bolus MP verilmis olmasi etkinin neye bagli oldugu
konusunda net sonuca ulasilamamasina neden olmustur. Bu nedenle TM ile ilgili

ciddi planlanmis galigmalara gereksinim oldugu bir gergektir (37).

2.6.3. Opioid Reseptor Antagonistleri

Akut omurilik yaralanmasi sonrasi endojen opioid seviyesinde artis ve opioid
reseptOr aktivasyonu, sekonder hasarin siddetlenmesinde rol oynamaktadir (37).

Dinorfin kappa reseptorleri tizerinden etkilidir. Mikrosirkiilatuar kan akimin
azaltir, sekonder yaralanmayi arttir. Naloksan ve tirotropin releasing hormon (TRH)
gibi endojen antagonistler bazi havyan modellerinde spinal kord kan akimini artirip
norolojik defisitleri azaltmislardir. Bazi c¢alismalarda ise norolojik iyilesmeye
katkilar1 olmamustir. NASCIS faz II ¢aligmasinda naloksan plasebodan daha iyi
klinik gosterememistir. Fakat toplanan verinin reanalizi yaralanma sonrasi ilk 8
saatte fonksiyonel iyilesmeye katkisini gdstermistir (8). Ayrica naloksanin paretik
hastalarda daha etkili oldugu gosterilmistir (114-116).

Cesitli arastirmalarda naloksanin etkisi opiod benzeri maddelerin etkisini
antagonize etmesine, Na+ ve K+ /Mg+2 ATPaz’in inaktivasyonunu azaltmasina,
lizozomal membrani stabilize etmesine, cAMP’yi etkilemesine, proteolizisi inhibe
etmesine, Cat+2 akiminm1 degistirmesine, antioksidan aktivitesine, lipid
peroksidasyonunu inhibe etmesine, travma sonrast omurilik kan akimin
diizeltmesine baglanmistir (117-119).

Bir k-reseptor antagonisti olan Norbinolterfimin’nin kedilerde olusturulan
akut spinal kord travmasi sonrasi sonuglari anlami derecede diizelttigi gosterilmistir
(120). Ayrica yine k- reseptor antagonistlerin kullanildigi diger deneysel spinal kord
hasar1 ¢alismalarinda sonuglar olumlu goziikmektedir. Sonug¢ olarak opioid
antagonistlerin ila¢ doz programi ve tedavi zamanlamasinin tespiti i¢in baska

calismalara ihtiya¢ vardir (37).
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2.6.4. Gangliozidler

Gangliozidler; santral sinir sistemi hiicrelerinin membranlarinin dis yapraginda
yiiksek  konsantrasyonda bulunan kompleks asidik glikopeptidlerdir (37).
Monosialotetraheksosilgangliozid  (GM-1  Gangliozid) SSS’de  noéronlarin
aksonlarinda, myelin kiliflarinda ve beyaz cevher igerisindeki glial hiicrelerde
bulunur (121). Deneysel SSS travmalarinda GM-1 gangliozid’in sinir
rejenerasyonunu stimiile ettigi ve anterograd-retrograd dejenerasyona karsi koruyucu
oldugu gosterilmistir (37). Gangliozid’lerin 6ne siiriilen etki mekanizmalar1 eksitator
amino asidlerin salimimini azaltmalari, protein kinaz C regiilasyonu ve NO
olusumunu engellemelerine baghdir (109). Protein kinaz C’nin inhibisyonu

posttravmatik iskemiden korunmada énemli goziikmektedir (37).

2.6.5. Tirotropin Salict Hormon (TRH) ve TRH Analoglar:

Tirotropin saliverici hormon (TRH)’ un hipofiz iizerinden troid stimiile edici hormon
(TSH) salgilamasindan baska gorevleride vardir. TRH 1n antagonize ettigi faktorler:
endojen opiatlar, trombosit aktive edici faktor, 16kotrienler ve eksitatér aminoasitler
oldugu disiiniilmektedir. Faden ve ark. TRH’m omurilik kan akiminin artmasinda ve
norolojik fonksiyonu diizeltmede etkili oldugunu gosteren ¢alismalar1 vardir (75).
TRH’1n ¢ok kisa yar1 dmrii olmasi nedeniyle daha stabil analoglar1 gelistirilmistir.
TRH’1in omurilik yaralanmasindaki spesifik etkisi iyi bilinmemekte ise de spinal
refleksleri potansiyelize ettigi ve kolinerjik noronlar lizerinde trofik etkileri oldugu
saptanmigtir. Bu nedenle TRH, yaralanmanin gelismesini onlemekten ¢ok iyilesme

fazinda daha etkili olabilecegi belirtilmistir (45, 114).

2.6.6. Antioksidanlar ve Serbest Radikal Yakalayicilar

Hayvanlarda SSS mekanik travmasi sonrasinda reaktif oksijen tiirevlerindeki belirgin
artis artik ¢ok 1yi bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) inhibisyonu cesitli

yaralanma tipleri sonrasinda davramigsal ve fonksiyonel iyilesme saglayabilir.

Dokunun oksidatif stresini azaltmanin, sekonder néron hasarini azaltmada efektif bir
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farmakolojik yaklasim igin potansiyel bir hedef oldugu diisiiniilmektedir. Askorbik
asit, hipotermi ya da her ikisinin kombinasyonunun siiperoksit ve lipid
peroksidasyonunu belirgin suprese ettigi gosterilmistir. Kombinasyon tedavisinin
ayr1 ayr1 tedavi ile karsilastirildiginda daha efektif oldugu saptanmistir. Askorbik asit
serbest radikal tlirevlerini sitozolde kurtarir ve alfatokoferoksil radikalini hiicresel
membranlar i¢in alfa-tokoferole indirger. Hipotermi oksijen metabolizma hizini
eksitotoksisiteyi azaltir. Farkli mekanizmalarla olsa da askorbik asit ve hipotermi
sinerjik etki ile ROS {iretimini ve iliskili hasar1 azaltir (122). Yapilan bir ¢alismada
lipid peroksidasyonunun travmadan 15 dakika sonra arttigi, 1.saatte maksimum ve
sonrasinda diistigli gosterilmistir. Geg fazda hasarli bolgede ndrotropin gozlendi
(123). Posttravmatik PMNL hiicre infiltrasyonunun genisligini  gdsteren
myeloperoksidaz, yaralanmadan sonra 4. saatte max seviyesine ulasmustir.
Notrofilerden salinan O2 metabolitleri hiicre membranina toksiktir. EPC-K1; vitamin
E ve vitamin C’nin bir fosfat diester baglamis halidir. Sonu¢lar EPC-K1’in in vitro
radikal kurtarici, protektif ve antioksidan aktivitesi oldugunu gostermektedir (124).
Akut omurilik yaralanmasi1 sonrast lipid peroksidasyonu endojen
antioksidanlar tarafindan azaltilmaktadir (125). Ancak travma sonrast a- tokoferol,
retinoik asid, askorbik asid, selenyum, koenzim q gibi ubikinonlar benzeri
antioksidanlarin seviyeleri hizla diismektedir (112). Bu nedenle antioksidanlarin
replasmani lipid peroksidasyonuna bagli hasarin azaltilmasinda etkili olabilir (37).
Deneysel spinal kord hasari calismalarinda Vit A ve Vit C tedavisinin faydali oldugu
gosterilmistir (37). Yine yapilan bircok SSS yaralanma modelinde a-tokoferol

tedavisinin doku hasarini azalttig1 gosterilmistir (109).

2.6.7. Kalsiyum Kanal Blokorleri

Yaralanma veya iskemi sonrasi hiicre membraninin hasara ugramasi sonucunda Ca+2
kanallarinin depolarize olmasi sonucunda Ca+2 hiicre igine akist olur. Kalsiyum
kanal blokorleri Ca+2’nin hiicre icine girisini engelleyerek omurilik yaralanmasinda
ndroprotektif etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Intraselliiler Ca+2 birikimi toksik
noral hiicre oliimiiniin son ortak yolu olarak isimlendirilmekte ve spinal kord

hasarinin patofizyolojisinde integral rol oynamaktadir (37). Hiicre icine Ca+2 akisi
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direk norotoksik etkisine ek olarak, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde vazospazma yol
acar. Bununla iligkili olarak kalsiyum kanal blokérlerinin yararli etkilerinin travma
sonrasi mikrovaskiiler yapilarda olusan vazospazma yonelik koruyucu o6zelligine
baglh olabilecegi diistiniilmektedir (126). Dihidropridin grubu kanal blokérlerinden
Nimodipin tizerinde en cok c¢alisilmis ajandir. Yapilan deneysel c¢alismalarda
Nimodipin’in yararli etkilerinin ancak travma oncesi baglandiginda ortaya ¢iktiginin
goriilmesi, tedavinin klinik kullanimimin Oneminin ve pratikligini simirlanmasina

neden olmustur (37).

2.6.8. Magnezyum

Magnezyum siilfat (MgSO4) kontiizyon yaralanmasindan sonra ndroprotektif 6zellik
gostermistir. NMDA reseptor blokaji ile noral yapilarda glutamat toksisitesini onler.
Serbest radikal diizenlenmesini azaltarak noral yapilarda vazoproteksiyon saglar.
Ayrica endotelyal prostasiklin salinimimi stimiile ederek spinal kordu besleyen
damarlarda dilatasyon saglar (127). Spinal travma sonrasi sekonder hasardan
korunmada Mg+2 replasman tedavisine yonelik c¢alismalar yapilmaktadir (37).
Yiiksek doz Mg+2 tedavisinin (600mg/kg MgSQ,) farelerde akut spinal kord hasar1
sonrasi aksonal fonksiyonlarda anlamli gelisme sagladigi ve lipid peroksidasyonunda

ciddi diisiis meydana getirdigi gosterilmistir (128).

2.6.9. Sodyum Kanal Blokorleri (TTX)

Baslangi¢ travma sonrasi hiicre i¢i Na+ miktarinda ciddi bir artis s6z konusudur. Bu
nedenle sodyum kanal blokajinin sekonder hasarin siddetlenmesinin engellenmesinde
onemli olabilecegi disiiniilmektedir (37). Bu konuda Tetradoksin’in lokal
uygulamasi ile yapilan bir ¢alismada travma sonrasi fonksiyonel defisitin
azaltilmasinda 6nemli oldugu gosterilmistir (129). Schwartz ve Fehlings yaptiklar
deneysel bir calismada, bir sodyum kanal Dblokorii olan Riluzol’un sistemik

uygulanmasinda ciddi noropotektif etkileri oldugunu gosterdiler (130).
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2.6.10. Arasidonik Asit Metabolizmas1 Modiilatorleri

Arasidonik asidin tromboksan, prostaglandinler ve 16kotrienlere doniisiimiinden
sorumlu olan enzim inhibisyonunu hedef alan tedavi girisimleri akut omurilik
yaralanmasi sonrasi denemistir (37). Prostasiklin (PGl,) vaskiiler endotelden salinan
giiclii vazodilatator ve platelet agregasyon inhibisyon etkisi olan dogal bir aragidonik
asit metablolitidir (131). Hallenbeck ve ark. yaptigi bir ¢alismada PGI,’ nin
bulundugu kombine tedavinin travma sonrasi norolojik fonksiyonlarda plaseboya
gore anlamli iyilesme sagladigi gosterilmistir.  Siklooksijenaz inhibitorleri,
tromboksan sentetaz inhibitorleri ve prostosiklin ile yapilan kombine tedavinin rat

omurilik yaralanmasinda noroprotektif etkinligi gosterilmistir (37, 109).

2.6.11. Diger Tedavi Denemeleri

Akson iginde K+ fazlalig1 aksiyon potansiyelinin blokajina yol agar. 4-aminopyridin
(4-AP), internodal bolgelerdeki K+ kanallarinin blokoriidiir. 4-AP, aksiyon
potasiyelinin siiresini uzatarak demiyelinize alanlarda sinir iletisini arttirir. K+ kanal
blokoérlerinin kronik dénemde noronal fonksiyonun yeniden saglanmasinda olumlu
etkilerinin olduguna inanilmaktadir (110, 132).

Norotropik biiytime faktorii’niin deneysel omurilik yaralanmalar1 sonrasi
noronal dejenerasyondan korunmada etkin olabilecegi gosterilmistir (37). 5-HT1 ve
5-HT2 alt grup seratonin reseptor antagonistleri ile yapilan deneysel ¢aligmalarda
travma sonrasi faydali olabilecekleri saptanmigtir. Giiniimiizde omurilik yaralanmasi
sonrasi hiicre 6liimiiniin apoptotik kaskadmna yonelik terapotik korunma gabalari
onem kazanmistir (37). Bu yonde yapilan ¢alismalarda zDEVD fmk ile yapilan
kaspaz 3 inhibisyonun ve anti-apoptotik protein olan Bcl-2’nin deneysel kord hasari
sonrast noroprotektif etkileri gosterilmistir (133). Sitokinler, serbest radikal hasar1 ve
eksitotoksitite gibi sekonder hasar mekanizmalari ile tetiklenen apoptozda, bu etkene
yonelik tedavinin programli hiicre o6limiinden korunmada Onemli olabilecegi
diistincesini desteklenmektedir (37). Siklosporin A, Ca+2’nin tetikledigi mitokondri
i¢c  membranindaki  permabilite  degisikliklerinin  inhibisyonu ve lipid

perokidasyonunun inhibisyonu etkisi ile hiicre olimiinden korunmada o6nemli
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olabilecegi deneysel travmatik kord hasarinda ortaya konmus bir ajandir (37).
Melatonin antioksidan ajan olarak noroprotektif etki gosterir. Membran lipidleri
lizerine anti oksidan etkisinden dolay1 deneysel ¢alismalarda lipid peroksidasyonunu
azaltarak omuriligi ikincil doku hasarindan korudugu bildirilmistir (134).
Hipoterminin omurilik kan akimini 6nemli oranda azalttig1 ve perfiizyonu etkiledigi
bilinmektedir. Etki mekanizmasi konusunda gesitli goriisler vardir. Oksijen serbest
radikallerini ~ azalttigi, eksitator amino asid norotransmitter  glutamatin
serbestlesmesini baskiladigi, hiicre i¢i Ca+2 birikmesini azaltti§i, enflamatuar
cevaplar1 engelledigi, polimorfoniikleer 10kosit birikmesini dnemli oranda azalttig1
bildirilmistir (135). Hiperbarik oksijen tedavisi Omurilik yaralanmasmin erken
doneminde (ilk 6 saat) uygulandiginda iskemiyi 6nleyerek akson ve miyelin hasarini
azaltarak noronal rejenerasyonu sagladigi ve norolojik iyilesme iizerine etkili oldugu
yayinlanmigtir (136, 137). Akut omurilik yaralanmasimin patofizyolojisine yonelik
modern tedavi girisimlerinin devam etmesi, bu yikict problemin ¢o6ziilmesindeki

umudun artmasini saglamaktadir (37).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu deneysel calisma Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun onay1
almarak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvari, Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari ve Patoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarinda iiretilmis 40 adet Wistar Albino cinsi erkek
sigan kullanildi. Her grupta kullanilan ratlarin agirliklar1 220-270 g arasinda
degismekteydi ve ortalama agirlik 230 gramdi.

3.1. Deney Gruplar

Calisma 4 grup olarak planlandi. Bunlar sirasiyla:

I.Grup: (G1; Kontrol) yalnizca laminektomi

I1.Grup: (G2; Travma) laminektomi+spinal travma

I11.Grup: (G3; Diisiik doz Ilag) laminektomi+spinal travma+Hesperidin (50 mg/kg)
IV.Grup: (G4; Diisiik doz Ilag) laminektomi+spinal travma+Hesperidin (100mg/kg)
3.2. Anestezi

Genel anestezi amagh 30 mg/kg dozunda ketamin intraperitoneal olarak uygulandi.

3.3. Travma Aygiti

Standart travma olusturmak amaci ile Yasargil anevrizma klibi kullanildi. Rivlin

Tatorun klip yontemi uygulandi (139).
3.4. Cerrahi Girisim
Sicanlar tespit tahtalarina prone pozisyonunda yerlestirildi. Torakal bolgesi once

PVD iyodin (Batticon st soliisyon) ile sterilize edildikten sonra traslandi. Cilt

tragindan sonra tekrar PVD iyodin ile sterilizasyon saglandi. Operasyon boyunca ve
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anestezik etki sonlanana kadar 1sitic1 pedle viicut 1s1s1 37 C de tutuldu. Interskapular
mesafe referans alinarak T5-T12 seviyesinde 2 cm’lik insizyonla cilt, cilt alt1 gegilip
paravertebral adeleler siyrilip, laminalar ortaya kondu.T7-10 laminalar1t mikroskop
altinda alindi. Klip ekstradural 1 dakika siire ile uygulandi. Klip ¢ikarildi.
Laminektomi veya klip kompresyonu sirasinda durasi zedelenen denekler ¢alisma
disinda birakildi. Hemostazi takiben paravertebral adeleler ve cilt anatomik katlarina
uygun olarak 3/0 vicryl ile primer siitiire edildi. Cilt siiture edildikten sonra 3. grup
deneklere 50 mg/kg dan hesperidin intraperitoneal olarak uygulandi. Ayn1 sekilde 4.
Grup deneklere 100mg /kg dan hesperidin intraperitoneal olarak uygulandi. Cerrahi
ve travmatik girisimi takiben siganlar normal oda 1sisinda, kafeslere alindi. 24.saat
sonunda inclined plane testi uygulandi ve sonrasinda sakrifiye edilen herbir denek
oncelikle intraperitoneal enjeksiyon ile derin anestezi altinda toraks duvari processus
xiphoideus’dan baslayip costalarin iki yanindan parasternal ¢izgi hizasindan
kesilerek a¢ildi ve kranial yonde kaldirilip sabitlendi. Diyafram ve peri kardium
kesilerek intrakardiak olarak denekten kan Ornekleri alindi. Sonrasinda klip
uygulanan omurilik kisminin 2 cm lik distal ve proksimal bolgeler doku 6rneklemesi
icin eksize edildi. Vakumlu jelli tiiplere alinan kanlar, 3500 devirde 5 dakika ¢evrildi
ve elde edilen serumlardan MDA ve TAS calisildi. Dokular %0.1 (v/v) Tween 80
iceren 0.1 M Tris HCI tampon eklenerek homojenizator (Ultra Turrax Type T25-B,
IKA Labortechnic, Germany) ile buz iizerinde homojenize edildi. Daha sonra elde
edilen homojenatlar 8000 g’de 4°C’de santrifuj edildi. Supernatanlarindan protein

konsantrasyonlar1 Lowry metodu ile ¢alisildi (138).
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Sekil 9: Klip kompresyon uygulamasi
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3.5. Fonksiyonel Iyilesmenin Degerlendirilmesi

Inclined Plane Testi: Deneysel akut medulla spinalis yaralanmalarinda sik kullanilan
Rivliv ve Tator’un tarif ettigi egimli alan yontemi kullanildi. Bu yontemde hayvan
diiz bir tabla iizerine konulur. Tabla ilk olarak yere paralel iken daha sonra egimi
arttirillarak hayvanin besin ile motivasyonu saglanarak tablanin iizerinde tirmanmasi
saglanir. Hayvanin tabla {izerinde 5 saniye boyunca diismeden durabildigi en yiiksek
ac1 hayvanmn inclined plane agis1 olarak kabul edilir. Calismamizda tim gruptaki
deneklere cerrahi islemden 24 saat sonra denekler sakrifiye edilmeden 6nce Inclined
Plane testi uygulandi.

Klinik Motor Muayene: Klinik motor muayenede Tarlow’un tarif ettigi skala
kullanildi (47).
Grade I: Flask paralizi
Grdae I1: Arka bacaklarda minimal istemli hareket mevcut.
Graade III: Ayakta durabiliyor, gévdeye aktif destek var ancak yiiriiyemiyor.
Grade IV: Yiiriime mevcut ancak inkoordinasyon ve spasitite var.

Grade V: Normal yiiriiyiis

Sekil 10: Inclined plane testi (yandan goriiniis)
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Sekil 11: Inclined plane testi (listten goriiniis)

3.6. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Biyokimyasal veriler spinal kord dokusunun MDA diizeyleri ve TAS dlgiilerek elde
edildi.

MDA c¢alismasi: Serum ve doku MDA diizeyleri yiliksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC) yontemiyle Agilent 1200 markali HPLC (Miinih, Almanya)
cihazinda Immundiagnostik markali MDA’ nin ticari kitleri (Bensheim, Almanya)
kullanilarak calisildi. Calismanin prensibi derivasyon reaktifi ile yapilan 6rnek
hazirlama igslemi sonucu MDA floresan bir iiriine ¢evrilmesine dayanir. Floresan
tirline ¢evrilen MDA igeren 20 pl reaksiyon karisimi 30°C’de reverse faz C18 kolon
kullanilarak ayristirilmasi sonrast 515 nm eksitasyon ve 553 nm emisyonda
florometrik olgtimii yapilir. Yontemin dedeksiyon limiti 0.15 pmol/L ve linearitesi
100 pmol/L’dir.
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TAS c¢alismasi: Serum ve doku total antioksidan seviyesi (TAS) Immun
Diagnostic (Bensheim, Germany) firmasinin ticari ImAnOx (TAS/TAC) kiti ile
caligildi. Bu testin Ol¢lim prensibi bilinen miktarda ekzojen hidrojen peroksidin
ornege eklenmesi sonrast Ornekteki antioksidanlar ile hidrojen peroksidin
reaksiyonuna dayanir. Ornekteki antioksidanlar eklenen hidrojen peroksidin belirli
bir kismin1 uzaklastirir, artan hidrojen peroksit enzimatik reaksiyon ile TMB’yi

renkli bir bilesige doniistiiriir. Olusan renkli bilesik fotometrik yontemle olgiiliir.

Tablo 12: TAS ¢alisma prosediirii

Ornek Kalibrator Kontrol
Ornek 10 ul
Kalibrator 10 pl
Kontrol 10 pl

Kuyucuklara pipetlenir.

Reaktif 1 100 pl 100 pl 100 pl
370C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Reaktif 2a

(Enzim Icerir) 100 pl 100 pl 100 ul
Reaktif 2b

(Enzim 100 pl 100 pl 100 pl
Icermez)

Oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edilir.
Stop Solusyon 50 pl 50 ul 50 ul

ELISA okuyucu cihazinda 450 nm’de enzim igeren Ornekler ile enzim
icermeyen  Orneklerin  absorbanslar1  alindi.  Sonuglar enzim igermeyen
ornegin/kalibratoriin optik dansitesinden enzim igeren Ornegin/kalibratoriin optik
dansitesinin  ¢ikarilmasi1 sonras1 elde edilen delta optik dansite (AOD

ornek/kalibrator) kullanilarak hesaplandi.

53



3.7. Histopatolojik ve Morfometrik Degerlendirme

Histolojik incelemeler amaciyla, spinal kord oOrnekleri ndtral tamponlu %10’luk
formalin soliisyonunda fikse edilerek 1 hafta buzdolabinda 4°C’de sakland1 ve daha
sonra taze fiksatife alindi. Fikse doku ornekleri parafine gomiilerek, mikrotom ile
horizontal diizlemde 5 mikron kalinhiginda kesildi. Her ornekten hasarli kord
segmentinin ortast merkez alinarak ii¢ diizeyde kesitler elde edildi: (i)hasarli kord
segmentinin tam ortast, (ii) 3 mm rostrali ve (iii) 3 mm kaudali. Lam {izerine alinan
kesitler hematoksilen ve eozin (H&E) yardimiyla boyanarak i1sik mikroskobunda
O0dem, konjesyon, hemoraji, noronal dejenerasyon ve ndron kaybi agisindan
degerlendirildi. Hasarli kord segmentinin orta kismindan elde edilen kesitler, ayrica
kristal viyole ile boyanarak, goriintii analizi programi ile (Leica QWINPlus v.3.1.0 ;
Leica, Solms, Germany) ndron kaybi acisindan incelendi. Her kesitte gri maddede

rasgele 10 alan segilerek X100’liikk biiyiitmede noron sayilar1 belirlendi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Calismanin istatistiksel analizleri SPSS 19.0 paket programinda yapilmistir. Veri
setinde yer alan siirekli degiskenlere ait tanimlayict istatistikler ortalama, standart
sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleriyle; kategorik degiskenler frekans
ve yiizde ile gosterilmigstir. Stirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlu Shapiro-
Wilk testi ile incelenmistir. Normal dagilim gosteren degiskenlerin 4 grup
karsilastirmalarinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA), anlamli ¢ikan
degiskenlerin 2’li alt grup karsilastirmalarinda Tukey testi kullanilmistir. Normal
dagilim gostermeyen degiskenlerin 4 grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi,
2 grup karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi kullanilmistir. Calismadaki tiim
istatistiksel karsilastirmalarda p degeri 0,05’in altindaki karsilastirmalar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Hiicre membranlarinda hasar olusturan reaktif oksijen tlirevlerinin aracilik ettigi lipid
peroksidasyonunun son {iriinlerinden biri olan MDA ve TAS degerleri Tablo 13 de

karsilastirilmistir.

Tablo 13: MDA ve TAS degerleri

G1 G2 G3 G4 P
Serum 1,92 1,94 2,40 1,85
MDA (1,36-3,32) (1,52 - 2,84) (1,61 - 4,35) (1,58 - 2,78) 0,582
S::Sm 272,29 £33,94 | 300,13+24,58 | 148,13+3520 | 162,13+27,88 | <0,001*

4 grup arasinda serum MDA bakimindan fark yok (p=0,582)
4 grup arasinda serum TAS bakimindan fark var (p<0,001)
G3 ve G4 MDA ve TAS bakimindan benzer

G1 ve G2 MDA ve TAS bakimindan benzer

Ancak G1-G2 ile G3-G4 birbirinden farkli

G3 G4 p
Doku MDA 0,125 (0,06 — 0,22) 0,255 (0,13 — 0,29) 0,002*
Doku TAS 2,395 (1,65 — 2,96) 2,115 (1,74 — 3,73) 0,959

2 grup arasinda doku MDA bakimindan fark var (p=0,002)
2 grup arasinda doku TAS bakimindan fark yok (p=0,959)

4.1. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclari

Mikroskobik degerlendirmede G1 grubunda normal spinal kord dokusu ait histolojik
goriiniim izlendi (Resim 1). G2 grubunda 6dem ve hemoraji ile birlikte gri maddede
belirgin noronal dejenerasyon goriildii (Resim 2). G3 ve G4 gruplarinda hafif
derecede 6dem ve konjesyonun yani sira kismi ndronal dejenerasyon bulgular

izlendi (Resim 3 ve 4).
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4.2. Morfometrik Sonuclar
Yapilan incelemede noron sayilari ile ilgili degerler tablo 14’de verilmistir.

G1 de belirlenen ndron sayilar1 ile G2 ve G3 te belirlenen néron sayilar
arasinda anlamli fark gozlenmistir. G1 ve G4 néron sayilart arasinda fark
gozlenmemistir.G2 ve G3 noron sayilar1 arasinda fark goézlenmemistir. G4 te

belirlenen noron sayilari ile G2 ve G3 noron sayilar1 arasinda fark gézlenmistir.

Tablo 14: Noron sayilar ile ilgili degerler

Grup no Denek sayisi Noron sayisi
Gl 8 16.25 £3.59
G2 8 11.03 £2.57
G3 8 12.1 £2.37
G4 8 14.9 £3.01

G1>QG2 iki grup arasinda fark vardir (p=0.021) ve G1>G3 iki grup arasinda
fark vardir (p=0.028). G1 ve G4 arasinda fark yoktur (p=0.442). G2 ve G3 arasinda
fark yoktur (p=0.234). G2 ve G4 arasinda fark vardir(p=0.015). G3 ve G4 arasinda
fark vardir (p=0.038).
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Resim 1: G1 (laminektomi) grubunda noronlarin diizenli dagilim gosterdigi

normale yakin histolojik 6zelliklerin izlendigi spinal kordun mikroskopik

goriinlimii (H&E; X100).

- <

Resim 2: G2 (laminektomi+klip) grubunda o6dem, hemoraji ve gri

maddedebelirgin noéronal dejenerasyon (H&E; X100) — (sag alt kosede

ndron hiicre kayb1 kristal viyole boyasi ile gosterilmistir).
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Resim 3: G3 (Disiik Doz) grubunda ndron dejenerasyonunda ve hiicre

kaybinda G2 grubuna kiyasla gorece azalma (H&E; X100).

Resim 4: G4 (yiiksek doz) grubunda, dejeneratif degisikliklerde ve hiicre

kaybinda belirgin azalma (H&E; X100) — (sag alt kdsede ndron hiicre kayb1

kristal viyole boyasi ile gdsterilmistir).
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5. TARTISMA

Spinal kord yaralanmasi fiziksel, duygusal ve ekonomik boyutu ile toplumun genis
bir kesimini etkilemektedir. Bir¢ok arastirmaci norolojik fonksiyonlar1 diizeltmek
amaciyla akut omurilik yaralanmasi patofizyoloji mekanizmalar1 iizerinde degisik
metodlar bulmaya c¢alismaktadir. Olusan hasarin meydana gelmesindeki iKi
mekanizma One striilmektedir (13). Medulla spinalise darbe oldugu ilk anda
noronlarda olusan hasar primer yaralanma olarak adlandirilmakta ve primer
yaralanmanin tetikledigi bircok mekanizmayla olusan ndrolojik hasar ise sekonder
yaralanma olarak tarif edilmektedir.

Spinal hasarin sekonder mekanizmalar1 artmig glutamat seviyesi, Ca+2’ye
bagli nitrik oksit {iretimi, hiicresel membranlara serbest radikal hasar1 ve lipid
peroksidasyonudur (139).

Lipid santral sinir sisteminin ana yapisini olusturur. Bu noronal dokulari
hidroksil radikallerine veya lipid peroksidasyonuna yatkin hale getirir. Lipid
peroksidasyonu spinal kord hipoperfiizyonunu, 6dem olusumunu, aksonal iletim
yetersizligini bozar ve enerji metabolizmasinda azalmay1 arttirir (140).

Literatiirde Barut ve ark. yaptiklari spinal kord travmasi sonrast lipid
peroksidasyon 6l¢iim ¢alismasinda, MDA diizeyleri erken donemde (travmadan 1dk.,
15 dk., 1,2 ve 4 saat sonra) bakilmis ve MDA diizeyinin 15 dk. sonra artmaya
basladigini, 1.saatte maksimuma ulastigin1 ve daha sonra diistigiinii gosterdiler (53).

Bu mekanizmalarin yaninda; opioid reseptor aktivasyonunun eksitotoksik
siirece katkida bulunabilecegi p ve & opioid reseptorlerinin eksitotoksik siireci
uzatabilecegi, asetilkolin ve 5-hidroksitriptamin gibi ndrotransmitterlerin seviyelerini
arttirdigit bunun da vazokonstriiksiyona, endotelyal permeabiliteye neden olarak
sekonder hasara katkida bulundugu gosterilmistir (141-143).

Travma sonrasi glutamat reseptOrlerinin asir1 aktivasyonu; erken evrede
intraselliiler Na+ artis1 ile néronal sisme ve lizise neden olurken, bir sonraki asamada
artan intraselliiler Ca+2 ile birlikte Ca+2 bagiml lipaz ve proteazlarin ativasyonuna yol
acarak hiicre membraninin ve ndroflamanlarin hasarina neden olur. Ayrica glutamat
toksisitesi lipid peroksidasyonunun baslamasi, Na+ -K+ ATP’az inhibisyonu, membran

kanal inaktivasyonu ve solunum zinciri enzim inhibisyonu gibi mekanizmalarla néronal
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olumii siddetlendiren reaktif oksijen ve nitrojen tiriinlerinin meydana gelmesine yol agar
(16). Faden ve ark. yaptig1 ¢aligmada spinal kord travmasi sonrast artan NMDA reseptor
aktivasyonunun gecikmis doku hasarmi arttirdigi bulunmus ve bu reseptor blokajinin
tedavide yarar saglayacagi belirtilmistir (29).

Nesic ve ark. spinal kord hasar1 sonrasi NMDA reseptor blokéru MK 801
kullaniminin gen ekspresyonunda kontrol grubuna gore %50’ye varan azalma
oldugunu gosterdiler (38).

Sekonder hasarin ilerlemesinde 6nemli diger bir mekanizma travma sonrasi
maydana gelen asir1 NO sentezidir. NO bir¢ok fizyolojik fonksiyonunun yani sira
patolojik durumlarda yiiksek miktarlarda tiretimi sonucu norotoksik hale doniisiir ve
bir serbest radikal olarak sekonder hasarin ilerlemesinde 6nemli rol oynar. NO
sentezinde islev goren 3 enzimden biri olan INOS saglikli dokularda bulunmazken
patolojik siireclerde inflamatuar mediatorler ve sitokinler tarafindan uyarilarak asri
NO olusumuna neden olur. Bu ise peroksinitrit olusumu, protein hasari, lipid
peroksidasyonunda artig, hiicresel enerji kaybi mitokonrial solunumun durmasi ve
DNA replikasyon inhibisyonu ile hiicre 6liimiine neden olur (74-76).

Suzuki ve ark. yaptiklari kompresyon tipi deneysel spinal kord travmasi
calismasinda erken dénemde INOS inhibisyonun kronik fazda daha iyi fonksiyonel
Iyilesmeyi sagladigini gosterdiler (75).

Apopitozda sekonder hasarlanmada Onemli patolojik mekanizmalardan
biridir. Bu yiizden apopitozu azaltmak spinal kord hasar tedavisinde onemli bir
arastirma nedeni olmaktadir. Spinal kord hasarlanma siirecinde sinyal iletimi
onemlidir. Uyar iletimi ekstraselliiler uyarilar ile niikleer gen aktivasyonu arasindaki
iletisimi saglar. Bu yiizden eksternal hasar gen ekspresyonundaki degisiklilere neden
olur. Uyart iletiminin regiilasyonu da spinal kord hasarlanma tedavisinin gelisiminde
onemli bir yer alir (144,149).

Spinal hasardaki sekonder mekanizmalar hala farmakolojik tedavinin hedefi
konumundadir.

Akut tedaviler noroprotektif ilaclart igerir ve dort gruba ayrilir:
Antioksidanlar, Norotransmitter reseptor blokorleri, Fosfokinaz —stimiilatorleri,
Fosfataz inhibitorleridir Antioksidanlar, hasara ugramis hiicreler tarafindan tiretilen

serbest radikaller veya reaktif molekiilleri ndtralize eder (150). Eksojen kaynakli
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antioksidanlarin  birgogu bugiin  yaygin olarak kullandigimiz ~ gidalarda
bulunmaktadir. Bunlar, baz1 vitaminler, flavonoidler, polifenoller ve diger bilesikleri
kapsamaktadir (5).

Flavonoidler, glikozidler gibi canli hiicrelerde ortaya ¢ikarlar, sicak, asit ve
enzimlerle sirasiyla aglikon ve sekere pargalanabilirler. Fenolik Antioksidanlar (AH),
lipid radikallere, hizla H+ vermesi seklinde lipid oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi
lipid peroksi (ROO-) ve alkoksil (RO-) radikalini pargalamak ve bdylece lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir (151).

Hesperidin ise portakal, limon gibi turunggillerde bol mikatarda bulunan bir
bioflavonoiddir. Hesperidinin analjezik, antikarsinojenik, antihipertansif, antiviral,
antiinflamatuar, antioksidan etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Hesperidinin giiglii
bir radikal temizleyicisi olduguna inanilmaktadir (152,103).

Hwang ve ark. hesperidinin iskemi-reperfiizyon gibi durumlarda
norodejenerasyonu Onleyebilecegi ve beyin fonksiyonlarini saglikli bir sekilde
devam etmesine yardim edebilecegini bildirilmislerdir (153). Oztamir ve ark. C
C57BL/6J farelere global serebral iskemi-reperfiizyon modeli uygulanmis, 10 giin
siireyle intraperitoneal (i.p.) olarak hesperidin (100mg/kg) verilmistir. Sonugcta
hesperidinin glutatyon (GSH), katalaz (CAT) , siiperoksit dismutaz (SOD) ve Gpx
seviyelerini 6nemli derecede azalttig1 ve noroprotektif etkileri gosterilmis (154).

Kamusli ve ark. yaptig1 caligmada sisplatinin yarattig1 oksidatif stresin santral
ve periferik sinir sistemi Tlzerine toksik etkiye sahip oldugu, hesperidinin
eklenmesiyle antioksidan enzim seviyesini (SOD, CAT, Gpx arttirdigy,
Tiyobiitirikasit reaktif madde (TBARS) seviyelerini, EMG degisikliklerini ve
dokudaki histolojik degisiklikleri azalttigi belirtilmis. Bu durumun hesperidinin
antioksidan, antiinflamatuar serbest radikalleri temizleyebime O6zelliginden
kaynaklanabilecegi vurgulanmis (155). Kara ve ark. retinal apopitosiz sirasinde ve
retinal iskemi-reperfiizyon morfolojisi olan ratlarda Trihidroksil igeren flavonlarin
(hesperitin, naringin) protektif rol oynadig1 gosterilmis (156).

Acar ve ark. sinir sistemi poliansature yaglardan yiiksek miktarda
igerdiginden dolay1 serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengesizlikten kaynakli bir durum olan oksidatif stresin norolojik hastaliklarin

patogenezinde dnemli rol oynadigimi belirtmisler (157). Shagirtha ve ark. ratlara 40
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mg/giinden verilen hesperitinin testiste cadmiyum birikimini azalttifin1 ve bu
biyokimyasal reaksiyonun antioksidan sistem aktivitesini arttirarak oksidatif stresi
baskilamasiyla iligkili oldugunu belirtmisler (152). Son zamandaki ¢alismalar spinal
kord hasarlanma siireci ile alakali uyar1 yolaklarini tanimlamistir. Bunlar MAPK,
PI3K/Akt, gsk-3beta ve JAK/STAT dir (158-161).

Gaur hesperidin tedavisinin iskemi reperfiizyon beyin hasari olan yetiskin
ratlarda noro davranigsal degisiklikleri 6nemli olglide iyilestirmis oldugunu ve bu
koruyucu etkinin L arginin tarafindan azaltildigin1 ama bu etki L-NAME ile 6nemli
olgtide arttirildigini gostermis. Bu sonug, L-arjinin-NO sinyal yolagimin hesperidinin
serebral iskemi reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkisi ile iliskili oldugunu
gosterdi (101).

Rong ve ark. Hesperidinin hipoksik iskemik beyin hasarindaki néroprotektif
etkilerinin olast mekanizmasini anlamak i¢in neonatal ratlarda immatiir néronlarin
sagkalimi ile iligkisi olan Akt sinyal yolag: {izerine etkisini degerlendirmislerdir.
PI3k/Akt sinyal yolagi ndronal sagkalim regiilasyonunda 6nemli rol oynar. IGF -1,
PI3K veya Akt reseptoriinde over ekspresyonu noronal biiylime ve farklilagmaya
neden olur. Bu ¢alismada hesperidinin 6nceden verilmesiyle FoxO3 seviyelerini
serbest radikal diizeyini azalttigi bu durmunda Akt fosforilasyonu ile oldugu
belirtilmis (162).

Yukarida bahsedilen ¢alismalarda, hesperidinin antioksidan etkisi gosterilmis
olmasmma ragmen bizim yaptigimiz ¢alismanin biyokimyasal incelemelerinde
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ elde edilememistir. Bu durum, hesperidinin
antioksidan etkisini, inceledigimiz biyokimyasal parametrelerden farkli parametreler
lizerinden  gosterdigi veya calisilan  parametrelerin  antioksidan  etkinin
gosterilmesinde yeterli olamayabilecegi sonucuna ulagtirabilir. Yaptigimiz ¢alismada
spinal kord travmasi sonrasinda noron sayilarinda belirgin azalma meydana
gelmistir.  Yiiksek doz hesperidin kullanilan grupta noéron sayilarinin kontrol
grubuyla benzer oldugu tespit edilmistir. Yiiksek doz hesperidin tedavisi sonrasinda
histopatolojik parametrelerde istatistiksel olarak anlamli diizelme saglanmistir.
Sonu¢ olarak literatiirde ortaya konmus olan hesperidinin noroprotektif etkisi

(101,153-156,162) yaptigimiz ¢alismada histomorfometrik olarak gosterilmistir.
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Planlanacak olasi ¢alismalarda, ¢alisilacak denek sayisinin fazla tutulmasi,
calisma siiresinin farkli zaman araliklarinda yapilmasi, hesperidinin daha yiiksek
dozda ya da daha uzun siireli kullanilmasi, daha genis biyokimyasal parametrelere

bakilmasi ile istatistiksel olarak daha anlamli sonuglara ulagilabilecegi kanisindayiz.
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6. SONUC

Hesperidinin antioksidan etkisi daha once yapilmis calismalar ile bilinmektedir.
Literatiire baktigimizda spinal kord travma modelinde kullanimina yonelik calisma
sayist siirhdir.

Yapmis oldugumuz deneysel ¢alismanin degerlendirilmesi sonucunda, yiiksek
doz hesperidin kullanilan grup, kullanilmayan grup ile histomorfometrik olarak
karsilastirildiginda néron sayilar1 bakimindan belirgin bir artis mevcut olup bu
sayisal farkin istatistiksel olarakta anlamli oldugu ortaya konmustur. Yiiksek doz
hesperidinin, deneysel spinal travma modelinde noronal sekonder hasarin
onlenmesinde olumlu etkilerini oldugu sdylenebilir.

Hesperidinin etkilerinin arastirilmasi ve faydali etkilerinin ortaya ¢ikarilmas,
yapilacak ileri c¢alismalar ile de desteklenmesi halinde, yliksek mortalite ve

morbiditeye sahip bu hastaligin tedavisinde klinik uygulamalara 1s1k tutacaktir.
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