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OZET

Travmatik omurilik yaradanmasi (TOY), yiksek morbidite ve mortaliteye sebep olan
onemli bir saglik sorunudur. Travma sonrasi ortaya ¢ikan fonksiyon kaybi, hem birincil
yaralanmaya hem de birincil yaralanmanin tetikledigi ikincil yaralanma mekanizmalarina
baglidir. Biz de calismamizda, minosiklin tedavisinin deneysel ikincil omurilik
yaralanmasindaki noroprotektif etkinligini inceledik.

Calisma, Baskent Universitesi Tip Fakiltes Deney Hayvanlar Etik Kurulu’'nun izniyle
Baskent Universitesi Deney Hayvanlar: Arastirma Merkezi’ nde gerceklestirildi. Toplam 80
adet Sprague-Dawley sigan 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu disindaki deneklere, modifiye
Allen agirlik dustrme yontemiyle torakal 9-10 standart omurilik yaralanmasi uygulandi.
Travma grubunda omurilik yaralanmas: olusturuldu fakat herhangi bir tedavi verilmedi.
Tedavi gruplarina intraventz ve intraperitoneal olmak Uzere iki gesit minosiklin tedavis
verildi. Minosiklin tedavisinin lipid peroksidasyonu (MDA, GSH), apopitoz (TUNEL),
ultrastriktirel yapr (EM, IM) ve fonksiyonel degerlendirme (BBB, Egik diizlem) lzerine

olan etkisinin erken ve ge¢ donem sonuglar: arastirild.

Calismamizda minosiklin tedavisinin, lipid peroksidasyonunu azaltarak hasarlanmis
omuriligi oksidatif stresten korudugu, ge¢ dénemde daha belirgin olmak tzere hem erken
hem ge¢ donemde apopitozu azalttigi, omurilik ultrastriktirel yapisim erken donemde
belirgin derecede korudugu tespit edildi. Yapilan davrams analizinde, tedavi alan grupta
arka ayak fonksiyonlarinda belirgin bir diizelme saptandi. Intraven6z ve intraperitoneal
tedavi gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bu calisma
sonucunda minosiklin tedavisinin, ikincil yaralanma mekanizmalarinin birgogu Uzerinde
noroprotektif etkinlik gostererek fonksiyonel iyilesmeye katkida bulundugu tespit edildi.

Deneysel modellerde minosiklinin noroprotektif etkinligi ile elde edilen tatminkar

sonuglar, travmatik omurilik yaralanmasimn klinik tedavisi icin gelecek vaat etmektedir.

Anahtar kelimeler: apopitoz, davranis analizi, lipid peroksidasyonu, minosiklin,

noroproteksiyon, travmatik omurilik yaralanmast,



ABSTRACT

Evaluation of Minocycline’'s Neuroprotective Effects In Experimental Spinal Cord

Injury

Traumatic spinal cord injury (SCI) is a devastating problem of health that results in high
morbidity and mortality rates. The loss of function after SCI results from both the primary
mechanical insult and the subsequent, multifaceted secondary response. We therefore
evaluated the neuroprotective effects of minocycline on the secondary injury process of an

experimental traumatic spinal cord injury model.

All experiments were conducted in the animal laboratory of Baskent University by the
approval of Baskent University Animal Care Ethics Committee. A total of 80 adult male
Spraque Dawley rats were randomly divided to four groups. A thoracal 9-10 contusion
injury was produced by using modified Allen technique in al groups except control group.
No medication was administered to the rats in the trauma group. Minocycline was
administered intraperitoneally and intravenously to the treatment groups. Short term and
long term neuroprotective effects of minocycline on the lipid peroxidation (MDA, GSH),
apoptosis (TUNEL), ultrastructure of spinal cord (EM, LM) and behavioral assesments
(BBB, Inclined plane) were evaluated.

Our study demonstrated that minocycline significantly diminishes lipid peroxidation,
reduce apoptosis and preserves the ultrastructure of spinal cord tissue in the early
posttraumatic period. Behavioral assesments showed significant improvement on the hind
limb functions of minocycline receiving rats. Any statistically significant difference was
not found between intaperitoneal or intravenous routes for minocycline injection. We
report that minocycline is neuroprotective and contributes to functional improvement after

traumatic SCI by eliminating the destructive process of secondary injury.

The encouraging results of minocycline in experimental models bode well for its

therapeutic use in the injuries of human spinal cord.

Key Words: apoptosis, behavioral assesment, lipid peroxidation, minocycline,

neuroprotection, traumatic spinal cord injury
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1. GIRIS

Travmatik omurilik yaralanmasi (TOY) neden oldugu morbidite ve mortalite nedeniyle
hastay1, yakinlarini ve toplumu kétt yonde etkileyen énemli bir sorundur. ABD’ de her yil
yaklasik 12.000 yeni olgu bildirilmektedir. 2008 yilinda yapilan istatistiklerde, yaralanma
seviyes ve lezyonun genisligi esas belirleyici faktor olmakla birlikte TOY gegiren
hastalarin sadece %11,5'i bir yil sonra is hayatina geri donebilmektedir. 25 yasinda
tetraplgjik kalan bir hastamin beklenen yasam boyu maliyeti ise yaklasik 1.800.000
Amerikan Dolar1 olarak hesaplanmustir (1) .

TOY’ dan sonra gorilen hticre ve fonksiyon kaybi, travma aninda ortaya gikan ilk mekanik
hasara ve bu hasarin tetikledigi birtakim yikici olaylar zincirine baghdir (2). Travma
aninda ortaya ¢ikan ve ndral dokunun kompresyon, kontlizyon ve/veya laserasyonu ile
sonuglanan bu duruma birincil yaralanma denir. ikincil yaralanma ise birincil yaralanmay:
takiben dakikalar iginde baslayip haftalarca devam eden bir suregtir. Eksitotoksisite, lipid
peroksidasyonu, inflamasyon ve apopitoz baslica ikincil yaralanma mekanizmalaridir (2-
4).

Omurilik yaralanmalarinda en etkin tedavi, carpma etkisiyle baslayan ikincil yaralanmanin
Onlenmesidir. Bu amagla birgok sayida ilag hayvan ¢alismalarinda denenmis ve dnemli bir
kismu etkin bulunmustur (5-15). Etkin bulunan bu ilaglarin bazilart klinik ¢alismalarda
kullanilmig, fakat metilprednizolon disinda klinik kullanima gegen olmamustir (16-17).
Fonksiyonel dizelmenin izlendigi deneysel calismaarda ilag tedavisi genellikle ya
travmadan 6nce ya da travma ile es zamanli olarak verilmistir. Glnlik yasantimizda ise
travma Oncesi veya travmaile es zamanli olarak tedavi pek mimkiin olmadig icin, benzer
basarili sonuclar elde edilememektedir. Bununla birlikte, tedavi sirasinda goérilen yan
etkilerinden dolay1 yiksek doz metilprednizolon tedavisi de gunimuizde tartismali hale
gelmistir (18).

Minosiklin yillardan beri birgok dermatolojik ve romatolojik hastaligin tedavisinde
kullarlan ikinci kusak bir tetrasiklin tdrevidir (19). 1998 yilinda Yrjanheikki ve
arkadasglariin - yaptiklari serebral iskemi modelinde néroprotektif etkinliginin  de
gosterilmesinden sonra, minosiklin gok populer olmustur (20, 21). Multiple skleroz (MS),

Huntington hastaligi, Parkinson hastaligi, Amyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi
1



norodejeneratif hastalik modellerinde, kafa ve omurilik travmasi modellerinde denenmistir

(22-42). Antiinflamatuar ve antiapopitotik etkisinin oldugu ileri strdlmistdr (38).

Bu calismamiz da literatirdeki diger calismalardan farkli olarak intraperitoneal ve disik
doz intravendz minosiklin tedavi yontemlerini karsilastirdik. TOY olusturulmus siganlarda,
minosiklinin lipid peroksidasyonuna, ultrastriktirel yapiya, apopitoza ve lokomotor
fonksiyonlara olan etkisini arastirdik. Calismamiz dusik doz, intravendz minosiklin
tedavisinin  kullamldigi ilk deneysel TOY modelidir. Lipid peroksidasyonu
degerlendirmesinde MDA ve GSH analizi, EM incelemesinde ultrastruktirel yap: skorlama
yontemi ve TUNEL vyontemi ile ge¢c donem apopitoz tespiti diger minosiklin

calismalarindan farkl: olarak ilk kez ¢alismamizda kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

Omurga ve omuriligi ilgilendiren hastaliklarin tam ve tedavisi hakkindaki galismalar antik
caglara kadar uzanmaktadir (43). Omurga ve omurilik yaralanmalariyla ilgili bilinen ilk
yazili belge, yaklasik bes bin yil dnce Imhotep (M.O 2686-2613) tarafindan yazildig:
dustinilen Edwin Smith Papirusi’ dir (43, 44). Bu papiriste toplam 48 adet kafa ve
omurilik travmasi gegirmis olgudan bahsedilmektedir. Bu olgular tedavi edilebilecek,
tedavi edilmeye caba gOsterilmesi gerekenler ve umutsuz olgular olarak
siniflandiriimaktadir. Papirlste bahsedilen tedavisi umutsuz olgularin klinigi giinimuzde

ki komplet omurilik lezyonu tamimina uymaktadir (44).

Hipokrat (M.O 460-370) ve Galen (M.S 129-200) dénemine kadar énemli bir gelisme soz
konusu degildir (43-47). Hipokrat paraplejiyi tarif etmis, ancak omurilik fonksiyonunu
aciklamaktan daha ¢ok, travma sonrast omurga deformitelerinin dizeltiimesi amaciyla
traksiyon uygulanmasim Onermistir (46). Galen ise deneysel olarak kesilen omurilik
segmentinin altinda duyu ve hareket kaybi oldugunu gostermistir (47). Ege’'li Paul (M.S
625-690) omurilige basi yapan kiriklarin tedavisinde ilk defa laminektomi yapan hekimdir
(45).

Fransiz cerrah Pare 16. yuzyilda spinal dislokasyonlar: redikte etmek igin tahtadan bir
duzenek kurmustur. Ayrica bu amacla insizyon yaparak omurga ve sinirleri 6ne itmeyi
Onermistir (43). Fabricius Hildanus 1646’ da servikal fraktir didokasyonlarda rediksiyon
ve traksiyon amaci ile yumusak dokular ve spindz ¢ikintilara bir civi takarak klemp ile
cekmeyi denemistir (44). Bu manevranmin basarisiz olmasi durumunda ise fragmanlarin
temizlenmesini Gnermistir. Louis ise 1762’ de lomber bolgeye giren ve paraplgjiye yol agan

metal bir cismi ¢ikarmis, operasyon sonrasi tam iyilesme bildirmistir (45).

Omurilik travmast ile ilgili ilk patofizyolojik ¢alisma, 1890'da Schamus tarafindan tavsan
omuriliginde travma sonucu gelisen patolojik degisiklikleri inceleyerek yapilmistir (48).
TOY patofizyolojisi zamanla daha iyi anlasilmis ve deneysel modeller gelistirilmeye
baslanmustir.



1911 yilinda Alfred Reginald Allen giinimizde hala en ¢ok kullanilan modellerden birisi
olan agirlik disurme metodunu tanimlamistir (49). Kopeklerde laminektomi sonrasi
omurilik Gzerine agirlik disurerek konttizyon tipi omurilik hasar olusturmus ve uygulanan
myelotominin ve posttravmatik hematomyelinin bosaltiimasinin nérolojik fonksiyonlarda
iyilesme sagladigim ortaya koymustur. Bu c¢alisma daha 6nce yapilmis olan deneysel
calismalarin belirli kriterlere baglanmasini saglamis ayrica ikincil hasar kavraminin da

OnculGgund yapmustir.

1953'te Tarlov epidural balon kompresyon teknigi ile deneysel omurilik yaralanmasi
modelini tariflemistir (48).

1978'de Rivlin ve Tator ekstradural klip kompresyon teknigi ile deneysel omurilik
yaralanmasi modelini gelistirmislerdir (48, 50).

2.2. Epidemiyoloji

TOY, yuksek morbidite ve mortaliteye sebep olan énemli bir sorundur. ABD’de 2009
yilinda yapilan son istatistiklerde yillik insdans yaklasik 12.000 yeni olgu -40 olgu/l
milyon nifus- olarak bildirilmistir (1, 2). 2008 yil:1 itibariyle yaklasik 260.000 TOY
hastasi bulunmaktadir. Bu hastalarin %81’ ini erkekler olusturmaktadir. 2005 yilindan 6nce
omurilik yaralanmasi ile hastaneye basvuranlarin yas: 16 ile 30 arasinda degismekte iken
2005 yilindan sonra bu yas ortalama 40,2 olarak bulunmustur. Etyolojide motorlu tasit
kazalart %42,1ileilk sirayr alirken, dismeler %26,7, darp (siddet) %15,1 ve spor kazalan
%7,6 ile sikca gorllen diger sebeplerdendir (1).

Ulkemizde yapilan bir epidemiyolojik calismada, yillik insidans 12.7/1 milyon nufus
olarak bildirilmistir (51,52). Erkek/Kadin oram 2.5/1 olarak bulunmustur. %48,8 ile
motorlu tasit kazalar: birinci sirada yer almaktadir. Tetraplejik hastalarda yaralanma en sik
C5 seviyesinde saptanirken, paraplejiklerde ise en sik T12 seviyesinde bulunmustur (51,
52).



2.3. Travmatik Omurilik Yaralanmasimin Patofizyol ojisi

Travmatik omurilik yaralanmalarinda, mekanik travma nadiren tam kesiye neden olurken
klinik olarak genellikle tam fonksiyon kaybi gorilmesi dikkat ¢ekici bir durumdur. Bu
durum birincil (mekanik) yaralanmayla baslayan ve birlikte seyreden ikincil yaralanma

teorisinin gelismesine neden olmustur (53).

2.3.1. Birincil (Mekanik) yaralanma

Birincil yaralanma travma amnda olan hasardir (2-4). Fleksiyon, ekstansiyon, dislokasyon
ve rotasyonla ilgili distraksiyonel kuvvetler, penetran yaralanmalar omurilik dokusunda
velveya damarlarinda harabiyete neden olurlar. Diger olasi mekanik etkiler, kemik
kisimlardan, ligamanlardan veya spinal kana igindeki hematomlardan kaynaklanan
kompresyonu igermektedir. Bu kuvvetler sadece yaralanma esnasinda akut olarak degil,

kalici deformiteye sekonder olarak da omurilige kronik stiregte zarar verebilirler.

Birincil yaralanmada bir dizi tek veya kombine mekanik gic mekanizmalari rol
oynayabilir (Tablo 2.1). En sik goruleni, carpma etkisi ve kompresyonun birlikte oldugu
yaralanmalardir (4).

Tablo 2.1. Travmatik omurilik yaralanmalarinda birincil yaralanma mekanizmalar

Mekanik Kuvvet Hasar Mekanizmas

Carpma + Devamli Basi Patlama kirigi, Kirikli ¢ikik, Disk basisi
Carpma + Gegici Basi Hiperekstansiyon

Distraksiyon Hiperfleksiyon

Laserasyon, Tam Kesi Patlama kirigi, Laminar fraktir, Fraktlr

dislokasyon, Silah yaralanmalar

2.3.2. ikincil yaralanma

Omurilikte birincil yaralanma ile tetiklenen ve saatler icinde patolojik metabolik ve

biyokimyasal mekanizmalarla ilerleyen siirece ikincil yaralanma denir (2, 53). Allen

1911'de, kisa sireli omurilik travmasina maruz kalan hayvanlarda ilerleyici klinikle

birlikte ilerleyici doku hasar1 oldugunu bildirmistir (49). Bu durumun agiklanmasi igin
5



cesitli patofizyolojik mekanizmalar 6ne stirtllerek ikincil yaralanma kavram gelistirilmistir
(Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Travmatik omurilik yaralanmalarinda ikincil yaralanma mekanizmalarn

Sistemik Etkiler (N6rojenik sok)

Kalp hizinda kisa stireli artig, daha sonra uzun siireli bradikardi

Kan basincinda kisa siireli hipertansiyon, sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferik direncte azalma

Kalp debisinde azalma

Omurilik Mikrodolasiminda L okal Vaskiler Hasar
Kapiller ve ventilllerde mekanik bozulma

Ozellikle gri cevherde hemorgji

Mikrodolasimda kayip-mekanik, tromboz, vazospazm

Biyokimyasal Degisiklikler
Serbest radikal Uretimi
Lipid peroksidasyon
Eksitotoksisite: glutamat
Norotransmitter birikimi
Endojen opioidler
Katekolaminler: noradrenalin, dopamin
Arasidonik asit salimmu
Eikazanoid Uretimi
Prostaglandinler

Sitokinler

Elektrolit Bozukluklary
IntrasellUler kalsiyumda artis
IntrasellUler potasyumda artis
IntrasellUler sodyumda artis

Inflamatuar Cevap

Serbest radikal Uretimi

Aksonal yikim

Miyelin artiklarimn uzaklastirilmasi
Sitokinlerin salinim

Glial hicre aktivasyonu
Oligodendiritsitlerde sitotoksik etkiler
Wallerian dejenerasyon

Odem

Apopitoz

Enerji metabolizmasanda kayip
Azalmis ATP Uretimi




2.3.2.1 Vaskuler mekanizmalar ve endotel hasari

Akut omurilik yaralanmasi sistemik vaskiler etkiler ile birlikte ikincil hasara uzanan ani
mikrovaskuler degisiklikler olusturur. Bu degisikliklerin ilerleyici karakteri omurilik

iskemisini travmadan sonra gittikge arttirir (2).

Sistemik Vaskiler Etkiler

Omurilik yaralanmalarinda, travmanin siddeti ve yaralanmamn seviyesi ile orantili olarak
bircok kardiyovaskiler ve hemodinamik degisiklikler ortaya cikabilir. Norojenik sok
denilen tablo gelisebilir. Hipotansiyon (70 mmHg ve alti1), bradikardi (40 atim/dak ve alti)
ve hipotermi UglUstnin tespiti ile tam konulabilir. Norojenik sokun sebebi, sempatik
tonusun azalmasi ile ortaya ¢ikan periferik vaskiler dilatasyon, anormal vagal uyariya

bagl1 gelisen bradikardi ve sonugta kardiak ¢iktimin azalmasi olarak agiklanabilir (54).

Lokal Vaskuler Etkiler

Omurilik yaralanmalarinda direkt mekanik travma etkisiyle bazi arteriyollerde ve
venillerde yirtilma olur. Y apilan anjiyografi ¢alismalarinda anterior spinal arter gibi blyuk
damarlarda hatta orta boy arteriyollerde butlnlugin korundugu, o©zellikle kapiller
dolasimuin bozuldugu gosterilmistir (50, 55, 56). Hem deneysel hem de otops
calismalarinda en sik gorulen histopatolojik bulgu omuriligin merkezinde 6zellikle gri
cevherde gorulen kanamadir. Buna santral hemorgjik nekroz denir (57, 58).
Mikrosirkulasyondaki bozulma ve santral hemorgjik nekroz, saatler icinde ilerleme
gosterip yaralanma bolgesinin rostral ve kaudaline dogru yayilir. iskemik alan, hemorajik
gri cevhere komsu beyaz cevherde daha belirgindir. Gri cevheri katederek beyaz cevhere

ulasan arteriyollerdeki vazospazm ve tromboz ile ikincil hasar artar (54).

Beyaz cevher perflizyonu travmadan sonraki besinci dakikada hizla azalirken, on besinci
dakikadan sonra normale dénmeye baslar. Gri cevherde ise ilk bes dakika icinde bircok
hemorajik aan belirir. Perflizyon travmadan saatler sonra bile yoktur. Lezyon bélgesinde
Ozellikle gri cevherde, omurilik kan akiminin ileri derecede azalmasi iskemi ile sonuglanr.

Travma sonrast omurilik iskemis travma siddeti ile lineer korelasyon gostermektedir (59).



Siddetli ve Ust seviye omurilik yaralanmalarinda otoregilasyon tamamen bozulur ve olusan
sistemik hipotansiyon sonrasi omurilik kan akininda belirgin azalma olur. Ortalama arter
basincinin 160 mmHg'ye yukseltiimesi omurilik kan akinini arttirmaz ancak yaralanma
bolgesinin komsu bdl gel erinde hiperemiye neden olur (54).

Y aralanmig omurilik aksonlarinin normal aksonlara gore iskemiye toleranslarinin daha az
oldugunu gosteren kanitlar vardir. Omurilik yaralanma derecesi ve posttravmatik iskemi
dereces ile motor ve somatosensoriel uyarilmig potansiyeller arasinda lineer iliskinin
oldugunun bildirilmesi, posttravmatik iskeminin akson fonksiyonunun bozulmasi ile
dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir (60, 61).

Endotel Hasar:

Posttravmatik iskeminin kesin nedeni halen anlasilamamustir. Yaralanmay: olusturan
mekanik travma, vazoaktif aminlerin salimmi, hemoraji, tromboz, platelet agregasyonu ve
endotel hasart vazospazmi tetikleyebilir (2). Kaptanoglu ve arkadaslari yaptiklari bir
calismada, vaskiler endotel hasarimin travma siddeti ile dogru orantili olarak arttigim
bununla beraber 6dem, akson, myelin ve nikleus hasar ile karsilastinldiginda endotelin
yaralanmaya en direncli yapt oldugunu bildirmislerdir (62). Glutamat —eksitator bir
aminoasit- endotel hasarindan sorumlu tutulmaktadir. N-metil-D-aspartat  (NMDA)
reseptor blokorlerinin (MK-801, Mg vb) deneysel omurilik yaralanma modellerinde,
noroprotektif etkilerinin oldugu ve endotel hasarimi azalttiklar: gosterilmistir (9, 54). Carlos
ve Harlan, endotel hasarinin aktive olmus nétrofiller tarafindan oldugunu 6ne stirmislerdir
(63). Endotel hasarina platelet yapismasi, intravaskiler platelet agregasyonu ve
mikrovaskuler okllizyon eslik etmesi nedeni ile endotel hasarim azaltmak icin antiplatelet

gjanlar da denenmistir (64).

2.3.2.2. Biyokimyasal Degisiklikler
Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller dis yortingel erinde ¢iftlenmemis bir elektron bulunduran kuvvetli reaktif
molekullerdir. Biyolojik dokularda serbest radikallerin en sik kaynagi molekiler oksijen
radikalleridir (Tablo 2.3). Norma metabolizma sirasinda ortaya ¢ikabildikleri gibi



birtakim cevresel faktorler (radyasyon, antineoplastik ilaclar vb) de serbest radikal
yapimin arttirabilirler (2, 4, 65).

Tablo 2.3. Hicre yapitaglar icin toksik oksijen radikalleri

Oksijen Radikalleri Sembol
Slperoksit anyon radikali Oy
Hidrojen peroksil radikali HO,
Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil radikali OH
Peroksil radikali ROO

Serbest radikallerin zararl: etkilerini engellemek Gzere organizmada *’ antioksidan’’ olarak
adlandirilan savunma sistemleri mevcuttur (Tablo 2.4). Antioksidanlar dort sekilde

etkilerini olustururlar:

- Toplay:c: etki; serbest radikallerin tutulmasi veya daha zayif bir molekile
cevrilmesi seklinde etki ederler. SOD, CAT, GPX, GSR bu gruba 6rnektirler.

- Bastirici etki; serbest radikallere bir hidrojen aktararak reaktivitelerini azaltirlar
veyainaktif hale gelirler. A, C, E, K vitaminleri bu gruba ornektirler.

- Onar:c: etki

- Zincir kiric: etki

Fizyolojik kosullarda olusan serbest radikaller, enzimatik antioksidan mekanizmalar
(sitokrom oksidaz sistemi vb), non-enzimatik antioksidanlar (tokoferol vb) ya da metal
baglayicilar (seruloplazmin vb) ile inaktive edilerek doku hasardan korunur. Cesitli
sebeplerden Otirii  serbest  radikaller antioksidan mekanizmalarla etkisiz  hale
getirilemezlerse, dokular oksidatif strese maruz kalrlar (2, 4). Oksidatif stres hicre

metabolizmasinda bir takim bozukl uklara neden olur.
Bunlar:

- DNA yapisinin bozulmasi
- Intraseliiler serbest Ca™ miktarinda yiikselme

- Huicre membrant iyon transportunun zarar gérmesi ve lipid peroksidasyonu
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Intraseliler kalsiyum artis1 ise hiicre icinde nikleaz, proteaz, protein kinaz C,
fosfolipazlarin aktive olmasina ve hiicrenin nekrotik ve apoptotik bir slirece girerek

6l imiine neden olmaktadhr.

Tablo 2.4. Hicreici ve hiicre dig1 antioksidan sistemler

Hlcreigci Hdcr e dist

Slperoksit dismutaz (SOD) Slperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT) Urat

Glutatyon perosidaz (GPX) Vitamin A, C, E

Glutatyon rediiktaz (GSR) Seruloplazmin

Vitamin A, C, E, K Metal baglayicilar

Urat Transferrin

Tiyoller Albumin

Indirgenmis glutatyon (GSH) Laktoferrin

Ubikinon

Merkezi sinir sistemi, askorbat, glutatyon ve tokoferol gibi antioksidan mekanizmalara
yuksek oranda sahiptir (2). Ancak travma sonrast dokuda bu antioksidan mekanizmalar
hizla azalir. Olusan serbest radikaller lipidler, proteinler ve nikleik asitler ile reaksiyona
girerek siklikla lipid peroksitler olustururlar. Bunun sonucunda daha fazla serbest radikal
olusur (65-67).

Iskemi veya travma sonrasi:
- Oksijen radikali Ureten enzim ve substratlarin artmasi
- Mitokondride oksijen radikali yapin artmasi
- Doku hasar1 sonucu kemotaksis ile toplanan nétrofillerden kaynaklanan serbest
radikallerin artmasi
- SOD gibi antioksidan mekanizmalarin inaktive olmalari sonucu oksidan-

antioksidan dengenin bozulmasi

Sinir hiicresi membran lipidlerinin kolesterol ve doymamus yag asitlerinden zengin olmast,

SOD, GPX ve ozdllikle katalaz enzimlerinin noral dokuda az miktarda bulunmasi,
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noronlarin  ¢ok sayida lizozom igcermesi, demir miktarimn fazla olmasi ikincil

yaralanmanin merkezi sinir sisteminde daha belirgin olmasinayol acar (2, 4, 65).

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki doymarmis
yag asitlerinin oksidasyonunu iceren kimyasal olaylar toplulugu olarak agiklanabilir. Hiicre
membram ve hicre organel membranlarinin yapisal matriksi polar bir bas ve ikili
kuyruktan olusan fosfolipidlerden ibarettir. Serbest radikalin, lipid molekilinden bir
hidrojen ailmasi sonucu lipid radikali ortaya cikar. Lipid radikali ortamdaki oksijen ile
reaksiyona girip lipid peroksil radikaline donusir. Bu bir serbest radikal gibi davramp
baska bir lipid molekllinden bir hidrojen ¢eker ve sonucta bir lipid hidroperoksidi ve yeni
bir lipid radikali olusur. Bu reaksiyonlar zinciri srlip gider ve hiicre membramnda hasar
olusur (66, 67).

Steroid, siklosporin-A, vitamin E ve selenyum gibi maddeler serbest radikal tutucu
etkilerinden 6tirl deneysel TOY modellerinde etkin bulunmuslardir (68, 69) . Kaptanoglu
ve arkadaslar1 ise melatonin, meksiletin, eritropoetin, tiopental ve propofol gibi ganlarin
deneysel TOY modellerinde lipid peroksidasyonunu Onlediklerini ve ultrastriktirel
koruma sagladiklarin gostermislerdir (5-14).

Eksitator Aminoasit Birikimi ve Eksitotoksisite

Omurilik yaradlanmasi sonrasi eksitatOr aminoasitlerden (EAA) glutamat ve aspartat
dakikalar icinde hizla yikselir. Yapilan calismalar eksitator aminoasitlerin neden oldugu

ge¢ doku hasarinda glutamat reseptérlerinin dnemini vurgulamuslardir (70).

Glutamat santral sinir sisteminin en 6nemli eksitator ndrotransmitteridir. Spesifik membran
reseptorleri ile etkileserek Ogrenme, hafiza, hareket, duyu ve sinaptik baglantilarin
plastisitesinin saglanmasi gibi birgok nérolojik fonksiyonda gorev alir. Glutaminerjik sinir
uclarinda, mitokondriyal bir enzim olan glutaminaz araciligiyla glutaminden sentezlenir ve
ATP gerektiren bir islemle presinaptik vezikillere tasinarak burada depolamr. Hicre
membramnin depolarizasyonu, presinaptik sinir uglarindaki vezikullerden sinaptik araliga
kalsiyum iyonuna bagimli bir sirecle glutamat salinmasina yol agar. Sinaptik araliga
salinan glutamat, postsinaptik ucta bulunan spesifik reseptorleri aktive ederek, etkilerinin
ortaya ¢itkmasim saglar. Normal kosullarda sinaptik araliga salinan glutamat, sodyum
iyonuna bagimli, yiksek afiniteli glutamat geri alim tasiyicilan araciligiyla hizla ortamdan
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uzaklastinlir. Bu tasiyicilar néron ve glial hicrelerin membranlarinda bulunurlar. Glial
hicre icine alinan glutamat, glutamin sentetaz enzimi aracihigiyla glutamine

donUsturuldikten sonratekrar glutaminerjik sinir uglarina gonderilir (71).

Herhangi bir sebeple bu dengenin bozulmasi ve glutamatin sinaptik aralikta birikmes
sonucu glutamat reseptorlerinin yiksek dizeyde uyariimasi ile karakterize bu duruma
’eksitotoksisite’’  denir.  Asirn glutamat  birikiminin  sebebi, hicre membran
polarizasyonuna bagli olarak sinaptik vezikillerden glutamat salimminmin uyariimast ve
ATP yetmezligine bagli olarak glutamat geri alim makanizmalarinin ¢alismamas: olarak
aciklanabilir (72).

Eksitotoksisite inme, travma ve gesitli norodejeneratif hastaligin ortak final yoludur.
Deneysel omurilik yaradlanmasinda da hasardan sonra on bes dakika icinde eksitator

norotransmitter diizeyinin toksik diizeye ulastigi gosterilmistir (73-75).

Glutamat farkli farmakolojik ve elektrofizyolojik yapiya sahip bir dizi spesifik reseptor
araciligiyla etki eder. iki grup glutamat resept6rii vardir (71).

1) Metabotropik reseptérler: Uyariimalart sonucu guanin nikleotid baglayici protein (G
protein) Uzerinden etki gosteren ve ikincil mesajct seri reaksiyonunu aktive eden, protein

fosforilasyonuyla hiicre metabolizmasin: etkileyen reseptorlerdir.

2) Iyonotropik reseptérler: Ligand kapili iyon kanallandir. Bu reseptorler, kendilerini
selektif olarak aktive eden bilesiklere gore Ug alt tipe ayrilirlar.

a) N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptorleri: NMDA reseptérleri, hipokampus
ve kortekste daha yuksek olmak Uzere, memeli beyin ve omuriliginde yogun
olarak bulunmaktadir. Hem glutamat, hem de glisin igin baglanma yerine sahip,
kompleks yapida reseptorlerdir. Aktive olabilmeleri icin hem glutamatin, hem
de glisinin reseptore baglanmis olmasi gerekir (73).

Ayrica spermin ve spermidin gibi poliaminler icin de baglanma bdlgesine
sahiptirler. Poliaminler bu reseptorlerin aktivasyonunu arttirirlar. Magnezyum
iyonu tarafindan voltaja bagimli olarak bloke edilirler.

NMDA reseptoru, diger glutamat reseptorlerinin aksine ancak yuksek gucte

sinaptik giris ile aktive olur ve uzun sireli repolarizasyon saglar. Ayrica hiicre
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icine sodyum (Na’) ve potasyum (K") gecisinin yaninda kalsyum (Ca™)
gecisine de imkan veren bir katyon kanalim da kontrol eder. iskemi veya
travma gibi patolojik stireclerde NMDA reseptérlerinin uzamis ve/veya yiksek
diizeyde uyariimas hiicre ici Na" ve Ca’™ konsantrasyonlarinin artmasina sebep
olur (74, 75).

b) Alfa-Amino-3-Hidroksil-5-Metil-4-1 soksazol proprionat (AMPA) reseptorleri:
GluR1-4 diye adlandirilan 4 subunitin ikiserli kombinasyonundan olusurlar.
Esas olarak sodyum iyonu gecisine aracilik ederler. Ancak GIuR2 subunitini
icermeyenler kalsyum iyonuna da son derece gegirgendirler. Aktivasyon
sonucu Na' hiicre igerisine girer, K™ ise hiicre disina ¢ikar. AMPA reseptor
aktivasyonu ile erken dénemde hiicre icinde Na' birikerek sitotoksik 6dem ve
intrasellUler asidoz olusmasinayol acar (76).

AMPA reseptorleri eksitotoksisitedeki etkilerini, depolarizasyon olusturup
voltaja bagimli kalsiyum kanallarint acarak, sodyum-kalsiyum pompasinin
isleyisini tersine gevirerek gosterirler (77).

c) Kainat reseptorleri: Cok iyi incelenememislerdir. KA1-2 subunitleri vardir.

Eksitator aminoasit nedenli norotoksisite iki safhada olusmaktadir (73, 78). Erken
dénemde patolojik sliregle baslayan glutamatin iyonotropik reseptorleri uyarmasiyla hiicre
icine hizli Na+ akis1 olur. Bunu pasif olarak hicre icine su girisi izler ve akut hticresel
sisme ile hiicre 6lUmi olusabilir. Geg dénemde ise Ozellikle NMDA reseptoriniin yiksek
oranda vel/veya uzamis uyarimiyla hicre icine Cat++ akisi olmakta ve Cat+ un neden

oldugu otodestriktif olaylar zinciriyle hiicre 6lUmu gergeklesmektedir.

Glutamatin asir salgilanmas: ya da geri aimminmin aksamast sonucu, hiicre iginde Cat++'un
asin birikmesi, lipazlar, proteazlar ve endonikleazlardan olusan enzimlerin yiksek oranda
aktive olmasina neden olur. Yine protein kinazlarin aktivasyonuyla membran kanallarinin
ve reseptorlerinin fonksiyonlari bozulur. Proteazlarin akivasyonuyla hicre iskeletini
olusturan ve plazma membranimn bitinlGgunt saglayan yapilar yikilir, ortamda
fosfolipidlier ve Ozellikle arasidonik asit basta olmak Uzere serbest yag asitleri birikmeye
baslar (73-75).
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Sonucta, lipid peroksidasyonu ve serbest radikallerin etkisi ile bu yikim komsu néronal ve

glia hicrelere zarar vererek zincirleme reaksiyonlar halinde devam eder (Sekil 2.1) .
Norotransmitter Birikimi

Omuriligin inen liflerindeki sempatik sinir uclarindan salgilanan dopamin, serotonin ve
norepinefrin en énemli vazoaktif etkili norotransmitterlerdir. Bu maddelerin omurilik
yaralanmalarinda yiksek oranda salinimi, vazospazma ve ikincil yaralanmada kotilesmeye
neden olur (4, 79-81).

Endojen Opioidler

Beyin ve omurilikte yogun sekilde bulunan endojen opioidler fizyolojik sartlarda kan
basinci, 1s1 regllasyonu, cinsel aktivite, hafiza ve en 6nemlisi agri modilasyonunda gérev
aiirlar. Ug grup altinda incelenirler; Endorfinler (alfaendorfin, betaendorfin), Enkefalinler
(metenkefalin, I6enkefalin) ve Dinorfinler (dinorfin A ve B, neoendorfin alfa ve beta).
Y apilan calismalarda omurilik yaralanmalari sonrasi beta endorfin diizeylerinin arttigimn
gosterilmesi, dinorfin A dlzeyinin travmanmin siddetiyle direkt iliskili oldugunun
savunulmasi ve yiuksek dozda opioid reseptor blokeri —naloksan- verildiginde norolojik
tabloda ve kan akiminda dizelme gozlendigine yonelik yayinlarin olmas: bu alana olan

ilgiyi arttirmustir (4, 82).
Arasidonik Asit Salimm ve Eikasonoid Birikimi

Omurilik yaralanmasinda, mekanik yaralanmadan hemen sonra hiicre ici kalsiyum artisi ve
hasar bolgesinde inflamasyon ile fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlar membran
fosfolipidlerini yikarak arasidonik asit olusumuna neden olurlar. Arasidonik asit
lipooksijenazlar ile yikildiginda |6kotrienler ortaya cikar. Siklooksijenazlar ile yikildiginda
ise prostaglandinler, prostasiklin (PGI2) ve tromboksan A2 (TxA2) ortaya cikar.
Arasidonik asit drdnlerinin timidne birden ‘’eikasonoidler’’” denir. Travma sonras
aragidonik asit yikim zincirinin son drtnleri vazokonstriksiyon ve trombosit agregasyonu
ile lokal iskemiye ve inflamasyona neden olurlar. Bunun sonucunda serbest radikal

olusumu artar ve lipid peroksidasyonu hasarin derinlesmesine neden olur (4, 83, 84).
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Sekil 2.1. Eksitotoksisite ile serbest radikal olusumu arasindaki iliski

2.3.2.3. Elektrolit Bozukluklary

Hucresel fonksiyonlarin yerine getirilebilmesi icin, hiicrenin intrasellUler ve ekstrasellUler
Nat+ ve K+ gradientlerini dengelemesi gerekir. Intraselliler Nat+ konsantrasyonu
ekstraselliler alandan 12 kat daha diusukken, K+ konsantrasyonu 50 kat daha yiksektir. Bu
elektrokimyasal gradientin devamu, bariyer islevi géren saglam bir hiicre membramm ve bu

membrana bagli bir enzim olan Nat+/K+-ATPaz in normal aktivitesini gerektirir (85-87).

Nat+/K+-ATPaz pompas aktif olarak sodyumu ekstrasellller siviya, potasyumu ise
intrasellUler bolgeye pompalar. Iskemi sonucu dokuda ortaya cikan enerji yetersizligi ile
hiicre membranlarindan salinan serbest yag asitleri ve serbest radikallere bagli lipid
peroksidasyonu sonucu Nat/K+-ATPaz aktivitess duser. Nat/K+-ATPaz aktivitesinin
omurilik yaralanmasindan bes dakika sonra distligli ve bu disistn bir hafta sonra bile

devam ettigi deneysel calismalarla gosterilmistir (85, 87). Bu enzimin aktivitesinin
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dusmes veya durmasi, sodyumun hicre icine girmesine, potasyumun da hiicre disina
¢ikmasina yol acar. Hucre icine giren sodyum iyonu, klor (Cl-) iyonunu ve suyu da
beraberinde iceri ¢eker; bdylece akut hiicre sismesi olur. Dahaileri asamalardaise, degisen
membran polarizasyonu, kalsiyum iyonunun hicre icine girmesine ve eksitator

aminoasitlerin sinaptik vezikillerden salinmasina yol acar.

Batln htcrelerde kalsiyum iyonlari; hiicre bliyumes ve farklilasmasi, hiicre iskeletinin
butunl Gguinin korunmasi, membran eksitabilitesi, ekzositoz ve sinaptik aktivite gibi sayisiz
yasamsal sUreclerin  devam ettirilebilmesi igin  kullanilmaktadir. Normal ndrona
fonksiyonlarin dizenlenmesinde kalsiyum iyonunun bu énemli rolinden 6tir(, néronlar
kalsyum iyonlarimn hicre igindeki lokalizasyonlarim ve serbest sitoplazmik
konsantrasyonlarim siki bir bigimde kontrol altinda tutmak icin mekanizmalar —hicreigine
kalsiyum girisi, kalsiyum tamponu, internal kals'yum depolari, hiicre disina kalsiyum ¢ikisi
ve intraselluler kalsiyum diffiizyonu- gelistirmislerdir. Bu mekanizmalarin timu htcre igi

kalsiyum seviyelerinin, hiicre disina gére 100.000 kat distk olmasini saglamaktadir (2, 4).
Potasyum Kanallari

Omurilik yaralanmasindan sonra subpial bodlgede kalan aksonlarda fonksiyonel ileti
bozulur. Bu aksonlarda refraktor periyod uzar, yiksek frekand ileti bozulur, aktivasyon
esigi yukselir, 1s1 bagimlt ileti blogu olur ve ileti azalir. Hizli aktive olan K+ kanallar
myelin tarafindan sarilmis olarak paranodal ya da internodal boélgelerde yerlesmistir.
Miyelin yaralandiginda hizl1 potasyum kanallarinin aktivitesi artar, membran potansiyeli
potasyum denge potansiyeline yaklasir ve aksona ileti blogu olusur. 4-aminopiridin hizli
aktive olan voltg bagimli potasyum kanallarim bloke ederek, omuriligi yaralanms
kedilerde klinik bulgular: iyilestirmistir (2, 88).

Sodyum Kanallari

Merkezi sinir sistemi (MSS) beyaz cevher yaralanmasindaki anoksi, ATP (Adenozin
trifosfat) ve membran depolarizasyonunun kaybina neden olur. Sodyum kanallarindan
hiicre icine sodyum akar. Intraselliler sodyum konsantrasyonundaki bu artis, Na+ - Cat+
degistiricinin ters ¢calismasina ve hicre igine asirt miktarda kalsiyum girisine neden olur
(2). Sicanlarda yapilan deneysel omurilik yaralanma modellerinde, sodyum kanal blokeri
olan meksiletin ve fenitoinin ndroprotektif etkileri gosterilmistir (5, 12, 13).
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Kalsiyum Kanallari

Fizyolojik olarak kalsiyumun hiicre igine girisi temel olarak iyon kanallar1 vasitasiyla olur.
Kalsiyumun hticre disina ¢ikisi ise iyon pompalar tarafindan kontrol edilmektedir. Bunun
yaninda kalsiyum tamponlanmasi, birka¢ kalsiyum baglayici protein ve aym zamanda
kalsiyum deposu olarak da gorev yapan, sitoplazmik organeller —mitokondri, endoplazmik
retikulum- tarafindan yurttilmektedir (89).

Gunumuzde hem in vitro hem de in vivo ortamlarda yapilan caligsmalar, hicre icine
kalsiyum girisi ve noral dokuda olusan hasar arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Schanne
ve arkadaslari, hicre icine kalsiyum giriginin toksisitenin agiga ¢ikmasi icin kesin bir
gereklilik oldugu sonucuna vardilar ve bu siirece ‘ hiicre 6limtnin son basamagi’’ adin
verdiler (90, 91).

Omurilik yaralanmasinda hiicre hasari ile membranlarin parcalanmasi, hiicrede enerji
yetmezligi ve bunun neticesinde Nat+-Cat++ degistirici gibi elektrolit pompalarinin iyi
calismamas sonucunda gradient fark: ile hicre igine kalsiyum girisi olur. Kalsiyum
iyonlar1 htcre iginde fosfolipazlari, proteazlar ve fosfatazlar: aktifleyerek hicre hasarinin
ilerlemesine neden olur. Fosfolipazlar hiicre membranlarinin yikilmasini saglayarak
arasidonik asit gibi yag adtlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Siklooksijenaz ve
lipooksijenaz, arasidonik asiti prostaglandinler ve |okotrienlere donUstlrir. Fosfatazlar
nitrik oksit sentetaz gibi diger enzimleri aktifler, ayrica kalsiyum kanallarinin ve diger iyon
kanallarinin ¢alismasini diizenler. Hicreye kalsiyum girisi ve serbest radikal olusumu es
zamanlh olur ve sinerjistik etki gosterebilir. Kalsiyum iyonlari mitokondrial respiratuar
enzimlere baglandiginda elektron transportunu bozarak serbest radika olusmasina neden
olurlar (2, 4).

Bu oksijen serbest radikalleri, fosfolipazlar ve proteazlarla birlikte membranin yikilmasina
ve arasidonik asitin serbestlenmesine neden olurlar. Voltg) bagimli kalsiyum kanallarinin
bloke edilmesinin (nimodipin, nikardipin) omurilik yaralanmasinda klinik sonuclar

iyilestirmezken, kan akimint arttirchgi gosterilmistir (92-94).

Hucreye kalsiyum iyonlarimn girisi icin bir diger yol da glutamat resepérleridir. Glutamat

reseptor blokdrleri deneysel omurilik yaralanmasinda nérolojik sonuclar iyilestirir.
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Bazi tedaviler hicre igine kalsyum girisi neticesinde olusan olaylar etkileyerek
noroprotektif etki gosterirler. Glukokortikoidler kalsiyumun aktive ettigi fosfolipaz
aktivites ile iliskili bir proteinin sentez ve salimmum onler. indometazin ve diger
siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibitorleri eikazanoidlerin Uretimini  azaltirlar.
Siklosporin ve FK506 kalsindrini inhibe ederken, nitrik oksit Gretimini azaltir ve ndronlar

glutamat toksisitesinden korur (95-97).
2.3.2.4. inflamatuar Cevap

Omuriligin travmatik yaralanmasi sonrasi inflamasyon cevabi saatler iginde baslar ve
birka¢ gun icinde tepe degerine ulasir. Bu cevap endotel hasari, mikroglia aktivasyonu,
inflamatuar mediatorlerin  salimmi, vaskiler permeabilite artisi, 6dem ve periferal

inflamatuar hiicrelerin gogu olarak gozlemlenir (53, 98).

Merkezi sinir sisteminin temel savunma hiicreleri, mikroglialar omurilik yaralanmasindan
sonra erken donemde aktive olurlar ve IL-1B, TNF-o ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinleri salarlar (99-101). Bu erken mikroglia aktivasyonunu nétrofil invazyonu takip
eder. Birinci glnde tepe degerine ulasirken Uglnclu gunde kaybolurlar (99, 101).
Notrofiller, proteazlar, serbest oksijen radikalleri ve nitrik oksid gibi ¢cok sayida sitotoksik
faktorin yapimindan ve salimmuindan sorumludurlar. Lipid peroksidasyonuna ve protein
nitrasyonuna katkida bulunurlar (102). Nétrofillerin bu zararl etkilerini bu asamada bloke
eden gjanlarin, deneysel hayvan calismalarinda norolojik fonsiyonel iyilesmeyi sagladiklari
bildirilmistir  (103). Néotrofillerden sonra yaralanma bolgesine gelen  hicreler,
makrofajlardir (99). Esas gorevleri olusan hicre debrisinin fagositozudur. Omurilik
yaralanmasi sonrasi ortaya ¢ikan makrofgjlarin hem pozitif hem de negatif etkileri
bulunmaktadir. Yapilan bazi calismalarda makrofgjlarin  kontrolli  aktivasyonunun
organizmanin lehine oldugu vurgulanirken, diger calismalarda da makrofaj aktivasyonunun
demyelinizasyonu, kavite olusumunu ve kalici akson hasarimi arttirarak ikincil

yaralanmaya katkida bulundugu gosterilmistir (22, 38).
2.3.2.5. Apopitoz

Apopitoz, klasik hiicre 6lum sekli olarak bilinen nekrozdan birgok 6zelligi agisindan
oldukga farkl: olan bir hiicre 6lim mekanizmasidir. Apopitoz terimi, ilk defa iskogyali

arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda kullamlmis ve canli
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dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgln bir hicre 6lum tipi
olarak tammlanmustir. Bu fizyolojik olay, dokularda tek tek hiicre kaybina yol agtigindan
latince ayr dismek anlamina gelen —apo: ayri, ptoz: dismek- apopitoz denilmistir (38).

Programlanmis hiicre 6lUmi anlamina gelen apopitozun, daha ©6nce hicre 6limindn
sadece fizyolojik formu oldugu distuinilmesine ragmen, bugiin patolojik hiicre 6limune de
aracilik ettigi bilinmektedir. Birgok yonuyle nekrozdan farklidir. Kromatin agregasyonu,
intrantikleozomal DNA fragmantasyonu, cekirdek piknozisi ve hicre bizismes gibi
birtakim hticre ici olaylar: igerir. Hicrelerin sitozolik pargalarinin disar1 salgilanmast ve
herhangi bir lokal inflamatuar yamt olmaksizin fagosit icine alinmasiyla sonuglanir.

Apopitoz hiicrenin protein sentezi ve enerji gerektiren aktif 6lumadur (2, 38).

Apopitoz sirrecine giren hiicreler buzusir, komsu htcrelerle temas kaybi olur, membranda
blebler olusur ve profagositik ylzey sinyalleri tasirlar. Sire¢ daha sonra kromatin
kondensasyonu ve DNA fragmantasyonu ile devam eder. TUm htcrenin kucuk, cevres

membranla gevrili, hizla fagosite edilebilen vezikillere pargalanmasiyla sona erer (2, 38).

Hucre nekrozu ise hiicre membram pargalanmasi, mitokondriya sisme, rastlantisal DNA

yariklanmasi ve genel-bdlgesel inflamatuar reaksiyon igeren uzun bir olaydir (2, 38).

Apopitozun indiklenmesinde g prototip sinyal yolu vardir (2, 38).

1) Mitokondri aracil1 apopitoz olusturulmasi
2) D1s sinyallerle apopitozun tetiklenmesi

3) Endoplazmik retikulum (ER) aracili apopitoz olusturulmast

Apopitoz tammlanmasinda pek c¢ok molekiler biyolojik test gelistirilmistir. DNA
yariklanmasim gosteren terminal deoksinUkleotidil transferaz (TdT) bagimli nick-end
labeling (TUNEL) teknigi oldukca populer bir testtir. Intranikleozomal DNA
fragmantasyonu apopitozun ana isaretidir ve elektroforezde karakteristik olan

merdivenlesme paterniyle tamnabilir (19).

Apopitoz omurilik yaralanmalarinda 6nemli rol oynar. Yong ve arkadaslari, ciddi
kontlizyon zedelenmesinden sonra sican omuriliginde travma tarafindan indiklenmis

apopitoz varligim gostermislerdir (104). Diger bir deneysel omurilik yaralanma modelinde,
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apopitozun gorulebilir bulgularimin ilk 24 saat icinde ortaya ¢iktigi ve en az 3 hafta sonraya
kadar devam ettigi gosterilmistir (105). Emery ve arkadasglari 1998 yilinda, travmatik
omurilik yaralanmasi gegiren insanlarda, lezyon merkezinin kenarlarinda ve komsu beyaz
cevherde apoptotik hiicrelere rastlamisglardir (106).

2.4. Travmatik Omurilik Yaralanmasimn Histopatolojisi

Omurilikte travmay: takiben baslayan ikincil hasar sireci akut, orta ve geg faz olarak
siniflanabilir. Akut faz da erken akut (2-48 saat) ve subakut (2-14 gin) olmak Uzere iki
baslik altindaincelenebilir (2, 53, 107).

2.4.1. Akut Faz
2.4.1.1. Erken Akut Faz (2-48 saat)

Yaralanmadan sonraki ilk degisiklik omurilik gri cevher mikrovaskilaritesindeki
degisikliklerdir. Santral kanal etrafi ve 6n boynuzdaki multifokal petesial kanamalar saatler
icinde radial olarak yayilma egilimindedirler. Mikrotrombislerin gdzlenmes ve kamn
ekstravaze olmasi ilk 24 saatte belirginlesir. Yaralanmadan dakikalar sonra endotel
bileskeleri agilmaya baglar. Santral petesiler genisledikge glial reaksiyon ve nérona
dejenerasyon belirgin hale gelir. Yaralanmus kan omurilik bariyerine bagli 6dem
formasyonu yaralanmadan sonra erken saatlerde baslar, radial ve longitudinal olarak
ilerler, ilk 24 saatte belirginlesir. Odem pia elagtisites olmadig: icin vaskiller rezistansin
artmasina ve dolayisiyla omurilik kan akimimin azalmasina neden olur. Noronlarda
nekrozun ilk gostergeleri birinci saatte baglar. Sitoplazmik eozinofili, hayalet hicreler,
Nissl cisimciginin kaybolmasi, kigulmis noronlar, hiperkromatizasyon ve irreguler sekil
nekrotik degisiklik gostergeleridir. Gri cevherdeki nekrotik degisiklikler ilk saatlerde artar,
8. saatten sonra beyaz cevhere yayilmaya baslar. On boynuz hiicrelerinde arka boynuz
hiicrelerine gore daha erken nekroz gorulir. Hem néronlar, hem de glial hiicrelerde aym
zaman araiginda hicre 6lumi goruldr. Hicre ici kalsiyum artisi sonucu nikleazlar,
proteazlar, kinazlar ve lipazlarin aktivasyonu ile hiicre hasar1 artar ve hticre 6lumu nekroz

yada apopitoz seklinde gerceklesir (2).
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2.4.1.2. Subakut faz (2-14 gun)

Aktive olmus mikroglia ve astrositler reaktif gliozis olusturmaya baslarlar. Mikroglia,
noronal dejenerasyon varliginda, kimyasal uyarilar altinda sitotoksik makrofajlara donusr.
Bu hlcreler lezyon merkezinde calisirlar ve nadiren yayilirlar. Saglikli ya da hafifce
yaralanmis hicreleri 6ldurip oldurmedigi henliz anlasilamamustir. Yaralanmaya cevap
olarak astrositler hipertrofi ve proliferasyon gosterirler. Astrositik cevap 14. giinde en (st
diizeye cikarken bazen bu siireg 28 giine kadar uzayabilir. inflamatuar hiicrelerin yaral:
omurilige gbgunde iki dalga vardir. Birincisinde polimorfonikleer granilositler
yardlanmadan saatler sonra lezyon bolgesine gelerek sitotoksik etkileri ile noronofai
yapabilirler. 24 saatte maksimum diizeye cikip, 72. saatte kaybolurlar. ikinci dalgada,
lezyon bolgesine monosit ve makrofajlar gelir ve hiicre debrisini fagosite ederler. Schwann
hicreleri, meningeal hiicreler ve fibroblastlar lezyon bolgesine go¢ eden diger perifera
hicrelerdir (2, 107).

2.4.2. Orta Faz (2 hafta-6 ay)

Onceden baslamis glial skar dokusunun olusumu ve olgunlasma siireci bu fazda devam
eder (107).

2.4.3. Geg Faz (>6 ay)

Omurilikte yara iyilesmesi, kistik kavite olusumu ile sonuglamr. Yaralanmadan aylar
sonra santral kanal ile birlesmis, beyin omurilik sivist ile dolu kistik kaviteler gelisir. Bu
kistik kaviteler stabil lezyonlar olmayip yaklasik %30 kadari ilerleme gosterebilirler.
Ilerleyici norolojik defisit ve ndropatik agriya sebep olabilirler.

Zedelenmis aksonlarin wallerian dejenerasyonlari bu fazda hala devam ederken, bu

zedelenmis akson ve hiicre govdelerinin temizlenmesi yillar stirebilir.

Demyelinizasyon gelismis ve/veya kismen kurtulmus aksonlarda, remyelinizasyonun kisitl
da olsatekrardan baslamasi bu fazin diger bir 6nemli 6zelligidir (2, 53, 107).

2.5. Ikincil Omurilik Yaralanmasina Y énelik Tedavi Girisimleri

Tibbin diger dallarindaki gelismeler ile karsilastinldiginda, TOY tedavisi hakkindaki

ilerlemeler cok yavas olmaktadir (Tablo 2.5). Son 25 yil iginde ¢ok sayida umut verici gjan
21



Klinik calismalarda denenmis olmasina ragmen ginimuz itibariyle yaygin kabul géren
hicbir g an bulunmamaktadir (16, 17).

2.5.1. Kortikosteroidler

Metilprednizolon sodyum stksinat (MPSS) hem deneysel hem de klinik calismalara en
fazla konu olmus ve noéroprotektif etkileri gosterilmis glukokortikoiddir. Serbest radikal
olusumunu azaltmasi, lipid peroksidasyonunu engellemesi, Nat/K+-ATPaz pompa
aktivitesini dizenlemesi, hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunu ayarlamasi ve omurilik kan

akimin diizeltmesi stz konusu noroprotektif etkilerindendir (2, 16, 17).

1984 yilinda tamamlanan NASCIS T (North American Spinal Cord Injury Study 1) adh
Klinik calismada, yiksek ve disik doz MPSS alan hasta gruplar: karsilastirildi. Nérolojik
gelisme agisindan, her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml: bir fark saptanmazken,
yuksek doz ilag alan grupta yara yeri enfeksiyonu, gastrointestinal kanama, sepsis ve
pulmoner emboli gorilme sikliginda artis izlenmes dikkat gekiciydi (16, 17).

Hemen bu caligmamn ardindan baglanan ve 1990 yilinda tamamlanan NASCIS |1 adl
klinik calismada ise yiuksek doz MPSS, naloksan ve placebo karsilastinildi. Yaralanma
sonrasi ilk 24 saat icinde verilen 3 madde arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmazken, yaralanma sonrast ilk 8 saat icinde MPSS alan grupla diger gruplar arasinda
anlaml1 bir fark saptand: (17).

Bunun tzerine NASCIS 111 ¢alismasi, MPSS nin ilk 8 saatte uygulandiginda ortaya gikan
olasi faydalarim saptamak icin planlandi. 1997 yilinda tamamlanan bu calismada,
MPSS nin 24 ve 48 saat siren inflzyonlar: tirilizad mesilad (TM) —glukokortikoid ve
mineralokortikoid etkisi olmayan ancak lipid peroksidasyonunu metilprednizolona gore
daha yiksek oranda inhibe eden 21 aminosteroid- ile karsilastirildi. Bu ¢alisma, yaralanma
sonrasi ilk 3 saat icinde MPSS tedavisi baslanirsa 24 saatlik inflizyonun, eger 3 ila 8 saat
arasinda baslanirsa da 48 saatlik infuzyonun daha etkili olacagini gosterdi. Tirilizad
mesilatin klinik kullamma yonelik faydal1 bir etkisi bulunamadi. 48 saatlik MPSS inflizyon
grubunda sepsis, pndmoni ve Olim oranlarmin 24  saatlik  tedavi grubu ile
karsilastirildiginda ortalama 3 kat daha fazla oldugu saptand: (16, 17).
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2006 yilinda ABD’de calisan spina cerrahlar arasinda omurilik yaralanmalarimin tedavis
hakkinda yapilan bir anket, cerrahlarin blyik bir kisminin sadece hukuki davalara konu
olmamak i¢in, MPSS kullandiklarin: ortaya koydu (17, 18).

2.5.2. Gangliozid GM-1 (Sygen)

Gangliozidler, sinir dokusu hicre zarlarinda bulunan kompleks yapida glikolipidlierdir.
Yapilan hayvan calismalarinda, gangliozidlerin noral doku tamirini ve fonksiyonel
iyilesmeyi arttircdigi gosterilmistir. 1991 yilinda 37 hastay: iceren randomize, kontroll{
Maryland GM-1 klinik calismas,, plasebo ile karsilastirildiginda motor skorlardaki
iyilesmenin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya koydu. Bunun Uzerine, TOY
hakkinda simdiye kadar yapilmis en genis, randomize klinik arastirma —Sygen- planlandi.
28 tane Kklinik, 750'den fazla hasta 5 yil siren bu caligmaya dahil edildi. Calismanin
sonucunda istatistiksel olarak anlaml: sonuglar gitkmadh (16, 17).

2.5.3. Tirotropin Salgilatict Hormon (TRH)

Yapilan deneysel TOY modellerinde, TRH’min ikincil hasarda gorulen eksitotoksisiteyi,
endojen opioidleri, Iokotrienleri ve platelet aktive edici faktorleri doz bagimli olarak
antagonize ettigi gosterilmistir. 1995 yilinda TRH ile ilgili ilk ve tek calisma yapildi.
Randomize, cift kor, plasebo kontrolll olarak yapilan galismada komplet ve inkomplet
yaradlanmal: hastalar plasebo ile Kkarsilastirildi. inkomplet yaralanmal: kiicik bir hasta
populasyonda elde edilen fonksiyonel iyilesmenin plasebo ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen, calisma kurgusundaki hatalardan 6tird bu

sonuglar anlaml1 olarak degerlendirilmedi (17).
2.5.4. Gasklidin (GK-11)

Gasiklidin, deneysel TOY modellerinde noroprotektif etkisini kamtlams, yan etkisi daha
az bir non-kompetitif NMDA resepttr antagonistidir.

Fransa' da 200 hastanin dahil edildigi cift kor, faz Il insan ¢alismasinda denenmistir. Erken
dénem sonuglar: anlamli olmakla birlikte, geg dénem kontrollerinde anlamli sonuglar elde
edilememistir. Bu ge¢ dénem negatif sonuclar her ne kadar yetersiz istatistiksel degerlere
baglansa da, gasiklidin yeni calismalarda tekrar disuntlmemistir (16, 17).
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2.5.5. Nimodipin

Nimodipin bir L-tipi kalsiyum kanal blokeridir. Yapilan ¢calismalarda eksitotoksisite ve
apopitoz Uzerine etkileri oldugu gosterilmistir (92). Bunun Uzerine insan klinik ¢calismalari
planlanmistir. 1996 yilinda Fransada tamamlanan calismaya 100 adet omurilik
yaralanmal1 hasta dahil edilmistir. Nimodipin, MPSS ve plasebo ile karsilastirilmistir ve
istatistiksel olarak anlamli bir sonug gikmamistir (16, 17).

2.5.6. Diger

Son vyillarda ikincil omurilik yaralanmasina yonelik yeni farmakolojik ganlar
denenmektedir. Riluzol —ALS tedavisinde kullamlan antikonvulzan- ve minosiklin —akne
tedavisinde kullanmilan tetrasiklin grubu antibiyotik- bu ilaclardan en poptler olanlarichr
(16, 17, 19, 38). Santral noronlarin rejenerasyon kabiliyetlerinin oldugunun David ve
Aguayo tarafindan gosterilmesinden sonra rejenerasyon calismalar: biyUk hiz kazanmigtir
(108). Omurilik yaralanmasi sonrasi, merkezi sinir sistemindeki bir takim faktorlerin néron
rejenerasyonunu inhibe ettigi ortaya c¢ikmustir (17). Myelin ve glial skar dokusu ile
iliskilendirilen bu inhibitér faktorlerin antagonize edilmesiyle de yaralanma sonrasi olusan
fonksiyon kayiplarinin dizeldigi gordlmustir (109). Fehlings ve arkadaslar tarafindan
baglatilan ¢cok merkezli faz I/Ilainsan ¢alismasinda da rejenerasyon inhibitorleri Cethrin®
ismli ganla antagonize edilmislerdir. Devam eden calismadan cikan ilk sonuclar,

hastalarin %27’ sinde fonksiyonel iyilesmenin oldugunu gostermektedir (17).

Rejenerasyon calismalariyla birlikte hasarli omuriligin yeniden yapilanmasim amaclayan
hiicre transplantasyonu calismalari da son zamanlarda hiz kazanmistir. Aktive otolog
makrofgjlar, schwann hicreleri, olfaktor hicreler, kemik iligi stroma hicreler ve
embriyonik kok hiicreler bu calismalarda en sik kullanilan ve gelecek vaat eden hiicrelerdir
a7).
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Tablo 2.5. Tamamlanms prospektif, randomize, kontrolll, omurilik yaralanmast klinik

calismalari
Calisma adh Yil Hasta sayisi Calisma dizaym Kullanilan ilag
NASCIS| 1984 330 Faz Ill RK MPSS 100 mg
MPSS 1000 mg
NASCISII 1990 487 Faz 1ll RK MPSS (24 saat)
Naloksan
Plasebo
Maryland GM-1 1991 34 Faz Il RK, pilot GM-1
calisma Plasebo
Otani et al. 1994 158 RK MPSS (24 saat)
Plasebo
TRH 1995 20 Faz Il RK, pilot TRH
calisma Plasebo
NASCIS I 1997 499 Faz 11l RK MPSS (24 saat)
MPSS (48 saat)
™
Nimodipin 1998 100 Faz Ill RK Nimodipin
MPSS (24 saat)
Nimodipin+MPSS
Plasebo
Gasiklidin 1999 280 Faz Il RK Gasiklidin
Plasebo
Pointillart et al. 2000 106 RK MPSS
Nimodipine
Nimodipin ve MPSS
Plasebo
Sygen (GM-1) 2001 797 Faz 11l RK MPSS ve GM-1
MPSS ve plasebo
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2.6. Minosiklin

Minosiklin, yaklasik 30 yildir kullammda olan yar1 sentetik bir tetrasiklin turevidir.
Lipofilik bir yamsi vardir. Tetrasiklinler igerisinde, beyin omurilik sivisina (BOS) en iyi
gegen ve en uzun etkili olan molekdldir (Sekil 2.2). Yillardir akne tedavisinde ¢ok yaygin
olarak kullanmlmaktadir (19, 38).

N N

PN PN

Sekil 2.2. Minosiklinin kimyasal yapisi

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda, minosiklinin antimikrobiyal etkilerinin yam
sira noroprotektif etkilerinin de oldugu bildirilmistir. Antiinflamatuar ve antiapopitotik

etkileri ile ndroproteksiyon sagladigi 6ne strilmektedir (19, 38).

Deneysel serebral iskemi, MS, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi ve ALS
modellerinde denenmis ve basaril1 sonuclar alinmistir (20, 21, 23-33).

Yrjanheikki ve arkadaslar: yaptiklari deneysel global serebral iskemi modelinde, iskemi
baslangicindan 12 saat 6nce ve 30 dakika sonra verilen minosiklinin hipokampal piramidal
ndronlarin yasam strelerini sirastyla %77 ve %71 arttirdiklarint gostermislerdir (20). Fokal
serebral iskemi calistiklart diger bir modelde ise, iskemi baslangicindan 4 saat sonra
baslanan minosiklin tedavisinin kortikal enfarkt alamimi %63 oramnda disurdiguni
gostermislerdir (21). Bu iki calisma sonucunda arastirmacilar, minosiklinin serbest radikal
olusumunu azalttigim, matriks metalloproteazlari (MMP), SSS'de zararli etkileri olan
mikroglia aktivasyonunu ve inflamasyonda dnemli rol oynadig: kabul edilen induklenebilir

nitrik oksit sentaz’'r (iINOS) inhibe ettigini ve hicre 6limi ile inflamasyonda ikili rol
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oynayan anahtar bir enzim olan kaspaz 1 (IL-18) mRNA seviyelerini azalttigim ©6ne
surmuslerdir. Boylece minosiklinin hem antiinflamatuar hem de antiapopitotik etkili iki

yonl bir gjan olduguna dair ilk ipuglar: ortaya gikmistir.

Bu ilk inme calismalarim takiben 2000 yilinda Chen ve arkadaslari Huntington hastaligi
yapilmis farelerde minosiklin tedavisinin yasam slresini %14 uzattigini ve performans
sonuglarinda ortaya cikan gerilemeyi geciktirdigini gostermislerdir (25). 2001 yilinda
Sanchez Mgjiave arkadaslari, minosiklin tedavisinin travmatik beyin hasar1 sonrasi ortaya
cikan lezyon hacmini ve norolojik defisitleri azalttigint gostermislerdir (34). He ve
arkadaglart  Parkinson hastaligi  yapilmig  farelerde  minosiklinin - nigral  hicreleri
korudugunu, diger bir Parkinson hastaligi modelinde ise Du ve arkadaslari, minosiklinin
nigrostriatal dopaminerjik ndrodejenerasyonu yavaslattigim bildirmiglerdir (27, 29). 2002
yilinda Brundula ve arkadaslari, minosklinin deneysel MS modelinde hastaligin
ilerleyisini yavaslattigint gostermislerdir (23). Deneysel ALS modelinde ise Zhu ve
arkadaglart minosiklinin hastaligin baglangicim geciktirdigini ve farelerin beklenen yasam
stresini uzattigin bildirmislerdir (30).

Bu gelecek vaat eden bagarili galisgmalardan sonra 2003 yilinda, minosiklinin kullamildig: 2
adet deneysel travmatik omurilik yaralanmasi calismast yayinlanmustir. Ik calismada,
Wells ve arkadaslar1 travmatik omurilik yaralanmasindan sonra glutamat, serbest radikaller
ve matriks metalloproteazlar gibi ¢esitli inflamatuar norotoksik molekillerin arttigim ve
sadece tek bir spesifik molekile veya yola yonelik bir gjan denemektense, minosiklin gibi
cok yonll bir ajan denemenin daha etkili olacagin ileri stiren bir hipotez gelistirmislerdir
(35). Calismalarinda, travmatik omurilik yaralanmasi olusturulmus deneklerin bir grubuna
travmadan 1 saat sonra bagslayarak 5 giin boyunca minosiklin, bir gruba metil prednizolon
ve diger bir gruba da sadece serum fizyolojik vermigler. Calismanin sonunda deneklerin
davranig analizleri ve omurilik dokusunun histolojik degerlendirmeleri yapilmis. Birinci
ayin sonunda yapilan davrams analizlerinde, minosiklin verilen gruptaki deneklerin arka
ayak guclerinde ve fonksiyonlarinda, kontrol ve metilprednizolon gruplan ile
karsilastirildiginda belirgin iyilesme saptamirken, ek olarak yapilan histopatolojik
degerlendirmelerde de minosiklin grubunda travmaya bagli gelisen lezyon genisliginde ve
akson hasarinda belirgin bir disls saptanmis. Sonug olarak hipotezlerine uygun sekilde,

minosiklinin travmatik omurilik yaralanmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir (35).
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ikinci calismada Lee ve arkadaslari, minosiklinin antiinflamatuar ve antiapopitotik
etkilerini arastirmak icin travmatik omurilik yaralanmas olusturulmus ratlarda davrams
analizi, omurilik dokusunun morfolojik analizi, TUNEL, kaspaz-3 aktivitesi ve inflamatuar
sitokin diuzeyleri calismislar (36). Travmadan hemen sonra baslanan minosiklin tedavis
sonrasinda, tedavi alan gruptaki ratlarin arka ayak guclerinde ve fonksiyonlarinda, kontrol
grubundaki ratlara gore belirgin dizelme saptamuslar. Minosiklin alan grupta travma
sonrasi gelisen lezyon boyutunda 21. ve 38. gunler arasinda belirgin azalma saptanmus.
Minosiklin tedaviss TUNEL pozitif hicre sayisim ve kaspaz-3 dizeylerini anlaml:
derecede azaltirken, antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10 salinimin arttirmus. Buna ek
olarak minosiklin alan grupta proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a saliniminmin azaldig
ortaya cikmustir. Sonu¢ olarak yazarlar, minosiklinin  omurilik yaralanmasinda
noroprotektif bir ajan oldugunu bildirmislerdir (36).

2004 yilinda Teng ve arkadaslari, yaptiklar: bir deneysel travmatik omurilik yaralanmasi
modelinde minosiklinin, mitokondriden sitoplazmaya olan sitokrom ¢ salimminm inhibe
ederek kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonuna bagli ikincil hasar mekanizmalarim
engellediklerini bildirmislerdir (39). Ayni calismada, minosklinin travma bolgesinde
olusan posttravmatik astrogliozisi inhibe ettigini ve ratlarda birinci haftadan itibaren

baslayan bir fonksiyonel diizelme de saptadiklarini bildirmislerdir.

2004 yilinda Stirling ve arkadaslari, yaptiklar: deneysel servika dorsal kolon transeksiyon
modelinde  minosiklinin, beyaz cevherdeki  oligodendrosit  apopitozunu  ve
mikroglia/makrofg aktivasyonunu azalttigim, kortikospinal aksonlar: ilerleyici hasardan
korudugunu, travmaya ikincil gelisen lezyon boyutunu azalttigini ve fonksiyonel
iyilesmeyi sagladigini bildirmislerdir (37).

Bitin bu calismalarin 1s1ginda, Yong ve arkadasglari Aralik 2004'te minosiklinin etki
mekanizmalarini anlatan bir derleme yayinlamiglardir (19). Calismalarinda minosiklinin,
mikroglial aktivasyonu inhibe ettigini, apopitozu yavaslattigini, serbest radika olusumunu
baskiladigim, matriks metalloproteazlari inhibe ettigini, [6kosit fonksiyonlarin
duzenledigini ve kalsiyum baglayict oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte bahsedilen
batin bu etkilerin omurilik travmasimin erken doneminde daha belirgin oldugu icin,

minosiklin tedavisinin ilk birkag guin i¢inde baslamasin 6nermislerdir.
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Stirling ve arkadaglari 2005 yilinda yayinlanan derlemelerinde, minosiklinin
antiinflamatuar etkinligi ile karsilastirldiginda daha az bahsedilen antiapoptotik etkisi ve
Uclincl bir yolak —p38 mitogen activated protein kinase (p38 MAPK)-  Uzerinde
durmuglardir (38). Minosiklinin, hicreleri apopitotik uyarilara karsi daha direngli hale
getirerek hicre 6lumind azalttigint bildirmislerdir. Minosiklinin bu etkiyi antiapoptotik
proteinleri arttirarak ve/veya proapoptotik maddelerin etkisini antagonize ederek veya
kaspaz aktivasyonunu azaltarak ortaya cikardigini ileri sirmislerdir. Buna ek olarak,
minosiklinin mitokondri Gzerine direkt etki ederek sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve apopitoz
indikleyici faktor (AIF) gibi proapopitotik molekillerin serbestlenmesini inhibe ettigini
aciklamuglardir.

P38 MAPK, stres veya gesitli sitokinlere cevaben salgilanan ve ¢ok sayida kinaz tarafindan
aktiflesen serin treonin kinazidir. inflamatuar sinyal iletiminde ¢ok 6nemli rol oynar.
Inflamatuar reaksiyonlar esnasinda natrofil cevabini diizenler. inhibisyonlar: 1L-8
Uretimini, superoksid olusumunu ve notrofil kemotaksisini ortadan kaldirir. Notrofillerin
TNF-a veya GM-CSF ile uyarimast p38 MAPK aktivasyonu saglar. P38 MAPK
noronlarin ve glial hicrelerin apopitozunda rol oynar. P38 MAPK inhibisyonu néron ve
oligodendrositleri korurken, immin hicrelerin 6lumind indlkler. Sonug olarak yazarlar,
notrofillerden salinan sitotoksik faktorlerin inhibisyonunun veya p38 MAPK inhibisyonu
ile notrofillerin 6limundn, omurilik yaralanmas: sonrasi ortaya ¢ikan ikincil yaralanmay:

azaltacagin ileri stirmusglerdir (38).

Yune ve arkadaslari, yaptiklari deneysel omurilik yaralanmasi modelinde minosiklinin,
p38 MAPK yolu Uzerinden mikroglialarda Uretilen sinir blylme faktorind inhibe ederek
oligodendrositlerde gorulen apopitozu azalttigimi  bildirmislerdir. Bu yazilariyla
minosiklinin oligodendrosit kaybi Uzerindeki inhibitor etki mekanizmasim ortaya
koyduklarint iddia etmislerdir (41).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, deneysel arastirmalar igin belirlenen kurallar ve prosedirler gergevesinde,
Baskent Universites Etik Kurulu'ndan gerekli onay (12/02/2009 tarih DA09/03 sayi)
alindiktan sonra yuratdlmastr. Calismada toplam 80 adet, 400-450 gram agirliginda,
Sprague-Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Deneklerin genel sagligi calisma 6nces
kontrol edildi ve her denek yer aldigi gruba gére uygun yontemle isaretlendi. Deney
siresince tim denekler, 25 C° sicakliginda odalarda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
dongusiine uygun olarak, kafeslerde tutuldular. Deneklere yem veya su kisitlamasi
yapilmadh. Mesaneleri diizenli olarak bosaltildi (39).

3.1. Denek Gruplari

Denekler esit olarak 4 gruba boltndi. Her grupta biyokimya igin 6, elektron mikroskopisi
icin 8 ve patolgji i¢in 6 sican ayrildi (Tablo 3.1).

Grup | Kontrol grubu: Deneklere sadece laminektomi yapildh ve herhangi bir tedavi

verilmedi.

Grup Il Travma grubu: Deneklere omurilik travmasi uyguland:. flaglar ile esit miktarda
%0,9'luk NaCL ¢ozeltisinden verildi.

Grup Il Minosiklin (iv) grubu: Travmadan hemen sonra, Img/kg Minosiklin hidroklorid
kuyruk veninden yavas inflzyon olarak verildi. Daha sonra 24 saat boyunca, her 4 saatte
bir, aym miktardailag aym yol ile 5 kez daha uygulandh.

Grup IV Minosiklin (ip) grubu: Travmadan hemen sonra 90 mg/kg Minosiklin hidroklorid
ip olarak verildi. Daha sonra 24 saat boyunca, 12 saatte bir, 45 mg/kg ilag ip olarak 2 kez
daha verildi.

Biyokimyasal degerlendirme igin 24 adet sigan, travma sonrast ikinci saatte sakrifiye
edildi.

Elektron mikroskopisi ve patoloji degerlendirmeleri icin erken donem travma sonrasi 1.

gund, ge¢ donem ise travma sonrasi 28. gunl ifade etmektedir. Bu yizden erken donem
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degerlendirmesi yapilacak 28 sican travmadan 1 giin sonra, ge¢ donem degerlendirmesi
yapilacak 28 sigan ise travmadan 28 guin sonra sakrifiye edildiler. Ge¢g donemde sakrifiye
edilecek deneklere 1., 7., 14., 21. ve 28. glnlerde davrams analizi yapild.

Tablo 3.1. Denek gruplar:

Biyokimya EM Patoloji

Erken Erken Geg Erken Geg
Kontrol (Sadece laminektomi) 6 4 4 3 3
Travma (Laminektomi+TravmatSFiv) 6 4 4 3 3

Minosiklin (Laminektomi+Travma+Minaosiklin)
intravendz grup (iv) 6 4 4 3 3

intraperitoneal grup (ip) 6 4 4 3 3

EM: Elektron mikroskopi, L: Laminektomi, T:Travma, Mino: Minosiklin, iv: intravendz, ip: intraperitoneal

SF: %0, 9 NaCl

3.2. Minosiklin Hidrokloridin Hazir lanis

Minosiklin hidroklorid (SIGMA, USA) toz, %0,9'luk NaCl icerisinde ¢ozuldi.
Acik sar1 renkli, berrak bir ¢ozelti elde edildi (39).

3.3. Anestezi

Bir gece dnceden a¢ birakilan deneklerde genel anestezi, 60 mg/kg Ketamin (Ketalar®
Pfizer) ve 10mg/kg Xylazine (Rompun®-%2 Bayer) karisimunin intraperitoneal
enjeksiyonu ile saglanmistir (12). Anestezi, denekler agriya yamtsiz olacak ve deney
sirasinda spontan solunumlarina devam edecek sekilde ayarlanmis, gerektiginde ek doz
verilmistir. Deney sirasinda deneklerin vicut sicakliklar: rektal 1s1 probu ile kontrol
edilerek 37 C° sabit tutulmustur. Islem sirasinda nasal maske ile 1.5 It/dk. dan 0.

verilmistir. Calisma sonras: denekler normal odaisisinda (23-25 C°) tutulmuslardr.
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Sakrifikasyon ise derin anestezi altinda kalpten kan alma ve intrakardiak perflizyon-
fiksasyon yontemleriyle gergeklestirilmistir (4, 12).

3.4. Cerrahi islem

Bu calisma, Baskent Universitess Tip Fakiltes Arastirma Merkezi Deney Hayvan
Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Anesteziden sonra sirt bolgesi tiras edilen sicanlar
ameliyat masasina yatirildi. Povidin-iodine (Betadine®) ile yapilan lokal antisepsiden
sonra, spindz ¢ikintilar ortalayan orta hat insizyonuyla cilt-ciltalti gecildi. Paravertebral
kadlar kunt diseksiyonla siyrildi. Torakal 9, 10, 11 vertebra laminalar: ortaya konuldu ve
mini rongeur yardimiyla torakal 9, 10 total laminektomi yapildi. Omurilik ortaya konuldu
(Sekil 3.1). Bu islemler sirasinda omurilikte travma olmamasina 6zen gosterildi ve teknik
hata nedeniyle lezyon meydana gelen hayvanlar ¢alisma dis1 birakildi. Cerrahi islemler
sirasinda dura mater saglam birakildi. Bu asamadan sonratravma (Grup I1) ve tedavi grubu
deneklerinde (Grup I1I, 1V) modifiye Allen agirlik disurme metodu ile omurilik
yaralanmasi olusturuldu (Sekil 3.2). Hemostaz: takiben tabakalar katlar anatomisine uygun
olarak kapatildi.

3.5. Travmatik Omurilik Yaralanmas Olustur ulmas

Siganlar icin 6zel olarak Uretilmis ucu kunt, 5 gram agirhgindaki c¢elik agirliklar, 10 cm
uzunlugundaki 6zel yapim ¢elik ve cam borular icerisinden omurilige dik olacak sekilde

dusurtlerek omurilik yaralanmas: olugturuldu (Sekil 3.3).
3.6. Kuyruk ven kanulasyonu veilag uygulamas

Sicanlarda ikisi lateralde ve biri de dorsal de olmak Uzere toplam 3 tane kuyruk veni
bulunmaktadir. Oncelikle kuyruk iyice temizlenmeli ve dezenfekte edilmelidir. Arkasindan
venlerin gorinur hale gelmes igin kuyruk vicut seviyesinden asagi sarkitiimali ve
isittlmalidir. Takiben ince uglu bir igne veya intraket yardimiyla kateterizasyon
gerceklestirilir.  Sivilar yavas infizyon seklinde verilmeli ve genellikle 4 ml
gecilmemelidir.

Intravenoz tedavi grubundaki (Grup I11) sicanlarin kuyruk venleri, travmadan hemen sonra
22-24 G intraket ile kanlle edildi (Sekil 3.4). Tedavi dozu (1mg/kg) yaklasik 2 cc
icerisnde (0,5 cc/100 gr doku) yavas inflizyon olarak 4-5 dakikada verildi. Ayn sekilde
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bu doz 24 saat boyunca, her dort saatte bir olmak Uzere toplam 5 kez daha tekrarland:
(120).

Intraperitoneal tedavi grubundaki (Grup 1V) sicanlara 90 mg/kg minosiklin hidroklorid,
travmadan hemen sonra intraperitoneal olarak verildi. idame doz (45 mg/kg), 12 saat
araylaiki kez dahaintraperitoneal olarak tekrarlandi.
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Sekil 3.1. Total laminektomi sonrasinda saglam omurilik dokusunun gorintasi

Sekil 3.2. Allen agirlik distrme yontemi ile omurilik travmasi olusturulmasi
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Sekil 3.3. Travma sonras hasarlanmis omurilik dokusunun gorintiisi

Sekil 3.4. Dorsal kuyruk ven kanilasyonu
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3.7. Biyokimyasal inceleme Y 6ntemleri

Oksidatif stres parametreleri 1 ile 5 saat arasinda tepe degerine ulastigi icin
biyokimyasal incelemede kullamlacak denekler travma sonrasi ikinci saatte kalpten kan
alma yontemiyle sakrifiye edildi (4). Her denekten konttizyonlu bolim merkezde kalacak
sekilde omurilik dokusu c¢ikarildi. Bu doku Ornekleri daha Onceden kodlanmis
ependorflarin icine konulup etrafina auminyum folyo sarildi ve azot tankimin igine
yerlestirildi. Azot tanki iginde laboratuvara ulastirilan doku ornekleri analiz guiniine kadar
eksi 20°C’ de donduruldu.

3.7.1. Doku Malondialdehit (MDA) Analizi

MDA organik bir oksidatif stres belirtecidir. Dokular 0,15 M potasyum Klor(r
icinde cam-cam homojenizator kullamlarak (1/10;w/v) homojenize edilmistir. Doku
orneklerinde MDA derisimi Buege ve Aust’un yontemi kullamlarak saptanmustir (111).
Yontem MDA’ nin tiyobarbitirik asit (TBA) ile yaptigi kompleksin kolorimetrik olarak
Olcimi esasina dayanmaktadir. Homojenat Ornekleri 0,13 mM TBA ve %7,5 (v/v)
trikloroasetik asit (TCA) iceren ayirag ile kaynar su banyosunda 15 dk. inkibe edilmistir.
Tepkime sonrast elde edilen drnekler sogutulduktan sonra, 1500xg’ de santriflj sonrasi
edilen sipernatantlarin absorbanst 535 nm’de drnek kértine karst Ol¢Ulmustir. MDA
derisimleri molar ekstinksiyon katsayisi (1,56x10°M™cm™) kullarilarak hesaplanmis ve
nmol/g doku olarak ifade edilmistir.

3.7.2. Doku Glutatyon (GSH) Analizi

GSH, hucreleri serbest radikaler ve peroksitler gibi reaktif oksijen molekullerinden

koruyan antioksidan bir molekuldur.

Doku GSH derisimleri Ellman’in doku stilfidril grup analizi yontemi ile gergeklestirilmistir
(112). Homojenat oOrneklerinin %1,67 metafosforik asit (w/v) cozeltis ile
deproteinizasyonu sonrasi 4°C’de, 1500xg’'de 10 dk. santrifdj islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen stipernatantin Ellman belirteci ile olusturdugu renkli kompleksin absorbanslar
412 nm'de kore kars1 saptanmustir (Shimadzu-1601). Glutatyon derisimleri standart egri
kullanilarak hesaplanmis ve pmol/g doku olarak ifade edilmistir.
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3.8. Histopatolojik inceleme yontemleri

Omurilik yaralanmasi sonrasi beklenen histopatolojik degisiklikler travma sonrast 24.
saatte daha belirgin hale geldigi icin histopatolojik inceleme yapilacak denekler 24. saatte
intraperitoneal ketamin enjeksiyonuyla derin anestezi atina alindi. Toraks duvari, prosesus
ksifoideusdan baslanip, kostalarin iki yanindan, parasternal gizgi hizasindan kesilerek
acildi ve kranyal yonde kaldirilip, sabitlendi. Diyafram ve perikardiyum kesildi. Serum
fizyolgjik ile perfizyon yapildiktan sonra elektron mikroskopisi bakilacak denekler
paraformaldehit ile, 151k mikroskopisi bakilacak denekler ise formaldehit ile fikse edildi.
Eski dorsal insizyon agilarak laminektomi sahasindan yaklasik 2 cmv’'lik omurilik érnekleri
alinch.

3.8.1. Elektron Mikroskopis (EM)

Elektron mikroskopik (EM) inceleme icin ainan doku érnekleri 24 saat boyunca fosfat
tamponlu %2,5 glutaraldehit ve %2 paraformaldehit soltisyonu iginde bekletildi. Daha
sonra fosfat tamponlu %2 osmium tetraoksit (OsO,) icinde 1 saat postfikse edilip, seri
alkol uygulamalar: ile dehidrate edildi. Araldehit ile bloklama yapildiktan sonra ultratom
(Reichert Supernova) ile yart ince kesitler alimp toluidin mavisi ile boyandi. Isik
mikroskobu (Olympos CH-2) ile incelenen yar1 ince kesitlerden uygun bolgeler tespit
edilip ayni ultratom kullanilarak ince kesitler alindi. ince kesitler bakir gridler Gizerinde
toplanip %70 etil alkolle doymus uranil asetat ve Reynolds' un kursun sitrat solUsyonlari ile
boyandi. Hazir kesitler tranmisyon elektron mikroskobu (LEO 906E) ile histoloji

bl imiince incelendi (4).

EM ile doku orneklerinin kantitatif doku degerlendirmesi igin Kaptanoglu ve
arkadaglarimin  tammladigi “’Deneysel Omurilik Yaralanmasinda Ultrastruktirel Y api
Skorlama Y ontemi’” kullamldi (Tablo 3.2) (10). Bu skorlama sistemi icin her trnekte
hicre i¢i ddem ve nukleus degerlendirmes icin 20 adet ndron, aksonal degisikliklerin
tespiti icin 20 adet akson ve mitokondri degisikliklerinin tespiti icin 20 adet mitokondri

incelendi. BOylece her denege ve her gruba ait nimerik degerler elde edildi.
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Tablo 3.2 Deneysel omurilik yaralanmasinda ultrastriktirel yap: skorlama yontemi (10)

Skor

intrasitoplazmik 6dem
Y ok

Hafif

Orta

w N, O

Agir( Hicre zar1 defekti)
Nukleus

Normal

Kumelenmis kromatin

Seyrek kromatin

w N P O

Agir hasar

Aksonal Myelin

Normal myelin tabakalar
Vezikillesmis myelin
Parcalanmis myelin tabakalari

w N O

Bal petegi gorinumu ve ekstride vezikuller
Genel Aksonal Skor

Normal

Hafif derece 6dem

Orta derece 6dem

w N O

Ag1r derece 6dem ve yapinin kaybi
Mitokondri

Normal

Hafif derece 6dem

Orta derece 6dem

w N O

Ag1r derece 6dem ve yapimin kaybi
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3.8.2. Histopatoloji ve TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-
dUTP Nick End Labeling) Boyama

Spinal kord doku ornekleri %10 luk formalin iginde fikse edildikten sonra parafin bloklara
gbmuldi. Butin doku orneklerinden multiple koronal kesitler alindi. Hematoksilen eosin
ile boyanan kesitlerde 6dem, kanama, aksonal dejenerasyon, damar duvar: degisiklikleri ve
kistik vakuolizasyon bulgulari aranirken, TUNEL immunohistokimya yapilan kesitler
noronal hicre o6lUmi ve apopitoz agisindan degerlendirildi. Sismis, eozinofilik
sitoplazmal1, piknotik nukleusu olan veya hi¢ nukleusu olmayan hicreler nekrotik olarak
kabul edilirken, nikleer karyoreksis ve minimal sitoplazmik degisim gosteren TUNEL
pozitif hicreler ise apoptotik hiicreler olarak kabul edildi. Kesitler semikantitatif olarak
skorland.

3.8.2.1. TUNEL Boyama ve Apopitoz Degerlendirilmesi

Spinal kord doku 6rneklerinde apopitozu gostermek icin In Situ Cell Death Detection Kit
(Roche) kullamldi. Parafine gdmulmis ornekler deparafinize edildikten sonra degisik
konsantrasyonlarda akol ile rehidrate edildi. Daha sonra 6rneklerin permeabilitesini
arttirmak amaciyla, doku ornekleri ilk olarak proteinaz K (20 mg/ml) ile oda 1sisinda 15
dakika boyunca muamel e edildi. Endojen preoksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla oda
1sisinda 5 dakika %3’ Uk hidrojen peroksid uygulanmasinin ardindan 75 ul equilibration
tamponu (buffer) uygulandi. Dokular daha sonra nukleotidlerin 3'OH serbest ucuna
polimerizasyonunu katalize ederek DNA kirilmug kenarlarinin isaretlenmesi igcin TUNEL
reaksiyon karisimiyla muamele edildi. Kesitler daha sonra 30 dakika boyunca Converter-
POD ile inkibe edildi, daha sonra renk gelisimi igin 12 dakika 3-Amino-9-etilkarbozol
uygulandi. Sonrasinda kesitler metil yesil ile boyandi ve lam Uzerine yerlestirildi. Her
basamak arasinda lamlar PBS ile yikandi. BOylece kesitlerde ndronlarin nikleus arinda

boyanma gosterildi.

Nukleer karyoreksis ve minimal sitoplazmik degisim gosteren TUNEL pozitif hicreler ise
apoptotik htcreler olarak kabul edildi. Apoptotik indeks omurilik dokusundaki gri
maddedeki apoptotik noronlarin total ndron sayisina oram ile hesaplandi. Sonuglar yizde
olarak ifade edildi.
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Buna goére boyanma saptanmayan kesitler Grade 0, %1-4 oramnda apopitoz Grade 1, %5-
24 arasindakiler Grade 2, %25-49 arasindakiler Grade 3 ve >%50 oramnda apopitotik
hiicre boyanmas: gosterenler Grade 4 olarak ifade edildi.

3.9. Davrams Analizi

Deneklerin travmatik omurilik yaralanmas: sonrasi 1, 7, 14, 21, 28. gunlerde nérolojik
durumlarim  degerlendirmek amaciyla Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) |okomotor

degerlendirme 6lcegi ve egik dizlem degerleri kullamldi (35, 39, 113).
3.9.1. Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) L okomotor Degerlendirme Olgegi

BBB oOlcegi, deneklerin arka ayak eklem hareket fonksiyonlarimin, adimlama
yeteneklerininin, trunkal stabilitelerinin ve on-arka ayak koordinasyonlu adimlama

yeteneklerinin olglldig 22 birimli bir dlgektir (Tablo 3.3).

Her test yaklasik 4 dakika sirer ve birbirinden bagimsiz iki ayri gézlemci tarafindan
puanlamalar yapilir. BBB degerlendirilmesi yapilmadan once, 5 gin boyunca denekler
testin yapilacag1 kaydirmaz zeminli agik alanda giinde bes dakika serbest birakilirlar. Bu
deneklerin degerlendirme sonucunu negatif etkileyebilecek olan korku ve stres faktorinin
minimuma indirilmesi icin gerekli bir egzersizdir ve her degerlendirme 6ncesinde
yapiimalidir (113).

3.9.2. Egik Duzlem Degerlendirmesi

Egik dizlem degerlendirilmes —yukar: dogru ve asagi dogru- deneklerin ayak kuvvetini
gosteren onemli bir testtir. Egik duzlem degerlendirilmesinde, deneklerin egik bir
dizlem Uzerine yatay pozisyonda yerlestiriimesinden sonra, dizlemin zeminle olan
acist zamanla beser derece arttirilir. Denegin bes saniye slresince devrilmeden

durabildigi en yiiksek aci, o denegin egik diizlem derecesi olarak belirlenir (35, 39).
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Tablo 3.3 Basso-Beattie-Bresnahan |lokomotor degerlendirme 6lcegi ve tammlari (113)

N

0o N o o b~ W

10

11

12

13

14

15

16

Higbir arka ayak hareketi gbzlenmiyor
Bir veyaiki eklemde kisitli hareket, genellikle kalga ve/veya diz eklemi

Bir eklemin genis hareketi veya bir eklemin genis hareketi ve diger eklemin
kisitli hareketi

iki eklemde genis hareket

Arkaayaklarin her ti¢ ekleminde de kisitli hareket

iki eklemde kisitl hareket ve tigiincii eklemde genis hareket
Iki eklemde genis hareket ve tiglincli eklemde kisitl hareket
Arkaayaklarin her Ui ekleminde de genis hareket

Agirlik tasimaksizin stipirme hareketi yapmak veya agirlik tasimaksizin 6n
pencenin plantar yizinin yere temas

Sadece durma esnasinda agirlik tasiyan pengenin plantar yUzinin yere
temas: veya nadiren, sikga veya sirekli agirlik tasiyan pencenin dorsal
yuzinin yere temasi ve plantar yizin yere temas etmemesi

Nadiren agirlik tastyan plantar adimlar, 6n-arka ayak koordinasyonu mevcut
degil

Sik-surekli agirlik tasiyan plantar acimlar ve 6n-arka ayak koordinasyonu
mevcut degil

Sik-surekli agirlik tasiyan plantar adimlar ve nadir 6n-arka ayak
koordinasyonu

Sik-surekli  agirhik tasiyan plantar adimlar ve sk o6n-arka ayak
koordinasyonu

Surekli agirlik tasiyan plantar acimlar, sirekli 6n-arka ayak koordinasyonu
ve hareket esnasindaki (yere ilk temas ve ayagi yerden kaldirma
asamasinda) baskin pence hareketinin rotatuar olmasi (ice veya disa) veya
sikca plantar adimlama, slrekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve nadiren
dorsal adimlama

Slrekli plantar acimlama ve sirekli 6n-arka ayak koordinasyonu ve ayak
parmak temizlemesi yok veya ilerlerken nadiren ayak parmak temizlemes
mevcut

Slrekli plantar adimlama ve durus esnasinda sirekli o6n-arka ayak
koordinasyonu ve ilerlerken sikca ayak parmak temizlemesi mevcut,
ilerlerken yere ilk temas sirasinda baskin pence pozisyonu yere paralel iken
kal dirma esnasinda rotatuardir
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Tablo 3.3 Devam

17 Sirekli plantar adimlama ve durus esnasinda sirekli on-arka ayak
koordinasyonu ve ilerlerken sikga ayak parmak temizlemesi mevcut,
ilerlerken yere ilk temas ve kal dirma esnasinda baskin penge pozisyonu yere
paraleldir

18 Slrekli plantar adimlama ve durus esnasinda sirekli on-arka ayak
koordinasyonu ve ilerlerken siirekli ayak parmak temizlemes mevcut,
ilerlerken yere ilk temas sirasinda baskin pence pozisyonu yere paralel iken
kal dirma esnasinda rotatuardir

19 Sirekli plantar adimlama ve durus esnasinda sirekli on-arka ayak
koordinasyonu ve ilerlerken sikga ayak parmak temizlemesi mevcut,
ilerlerken yere ilk temas ve kal dirma esnasinda baskin penge pozisyonu yere
paraleldir ve kuyruk genellikle veya her zaman asagidadir

20 Sirekli plantar acimlama ve sirekli koordine durus, sirekli ayak parmak
temizlemesi, yere ilk temas ve kaldirma esnasinda baskin pence pozisyonu
yere parael, kuyruk stirekli havada ve trunkal instabilite mevcut

21 Slrekli plantar adimlama ve koordine durus, slrekli ayak parmak
temizlemesi, durus esnasinda baskin penge pozisyonu yere paralel, kuyruk
surekli havada ve trunkal stabilite mevcut

Kiaith: Eklem hareket acikliginin yarisindan daha az gergeklesen parsiyel eklem hareketi
Genis: Eklem hareket agikliginin yarisindan daha fazla gerceklesen eklem hareketi

Slipirme Hareketi: Arka ayaklarin ritmik hareketi (Her (¢ eklem once ekstansiyonda, sonra
tamamen fleksiyonda ve sonra tekrar ekstansiyonda), denek genelde siralar, pengenin plantar yizi
yere temas edebilir veya etmeyebilir, arkaayaklar hareket esnasinda agirlik tasimaz

Agirhik Tasimamas: Pengenin plantar ylzinin yere temasi esnasinda arka ayak ekstansor
kaslarinda kontraksiyon gozlenmemesi veya arka uylugunu kal diramamasi

Agirlhik Tasima: Pencenin plantar yUzinin yere temasi esnasinda arka ayak ekstansor kaslarinda
kontraksiyon gézlenmesi veya arka uylugunu kal dirabilmesi

Plantar Adimlama: Pencenin agirlik tasimakla birlikte yere plantar yizle temasi, takiben arka
ayaklarin ileriye hareketi ve tekrar pencenin yere plantar yiizle temasi

Dorsal Adimlama: Y Uriyus siklusunun herhangi bir asamasinda agirligin pengenin dorsal yiziyle
taginmast

On-arka ayak koordinasyonu :Yere temas eden her 6n ayak adim icin bir arka ayagin yerden
kaldirilmasi veyatam tersi

Nadiren: <%50
Sik: %51-94

Surekli: %95-100
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3.10. istatistiksel Deger lendirme

Deneyde elde edilen degerler SPSS 11.5 programi kullamilarak analiz edildi. Gruplarin
parametrik test 6n sartlarina uyanlarina tek yonlt parametrik varyans analizi (ANOVA),
sartlar saglamayanlara parametrik olmayan varyans anadizi -Kruskall Wallis testi—
uygulandi. Gruplar arasinda fark olup olmadigim bulmak icin parametrikte Tukey testi,
non parametrikte ise Dunn testi uygulandi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Oranlarin karsilastirilmast icin Z testi yapildi. Z>1,96 olan degerler istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal inceleme Sonuclari
4.1.1. Doku MDA duzeyleri

Doku MDA dizeyi sonuglart kontrol, travma, minosiklin (iv) ve minosiklin (ip) gruplarn
icin sirasiyla ortalama 22.45, 46.21, 26.21 ve 28.96 nmol/gr yas doku olarak bulundu.
Calismamizda travma grubu ile minosiklin gruplar: arasindaki fark istatistiksel olarak gok
anlamli (p<0,001) bulunurken, intraventz ve intraperitoneal minosiklin verilen gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05) (Tablo 4.1).

Doku MDA duzeyleri ele aindiginda, minosiklin tedavisinin  akut omurilik
yaralanmasinin seyrini olumlu yonde etkiledigi tespit edildi. Ayrnica bu sonuglar,
intraventz tedavinin, intraperitoneal yol ile karsilastinldiginda lipid peroksidasyonu
Uzerine olumlu bir etkisinin olmadigin gosterdi (Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Doku MDA analiz sonuglar

Doku MDA (nmol/gr yas doku) Denek Sayis  Ort+SS Min  Max Median

Kontrol 6 22,45+2,950 18,70 26,00 21,80
Travma 6 46,21+5,527 38,30 53,90 47,15
Minosiklin (iv) 6 26,21+7,358 18,30 38,10 24,50
Minosiklin (ip) 6 28,96+6,777 20,50 37,60 27,00
Ort: ortalama  SS: Standart sapma Min: minimum Max:Maximum Median: Ortanca

4.1.2. Doku GSH duzeyleri

Doku GSH diizeyi sonuclar1 kontrol, travma, minosiklin (iv) ve minosiklin (ip) gruplar
icin sirasiyla ortalama 9.97, 2.59, 7.61 ve 7.56 umol/gr yas doku olarak bulundu. Travma
grubu ile minosiklin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p<0,001)
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bulunurken, intravendz ve intraperitoneal minosiklin verilen gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadh (p>0,05) (Tablo 4.2).

Doku GSH duzeyleri ele alindiginda, minosiklin tedavisinin akut omurilik yaralanmasinin
seyrini olumlu yonde etkiledigi tespit edildi.

Doku MDA diizeyi

60

50

40

**

*%
30

20 +

nmol/gr yas doku

10 -

O ,
Kontrol Travma Mino-iv Mino-ip

Gruplar

Sekil 4.1. Doku MDA duzeyi

Degerler ortalama degerleri, y hata cubuklar: ise standart hata degerlerini gostermektedir. **: p<0,001

Tablo 4.2 Doku GSH analiz sonuglar:

Doku GSH(umol/gr yas doku) Denek Sayis  Ort+SS Min Max Median

Kontrol 6 9,97+1,083 860 11,75 9,75
Travma 6 2,50+0,132 2,34 272 2,62
Minosiklin (iv) 6 7,612,571 526 12,00 7,04
Minosiklin (ip) 6 7,56+1,696 570 10,02 7,10

Ort: ortalama SS: Standart sapma Min: minimum Max:Maximum Median: Ortanca
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Doku GSH duzeyi

**

mikromol/gr yas doku
(o]

Kontrol Travma Mino-iv Mino-ip

Gruplar

Sekil 4.2. Doku GSH dizeyi

Degerler ortalama degerleri, y hata cubuklar: ise standart hata degerlerini gostermektedir. **: p<0,001

4.2. Histopatolojik Inceleme Sonugclar:
4.2.1. Elektron mikroskopisi inceleme sonuclari

Ultrastriktirel yapi skorlama yontemi ile yapilan ol¢iimler sonucu kontol, travma,
minosiklin (iv) ve minosiklin (ip) gruplari igin elde edilen sonuglar sirastyla ortalama 0.25,
2.05, 0.51 ve 0.63 olarak bulundu. Elektron mikroskobik inceleme sonucunda kontrol
grubu ve travma grubu ile diger gruplar arasinda yiksek derecede anlamli istatistiksel fark
saptand: (p<0,001). Intravendz ve intraperitoneal minosiklin verilen gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadh (p>0,05).

Sonucta deneysel akut omurilik yaralanmasinda intravendz ve intraperitoneal verilen
minosiklin tedavisinin ultrastrikturel yapimn korunmasinda dnemli derecede etkili oldugu
tespit edildi (Tablo 4.3) (Sekil 4.3).
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Tablo 4.3. Ultrastrikttirel skorlama

Ultrastr iktirel skorlama Denek Sayisi Ort£SS Min Max Median
Kontrol 4 0,25+0,00 0,25 0,25 0,25
Travma 4 2,05£0,18 1,73 221 2,10
Minosiklin (iv) 4 0,51+0,09 044 0,61 0,49
Minosiklin (ip) 4 0,63t0,12 049 0,79 0,60
Ort: ortalama  SS: Standart sapma Min: minimum Max:Maximum Median: Ortanca
Ultrastrukturel degerlendirme
2,5
2,
_é 1,5
n 1
**
0,5
O,
Kontrol Travma Mino-iv Mino-ip
Gruplar

Sekil 4.3 Ultrastriktirel degerlendirme

Degerler ortalama degerleri, y hata cubuklar: ise standart hata degerlerini gostermektedir. **: p<0,001
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Sekil 4.4. EM incelemes kontrol grubu (Grup I)

Motor néron nikleusu (N), nukleolusu (n), bol miktarda bulunan Nissl cisimcikleri (GER: Grandllu
endoplazma retikulumu+serbest ribozomlar) ve mitokondriyonlar: ile normal yapida goriliyor. (uranil
asetat+kursun sitrat, x4646 blyitme)

Sekil 4.5. EM incelemesi kontrol grubu (Grup I)

Akson (A) miyelin kilift (M) ile normal yapida gorultyor. (uranil asetat+kursun sitrat, x21560 biyitme)
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Sekil 4.6. EM incelemesi kontrol grubu (Grup I)

Kapiller: Endotel htcresinin nikleusu (N), nikleolusu (n) ile normal yapida goriltyor. Altta bulunan bazal
membran (asteriks) ve kapiller limeni(L) de norma yapida bulunuyor. (uranil asetat+kursun sitrat, x10000
blyitme)

Sekil 4.7. EM incelemesi travma grubu (Grup I1)
Motor néron nilkleusunun (N), sinirlarinda diizensizlik, kromatinde erime (karyolizis) (Ust resim), SRP de

(small ribosome particule) kayip, mitokondriyonlarinda (m) kristalizis, vakuolizasyon goriilmekte. (uranil
asetat+kursun sitrat, x3597 bilyitme, Ust resim x4646 buyitme)
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Sekil 4.8. EM incelemesi travma grubu (Grup I1)

Akson (A) mitokondriyonlarinda (m’) kristalizis ve sisme son derece belirgin. Miyelin kiliflarinda (M) ise
dejeneratif degisiklikler gorultyor. . (uranil asetat+kursun sitrat, x3597 buyUtme, st resim x12930 biyltme)

Sekil 4.9. EM incelemesi travma grubu (Grup 1)

Kapiller endotel hiicre niikleusunda (N) dejenerasyon ve mitokondriyonlarinda (m) kristalizis ve sisme ile
dejenere yapida gorulyor (uranil asetat+kursun sitrat, x6000 biiytme)
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Sekil 4.10. EM incelemesi mino-iv grubu (Grup I11)

Motor ndron niikleusu (N), nikleolusu (n) ve organelleriyle normale yakin yapida gordltyor. (uranil
asetat+kursun sitrat, x2784 biyitme)

Sekil 4.11. EM incelemesi mino-iv grubu (Grup 111)

Cogu akson (A) mydin kiliflart (M), aksoplazmasi ve mitokondriyonlari (m) ile normal yapida gozlendi.
Arada bulunan myelinsiz sinir liflerinin (a) de ¢ogunlugu normal yapida bulunurken, bazi sinir lifleri
dejenere yapida goruldi. (uranil asetat+kursun sitrat, x12930 biyitme)
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Sekil 4.12. EM incelemesi mino-ip grubu (Grup 1V)

Motor ndron niikleusunun (N) seklinde dizensizlik ve kromatininde yogunlasma, sitoplazmada
vakuolizasyon (uranil asetat+kursun sitrat, x2156 biyiitme)

Sekil 4.13. EM incelemesi mino-ip grubu (Grup 1V)

Beyaz cevherde ¢ogu akson aksoplazma, myelin kilifi ve mitokondriyonlar: ile normal yapida gozlenirken
bazi aksonlarin myelin kihfinda agiimalar (M), katlanmalar ve kopup ayrniimalar(M) gordldu.
Mitokondriyonlarinda(m) dejenerasyon (kristalizis) goruldi. Myelinli sinir liflerinde bazi aksonlarda
dejeneratif degisiklikler gozlenirken, myelinsiz sinir liflerinin(@ ¢ogu dejenere yapida bulundu. (uranil
asetat+kursun sitrat, x7750 blyitme)
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4.2.2. 151k Mikroskopis inceleme Sonuglari

Erken dénemde -travma sonrasi 1. gin- yapilan incelemelerde kontrol grubunda normal
histolojik yap: goruldi (Sekil 4.14). Travma grubunda, 6zellikle gri cevherde daha belirgin
olmak Uzere diffiiz hemoraji, yaygin 6dem ve foka nekroz aanlari goruldi (Sekil 4.15).
Beyaz cevherde ise belirgin histiyosit ve yangisal hicre infiltrasyonu ile aksonal hasar
dikkat cekti. Tedavi gruplarinda—iv ve ip- travma grubuna gore daha az kanama alanlar: ve
daha az 6dem gorildi. Yangisal hicre infiltrasyonu ise belirgin olarak ¢ok daha hafifti
(Sekil 4.16). Tedavi gruplarinin kendi aralarinda yapilan karsilastirilmalarinda belirgin bir
fark tespit edilmedi.

Geg donemde —travma sonrast 28. gun- yapilan histopatolojik incelemeler sonucunda
kontrol grubunda herhangi bir patolojiye saptanmadi. Normal histolojik yapr goruldi.
Travma grubunda ise nekroz, noron kaybi ve kistik vakuoler dejenerasyon dikkat gekti.
Vaskiler trombis tespit edildi. Tedavi gruplarinda travma grubu ile karsilastirildiginda
daha az kavitasyon saptanci. Tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiklarinda

anlamlz bir fark bulunmada.

Sekil 4.14. Kontrol grubu. (H& E X100)
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Sekil 4.16. Tedavi grubu. (H& E X100)

4.2.3. TUNEL boyama ve apopitoz degerlendir me sonuclari

Yapilan TUNEL boyama sonucunda kontrol grubunda az sayida TUNEL pozitif hicre
izlenirken, travma grubunda ¢ok sayida TUNEL pozitif hiicre goraldu (Sekil 4.17).
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Tedavi verilen gruplarda ise travma grubundan ¢ok daha az TUNEL pozitif apopitotik
hiicre goruldi (Sekil 4.18, Sekil 4.19).

Erken donemde yapilan boyamalar sonucunda, apopitotik indeks kontrol grubunda %1.33
saptanirken travma grubunda %73.33 olarak saptandi. Tedavi gruplarinda ise iv ve ip
gruplar icin sirasiyla ortalama %10 ve %16,66' 1k degerler elde edildi. Kontrol grubu ile
diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Z>1,96). Benzer sekilde
travma grubu ile kontrol ve tedavi gruplarn arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliych
(2>1,96). Bununla beraber, tedavi gruplar1 arasinda anlaml istatistiksel fark saptanmach
(Z<1,96).

Geg donemde yapilan boyamal arda da erken donemle benzer sonuglara ulasildi. Apopitotik
indeks degerleri kontrol, travma, minosiklin (iv) ve minosiklin (ip) gruplar igin sirasiyla
%1, %70, %3 ve %3,66 olarak bulundu. Travma grubu ile kontrol ve tedavi gruplar
arasinda anlaml: igtatistiksel fark varken (Z>1,96), tedavi gruplarinin kendi aralarindaki
fark igtatistiksel olarak anlamli degildi.

Gruplarin erken ve ge¢ dénem sonuclari karsilastirildiginda, intraventz ve intraperitoneal
tedavi gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kontrol ve travma

gruplarn arasinda anlamli istatistiksel fark saptanmad: (Tablo 4.4).

Sonug olarak ortalama apopitotik indeks degerleri gdz onune alindiginda minosiklin
tedavisinin, hem erken hem de ge¢ donem apopitozu azalttig1 ve bu antiapopitotik etkinin
ge¢ donemde daha belirgin oldugu tespit edildi (Sekil 4.20).

Tablo 4.4. Apopitotik indeks (%)

Erken Geg Z degeri

Kontrol 1,33 1 0,298
Travma 73,33 70 1,835
Minosiklin (iv) 10 3 2,211
Minosiklin (ip) 16,66 366 3,307
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Sekil 4.19. Orta apopitotik indeks. (TUNEL X100) —Tedavi grubu-
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Apopitotik indeks
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70
60
% >0 O Erken
40
30
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m Geg

10 * *

Kontrol Travma Mino-iv Mino-ip

Gruplar

Sekil 4.20. Apopitotik indeks

Degerler ortalama ylizde degerleri gostermektedir. *: Z>1,96

4.3. Davrams Analizi Sonuglari
4.3.1. Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) L okomotor Degerlendirme Olgegi

Travmadan sonraki 1. giin yapilan dlglimlerde her 3 gruptaki deneklerin hemen hepsinin
arka ayaklarinda ileri derecede paraizi goruldl. Takip eden haftalarda arka ayak
fonksiyonlarinda parsiyel gelismeler kaydedildi (Tablo 4.5) (Sekil 4.21). Minosiklin
tedavisi aan grup, travma grubu ile karsilastinldiginda 7. glinden baslayip c¢alismanmn
sonuna kadar devam eden, igtatistiksel olarak anlamli bir diuzelme kaydetti (p<0,05).
Intravendz ve intraperitoneal gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadh (p>0,05).

4.3.2. Egik Duzlem Degerlendirmes

Egik dizlem degerlendirmelerinde denekler, yukar: ve asag1 egimlere dogru test edildiler.

Y ukar1 cikma testinde daha ¢ok 6n ayaklar test edilirken, asagi inme testinde ise arka ayak

koordineli motor fonsiyonlar test edildi. Yukari ¢gikma testinde minosiklin gruplari ve

travma grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad: (p>0,05) (Tablo 4.6).

Asag1 inme testinde ise minosiklin gruplarn ve travma gruplart arasinda 1. ginden

baglayarak tim calisma boyunca devam eden, anlaml: istatistiksel fark saptand: (p<0,05)
57



(Tablo 4.7). Minosiklin gruplarimn kendi aralarindaki degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli bulunmadh (p>0,05) (Sekil 4.22, Sekil 4.23) .

Davranis andizi sonuclarina gore, minosiklin tedavisinin omurilik yaralanmasina bagl

bozulan arka ayak fonksiyonlarim olumlu yénde etkiledigi tespit edildi.

Tablo 4.5. BBB degerleri

1. gun 7.gun 14. gun 21.gun 28. gin
TRAVMA
Ort+SH 0,71+0,285 4,00+0,377 7,00+0,308 8,85+0,340 10,85+0,340
Median 1,00 4,00 7,00 9,00 11,00
Min-Max 0,00-2,00 3,00-5,00 6,00-8,00 8,00-10,00 10,00-12,00
MINOSIK L iN(iv)
Ort+SH 1,57+0,202 6,85+0,340 11,14#0,340 134240297  15,71+0,184
Median 2,00 7,00 11,00 14,00 16,00
Min-Max 1,00-2,00 6,00-8,00 10,00-12,00 12,00-14,00 15,00-16,00
MINOSIK LiN(ip)
Ort+SH 1,000,218 6,140,340 10,14+0,260 12,710,359  14,85+0,340
Median 1,00 6,00 10,00 12,00 15,00
Min-Max 0,00-2,00 5,00-7,00 9,00-11,00 12,00-14,00 14,00-16,00
Ort: ortalama ~ SH: Standart hata Min: Minimum Max: Maximum Median:; Ortanca
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Tablo 4.6. Egik duzlem —yukar: dogru- degerleri

1. gun 7. gun 14. gun 21. gin 28.gun
TRAVMA
Ort+SH 48,57+2,608 54,28+2,542 58,57+2,369 62,14+2,142 64,28+2,542
Median 50,00 55,00 60,00 65,00 65,00
Min-Max 35,00-55,00 40,00-60,00 45,00-65,00 50,00-65,00 50,00-70,00
MINOSIK L iN(iv)
Ort+SH 535740922  59,28+0,714  62,85t1010 664240922  68,97+0,922
Median 55,00 60,00 65,00 65,00 65,00
Min-Max 50,00-55,00 55,00-60,00 60,00-65,00 65,00-70,00 65,00-70,00
MINOSIKLiN(ip)
Ort+SH 51,4242,608  57,14#1,010  61,42+0,922  6571+2020  67,85+1,010
Median 50,00 55,00 60,00 70,00 70,00
Min-Max 40,00-60,00 55,00-60,00 60,00-65,00 60,00-70,00 65,00-70,00
Ort: ortalama  SH: Standart hata Min: Minimum Max: Maximum Median: Ortanca

Tablo 4.7. Egik dizlem —asag1 dogru- degerleri

1. gun 7. gun 14. gun 21. gin 28.gun
TRAVMA
Ort+SH 12,85+1,844 17,14+2,640 21,42+2,102 26,42+2,102 31,42+2,608
Median 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Min-Max 10,00-20,00 10,00-30,00 15,00-30,00 20,00-35,00 25,00-40,00
M INOSIK L iN(iv)
Ort+SH 41,42+0922  46,42+0922 514240922  5714+1,010  62,85+1,010
Median 40,00 45,00 50,00 55,00 65,00
Min-Max 40,00-45,00 45,00-50,00 50,00-55,00 55,00-60,00 60,00-65,00
MINOSIK LiN(ip)
Ort+SH 40,00+2,182  44,28+1700  49,28+2,020  54,28+2,020  59,28+2,020
Median 40,00 45,00 50,00 55,00 60,00
Min-Max 30,00-50,00 35,00-50,00 40,00-55,00 45,00-60,00 50,00-65,00
Ort: ortalama  SH: Standart hata Min: Minimum Max: Maximum Median:; Ortanca
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5. TARTISMA

Son yillarda omurilik yaralanmasinin fizyopatolojisi Uzerine yapilan ¢ok sayida calisma,
ilk kez 1914 yilinda Allen tarafindan ortaya atilan iki basamakli mekanizma kavraminin -
birincil ve ikincil yaralanma- 6nemini bir kez daha vurgulamistir. O tarihten ginimize
tum cabalara ragmen yaralanmis omuriligin rejenerasyonu insanda hentiz basarilamamistir
(5-17, 48-50, 53).

Birincil yaralanma, santral sinir sisteminde genel olarak travma amnda ortaya c¢ikan ve
ndral dokunun kompresyon, kontlizyon ve/veya laserasyonu ile sonuglanan duruma verilen
addir. Travmanin siddetiyle orantil1 olarak ortaya gikan kagimlmaz bir stregtir. Birincil
yaralanma ile ilgili yapilabilecekler ancak koruyucu yontemlerdir. Egitim ile kazalarin
meydana gelmesini engellemek ve yaralanma sirasinda aktif ve pasif givenlik onlemlerinin
alinmasiyla vicudun stabilizasyonunu saglamak birincil yaralanmamn siddetini distrebilir
(2, 3,53).

Ikincil yaralanma ise birincil yaralanmay: takiben dakikalar, saatler icinde baslayip
haftalarca devam eden bir sirectir. Vaskiler bozukluklar, hemoraji, iskemi, metabolik
yetmezlik, eksitotoksisite, serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu, sitokin salinim
ve inflamasyon gibi mekanizmalari igerir. Bu mekanizmaar noronlarda ve
oligodendrositlerde nekroza, apopitoza, demyelinizasyona ve aksonal hasara neden olurlar
(53, 98). Bu nedenle, ikincil yaralanmanin 6nlenmesi tedavi denemelerinin asil hedefini
olusturmaktadir (4-15, 114).

Calismamizda kullandigimiz minosiklin, Ulkemizde preparatt bulunmamasina ragmen,
yaklasik 35 yildir ABD ve Ingiltere de akne vulgaris, rozasea ve romatoid artrit
tedavisinde kullamlmakta olan yar1 sentetik, ikinci kusak bir tetrasiklin tirevidir (19). leri
derecede lipofilik olan bu kiglk (495 kDa) molekll kan-beyin bariyerini kolaylikla
gegebilmektedir. Minosiklinin yarilanma 6mri diger tetrasiklerden daha uzun olmakla
birlikte beyin omurilik sivisina (BOS) gegisi de dahafazladir (115). Hepatotoksisite, serum
hastalig1 ve sistemik lupus eritematozus bildirilen en ciddi yan etkileri olmakla birlikte

gorulme sikliklart gok nadirdir (19). Antimikrobiyal etkinliginin yamsira son zamanlarda
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antiinflamatuar ve antiapopitotik etkilerinin de ortaya cikmasiyla, nodrodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde yeni bir umut olmustur (19, 38).

1998 yilinda Yrjanheikki ve arkadaslari minosiklini ilk olarak, deneysel bir beyin iskemi
modelinde denemislerdir (20). Arastirmacilar minosiklini, iskemik beyin dokusundan
sainan bir takim inflamatuar mediatorlerin salinimim ve aktivitesini inhibe ettigi icin
sectiklerini belirtmislerdir. Bu arastirmadan sonra minosiklin ¢ok popiler olmus ve
hemorgjik ve iskemik inme, MS, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, ALS,
Alzheimer hastaligi, travmatik beyin hasar1 ve travmatik omurilik yaralanmast
modellerinde kullamilmigtir (21-42). Bu ¢alismalarin biydk bir kismunda da minosiklinin

noroprotektif oldugu gosterilmistir.

Literatirde az sayida olmakla birlikte minosiklinin etkinlik gostermedigi calismalara ait
yayinlar da bulunmaktadir. Saganova ve arkadaslari balon kompresyon teknigi ile
olusturduklar1 deneysel omurilik yaralanma modelinde minosiklinin, histopatol ojik
duzelme saglamadig: gibi fonksiyonel bir diizelme de saglamadigim bildirmiglerdir (116).
Pinzon ve arkadaslar1 ise daha 6nce 2003 yilinda Lee ve arkadaslar: tarafindan yapilan
calismay1 kendi laboratuarlarinda tekrarlamislar ve minosiklinin fonksiyonel ve morfolojik
bir diizelme saglamadigim bildirmislerdir (36,117).

Calismamizda, modifiye Allen agirlik disirme yontemi ile deneysel TOY olusturduk.
Kolay uygulanmasi ve insanlardaki yaralanma modeline benzerlik gostermesi bu yontemi
segcmemizin en 6nemli sebepleridir. Yaratilan travmamin subjektif olmasi ve siddetinin

homojen olarak dlgllememesi bu yontemin baslica dezavantajlaridir (2, 4).

Simdiye kadar yayinlanmis calismalar inceledigimizde, standart bir minosiklin tedavi
semasi ile karsilasmadik. Cok cesitli dozlarda ve surelerde tedavi semalart bulunmakla
beraber genel olarak intraperitoneal tedavi tercih edilmektedir (20-42). Buna karsin
minosiklin ileilgili yapilan farmakodinamik ¢alismalar, 6zellikle akut etkilerin arastirildig:
durumlarda intravendz tedavi kullamlmasim tavsiye etmektedirler (118). intravenoz olarak
kullarlan minosiklinin serum plazma konsantrasyonu ve yarilanma siresi intraperitoneal
yol ile kiyaslandiginda daha dogru olarak hesaplanmaktadir (118). Fagan ve arkadaslar
intraventz olarak verilen minosiklinin yarilanma émrini yaklasik 3 saat olarak belirtirken,
intraperitoneal yol icin net bir deger verememislerdir. insanlarda antimikrobiyal ve

antiinflamatuar amagli kullamlan klasik minosiklin dozu 200 mg, maksimum etkinin
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goruldigu tepe konsantrasyon degeri 6 mg/l'dir. Sicanlarda benzer degerlere ulasmak
istendiginde intravendz olarak verilmes gereken deger 5-6 mg/kg olarak bulunmustur
(118, 119).

Literatirde intravendz minosiklin tedavisinin kullamldigi sadece iki adet calisma
bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi Pinzon ve arkadaslarimin yayinladigi deneysel bir
TOY modelidir (117). Daha 6nce 2003 yilinda Lee ve arkadaslarimin yaptiklar: ¢alismayi
kendi merkezlerinde tekrarlamislar, orijinal calismadan farkli olarak intravendz ve
intraperitoneal tedavinin birlikte oldugu bir grup daha eklemislerdir. Sonug olarak
minosiklin tedavisinin deneysel TOY modelinde belirgin histopatolojik ve fonksiyonel bir
iyilesme saglamadiginm bildirmiglerdir. Diger calisma ise Xu ve arkadaslar tarafindan
bildirilmis bir deneysel serebral iskemi modelidir (120). Bu c¢alismada, intraventz
minosiklin tedavisi ile, intraperitoneal tedaviden ¢ok daha diisiik dozlarda basarili sonuglar
elde edilmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda, minosiklinin yarilanma zamam ve tepe konsantrasyon
degerini dikkate alarak, insanlardaki klasik tedavi edici doza esdeger bir tedavi semasi -6 X
1 mg/kg iv- planladik. Diger tedavi grubu olarak, onceki ¢calismalarda kullamilan degerlere
benzer intraperitoneal tedavinin verildigi bir grup olusturduk (35-39). Minosiklin SFicinde
¢OzUuldugl icin galismamiza ayr bir ¢ozict grubu dahil etmedik. Calismamiz minosiklinin

dusik dozda ve sadece intravendz olarak kullanildigi ilk deneysel TOY modelidir.

Intravendz yol olarak kuyruk venini tercih ettik. Kuyruk ven kateterizasyonunun femoral
ve juguler ven kateterizasyonuna gore teknik olarak daha kolay ve hizli yapilmas, islemin
daha az invazif olmasi ve 24 saat boyunca kalmas: gereken kateterin kuyruga tespitinin
daha saglam olmasi kuyruk venini tercih etmemizdeki en 6nemli sebeplerdir. Kuyruk
nekrozu ve hipertermi gorilebilecek en ciddi komplikasyonlarcir. (110). intravenoz
minosiklin tedavisinin kullamldig: literatirdeki diger iki calismada vendz yol olarak
juguler ven secilmistir. Pinzon ve arkadaslari juguler venden sadece bir kez enjeksiyon
yaparken, Xu ve arkadaslari dorder saat arayla toplam 3 kez enjeksiyon yapnuslardir.
Herhangi bir komplikasyon bildirilmemistir (117, 120).

Calismamizda, 6n calismalar esnasinda 90 mg/kg minosiklini 1 cc SF iginde kuyruk
veninden yaklasik 30 saniyede hizli enjekte ettik. 2. dozdan sonra deneklerde uykuya

meyil, solunum gucligl ve tasikardi ortaya ¢ikti. Agiz ve burunlarindan gelen asin
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miktardaki sekresyonlar sik aspire edildi fakat tablo genelde 6limcll seyretti. Yapilan
otopside deneklerin akcigerlerinde ve bagirsaklarinda 6dem ve hemoraji dikkat gekti. Daha
sonra 1 mg/kg minosiklin, 2 cc SF iginde kuyruk veninden yaklasik 5 dakikalik yavas
inflzyonla verildi. Herhangi bir komplikasyon olmadi. Literatirde ki diger iki yayinda
boyle bir yan etkinin bildirilmemis olmasim deneklerin cins farkina ve enjeksiyon
hizindaki farkliliklara baglayabiliriz. Ge¢ donem takibi yapilan deneklerin 1 tanesinde
kuyruk nekrozu goriildi. Intraperitoneal tedavi verilen deneklerin batinlarinda erken
donemde sar1 renkli ilag birikimleri dikkat cekerken, geg donem incelemelerinde herhangi
patolojiye rastlanmadi. Teng ve arkadaslar: intraperitoneal minosiklin tedavisi verdikleri
calismalarinda herhangi bir yan etki gormezken, Pinzon ve arkadsslart 7. ginde tepe
degerine ulasan kilo kaybr bildirdiler (39, 117).

Yong ve arkadaslart minosiklinin serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigini bildirmislerdir (19). Fakat yaptigimiz literatur taramasinda, travmatik
omurilik yaralanmasinda minosiklinin bu etkisini gosteren herhangi bir yayina rastlamadik.
Bunun Gzerine biz de minosiklinin lipid peroksidasyon Uzerine olan etkisini arastirdik.
Parametre olarak spinal myelin, glial ve néronal hicre membranlarinin peroksidasyon
Urind olan MDA’ y1 ve vicuttaki en 6énemli antioksidan molekdiillerden biri olan GSH’yi
kullanmaya karar verdik (5, 121). Lipid peroksidasyonu parametreleri 1 ile 5 saat arasinda
tepe degerine ulastiklar: igin, travmadan hemen sonra minosiklin tedavisine baglandi ve
travma sonrasi ikinci saatte de denekler sakrifiye edilip, analiz igin doku ornekleri alindi
(114). Doku MDA ve GSH duzeyleri ele alindiginda, minosiklin tedavisinin akut omurilik
yaralanmasinin seyrini olumlu yonde etkiledigi tespit edildi. Intravenoz tedavi verilen
gruptaki MDA ve GSH sonuglari, intraperitoneal gruptan daha iyi olmasina ragmen,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadh.

Elektron mikroskopik inceleme ile doku Orneklerinin kantitatif degerlendirmesi igin
Kaptanoglu ve arkadaglarinin tanimladigi yontem —Deneysel omurilik yaralanmasinda
ultrastriktirel yap skorlama yontemi- kullamldi (10). Kaptanoglu ve arkadaslari, bu
yontemin ge¢ donem analizlerde kistik kavite olusumuna ikincil yanlis sonug verme
olasiligimin yiksek oldugunu bildirdikleri icin ge¢ donem kantitatif degerlendirme
yapilmadi (62). Yapilan erken donem incelemelerin sonunda, deneysel akut omurilik

yardlanmasinda minosiklin tedavisinin, ultrastriktirel yapinin korunmasinda 6nemli
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derecede etkili oldugu tespit edildi. Intravendz ve intraperitonea yol arasinda anlaml
istatistiksel fark saptanmadh.

Stirling ve arkadaslart minosiklinin antiapopitotik etkilerinden detaylica bahsetmislerdir
(38). Bunun Uzerine biz de calismamzda TUNEL yontemini kullanarak travma sonrasi
erken ve ge¢c donemde apopitotik hicreleri gostermeyi amagladik. Calismamizda
minosiklin tedavisinin, hem erken hem de ge¢ dénemde apopitozu azalttigi ve geg
dénemdeki antiapopitotik etkinin daha belirgin oldugu istatistiksel olarak gosterilmistir.
Bu calismanmn, minosiklin tedavisi sonrasi ge¢ dénem apopitozun incelendigi ilk calisma
olmasi nedeniyle ayr1 bir dnemi bulunmaktadir. Lee ve arkadaslar: da ¢alismalarinda erken
donem incelemelerde TUNEL yontemini kullanmislar ve bizim sonuglarimiza benzer
olarak minosiklin tedavisi alan grupta TUNEL pozitif hicrelerde belirgin bir azalma
saptamiglardir (36).

Calismamizda davranis analizi igin BBB lokomotor degerlendirme olgegi ve egik diizlem
degerlendirilmesi kullamldi (39, 113). Egik dizlem degerlendirmesinde —asag1 dogru-
minosiklin tedavisi alan denekler, travma grubu ile karsilastirildiginda 1. glinden itibaren
posturiin korunmasi ve koordinasyonlu arka ayak hareketlerinde daha hizli ve daha iyi
derecede dizelme gosterdiler. Olusturdugumuz travmanin yerine bagli olarak 6n ayak
fonksiyonlart ¢ok etkilenmedigi icin yukari dogru egik dizlem degerlendirmesinde
minosiklin tedavis aan grupta belirgin bir fark saptanmadi. BBB |okomotor
degerlendirme Olcegi ile total arka ayak fonksiyonel iyilesmesini degerlendirildi.
Minosiklin tedavisi alan denekler, travma grubu ile karsilastirildiginda 7. glinden itibaren
istatistiksel olarak belirgin bir dizelme gosterdiler. Teng ve arkadsglar calismalarinda,
fonksiyonel iyilesmenin travma grubu ile karsilastirildiginda egik dizlem testinde —asag1
dogru- 7. giinde, BBB testinde ise 21. giinde belirginlestigini bildirmislerdir (39). Wells ve
arkadaslart BBB testindeki istatistiksel anlamli dizelmeyi 3. glinde saptarlarken, Lee ve
arkadaslan 24. gunde saptamuslardir (35, 36). Pinzon ve arkadaslar ise BBB testinde
travma grubu ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadiklarint
bildirmiglerdir (117). Doku rejenerasyonu igin daha uzun bir zaman gerektiginden,
fonksiyonel iyilesmenin 7 gin gibi erken bir donemde baslamasini, minosiklinin
noroprotektif etkinligine baglayabiliriz. Sonug olarak davrams analizi sonuglarimiz daha
Once yaymnlanan calismalarla benzer sekilde minosiklinin noéroprotektif etkinligini
destekler niteliktedir (35, 39).
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Calismamizda, travmatik omurilik yaralanmasi sonrasi verilen minosiklin tedavisinin lipid
peroksidasyonunu, apopitozu azaltirken, ultrastriktirel yapiyr korudugunu ve fonksiyonel
iyilesmeyi saglachgini gosterdik. Bu durumun, minosiklinin birden fazla mekanizma
Uzerinden calisan noroprotektif bir gan olmasindan kaynaklandigim distiniyoruz.
Minosiklinin, intravendz yolla veya intraperitoneal yolla verilmes arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Cok daha disik dozlarda, daha az yan etki ylzdes
ile intraperitoneal tedaviye benzer sonuglara ulasilmasi, intravendz yolun kullanimin
destekleyen en onemli faktorlerdir. Bu calismamin tek dezavantaji travmanin, travma
siddetini daha homojen bir sekilde ayarlayan bilgisayara bagli agirlik distrme cihazi ile

olusturulmamasidr.

Minosiklin, deneysel omurilik yaralanmas: modelinde kullanilmis ve etkinligi gosterilmis
bir ilagtir. Sadece tek bir yola spesifik olmayip, antiinflamatuar ve antiapopitotik
mekanizmalarin  her ikisi Uzerinden etkili olmast minosiklini travmatik omurilik

yaralanmasi tedavisinde gelecek vaat eden bir ilag haline getirmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda minosiklin tedavisinin, travmatik omurilik yaralanmasi ol usturulmus
sicanlarda lipid peroksidasyonunu ve apopitozu azalttigi, omurilik dokusunun
ultrastriktirel yapisim korudugu ve fonksiyonel dizelmeye katkida bulundugu
gosterilmistir.

Intraven6z ve intraperitoneal tedavi gruplan arasindaistatistiksel olarak anlamiz bir

fark saptanmamustir.

Deneysel travmatik omurilik yaralanmast modellerinde, Allen tekniginin yerine
bilgisayar destekli otomatik agirlik dusirme cihazlarimin kullamimas: daha

homojen, objektif travmalar yaratmak agisindan énemli ve kullanglidir.

Sicanlarin kullanmldigi deneysel arastirma modellerinde kuyruk ven kantlasyonu,
daha hizli ve daha az invazif olmasi nedeniyle intraventz kanllasyonda tercih
edilebilecek bir yontemdir.
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