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OZET

Deneysel Spinal Kord Yaralanmasinda Tiimor Nekroz Faktor Alfa Ve
Interlokin-6 Ekspresyonuna Minosiklin Ve Metilprednizolon Kombine
Tedavisinin Etkileri

Spinal kord yaralanmasi (SKH), direkt mekanik travmaya bagh olarak
noral dokunun zedelenmesi ile sonuclanan primer yaralanma ve bunun tetikledigi
sekonder hasar mekanizmalarim icerir. SKH’m takiben ilk 24 saatte, TNF-a ve
IL-6 gibi proenflamatuvar mediyatorler lezyon alaninda yiikselmekte ve sekonder
hasarlardan sorumlu tutulmaktadirlar. Giiniimiizde onemli bir saghk problemi
olan SKH’nin bugiin icin kabul edilen iiniversal bir tedavisi olmamakla birlikte,
bir glukokortikoid olan metilprednizolon (MP), antienflamatuvar ve antiodematoz
etkilerinden dolayr tedavide yaygin olarak kullamilmaktadir. Bununla birlikte
metilprednizolon tedavisinin tek basina yeterli olmadig1 ve etki mekanizmalarinin
da hala tam olarak acikhga kavusmadigi bilinmektedir. Son yillarda, tetrasiklin
tirevi bir antibiyotik olan minosiklinin MSS yaralanmalarinda néroprotektif
etkiye sahip oldugu rapor edilmis olmakla birlikte, minosiklinin koruyucu etkileri
ile ilgili cahsmalar da smirh sayidadir. SKH’m takiben sekonder hasarin
ilerlemesine neden olan TNF-a ve IL-6 sitokin ekspresyonlarinin, hiicresel dagilim
ve lezyon alaninda ortaya cikis siirelerinin birlikte gosterildigi bir ¢ahismaya
bugiine kadar literatiirde rastlanmamustir. Bu nedenle ¢cahsmamzda, deneysel
spinal kord yaralanmasi1 sonrasi TNF-o ve IL-6 ekspresyonlarina, MP ve
minosiklin tedavisinin tek basina ve kombine etkilerinin, immiinohistokimyasal,
elektron mikroskobik ve biyokimyasal yontemlerle arastirilmasi amaclanmustir.

Bu amacla 78 adet Wistar cinsi erkek sican, herhangi bir cerrahi islem
yapilmayan kontrol grubu, spinal kord T2-T7 segmentleri arasinda yalmzca
laminektomi olusturulan sham operasyon grubu ve T2-T7 arasinda Kklip
kompresyon yontemi ile SKH olusturulan deney grubu olmak iizere 3 gruba
ayrildi. SKH'm: takiben deney grubunda yer alan hayvanlar da kendi aralarinda;
spinal kord hasari olusturulduktan sonra yalmzca serum fizyolojik verilen deney
kontrol grubu; spinal kord hasarmm takiben MP tedavisi uygulanan grup;
minosiklin tedavisi uygulanan grup ve MP+minosiklin kombine tedavisi uygulanan
grup olmak iizere 4 alt gruba ayrildi. Tiim sham ve deney gruplarindan spinal
kord doku ornekleri yaralanmay1 takiben 24. ve 72. saatlerde elde edilerek, 151k ve
elektron mikroskobik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle
degerlendirildi.

Degerlendirmeler sonucunda, TNF-a ekspresyonunun, 24. saatte deney
kontrol grubunda yiikseldigi, MP tedavisi alan grup ile kombine tedavi alan
gruplarda anlamh olarak azaldigi belirlendi. IL-6 ekspresyonun, 24. saatte deney
kontrol grubunda yiikseldigi, kombine tedavi alan grupta anlamh olarak azaldig
gosterildi. Yaralanmadan 72 saat sonra biitiin gruplarda her iki sitokinin
ekspresyonunun azalmis oldugu dikkati cekti. Isik ve elektron mikroskobik
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incelemelerde, SKH olusturulan gruplarda, néronlarda, gliya hiicrelerinde ve
miyelinli sinir liflerinde yapisal dejenerasyonlarin meydana geldigi ve bu hiicresel
degisikliklerin, 72 saat sonra ahman doku Kkesitlerinde daha Dbelirgin oldugu
gozlendi. Tedavi gruplarinda, travma sonrasi tek basmma MP tedavisinin,
Minosiklin tedavisine gore daha etkin oldugu, ancak, MP+Minosiklin kombine
tedavisi uygulanan gruplarda, hiicresel yapinin, tiim gruplara oranla ¢ok daha iyi
korundugu belirlendi. Bunlarin yaninda, lipid peroksidasyonunun oénemli bir
gostergesi olan MDA diizeyinin, MP+Minosiklin kombine tedavi grubunda, diger
tiim gruplara oranla anlamh olarak azaldigi dikkati ¢ekti. SOD seviyesinin ise,
MP+Minosiklin kombine tedavi grubunda, diger gruplara oranla anlamh olarak
arttig gosterildi.

Tiim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, deneysel akut spinal kord
yaralanmasindan sonra MP+Minosiklin kombine tedavisinin, yaralanma
sonrasinda artis gosteren proenflamatuvar sitokinlerden TNF-o ve IL-6 diizeyleri
ile lipid peroksidasyonunu azalttigi, boylece noronal ve glial hiicre o6liimiinii
engelleyerek fonksiyonel iyilesmeyi saglayabilecegi diisiiniildii. Bu nedenle, akut
spinal kord yaralanmasim takiben MP+Minosiklin kombine tedavisinin,
olusturulacak tedavi protokollerinde dikkate alinabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Spinal kord yaralanmasi, metilprednizolon, minosiklin, TNF-
o, IL-6, ultrastriiktiir.
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ABSTRACT

Effects Of Combined Treatment Of Minocycline And
Methylprednisolone On The Expression Of Tumor Necrosis Factor
Alpha And Interleukine-6 In Experimental Spinal Cord Injury

Spinal cord injury (SCI) includes primary injury that is resulted in neural
tissue damage due to the direct mechanical trauma, and secondary injury
mechanisms which are induced by primary injury. In the first 24 hours following
SCI, pro-enflammatory mediators such as TNF-a and IL-6 increase at the lesion
site and play important role in secondary tissue damage. SCI is an important
health problem and there is no universal treatment protocol for it today. MP is an
important glucocorticoid and it has been using for the treatment of SCI because of
its anti-inflammatory effects. However, MP is not effective alone for the treatment
of SCI and it’s mechanisms and beneficial effects are not clear. In recent years it
has been reported that minocycline which is a tetracycline-derived antibiotic has
neuroprotective effects on central nervous system trauma. But there are limited
studies on minocycline’s effects on SCI. Furthermore, there is no research on the
cellular distrubition and localization of TNF-a and IL-6 after SCI.

Seventy eight wistar rats were divided into 3 main groups as intact control
group; they did not receive any operation, sham operation group; we created
laminectomy on T2-T7 levels of spinal cord, and experimental control group
received spinal cord compression injury. Following injury the experimental
control group subdivided into 4 groups as: control group, which did not receive
any drug administration, methylprednisolone treatment group; they received MP
following injury, minocycline treatment group; they received minocycline
following injury and, MP+Minocycline combined treatment group; a combination
of MP and minocycline were administered to these rats.

Tissue samples were obtained from all groups at 24 hours and 72 hours
after injury for light and electron microscopic, immunohistochemical and
biochemical examinations. We found an increase in TNF-a levels in experimental
control group at 24th hour. We also found that there were a significant decrease in
TNF-0. expressions in MP treatment group and MP-+minocycline combined
treatment group at 24 hours after injury. We observed an increase on IL-6 levels
at 24th hour in experimental control group, on the other hand, in combined
treatment group there were a significant decrease in IL-6 levels at the same time. It
was remarkable that both cytokine’s levels were decreased in all groups at 72
hours after injury. We found structural degenerations in neurons, glia cells and
axons in the SCI groups of the light and electron microscopic examinations. We
also found that MP was more effective than minocycline when we compared the
treatment groups. However, the ultrastructure of the cells were well preserved in
MP+Minocycline combined treatment group when compared with other injury
groups. Furthermore when we compared all the groups, in combined treatment

Xiv



group there were a significant decrease in MDA levels which is an important
indicator for lipid peroxidation, on the other hand, there were a significant
increase in SOD levels in the same group.

When all results are evaluated together, we found the combined treatment
of MP and minocycline gives rise to a significant decrease in proinflammatory
cytokines levels, which upregulate after injury. We also observed decreased lipid
peroxidation and neuronal and glial cell death in this group. These results suggest
that this combined treatment promotes functional recovery and, it should be
considered as an effective treatment protocol following spinal cord injury.

Keywords: Spinal cord injury, methylprednisolone, minocycline, TNF-a, IL-6,
ultrastructure.
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1. GIRIS

Glinlimiize kadar spinal kord hasar1 (SKH) iizerine pek ¢ok ¢alisma yapilmis
olmasina ragmen, akut spinal kord yaralanmasi sonrasi gelisen sekonder hasara neden
olan olaylar zinciri hala tam olarak a¢ik degildir. Siddetli SKH gegiren hastalarda
nérolojik prognozu tahmin etmek oldukga giigtiir'. SKH, iilkemizde ve diinyada oldukga
yaygin olarak karsimiza ¢ikan 6nemli bir saglik sorunudur. Travmatik SKH, 6zellikle
geng hastalarda, major 6liim nedenlerinden birisidir’. SKH’na neden olan etkenlerin
basinda, motorlu arag¢ kazalari, spor yaralanmalari, i ve ev kazalar1 yer almaktadir. Bu
hastalarin biiylik cogunlugu geng hastalardir. Her bir hastanin maliyetinin ¢ok yiiksek
olmasi, SKH’nin ekonomik boyut agisindan da Onemli bir problem oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan olayin sosyal yani da biiyiik bir sorundur®.

Spinal kord yaralanmasi sonrast primer mekanik hasarm olustugu ve bunu
takiben sekonder doku cevaplarmm meydana geldigi bilinmektedir*®. SKH’mndan sonra,
IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi, proenflamatuvar sitokinlerin ekspresyonlar1 6nemli 6lgiide
artmaktadir®. Bu sitokinler; astrosit ve mikrogliyalarin aktivasyonlarini, proliferasyon
ve migrasyonlarmi  arttirirlar ve sekonder hasar olusumunda da Onemli rollere
sahiptirler. Bunlari yanisira serbest radikal tiretimi, kompleman aktivasyonu vazoaktif
aminlerin ve eicosanoidlerin {iretimini de uyararak enflamasyon artigina neden
olmaktadirlar’.

SKH’nin fizyopatolojisinin anlagilmasi, sekonder hasarin etkilerinin ortadan
kaldirilmasina yonelik tedavi yaklasimlarmi da arttrmustir. Pek ¢ok ¢alismada
amaclanan tedavinin hedefi SKH’ nin akut fazma ydneliktir ve sekonder doku hasarmi
sinirlamay1 amaglar®. Bugiin i¢in SKH nin kabul edilen tiniversal bir tedavisi yoktur®®.
Bununla birlikte kortikosteroidler, SKH’inda antienflamatuvar ve 6dem azaltici olarak
yaklasik 30 yildan bu yana yaygm olarak kullanilmaktadir™. Dolayisiyla giiniimiizde
insanlarda, akut SKH’nin tedavisinde metilprednizolon (MP) ve tiirevleri, yegane tedavi
edici ajan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. MP’nin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemesine ragmen, giiclii antiodematéz ve antienflamatuvar etkilerinin, tedavi

siirecinde rol oynadig1 kabul edilmektedir™.



Diger taraftan SKH’nin tedavisinde pek cok diger ajanin da yararh etkileri,
gerek deneysel hayvan caligmalarinda ve gerekse de insan {izerine yapilan
uygulamalarda genis olarak rapor edilmistir. Bu kapsamda deneysel spinal kord
yaralanmasi modellerinde; glutamat reseptdr ve iyon kanal antagonistleri'®*®, GDNF,
BDNF, NGF gibi norotropik faktdrlerin tedavi amaciyla kullanildiklar1 ve onemli
noroprotektif etkilere sahip olduklar1 gésterilmistir14'15. Bunlarin disinda, yarali spinal
korda yerlestirilen periferik sinir graﬂlar116'19, kiiltiirde iiretilen Schwann hiicrelerinin

yaralanmis korda transplantasyonu? ile kok hiicre transplantasyonlarmm da?%

spinal
kord hasar1 lizerine iyilestirici etkilerinin oldugu rapor edilmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda spinal kord yaralanmasi sonrasinda, tetrasiklin
tirevi bir antibiyotik olan minosiklinin de intraperitoneal veya intravendz yolla
verildiginde, noroprotektif etkiye sahip oldugu rapor edilmistir?®. Minosiklinin, spinal
kord hasarinda mikrogliya ve makrofajlar1 inhibe ederek, noroprotektif etki gosterdigi
ve yaralanma sonrasi olusan noropatik agriyr azalttigi ileri siiriilmiistir®®. Bununla
birlikte SKH’inda minosiklinin etkileri ile ilgili az sayida ¢alisma vardir. Dolayisiyla
minosiklinin etki mekanizmasinin ileri ¢alismalar ile arastirilmasi gerekmektedirzs.

Diger taraftan spinal kord yaralanmalar1 sonrasinda metilprednizolon ve
minosiklinin kombine tedavilerinin etkilerini gosteren bir caligmaya literatiirde
rastlanmamistir. Sekonder doku hasarmmin minimize edilmesi bugiin igin SKH’nin
tedavisinde primer hedeftir. Sekonder hasar kapsaminda ortama salinan sitokinlerin
yararli etkileri yaninda, ortamda yliksek oranda, uzun siireli bulunmalarinin doku
hasarma neden oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Akut SKH’n1 takiben TNF-a
ve IL-6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi ve lezyon alaninda ortaya ¢ikis siireleri ve
dagilimlarinin birlikte gosterildigi bir c¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Diger
yandan, SKH tedavisinde yaygin olarak kullanilan MP’nin sitokin salmimina olan etkisi
de hala tam olarak ag¢ik degildir. Ayrica, son yillarda SKH tedavi protokollerinde yer
alan minosiklinin de, sitokinlerle iliskisi ve bu baglamdaki etki mekanizmalari ile ilgili
calismalar son derece sinirlidir. Bu ¢alismada, sicanlarda klip kompresyon yontemi ile
olusturulan akut spinal kord yaralanmas1 sonrasi, TNF-a ve IL-6 ekspresyonlarina, MP
ve minosiklin tedavilerinin tek basma ve kombine etkilerinin, 1s1k, elektron mikroskobik

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle arastirilmas1 amaglanmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Kord Yaralanmalarinda Primer ve Sekonder Hasar

Meknanizmalan

Akut spinal kord hasar1 primer ve seckonder hasar mekanizmalarmmdan
olusmaktadir*®. Primer hasar; direkt mekanik travmaya bagl olarak néral dokunun
zedelenmesini igerir. Baslangigtaki mekanik travma, gerilme ve kompresyonu
icermektedir. Hem periferal hem de merkezi sinir sisteminde kirilmis, yer degistirmis
kemik fragmentleri, disk materyalleri ve ligament yaralanmalar1 noral elemanlarin
direkt kompresyonuna neden olur. Kan damarlar1 hasarlanir, aksonlarm yapist bozulur
ve noral hiicre membranlar1 zarar gorir. Gri cevherde dakikalar icerisinde
mikrohemorajiler meydana gelir ve ilerleyen birkag saat i¢inde de bu kanamalar radiyal
ve aksiyal olarak yayilir. Spinal kord, dakikalar igerisinde siser ve yaralanma
seviyesinde spinal kanalin tiim ¢apimni isgal eder. Kordun sismesi vendz kan basincini
astiginda sekonder iskemi olusur. Kan akimi otoregiilasyonunun bozulmasi ve spinal
norojenik sok, sistemik hipotansiyona neden olur ve sonugta ortaya ¢ikan iskemi daha
da siddetlenir. Iskemi, bozulmus noral membranlardan salman toksik kimyasallar ve
elektrolit diizeyinde meydana gelen degisiklikler, sekonder yaralanma kaskadin
baglatmaktadir®®?®.  Sekonder hasar dalgasmnin hizla yayilmasi ve yaralanma
mekanizmalarinin tetiklenmesi ile birlikte, iskemiyi igeren vaskiiler bozukluklar,
otoregiilasyon kaybi, norojenik sok, hemoraji, mikrosirkiilasyon kaybi, vazospazm ve
tromboz olugmaktadir™ . Ayrica, hiicre i¢i Ca™" artis1, ekstraseliiler potasyum artis1 ve
intraseliiler sodyum birikimi®®, serotonin, katesolamin ve ekstraseliiler glutamat®,
arasidonik asit salinimi, eicasanoid ve serbest radikal artis1 ve lipid peroksidasyonu32,
endojen opiyatlarda artis®, Sdem®, enflamasyon®, ATP’ye bagh enerji

metabolizmasinda katylp36 ve apopitoz® ¥

meydana gelmektedir. Bunlarin yaninda, akut
spinal kord hasar1 sonrasinda, aksonal ve ndronal nekroz, miyelin kaybi, kavitasyon
olusumu ve infarkt gelisimi gdzlenir. Ik 15 dakika icerisinde, gri cevherde kanama ve
beyaz cevherde 6dem ortaya ¢ikar, 2. saatte kanama artar ve 4. saatte pek ¢ok aksonda
sisme goriilmektedir®. Diger taraftan, SKH oldukga belirgin glutamat eksitotoksisitesine

de neden olur, bunun sonucunda noronal dendritler hasarlanir ve daha sonra da, néron



sliimii gergeklesir®. Sinir liflerinde miyelin kilif hasar1 belirgindir, 6zellikle biiyiik
¢aph miyelinli sinir lifleri travmadan daha fazla etkilenmektedir®®. Bunun disinda,
yaralanmay1 takiben miyelinli aksonlarin, miyelinsizlere gore daha fazla etkilendigi,
klip kompresyon metodunda, beyaz cevherde yer alan sinir liflerinin ¢ok daha fazla
hasarlandig1 rapor edilmistir.

Akut SKH’inda, hem nekroz hem de apopitozu igeren, hiicresel siiregler
meydana gelmektedir’®. Her iki hiicre 6lim sekli de iskemi, oksidatif stres ve
eksitotoksisite gibi hasarlarla indiiklenmektedir. Yaralanmanin c¢ok siddetli oldugu
hallerde, hiicreler daha ¢ok nekroza gitmektedir41'42. Oligodendrositler, SKH’n1 takiben
apopitotik hiicre 0liimiine hassas hale gelmekte ve apopitotik siirecin uyarilmasi ile
birlikte Fas ve p75 gibi, reseptor ekspresyonu gostermektedirler’. Oligodendrositlerin
Olimii aksonlarda demiyelinizasyon ile sonu¢lanmakta ve bu durum distal norolojik
fonksiyon kaybina sebep olmaktadir®®. Apopitoz, SKH’indan sonra gelisen sekonder
hasarin énemli bir diizenleyicisidir®. Apopitoz, etkisini iki fazda gosterir, baslangic
fazina genellikle nekroz da eslik etmektedir. Ge¢ faz ise en ¢ok beyaz cevherde
goriilmekte, daha ¢ok oligodendrosit ve mikroglialar1 icermektedir®*. Apopitoz lezyon
bolgesinde, yaralanmadan sonraki ilk 6 saat icinde baslar ve bir ka¢ giin sonra da bu
alanda ¢ok sayida apopitotik hiicre goriiliir. Izleyen giinlerde, kor bolgesinde apopitotik
hiicreler azalir, buna karsin primer yaralanma alanindan uzakta apopitotik hiicre 6limi
artmaktadir. Bu yeni apopitotik dalga, daha cok beyaz cevherde lokalizedir ve yayilimi
lezyon merkezinden oldukca uzak alanlara da ulasabilmektedir®. SKH’mi takiben
gelisen iskemi ve eksitotoksisite gibi hallerde, apopitoz, dominant dejeneratif siire¢ olan
nekroz gibi akut hiicre 6liim mekanizmasi haline de gelebilir®*®.

Baslangictaki travmadan giinler veya haftalar sonra dahi goriilen apopitozun,
oligodendrositlere kadar yayilmasi**, belki de apopitoz inhibitorii ilag kullanimmimn
spinal kord travmalarindan sonra yeni bir strateji olarak karsimiza ¢ikabilecegini
diisiindiirmektedir®®*’. Apopitozun kaspazlar1 aktive ettigi bilinmektedir. Yaralanma
alanindan ¢ok uzakta, 6zellikle aksonlarin etkilendigi bolgelerde, oligodendrositlerin
apopitoza gitmeleri demiyelinizasyon ile iliskilendirilmistir***®. Bununla birlikte, bunu
indiikleyen sinyalin ne oldugu bilinmemektedir. Beyaz cevher traktuslarinda olen
oligodendrositler ile direkt iliskili gok sayida mikroglia rapor edilmistir®®. Bu

mikroglialar, muhtemelen hiicre 6liimiinii diizenleyen mediatorleri salgiladiklar1 gibi,



ayni zamanda oligodendrosit 6liimiinden sonra ortaya ¢ikan hiicre artiklarini da fagosite
etmektedirler. Aktif mikroglialarm TNF-a ve IL-1B eksprese edebildigi bilinmektedir.
Diger taraftan oligodendrositler, AMPA reseptorleri tarafindan diizenlenen eksitotoksik
hiicre dlimiine de oldukca hassastir®®. Belki de uzun siireli apopitotik hiicre Sliimiinde,
TNF-a ve glutamat reseptorleri arasinda giiclii bir etkilesim meveuttur?.

Primer yaralanmanin indiikledigi sekonder hasarlar, temel olarak travma ve
iskemi sonucunda meydana gelen patolojik degisikliklerdir>°. Yaralanmadan sonra gri
cevherde olusan hipoperflizyon, gri cevheri c¢evreleyen beyaz cevhere ulagir®®.
Hipoperflizyon, aksiyon potansiyelinin akson boyunca yayilmasini engeller ve spinal
soka yol agar30’3l. Sekonder yaralanma sonucu olusan hasarli hiicreler, aksonlar ve kan
damarlar1 toksik kimyasallar salgilar ve ortamda biriken bu ajanlar, saglam komsu
hiicrelere de zarar verirler. Sekonder hasar1 uyaran anahtar molekiillerden biri de
glutamat aminoasitidir. MSS travmalarindan hemen sonra, yaralanma bdlgesinde,
ekstraselliiler olarak toksik diizeyde glutamat artis1 goriilmektedir® ™%,

Glutamat, kimyasal eksitotoksisite ad1 verilen yiiksek derecede zararli 6nemli bir
stirecte rol oynar. Saglikli spinal korda, birgok aksonun ug¢ bolgelerinden de az miktarda
glutamat salgilandigi bilinmektedir. Ortama salinan glutamat, hedef ndrondaki
reseptoriine baglanir ve hedef hiicrelerde impuls iletimi gerceklesir. Bunun tersine,
yarali spinal kord ndronlari, aksonlar1 ve astrositlerinden salgilanan glutamat miktarinin
cok yliksek oldugu gosterilmistir. Yiiksek oranda bulunan glutamat, komsu hiicrelerin
asirt uyarimima sebep olur. Bu durum kalsiyum iyonlarnin salinmasina ve serbest
radikal tiretimi gibi, bir seri hasar verici ve yikici olay1 baslatmaktadir. Yiiksek derecede
aktive olmus bu molekiiller, hiicre membranlarina ve diger hiicre komponentlerine zarar
vererek, saglikli néronlarin 6liimiine sebep olmaktadir. Eksitotoksisitenin baslangigta
yalnizca ndronlar1 etkiledigi kabul edilmis olmasina ragmen, daha sonraki ¢aligmalarda,
oligodendrositlerin de bu durumdan ciddi oranda etkilendikleri agiga ¢ikarilmustir®®°.
Glutamat reseptorleri, AMPA olarak adlandirilirlar ve oligodendrosit hasarinda c¢ok
onemli rollere sahiptirler. Gergekten de bu durum SKH sonrasi hasarli aksonlarin neden
demiyelinize hale geldiklerini ve impuls iletiminin bozulmasmi agiklamaktadir®,
SKH’n1 takiben olusan eksitotoksik hiicre 6liimii, sonucta glia hiicrelerini ve 6zellikle
de oligodendrositleri belirgin olarak etkilemektedir®. Glia hiicreleri, NMDA

reseptorlerinden yoksun oldugundan®® bu hiicrelerdeki eksitotoksisite, AMPA ve kainat



reseptorleri yoluyla meydana gelmektedir. Dolayisiyla hem AMPA hem de kainat
reseptorlerinin diferansiye olmus oligodendrositlerde bulunmasi, ndronlara goére bu
hiicreleri, kalsiyum iyonuna daha gegirgen hale getirmektedir. Bu durum
oligodendrositlerin eksitotoksik hiicre 6liimiine daha hassas olmalarini agiklayan 6nemli
bir neden olarak kabul edilmektedir®.

Ozellikle hipoksik cevrede, ekstraseliiler glutamat miktarinin asir1 yﬁkselmesi‘r’7
iyonotropik glutamat reseptorleri olan, NMDA, AMPA ve kaninat reseptdrlerinin
yliksek oranda uyarimma sebep olmakta ve bu durum eksitotoksik hiicre Olimii
dalgasini baslatmaktadir®®. Néronlarda, glutamat, AMPA reseptoriine baglanmakta ve
depolarizasyonu baslatmaktadir. Bu durum, voltaj bagimli sodyum kanallarin1 aktive
etmekte ve depolarizasyon sonucunda da intraselliiler sodyum miktarinda artisa neden
olmaktadir. Bu cevabin kroniklesmesi, NMDA reseptorlerinin - ekspresyonunu
arttirmakta ve sonugta olusan reseptorler de glutamat tarafindan aktive edilmekte ve
buna bagl olarak da, intraseliiler sodyum seviyesinde artis siirmektedir. Intraselliiler
iyonik dengesizlik, klor iyonlarinin girisini tetiklemektedir. Biitlin bu olaylar sonunda
hiicrenin osmotik dengesi bozulur ve hiicre igerisine su girisi gergeklesir ve sonugta da
hiicrede litik degisiklikler meydana gelir>®.

Spinal kord yaralanmasinin akut patofizyolojisinde, lipid peroksidasyonunun
hipoperflizyonun baslangi¢ periyodunda, hatta bundan daha da Onemli olarak,
reperfiizyon periyodunda da rol oynadigi rapor edilmistir®®. Malondialdehit gibi, bu
oksidatif reaksiyonlarin tiriinleri, spinal kord yaralanmasindan sonra hizla artmaktadir®.
Serbest radikaller, ¢iftlenmemis elektronlara sahip molekiillerdir ve bu durum onlar
lipidlere, protein ve DNA’ya kars1 yiiksek derecede reaktif yapmaktadir. Molekiiler
oksijenin (O;) kendisi de iki ¢iftlenmemis elektrona sahiptir. Oksijene bir elektron
eklenmesi, siiperoksiti iiretir, iki elektron hidrojen peroksiti ve ii¢ elektron yiiksek
derecede reaktif hidroksil radikalinin olusumuna neden olmaktadir. Bu serbest radikal
olusumu serbest ya da proteine bagli demir tarafindan katalize edilebilir. Diger bir
yiiksek derecede reaktif serbest radikal peroksinitrittir (ONOO) ve siiperoksit ile NO
arast etkilesim ile olugmaktadir. Ortaya ¢ikan serbest radikaller, hiicre
membranlarindaki yag asitlerinin ilerleyici oksidasyonuna-lipid peroksidasyonuna
neden olurlar ve bu oksidasyon siireci, daha ¢ok serbest radikal olusumunu tetikler ve

hiicre yiizeyinde reaksiyonun yayilmasma yol acar®. Olusan bu oksidatif stres,



mitokondriyal solunum zinciri enzimlerini etkisiz hale getirmekte, DNA’y1 ve DNA ile
iligkili proteinleri degistirebilir ve sodyum-potasyum ATP’az1 inhibe eder ve bdylece
metabolik bozulma artarak devam eder, sonugta da nekrotik ve apoptotik hiicre 6liimleri
meydana gelir**®?, SKH’n1 takiben ilk bir kag giin i¢inde spinal kord doku reperfiizyonu
hiicresel hasar1 oldukca arttirir. Iskemi siiresince endotelyal hiicrelerdeki ksantin
dehidrogenaz proteolizise sebep olur. Diger bir enzim olan ksantin oksidaz normalden
farkli olarak, elektronlar1 molekiiler oksijene transfer eder. Endotel hiicrelerinin asir1
oksijene maruz kalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ortaya ¢ikmasina neden olan
enzimatik reaksiyonlara yol acar®™. Ortaya ¢ikan yliksek orandaki reaktif oksijen tiirleri
nekrotik hiicreler® ve nétrofillerdeki ROS’la birlikte® hiicre dliimii icin ¢ok giiclii bir
uyar1 olusturmaktadir. ROS, merkezi sinir sistemi hiicrelerinde lipid, protein ve niikleik
asitleri etkileyerek hiicresel hasar1 indiikleyebilir. Serbest radikaller, plazma membrani
ve organel membranlarinda doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarina saldirarak lipid

peroksidasyonuna yol acar-.

2.2. Metilprednizolon (MP) Tedavisi:

SKH’nin fizyopatolojisinin anlasilmasi, sekonder hasarin etkilerinin ortada
kaldirilmasma yonelik tedavi yaklasimlarmi da arttrmistir. Pek ¢ok ¢alismada
amagclanan tedavinin hedefi SKH’ nin akut fazma yoneliktir ve sekonder doku hasarmi
sinirlamay1 amagclar®. Sekonder doku hasari engellenebilir ve muhtemelen de geri
déniisimliidiir'. SKH indan sonra tedavi stratejileri 2 noktaya odaklanmistir: Bunlardan
ilki, koruyucu tedavi protokolleri kullanilarak sekonder hasar olusumunun
smirlandirilmasidir. Digeri ise, rejeneratif ve onarici stratejilerin gelistirilmesi ve kayip
dokunun yerine, yeni doku yapimmin uyarilmasi, kaybolmus fonksiyon ve baglantilarin
yeniden olusturulmasidir®®. Bugiin i¢in SKH’min kabul edilen {iniversal bir tedavisi
yokturl’g. Kortikosteroidler, SKH’da, antienflamatuvar ve 6dem azaltici olarak, 30
yildan buyana kullanilmaktadir'®. Bununla birlikte, steroidlerin nroprotektif etkilerinin
mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir, ancak lipid peroksidasyonunu ve
enflamatuvar sitokinleri inhibe ettikleri, enflamatuvar ve immiin hiicreleri modiile
ettikleri, vaskiiler perflizyonu iyilestirdikleri, kalsiyum girisi ve birikimini engelledikleri
yaygm olarak kabul edilmektedir. Steroidlerin 6zellikle lipid peroksidasyonu iizerine

olan etkileri ¢ok c¢arpicidir, bu anlamda, Metilprednizolon (MP) yaygin olarak



kullanilmaktadir®®. Yiiksek doz intravendz MP tedavisinin, ilk 8 saatte baslamak kaydi1
ile akut spinal kord hasarinda kismi norolojik iyilesmeye neden oldugu rapor
edilmistir®’. Giiniimiizde insanlarda, akut SKH’inda MP yegane tedavi edici ajan olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, MP’nin etki mekanizmasi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. MP, diger glukokortikoidler gibi antienflamatuvar etkiye sahiptir.
Akut enflamasyon, hiicresel ve hormonal olarak, kompleks olaylar zinciri olup, nétrofil
infiltrasyonu, plaket birikimi, vaskiiler permeabilite artisi, 6dem olusumu ile
karakterizedir. Eicosanoidler, serbest radikaller, kininler, proteolitik enzimler ve diger
enflamatuvar ~ mediyatorler  enflamasyonla iliskilidir™.  Glukokortikoidlerin
antienflamatuvar etkileri bugiine kadar genis olarak c¢alisgilmistir. Bu ajanlar,
kemotaksisi ve 16kosit gociinii inhibe ederek, fagositozu oOnleyerek, enflamatuvar
mediyator sentezini baskilayarak ve lizozomal enzimlerin sentezini durdurarak,
enflamasyonu engellemektedirler. Steroidler, travma sonucu uyarilan serbest radikal
hasarmi da inhibe ederek, membranlari stabilize etmektedirler®®. Yiiksek doz (30
mg/kg) intravendz doz steroidin, lipid peroksidasyonunu azalttigi, ATP’azlar gibi,
membran bagli enzimleri korudugu, ndrofilamanlar gibi, hiicre i¢i yapilar1 korudugu,
hasardan sonra olusan laktik asit artisin1 azaltarak, yararli etki gosterdigi rapor
edilmistir®®. MP, lipid peroksidasyon iirlinii aragidonik asit metabolizmasini da
azaltmakta ve yaralanma alaninda kan akimini iyilestirmektedir.

Amerikan ulusal akut spinal kord hasarlar1 ¢alisma grubu (NASCIS), SKH’l1
hastalar icin ilk 8 saat icinde yiiksek doz MP tedavisini tavsiye etmektedir’®, ilk 3
saatteki tedavi travmadan 3-8 saat sonraki tedaviye gore daha etkindir’*. Bracken ve
arkadagslari, SKH’inda, MP tedavisinin yararli etkilerini bildirmisler®’, bu ¢alismadan
sonra da, intravendz yiiksek doz MP, akut SKH i¢in standart tedavi yolu olarak
uygulanmustir’>.  Yapilan calismalarda, MP’nin  bazi komplikasyonlar1  da
tanimlanmistir”>. Bununla birlikte, MP kullanimi ve sonuclari hakkinda gerek
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deneysel™, gerek klinik bulgular’”® halen oldukga tartismalidir ve elde edilen sonuglar

da birbiri ile tam ortismemektedir. MP’nin glukokortikoid olarak, makrofaj-mikroglial

proliferasyonunu ve sitokin salinimmi azaltmasi1 gibi, immiinsupressif etkisi yaygin

76,77

olarak kabul edilmektedir™"’. Bunun yaninda, MP direkt veya indirekt olarak noral

78,79

progenitdr hiicreleri de etkilemektedir Kortikosteroidlerin hipokampal dentat

giyrusta®, beyin gri ve beyaz cevherinde, oligodendrosit yetiskin (adult) progenital



hiicrelerin  proliferasyonunu  azalttigi rapor edilmistir®’. Bununla birlikte, MP
giiniimiizde hala akut SKH’nin tedavisinde yaygin olarak tercih edilmektedir®®.
Ancak, MP’nin etkilerinin hepsinin yararli olup olmadigi, norolojik iyilesme iizerine
olan yetersizligi84, ndtralizan  etkileri ile zararhi etkilerinin arastirilmasi
gerekmektedir®.

MP’nin major noroprotektif etkisinin serbest oksijen radikallerini inhibe ederek
lipid peroksidasyonunu engellemesi olduguna inanilmaktadir®. Lipid peroksidasyonu,
spinal kord yaralanmasi sonucunda erken donemde meydana gelen sekonder bir
bozulmadir®™. Bunun yant sira, MP’nin, lipid hidrolizisini (arasidonik asit salmimini),
eikosanoid olusumunu inhibe ettigi, kan akimini korudugu, norofilaman yikimini
azalttigi, ndronal uyarilabilmeyi ve sinaptik transmisyonu arttirdigr ve giicli
antienflamatuvar etkiye sahip oldugu bilinmektedir®®®®. MP, antienflamatuvar etkisini,
glukokortikoid reseptoriine baglanarak gostermektedir. ~ SKH’mdan sonra, MP,
indiiklenen kemotaksis®” ve lizozomal enzim salinimi® gibi enflamatuvar yollar1 da
inhibe etmektedir. Ayrica, fosfolipaz A2’yi inhibe ederek, arasidonik asit kaskadi

metabolitlerinin iiretimini®®

ve boylece serbest radikal olusumunu azaltmaktadir™.
Bunlara ek olarak MP, TNF-a ckspresyonu ve NFkP aktivasyonunu baskilayarak
enflamatuvar cevabmn yogunlugunu ve etki siiresini de azaltmaktadir™. Bu etkiler ancak
MP’nin uygun dozda verilmesiyle miimkiindiir. Ozellikle SKH’ndan sonra, 30 mg/kg
MP dozu, efektif olarak kabul edilmektedir®*®*. NASCIS 2’ye gore insanda spinal kord
hasarindan 8 saat sonra yiiksek doz intravenéz MP tedavisi, duyu ve motor
fonksiyonlar geri doniisiimiinii saglamaktadir. Bartholdi ve Schwab, tek doz MP’nin,
yaralanmadan 24 saat sonra nétrofil ve makrofajlar gibi periferal enflamatuvar
hiicrelerin invazyonunu azalttigin1 gostermislerdir. Yaralanmadan kisa bir siire sonra
enflamatuvar hiicre sayisinin azalmasindan MP’nin sorumlu oldugu ve bu yolla MP’nin
MSS hasarindan sonra ndroprotektif etki gosterdigi kabul edilmektedir. SKH n1 takiben
doku kaybinin ana nedeni, iskemi, 6dem ve serbest radikallerin indiikledigi lipid
peroksidasyonudur. MP, serbest radikal olusumunu ve apoptotik hiicre Oliimiinii
azaltarak doku kaybini1 6nlemektedir. MP ayrica, makrofajlarda TNF-o ve NO sentezini
de azaltmaktadir. Bunun yaninda, mRNA destabilizasyonu yoluyla, lenfosit ve
monositler i¢in giiglii bir kemotaktik ve uyaran olan, makrofaj enflamatuvar protein 1-a

ekspresyonunu da inhibe etmektedir. Diger yandan yaralanmis olan spinal kord’da MP



tedavisinin, laktik asit, arginin ve eksitotoksik aminoasit seviyelerinde azalmaya neden
oldugu bilinmektedir. MP tedavisi ayni zamanda, 6dem kompozisyonunu degistirerek,
odemin indiikledigi damar tikanikligini da azaltmaktadir. Ozellikle yaral spinal kordda,
kan akimmin engellendigi lezyon bolgelerinde, MP’nin kan akimi iizerindeki onarici
kapasitesi, doku kaybini azaltmaktadir. MP tedavisi, aksonal canlilik ve aksonal
filizlenmeyi, nérofilamanlarm Ca™ bagimli bozulmasini azaltarak yapmaktadir. MP,
aksonlarda yaralanmayi takiben artan, aksonal biiyiime ilerletici faktor ve FGF ile
sinerjik etkiler gostermektedir. Ayrica yaralanmadan 1 giin sonra MP’nin si¢anlarda
makrofaj sayisini azalttigi, ayni etkiyi deney hayvanlarinda 3 hafta sonra da gosterdigi
bildirilmistir. Yaralanmaya cevap olarak, makrofajlar dokuya yayilir ve mikroglialar ile
birlikte hiicre artiklarini ortadan kaldirir. Makrofaj sayisi yaralanmanin biiyiikligi ile
ilgilidir. Yaralanma sonrasi enflamatuvar mekanizmalarin ilerleyici nekroza neden
oldugu rapor edilmistir. Makrofajlarin eksprese ettigi sitotoksik ajanlar, hiicre artiklarini
sindirmektedir, ancak, ayn1 zamanda bu ajanlar, normal hiicrelerde de 6liime ve doku
kaybma neden olmaktadir. Yapilan calismalarda, MP’nin enflamatuvar hiicreleri
azalttig1 gosterilmistir. Makrofajlardaki bu azalmanin MP’nin indiikledigi makrofaj
toplanmasi ve proliferasyonunda 6nemli sitokinler olan TNF-a ve IL-1 azalmasindan
kaynaklandig1 diisiindiirmektedir. Fagositik hiicrelerin sayilarindaki asir1 yiikselmenin
engellenmesi, siiphesiz ki, spinal kord yaralanmalarindan sonra sinir doku kaybini
6nleyecektir94.

SKH’nin tedavisinde, MP disinda pek ¢ok ajan tek basina ve kombine tedavi
protokolleri ile kullanilmistir. Gangliozidler (GM), MSS’de hiicre membranlarmin dis
yiizeyinden eksprese olan sialik asit igeren glikosfingolipidlerdir. GM’in sistemik olarak
verilmesinin, deneysel MSS yaralanma modellerinde noroprotektif etkilere yol agtig1 ve
bu etkisini, akson biiyiimesini ve plastisiteyi arttirarak, eksitotoksisite ve apopitozu
inhibe ederek yaptig1 rapor edilmistir®®°,

SKH sonrasinda, belirgin bir endojen opioid peptid lokal salinimi oldugu yaygin
olarak kabul edilmektedir. Opioidlerin, eksitoksik aminoasit salmimini artirdigi ve
zararll etkilerini eksitator aminoasitler iizerinden yaptigr gosterilmistir. SKH’inda
salinan opioidlerin ortadan kaldirilmasinda nonspesifik opioid reseptdr antagonisti
naloxone yogun olarak c¢aligilmis ve naloxone’n deneysel calismalarda spinal soku

tersine dondiirdiigii, spinal kan akimmi diizelttigi, fonksiyonel ve elektrofizyolojik
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iyilesmeye neden oldugu rapor edilmistir’ *®. Nitekim NASCIS 2’nin 3 tedavi
yonteminden biri olarak kabul edilmistir. Naloxone’in kismi SKH’l1 hastalarda hem
motor hem de duyu iyilesmesine neden oldugu gosterilmistir’.

Bunlarm yaninda SKH tedavisinde glutamat reseptor ve iyon kanal
antagonistlerinin etkileri de arastirilmistir. MK801 ve Gacyclidine (GK11) gibi, NMDA
reseptor antagonistlerinin, SKH olusturulan deneysel modellerde, 6nemli néroprotektif
etkilere sahip olduklar gésterilmistirlZ’B. Kalsiyum kanal blokerleri, hiicreler igerisine
asir1 kalsiyum girisini 6nlemektedir. Kalsiyum kanal blokerlerinin bu etkisi, ndronal ve
glial hiicre membranlarinda, kalsiyum akigin1 degistirmekten daha cok, vaskiiler diiz
kaslar iizerine olan farmakolojik etkileri ile yapmaktadirlar. Ornegin, nimodipine’nin
spinal kord kan akimini arttirdig1 ve hipoperfiizyonu tersine ¢evirdigi deneysel SKH

99,100

modelinde gdsterilmistir Sodyum kanal blokeri olan tetradotoxinin, lokal

mikroenjeksiyonu deneysel SKH’indan sonra fonksiyonel geri doniisleri arttirmis ve

101,102

beyaz cevherde 6nemli oranda noroprotektif etkiler gostermistir . Ayni1 sekilde, bir

diger sodyum kanal blokeri olan riluzole’iin de néroprotektif etkileri rapor edilmistir'®,

Diger yandan, cyclooxygenase inhibitorleri olan ibuprofen ve meclofenamate,
deneysel SKH modelinde kan akimini diizenleyen ve yaygin kullanilan non-steroidal
antienflamatuvar ajanlard1r104. COX-2  ekspresyonunun sigan spinal  kord
yaralanmasindan sonra arttigi gosterilmistir. Bunu engellemek amaciyla, farmakolojik
bir COX-2 inhibitérii kullanilarak, fonksiyonel geri doniislerin arttirilabilecegi
kaydedilmistir’®?%. Bunlarin yaninda, immun baskilayicilar olan; FK-506, siklosporin
ve eritropoietinin de, SKH tedavisinde kullanilmas1 6nerilmistir. FK-506 ve siklosporin,
periferik sinir yaralanmalarinda, iyilestirici etkilere sahip immiin baskilayicilardir’®"'%,
Siklosporinler, beyin ve spinal kord yaralanmalarinda mitokondrial membrana etKi
ederek, apopitozu Onlemekte ve lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir’®*°.
Bunlarin yan: sira, FK-506, MSS’de aksonal rejenerasyonu ilerletmekte ve fonksiyonel

112 Eritropoietinin  antienflamatuvar, antioksidan ve

113,114

iyilesmeyi arttrmaktadir
antiapoptotik  Ozellikleri oldugu  diisiiniilmektedir Yapilan c¢aligmalarda
eritropoietinin, deneysel spinal kord yaralanmasindan sonra olusturulan iskemi
modelinde, motor néron apopitozunu Onledigi ve norolojik fonksiyonlar: iyilestirdigi

g0 sterilmistir*>**.
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2.3. Norotropik Faktorler

Son yillarda norotropik faktorlerin SKH tedavisindeki olumlu etkileri ile ilgili
sonuglar oldukca dikkat ¢ekicidir. Norotropik faktorler, noronal yasami, aksonal
bliylimeyi, sinaptik plastisiteyi ve ndrotransmisyonu kontrol eden sinir sisteminin
anahtar diizenleyicileridir. Norotropik faktdrlerin spinal kord yaralanmasidan sonra
aksonal biiyiimeyi arttirdig1 rapor edilmistir. Yaralanmaya kars1 ndrotropik faktorlerin
diizenledigi aksonal cevaplar, aksonal fenotipe, biiyiime faktorlerine karsi reseptor
iretimine, lezyonun tiirline ve lokal mikrogcevreye gore cesitlilik gostermektedir.
Noronal hiicre govdelerinin lezyon alanina uzakligi, lezyonun biiyiikliigli, yaralanmaya
verilen hiicresel cevap, hiicre yasami i¢in son derece dnemlidir. Diger taraftan aksonun

uygun hedefe yonlenebilmesi de gerekmektedir14'15

. Aksonal yeniden biiylime, lezyonun
gri cevherdeki yayilimi ve inhibitor ekstraseliiler matriks molekiillerinin birikimi ile ¢ok
yakindan iliskilidir**®. Yakin zamanda yapilan caligmalar, spinal kord yaralanmasini
takiben norotropik faktorlere verilen farkli aksonal cevaplarin analizine yoneliktir.
NGF, BDNF, NT-3 ve NT 4/5 klasik norotropin ailesi liyeleri olarak vurgulanmistir.
Ayrica sitokin biiylime faktorleri ve GDNF’yi igeren, TGF-f ailesi de, spinal kord
yaralanmalarindan sonra aksonal biiyiimeyi arttirmaktadir™.

NGF, yaralanmadan sonra duyu aksonlarinin biiylimesinde gii¢lii bir uyarandir.
Dorsal spinal kordda, periferal sinir graftina NGF inflizyonu, duyu aksonlarinin,
grafitan beyaz cevher dorsal siitununa dogru biiyiimesini saglamistir™’. Periferal dorsal
kok ezilme yaralanmalarindan sonra, yalnizca %3 oraninda duyu aksonu, spinal korda
ulasirken, NGF’nin 14 giin boyunca verilmesiyle bu oran %37’ye kadar g¢ikmustir.
Yapilan diger bir ¢alismada, NGF {iretimi i¢in genetik olarak modifiye edilmis primer
fibroblast graft1 kullanilarak, yarali spinal korda NGF verilmistir. Sonugta hem duyu
aksonlarinda, hem de ventral motor aksonlarda biiyiime gereklestigi gosterilmistir®*®,

Diger yandan, spinal korda yerlestirilmis periferik sinir graftina, BDNF

verilmesinin duyu aksonlarinda biiyiimeye neden oldugu da rapor edilmistir'*®

. Ayrica
midtorasik ezilme tipi spinal kord yaralanmasindan sonra, 4 hafta boyunca intratekal
araliga verilen BDNF nin yiiksek konsantrasyonlarmnin, yaralanma bolgesi ¢evresinde
motor néronlarda biiyiimeyi ve fonksiyonel iyilesmeyi stimiile ettigi kaydedilmistir'?°.

Bunlarin yaninda, BDNF salgilamalar1 i¢in, genetik olarak modifiye edilmis ve spinal
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korda graftlenmis fibroblastlarin, rubrospinal traktus aksonlarinda rejenerasyonu
ilerlettigi gosterilmistir™".

Dorsal kok yaralanmasini takiben GDNF, aksonal biiyiime iizerine en fazla
etkiye sahip olan nérotrofik faktordiir'?’. GDNF eksprese eden fibroblastlar, spinal
korda transplante edilmis ve bu hiicrelerin transplantasyonu sonucunda, duyu
aksonlarinda ve lokal motor aksonlarda rejenerasyonun arttigi rapor edilmistir™%.
Bunlarin yaninda, norotrofin 3’tin spinal kord yaralanmasindan sonra kortikospinal
aksonlarda biiyiimeyi ilerleten Onemli bir norotropik faktér oldugu, tek doz olarak
enjekte edildiginde spinal kordda kortikospinal aksonlarmn filizlenmesini uyardigi
gésterilmistir124'125. Yaklasik 20 yil 6nce Bunge, Schwann hiicrelerininin izolasyonu ve
kiiltiire edilip spinal korda transplantasyonun miimkiin oldugunu géstermistirm. Sican
siyatik sinirinden elde edilen Schwann hiicreleri, tam kesi yapilmis spinal korda yar1
gecirgen poliakrilonitril/polivinklorid tiipler igerisinde yerlestirilerek implante edilmis

ve aksonal biiyiimeyi sagladiklari g(‘jsterilmistir127

. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda,
doku kaybini azaltmak i¢in, Schwann hiicreleri ile doldurulan yar1 gecirgen PAN/PVC
tiipler, MP ile kombine edilerek spinal korda implante edilmistir. Bu kombinasyon
tedavisi, ara yiizde doku kaybini azaltmis, aksonlarin sayis1 artmis, graft yoniine dogru
supraspinal akson biiylimesini ilerletmis ve rejenere olan liflerin grafttan korda gegisini
arttirmustir'?®. Sinir dokudaki bu korunma ve artmis akson rejenerasyonu, MP’nin aktive
olan makrogliya ve makrofajlarin, graft-kord arayiiziindeki sayilarin1 azaltmasiyla
iliskilendirilmistir™.

MSS’deki aksonlarin, lezyondan sonra, herhangi bir miidahale olmadan
rejenerasyon yetenekleri oldukca sinirlidir'®®. Fakat periferik sinir grafti gibi, bir

16171819 v da kiiltiirde iiretilen Schwann hiicreleri ile desteklendiginde®,

mikrogevre ile
MSS’inde rejenerasyon yetenegi artmaktadir. Spinal kord kesisinden sonra, Schwann
hiicreleri ile doldurulmus bir rehber kanal, T8 seviyesine graftlandiginda, ¢ok sayida
propriospinal noronlarin aksonlarinin, kord i¢cine dogru biiylidiiklerini gdstermistir.
Schwann hiicre graftina, 14 giin boyunca BDNF ve NT-3 verildiginde, 14 giin sonra
grafttaki miyelinli akson sayisinda 3 kat artig goriildiigii, propriospinal aksonlarin da
nérotropin verilmeyen gruba oranla 3 katmna ¢iktig1 rapor edilmistir'®®. Yapilan diger bir

calismada, Schwann hiicre graftinda, adenoviral vektorle diizenlen BDNF ve NT-3

salmimma bakilmistir. Implantasyondan bir hafta sonra Ad-BDNF ve Ad-NT-3
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karigimi, graft-kord ara yiiziiniin 7 mm distaline enjekte edilmistir. Ad-BDNF ve Ad-
NT3 tedavisi sonucu arka bacak fonksiyonlarinda iyilesme ve akson rejenerasyonunda

da belirgin bir artis kaydedilmistir™.

2.4. Spinal Kord Hasarinda Kok Hiicrelerin Kullanimi:

Son yillarda spinal kord hasari sonrasinda rejenerasyonda kok hiicre tedavisi,
hasarli noronal ve glial hiicrelerin yerine diger fonksiyonel hiicrelerin konulmasi,
aksonlarda yeniden miyelinizasyonun miimkiin olmasi, ndronal iletisimin diizenlenmesi,
lezyon kavitelerinin birlestirilmesi, nérotrofik faktorlerin, antienflamatuvar sitokinlerin,
doku onarimini, neovaskiilarizasyonu ilerleten molekiiller ile plastisite ve aksonal
rejenerasyon i¢in uygun mikrogevre olusumunu saglamasi agisindan umut
vermektedir®* .

Embriyonik kok hiicreler (EKH), blastokist donemindeki embriyonun i¢ hiicre
kitlesinden koken alan ve hemen hemen tiim hiicre tiplerine doniisebilen pluripotent
hiicrelerdir*®. Transplante edilen EKH hiicreler, teratomlari olusturacagindan bunlarin
graftlanmadan once predifferansiye hale getirilmeleri gerekmektedir. EKH hiicrelerin
noral prekiirsorlere farklanmast icin protokoller hazirlanmistir*®. Prediferansiye edilen
EKH hiicreler, SKH’mdan sonra sigan spinal korduna transplante edilmis ve ndronlara
ve glia hiicrelerine farklanarak fonksiyonel iyilesmede kismi bir diizelmeye yol
acmustir™2.  SKH’mndan sonra siddetli demiyelinizasyon gelismekte, miyelin kilifi
olusturan oligodendrositlerde apopitoz orani olaganiistii artmaktadir. SKH’n1 takiben,
EKH hiicrelerin subakut olarak sican spinal korduna transplantasyonu, bu hiicrelerin
oligodendrosit progenitdr hiicrelerine predifferensiye olmalarina neden olmakta ve
boylece  aksonlarda  yeniden miyelinlenmeyi ve  fonksiyonel iyilesmeyi
arttirmaktadir™>>"34,

Noral kok/progenitor hiicreler (NSPC), hem fotal hem de yetiskin MSS’inde
bulunan multipotent hiicrelerdir. Bu hiicreler 6n beyin lateral ventrikiillerinde,
subventrikiiler zonda, hipokampusun dentat giyrusunda, spinal kord merkezi kanalinda
yogun olarak bulunurlar. NSPC hiicreler, yetiskin kemirgenlerin spinal kord merkezi
kanalindan izole edilerek kiiltire edilmis™>, bu hiicrelerin in vitro ve in Vivo

kosullarda primer olarak oligodendrositlere farklandiklar1 gdsterilmistir'®®. Bunlarin

yaninda, NSPC hiicrelerinin, SKH’indan sonra spinal korda transplantasyonlarmin
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ndroprotektif ve nororejeneratif etkileri ile fonksiyonel iyilesme {lizerine olumlu etkileri
de gosterilmistir™’. Yetiskin (adult) fare beyin kokenli NSPC hiicreleri, sican spinal
korduna transplante edilmis ve biiyiime faktorleri varliginda, oligodendrositlere
farklanarak remiyelinizasyonu ve lokomotor fonksiyonlar1 arttirmustir™®,  SKH’mi
takiben NSPC transplantlarinin, valproik asitle birlikte verildiginde, ndronal
differensiyasyona neden oldugu, bozulmus néronal iletimin diizelmesini sagladigi ve
iyilesmeyi arttirdig1 kaydedilmistir™®.

Diger yandan, hemopoietik kok hiicrelerin, SKH’indan sonra, farelere subakut
transplantasyonlarinin, fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigi gosterilmistir. SKH modelinde
transplantasyon i¢in kullanilan en yaygin non-ndronal hiicrelerin, kemik iligi kokenli
kok hiicreler (BMSC) oldugu kabul edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda, BMSC
hiicrelerinin  SKH’dan sonra kemirgenlerde lokomotor iyilesmeyi arttirdigi

gosterilmistir' >4,

Ayrica son yillarda yapilan ¢aligmalarda, mezenkimal kok
hiicrelerin (MSC) in vitro olarak noronlara farklanabildikleri gosterilmistir. Ancak
MSC’lerinin,  tim6r olusumu ve metastazin1 arttrmak gibi, yan etkileri de
bulunmaktadir'**.

Yarali spinal kord dokusu, hiicre yasami, néronal farklanma ve maturasyonun
gergeklesmesi i¢in oldukca fakir bir mikrogevreye sahiptir. Arastirmacilar, MSS
onariminda kok hiicre etkinligini arttirabilmek, daha iyi bir yasam siireci, farklanma ve
maturasyonun ger¢eklesmesi i¢in kOk hiicre tekniklerini daha da gelistirmeyi
hedeflemektedirler. Transplante edilen EKH’lerin yasamini arttirmak igin hiicreler,
antiapoptotik bir protein olan BCL-2’yi yiiksek oranda eksprese etmeleri amaciyla,
genetik olarak modifiye edilmiglerdir. Bu hiicreler spinal korda transplante edildiginde,
hiicre adezyon molekiilii olan L1 eksprese ederler ve bu da lezyonun rostral ve
kaudaline ulasir. Kortikospinal aksonlar, L1 ile transfekte edilen EKH’ler ile iliski

2 Bununla birlikte, tam bir iyilesme iin, tek basina kok

Kurarak onlara dogru biiyiirler
hiicre transplantasyonunun yeterli olamayacagi, ilave kombine tedavi stratejilerinin de

gerektigi goriisii, yaygim olarak kabul edilmektedir®.
2.5. Enflamatuvar Cevaplar ve Sitokinlerin Rolii

Enflamatuvar ve immiinolojik cevaplar; T hiicreleri, nétrofiller ve makrofajlar1

iceren  hiicresel komponent ile sitokin, prostaglandin ve komplemanlar: igeren,
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nonseliiler komponentlerden olugsmaktadir. Spinal kord hasarindan hemen sonra, kandan
koéken alan noétrofiller, hizla infiltre olmakta ve litik enzimler ve sitokinleri
salgilamaktadirlar, bu durum, daha ileri doku hasar1 ve diger enflamatuvar hiicrelerin
toplanmasina da  neden  olmaktadir*®®.  Periferik kandan koken alan
monosit/makrofajlarin toplanmasi ve lokal mikrogliyalarin aktivasyonu sonucu, hasarli

144

doku fagosite edilir™. Bunlar ve diger reaktif hiicreler, TNF, interlokinler ve

interferonlar gibi, sitokinleri tiretirler, bu iiriinler enflamatuvar cevaplara aracilik ederler
ve daha ileri doku hasarlari ile iliskilidirler*>**°.

Sitokinler, siklooksigenaz 2 (COX-2) ekspresyonunu uyarir, boylece arasidonik
asitin pargalanmas1 baglatilir, sonugta proinflamatuvar prostanoidler (prostaglandinler,
prostasiklinler ve tromboksanlar) olusur, bu maddeler, vaskiiler permeabilite, direng,

plaket agregasyonu ve yapismasma neden olurlar**"

. Bunlarin yaninda, artmis
sitoplazmik kalsiyum, fosfolipazlar1 aktive eder ve membran igerisinde fosfolipidlerden
arasidonik asit olusumu saglan1r149. SKH’indan sonra enflamasyon, iki tarafi keskin
bigak gibi, hem nérotoksik hem de noroprotektif olarak degerlendirilmektedir'®.
Enflamasyonun erken sathasi zararl tabiattadir, buna karsin, ge¢ enflamasyon olaylar1
noroprotektif olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla, enflamasyon, doku hasarina cevap
olarak, savunma ve tamire yOnelik olarak meydana gelmektedir. SKH’indan sonra
gelisen hiicre Olimi ve enflamatuvar/immiin cevaplar Sekil 1 ve Sekil 2’de

gosterilmistir.
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HUCRESEL CEVAP HUCRESEL OLMAYAN
CEVAP

e

licresel ifade

SITOKINLER
. interlokinler
Notrofil ﬁ interferonlar
Lokosit TNE-a
Lenfosit .
ARASIDONIK ASIT
] ) METABOLITLERI
Mikrogliya Prostaglandinler
Prostasiklin
Trombaksan A2
Makrofaj \ Komplemanlar

C3a, Cha

Birikim ve

Aktivasyon

Sekil 1. Travma sonucunda spinal kord’da nekrotik ve apopitotik hiicre Oliimiiyle ilgili siirecler
baslamaktadir®.

VASKULER
YIKIM VE iSKEMi

EKSITO-

TOKSISITE ENFLAMASYON

SERBEST RADIKALLER
LiPiD PEROKSIDASYONU

Sekil 2:Spinal kord yaralanmasima cevap olarak gelisen enflamatuvar/immiin reaksiyonlar gosterilmistir®.

17



SKH’indan sonra transkripsiyon, enflamasyon, hiicre 6limii ve hiicre sinyal

proteinlerinin genleri uyariimakta®™

ve Caspas 3 aktivasyonunun artisina bagl olarak,
apopitotik siire¢ baslamaktadir. IL-1, IL-6 ve TNF gibi, proenflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonlar1 onemli Olglide artmaktadir ve bu molekiiller, sekonder hasarlarin
olusumunda pivotal bir rol iistlenmektedirler®. Ayrica bu sitokinler, astrosit ve
mikrogliyalarin aktivasyonlarini, proliferasyon ve migrasyonlarmi arttirmakta, serbest
radikal tretimi, kompleman aktivasyonu ile vasoaktif aminlerin ve eicosanoidlerin
iretimine sebep olmaktadirlar, biitiin bu mediyatorler enflamasyon artigmma neden
olmaktadir’. Aktive olmus nétrofil ve makrofajlar; sitokinler, serbest radikaller,
eicosanoidler ve protezlar1 salgilayarak, noronal ve glial toksisiteye sebep
olmaktadirlar™ 3. Bu toksik etkiler, bircok SKH modelinde gosterilmistir.
Noroprotektif etkiler ve norolojik iyilesmeyi saglamak amaciyla, aktive olmus notrofil
ve makrofajlar1 ya notralize etmek, veya bu hiicrelerin fonksiyonlarini inhibe etmek

gerekmektedir®>*

. Noronlar ve glia hiicreleri, TNF-o ve IL-1B gibi, proenflamatuvar
sitokinleri, normal hiicrelerarasi etkilesimlerin bir parcasi olarak sentezler. Fakat bu
sitokinlerin devamli olarak artmasi, enflamasyona neden olur ve diizensizlesen sitokin
salmimi, néron ve oligodendrositlerin ¢limiine neden olmaktadir™. TNF-o ve IL-
1B’ nin bloke edilmesi, spinal kord ve beyin travma modellerinde noroprotektif etkilere

neden olmustur156’157.

Diger taraftan, IL-6 ve LIF’iin MSS yaralanmalarindan sonra
sekonder ndrodejenerasyonda rol oynadiklari rapor edilmistir™®*>°. Spinal kordda IL-6
ve LIF ekspresyonlarinin asir1 artmasi sonucu, lokosit infiltrasyonunu arttigi, aksonal
bilyiimenin azaldigi ve lokomotor iyilesmenin bozuldugu gosterilmistir™®.MSS,
mikroglialar ve immunolojik olarak aktif astrositler gibi, intrinsik immiin hiicrelere
sahiptir ve bu hiicreler, immun cevaplarm giigli diizenleyicileridir. MSS, normal
fizyolojik kosullarda noroimmiin etkilesimleri kan-beyin bariyeri ve IL-10, IL-1
reseptor antagonisti (IL-1 ve IL-1a) gibi, antienflamatuvar sitokinler yoluyla
diizenler'™™. Travmayla birlikte dakikalar iginde immun cevap ortaya cikar ve
proenflamatuvar ve protrombotik reaksiyonlar sonucunda, doku hasar1 meydana gelir.
Bu enflamatuvar kaskad; mikroglia ve astrosit aktivasyonunu, sitokinler ve kemokinler
gibi molekiillerin salinmasini, monosit, makrofaj, noétrofil ve T hiicrelerinin
infiltrasyonunu ve ayrica yaralanma bdlgesine, hiicre adezyonu, migrasyonu ve

ekstravazasyonunun gerceklesmesi i¢in adezyon molekiillerinin artigini icermektedir®".
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Enflamatuvar cevap patojenlerin eliminasyonu ve hasarli hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi yoluyla hemostazisin restore edilmesi i¢in devreye girmektedir. Bu
cevaplar sonugta apopitoza neden olur ve salinan toksik maddelerden dolayi, ¢evredeki
saghkli dokular da etkilenir**. MSS disindaki dokularda doku tamiri ve rejenerasyon
miimkiin oldugundan, enflamasyon miktar1 kabul edilebilir diizeydedir fakat MSS’nin
sinirlt rejenerasyon yeteneginden dolayi, enflamasyonla iligkili hasar kalic1 olmaktadir.
Enflamasyon kaskadinda, birgok sitokin yer almasma ragmen, IL-1 B sekonder hiicre
Olimii ile iliskili MSS proenflamatuvar kaskadinin primer diizenleyicisi olarak kabul

edilmektedir®®?

. MSS yaralanmasindan sonra IL-1 3 ekspresyonu, artmis noronal hasarla
iliskilendirilmistir. Eksojen IL-1 B verilmesi, doku hasarini ve enflamasyonu arttirirken,
antagonist IL-1a verilmesi sonucunda ise, noral hasar anlamli derecede azalmaktadir.
Dolayisiyla enflamasyonun tamami patojenik olarak kabul edilmemelidir. MSS’inde
doku hasar1 modellerinde, TNF-a, P55/P75 gibi, spesifik enflamatuvar gen
reseptorlerinden yoksun farelerde yapilan arastirmalar, bu deneklerde artmis hiicre
olimii ile iligkilendirilmistir. IL-10 ve IL-1ra’dan yoksun farelerde, travmayi takiben
noronal hasar artmustir. Bunlarmm yaninda, IL-10 ve IL-Ira’nin travma alanina
inflizyonu noroprotektif olarak bulunmustur. Her nekadar akut enflamatuvar

reaksiyonlarm MSS dokular1 i¢in harap edici oldugu kabul edilse de, ge¢ enflamatuvar

olaylar, onaric1 ve iyilestirici yonde de olabilmektedir™.

2.6. Tiimor Nekroz Faktor-o (TNF-a)

SKH’mi takiben ilk 24 saatte, TNF-a ve IL-1pB gibi, potansiyel proenflamatuvar
mediyatorler lezyon alaninda yiikselmekte, bu bolgedeki sekonder hasarlardan da major
olarak sorumlu tutulmaktadirlar. TNF-a, nétrofil, makrofaj, mikrogliya, astrosit ve T
hiicreleri tarafindan salgilanir ve yaralanmadan kisa bir siire sonra, SKH alaninda
birikir*’. TNF-a salmmindan sonra, kandan koken alan aktive l6kositler, spinal kord
icerisine go¢ ederler ve ilave sitokin sekresyonuna neden olurlar. TNF-a, mikrogliya ve
astrositleri uyaran ve potansiyel olarak nérotoksik olan, nitrik oksit gibi, metabolitlerin
olusumunu da uyarmaktadir'®. TNF-o aym zamanda, apopitozu uyarirken,
oligodendrositler iizerine de toksik etki yapmakta ve ndronal fonksiyonu
bozmaktadir'®, Posttravmatik SKH’mnda direkt ve indirekt etkilere sahip olan TNF-q,

SKH’mdan sonra ilk 24 saat i¢inde salinmakta ve 1 hafta siiresince de birikmeye devam

19



etmektedir. Dolayisiyla bu sitokin ve bunu salgilayan hiicrelerin, travmadan sonraki 24
saat ile 1 hafta siirecinde olusan sekonder hasarlarla ¢ok yakindan iligkili oldugu kabul
edilmektedir®’.

Yaralanmadan 30 dk sonra TNF-o mRNA’sinda gegici bir pik olustugu
bilinmektedir. Wang ve arkadaslari®’, SKH’indan hemen sonra spinal kord ve beyin
omurilik sivisinda, TNF-a biyolojik aktivitesinde artis oldugunu rapor etmislerdir.
TNF-a’nin hiicresel kaynagi olarak, mikrogliyalarin oldukga aktif hiicreler oldugu kabul
edilmektedir. Yapilan immunohistokimyasal c¢alismalarda, MSS’inde, TNF-a
immunoreaktivitesinin, daha ¢ok beyaz cevherdeki aksonlarda ve daha az olarak da, gri
cevherde bulunan noéronlarda eksprese oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte
yaralanma, noronlarda TNF-a sentezini aktive etmektedir. Bu molekiil daha sonra
govdeden aksonlara iletilmektedir. Alternatif olarak, TNF-a aktif mikroglialar gibi,
cesitli hiicre tiplerinden sentezlendikten sonra, interselliiler araliga verilmekte ve
buradan da aksonlara ge¢mektedir®.

TNF-a, MSS’ni etkileyen hastaliklarda enflamatuvar reaksiyonun baslamasi ve
devamliliginda anahtar konumda rol oynayan molekiildiir. Giiniimiizde spinal kord
yaralanmalarmin indiikledigi TNF-a ekspresyonu, SKH’indan sonra erken donemde
hem mRNA hem de protein seviyelerinde gdsterilmistir. Bununla birlikte, giiniimiizde
hala, TNF-a’nin yarali spinal korda, esas hiicresel kaynagi tam olarak a¢ik degildir.
Yapilan deneysel calismalarda yaralanma sonrasi spinal kordda; ndronlarda, gliya
hiicrelerinde ve endotelyal hiicrelerde TNF-a ekspresyonu gésterilmistirm.

TNF’nin etkisini bir proenflamatuvar transkripsiyon faktorii olan, Niiklear
faktor kappa beta (NFkp) lizerinden gosterdigi, bu faktdriin TNF seviyesinin artigina
paralel olarak arttigi, MP’nin, TNF ekspresyonunu azalttigi ve NFkB’nin baglanma
kapasitesini inhibe ettigi rapor edilmistir. NFk bir oksidatif stres yanit transkrpsiyon
faktorii olarak kabul edilmektedir. NFkB’y1 aktive eden sinyaller, antioksidanlar
tarafindan engellenmektedir. Dolayisiyla, glukokortikoidlerin antienflamatuvar etkileri,
NFkp’y1 inhibe etmeleri ile miimkiin olmaktadir. TNF-a yaralanmig spinal korddan
salinmakta ve NFkf’y1 aktive etmektedir. Aktive olan NFkf, akut faz proteinleri gibi,
enflamatuvar genleri, hiicre adezyon molekiillerini, iNOS, interlokinler, proteazlar ve

diger molekiillerin ekspresyonunu diizenlemektedir™.
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Diger taraftan, TNF-o  16kosit aktivasyonuna bagli endotel hasarindan
sorumludur, yalnizca nétrofilleri aktive etmekle kalmaz, ayni zamanda endotel
hiicrelerinde, 6rnegin E-selectin gibi, 16kosit adhezyon molekiillerini de arttrmaktadir®.
Bundan baska TNF-a, endotel hiicrelerinde, notrofil yoklugunda bile, direkt hasara da

yol a¢maktadir™®.

Yapilan caligmalarda, TNF-o’nin travmatize SKH’inda artis
gosterdigi ve 4 saat sonra da pik yaptigi rapor edilmistir. TNF-a mRNA’nin travmatize
SKH’dan 30 dakika sonra arttigi gdsterilmistir'®®. Deneysel calismalarda, TNF-o’nmn
hem sitotoksik hem de noroprotektif etkileri ortaya cikariimistr®.  TNF-o’nin
antikorlarla veya diger sitokinler ile inhibisyonu, MSS yaralanmalarinda fonksiyonel
yilesme tizerine olumlu etkiye sebep olmaktadir, bu durum, TNF-o’nin sitotoksik
etkisini ortaya koymaktadir’®’. Bunun aksine, bazi in vitro calismalarda, TNF-o’nin

eksitotoksik Oliime karst koruyucu etkisi gésterilmistirmg.

Transgenik farelerde,
SKH’inda, TNF-a reseptor yokluguna sahip farelerde, dogal tiplere gore daha fazla
doku kaybi ve fonksiyonel yetersizlik belirlenmesi, TNF’nin ndroprotektif etkisinin
varhgma isaret etmektedir'®. Ayrica TNF’nin néropatik agri ile de yakindan iliskili
oldugu rapor edilmistir. Aktive olan mikroglial hiicreler, biiyiime faktorleri, sitokinler,
kompleman faktorleri, lipid mediyatorler, ekstraseliller matriks kompenentleri,
enzimler, serbest radikaller, norotoksinler, nitrik oksit ve prostaglandinleri
salgilamaktadirlar, bunlardan bazilar1 siiphesiz ki noropatik agriya da neden olan
maddelerdir'™.

SKH’nin akut fazi siiresince yarali mikrogevrede, TNF-o’ya ek olarak, en fazla
bulunan proenflamatuvar sitokinler, 1L-1 ve IL-6’dir. IL-1, yaralanmadan hemen sonra
mikroglialar tarafindan salinr'”*. Bununla birlikte 15 dk icinde TNF-o ve IL-6
mRNA’lar1  da hiicrelerde  artmaktadir’®. Tim bu sitokinlerin  birbirlerinin
ekspresyonunu kostimiile edebilecegi ve miktarlarmm artacagi kabul edilmektedir’.
SKH’indan hemen sonraki birka¢ saat igerisinde, bu sitokinlerin seviyeleri pik
yaparken, 24.saatte daha zayif olarak izlenmektedir'*®. Buna ragmen TNF-a seviyeleri
SKH’n1 takiben, bir hafta siiresince artmaya devam etmektedir. Bu durum 16kosit
infiltrasyonu ve primer yaralanma alanma proenflamatuvar sitokinlerin sekresyonu ile
iligkilendirilmektedir.

TNF-a ve IL-1’in, reseptorlerine baglanmalari, bunlarmm NFkP sinyal yoluyla
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enflamatuvar cevabi ilerletmesine neden olur™'". NFkf, ndronlarda, mikroglialarda ve
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endotelyal hiicrelerde SKH’ 11 takiben ilk 30 dk sonra artmaya baglar ve ekspresyonu
en az 72 saat kalicidir. Aktif NFkB, ROS, sitokinler, iNOS ve prostoglandinler gibi
enflamatuvar mediatorlerin iiretimini arttrr™®**™*. MP’un, SKH’inda NFkp yolagim
inhibe ettigi rapor edilmistir’™. SKH, ayrica antienflamatuvar sitokin TGF-
ekspresyonunu da indiiklemektedir®.

Sistemik IL-10 inflizyonunun da SKH’indan sonra TNF-a ekspresyonunu
azaltarak, fonksiyonel iyilesmeyi arttirdig1 rapor edilmistir'®’. Buna ek olarak, yakin
zamanda farelerde SKH sonrasi, TNF-o’nin antagonisti olan etanercept’in, tek basina
veya dexametasone ile kombine verilmesinin, sekonder hasar ve enflamasyonu azalttigi,

lokomotor fonksiyonu diizelttigi gosterilmistir*®.

2.7. Interlékin 6 (IL-6) :

IL-6, T ve B hiicre farklanmasi ve proliferasyonunda, immunglobulin
sekresyonunda, akut faz proteinlerinin  iiretiminde ve  makrofaj/monosit
fonksiyonlarinda anahtar rol oynayan multifonksiyonel bir sitokindir*”. 1L-6"nmn, SKH

174
. IL-6 salinir salinmaz

patofizyolojisinde sekonder hasari baslattigi bilinmektedir
membran-bagli reseptorii olan, IL-6R’ ye baglanarak, IL-6/IL-6R kompleksini olusturur
ve bu kompleks de, gp130 ile iliski kurarak, hiicre igerisinde sinyal olusumunu
tetikler'”.

IL-6, immun sistem, endokrin sistem, sinir sistemi, hematopoietik sistem ve
kemik metabolizmasinda 6nemli rollerle sahiptir. T ve B hiicreleri, polimorfoniiklear
hiicreler, eozinofiller, monosit/makrofajlar, mast hiicreleri ve dendritik hiicreler gibi,
immiin sistemde yer alan birgok hiicrenin IL-6 eksprese ettigi rapor edilmistir. 1L-6
cksprese eden diger hiicrelerin de; kondrositler, osteoblastlar, endotelyal hiicreler,
cizgili ve diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, mezangial hiicreler, keratinositler, bazi timor
hiicreleri, mikroglial hiicreler ve astrositler oldugu bildirilmistir'™.

Noronlarin IL-6 eksprese ettigi diisiincesi, ¢ok yakin zamanda kabul edilmistir.
Bazi in vitro calismalarda, sempatik ve duyu gangliyonlarimdan kiiltiire edilen
noronlarda, IL-6 mMRNA ekspresyonun varhigr rapor edilmigti. NMDA aracili
glutamaterjik depolarizasyonu takiben, noronlardan IL-6 ekspresyonunun arttigi

bildirilmistir. Bu etkinin L tipi voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin segici olarak bloke
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edilmesi ve kalsiyum kalmodulin protein kinazlarm inhibe edilmesiyle ortadan kalktig1
bildirilmistir'”’.

IL-6, Thl ve Th2 hiicre cevaplarinda, B hiicrelerine de etki ederek, bu hiicrelerin
immiinglobulin iiretiminin arttirilmasinda fonksiyon yapmaktadir. IL-6 ayrica, B ve T
lenfositlerinin farklanmasini uyarmakta, makrofajlart ve NK hiicreleri aktive etmekte ve
hepatositleri akut faz proteinlerinin sentezi i¢in uyarmaktadir. Bunlarin yaninda, 1L-6,
makrofaj ve dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerin farklanmasi {izerine de
etkileri bulunmaktadir'’®.

Insanlarda ve hayvan modellerinde merkezi sinir sistemi travmalarindan sonra
IL-6 upregiilasyonu gergeklesir. SKH’mdan 6 saat sonra IL-6 mMRNA seviyesinin pik
yaptigin1 gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. Okada ve arkadaslari, bu erken
upregiilasyonun zarar verici oldugunu bildirmis ve SKH’mdan sonra nétralize edici
IL-6 antikoru verilerek farelerde 6nemli derecede motor iyilesmenin meydana geldigini

%8 IL-6 ile ilgili diger bazi ¢alismalarda, upregiilasyonun kronik

rapor etmislerdir
olabilecegi ve devamli artisin SKH’na sahip hastalardaki kronik agr1 ile iliskili oldugu
bildirilmistir. SKH’indaki kronik agr1 ile IL-6 seviyeleri arasindaki iliskiyi agiklayan
calismalar da bulunmaktadir'™®,

Interlokin - 6’nin, spinal kordda major enflamatuvar hiicreler olan
makrofaj/mikroglia aktivasyonunu ve infiltrasyonunu arttirdigi bilinmektedir. 1L-6’nin
asir1 artisi, enflamasyonu uzatmakta ve yaralanmayi daha da kotiiye gétﬁrmektedirlsg.
IL-6’nin bloke edilmesinin SKH’indan sonra enflamasyonu azalttigi, yapilan deneysel
caligmalarda gosterilmistir. Anti-mouse IL-6 reseptor antikoru (MR16-1), IL-6
reseptOriinii nétralize eden bir antikordur ve bu reseptdriin IL-6’ya baglanmasini
engellemektedir. MR16-1’ in SKH’indan sonra enflamasyonu azalttigi, astrogliozisi
diisiirdiigli, doku ayrismasmi arttirarak fonksiyonel iyilesmeye neden oldugu
gésterilmistirlsg. Insan IL-6 reseptorii antikorunun (MRA; tocilizumab) Castleman’s
hastaliginda ve romatoid artritte klinikte kullanildig1 bilinmekte olup, bu ilacin SKH’ nin
tedavisi icin bir secenek olabilecegi ileri siiriilmiistir. MR16-1’in bu etkilerini, IL-
6/JAK/STAT-3 sinyalizasyonunu bloke ederek gsterdigi rapor edilmistir'”®.

Sitokinlerin genel olarak proenflamatuvar ozellikte olduklar1 ve glial skar
formasyonunu ilerleterek, sinir sisteminde zarar verici etkilerinin oldugu bilinse de, bu

mediyatorlerin ayn1 zamanda, noral dokuda rejenerasyonu ilerletici etkilerinin de
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olduguna dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir. Bu durum hem merkezi hem de periferik
sinir sistemi i¢in gecgerlidir. IL-6, IL-11, IL-17, LIF, CNTF gibi molekiillerin
hematopoietik ve sinir sisteminde etkilerinin varligi gosterilmistir. Bu noropoietik
sitokinler, gp 130 reseptorii ile sinyallerini iletmektedirler. Olusan hiicresel sinyaller
normal beyin gelisimi, beyin travmalari sonucu olusan hastaliklarla yakindan
iliskilidirler'”®. Yapilan son ¢alismalarda, 1L-6 sinyal inhibisyonunun gliozise neden
olabilecegi bu nedenle de akson rejenerasyonunu engelleyebilecegi bildirilmistir. 1L-
6’nm, enflamasyonun ge¢ donemlerinde, doku artiklar1 temizlendiginden ve cesitli
norotrofik faktorler salgilandigindan, spinal kord onarim siirecinde iyilestirici etkilere

sahip oldugu kabul edilmektedir'™.

2.8. Minosiklin Tedavisi:

Gilintimiizde spinal kord hasarinin tedavisinde pek cok ajan tek basina veya
kombine olarak kullanilmaktadir. Kord hasar1 sonucunda gelisen enflamatuvar
reaksiyonlarin zararl etkilerinin azaltilmasi ve 0Ozellikle de noronlarin korunmasi
hedeflenmektedir. Minosiklin, tetrasiklin tiirevi genis spektrumlu bir antibiyotik olup,
kan-beyin bariyerini gegebilen, gram (+) ve gram (-) enfenksiyonlara kars1 etkili bir
tetrasiklindir. Intraperitoneal veya intravendz yolla verildiginde, noroprotektif etkiye

3. Minosiklin, spinal kord hasarinda mikrogliya ve

sahip oldugu rapor edilmistir®
makrofajlar1 inhibe ederek, néroprotektif etki géstermekte ve olusan noropatik agriyi
azaltmaktadir®’. SKH’mda enflamasyon her ne kadar patolojik siire¢ olarak kabul
edilmekle birlikte, enflamasyon ayni zamanda yaralanmis dokunun tamiri i¢cin de ¢ok
onemli bir role sahiptir. Minosiklinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmese de,
glutamat aracili eksitotoksisiteyi Onledigi, mikroglial aktivasyonu engelleyerek
antienflamatuvar etkiye sahip oldugu, sitokrom-C ve caspaz salmimini bloke ederek
apopitotik ndronal Olimii azalttigi, ayni zamanda matriks metalloproteinaz-2
aktivitesine karst etkiye sahip oldugu kabul edilmektedir. Minosiklin’in
antienflamatuvar etkisi iyi bilinmektedir, mikroglial aktivasyonu inhibe ettigi, boylece
bir ¢ok norodejeneratif hastaligin patogenezinde etkili olabilecegi kabul edilmektedir.
Minosiklin immiin hiicreler {iizerine olan direkt antienflamatuvar etkisi ile,
mitokondriyonlardan sitokrom ¢ salinimini inhibe etmekte ve néronlarda kaspaz 1 ve 3

ekspresyonunu azaltmaktadir®,
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Glinlimiize kadar, minosiklinin serebral iskemi, travmatik beyin hasari, SKH,
ALS, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi ve Multiple Sklerozda noéroprotektif
etkileri rapor edilmistir. SKH’inda minosiklin’in koruyucu etkileri ¢ok az ¢aligmada
rapor edilmistir. Bununla birlikte, minosiklinin etki mekanizmasi ve gelecekte SKH nin
tedavisinde muhtemel yararli etkilerinin, daha ileri ¢alismalar ile arastirilmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde minosiklinin SKH’mdan sonra, fonksiyonel geri doniisleri
arttirdig1, lezyon alanini kiiciilttiigii, hiicre oliimiinii azalttig1 ve sitokin ekspresyonu
tizerine etkili oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, minosiklinin néroprotektif
etkilerinin hiicresel ve molekiiler temeli hala tam olarak bilinmemektedir?.

Son zamanlarda yapilan calismalarda minosiklinin yalnizca ndéronal apopitoz
strecini degil, aynt zamanda oligodendrositlerin apoptotik siirece girmelerini
engelleyerek fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigi bildirilmistir. Spinal kord hasarindan
sonra oligodendrositlerin apopitozunda pro-NGF’nin &nemli rollere sahip oldugu
bildirilmistir. Yune ve arkadaslar1 minosiklinin, SKH’dan sonra mikroglialarda aktive
olan ve pro-NGF iiretimini uyaran, P38 MAPK molekiiliinii inhibe ederek pro-NGF
iretimini engelledigini ve bdylece oligodendrosit apopitozunu Onleyerek fonksiyonel
tyilesme siirecini hizlandirdigini bildirmislerdir.**°

Spinal kord yaralanmas1 sonrasi primer mekanik hasarm olustugu, bunu takiben
sekonder doku cevaplarmmin basladigi bilinmektedir. Sekonder doku hasarmin minimize
edilmesi bugiin i¢in SKH’nin tedavisinde primer hedeftir. Sekonder hasar kapsaminda
ortama salinan sitokinlerin yararh etkileri yaninda, ortamda yiiksek oranda uzun siireli
bulunmalarmin doku hasarina neden oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Akut
SKH’mi takiben TNF-a ve IL-6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi ve lezyon alaninda
ortaya cikig siireleri ve dagilimlarinin birlikte gosterildigi bir calismaya literatiirde
rastlanmamistir. Diger taraftan SKH tedavisinde yaygin olarak kullanilan MP’nin
sitokin salinimina olan etkisi de hala tam olarak agik degildir. Bununla birlikte, son
yillarda SKH tedavi protokollerinde yer alan minosiklinin de sitokinlerle iliskisi, bu
baglamdaki etki mekanizmalar1 ile ilgili caligmalar da son derece sinirhdir. Bu
caligmada, siganlarda klip kompresyon yontemi ile olusturulacak akut spinal kord
yaralanmasi sonrast TNF-a ve IL-6 ekspresyonlarina, MP ve Minosiklin tedavisinin tek
basina ve kombine etkilerinin, immiinohistokimyasal, elektron mikroskobik ve

biyokimyasal diizeyde arastirilmasi amaglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlarinin elde edilmesi ve gruplara ayrilmasi

Deneysel akut spinal kord yaralanmasi sonrasinda metilprednizolon (Sigma,
Katolog no: M1750000-1EA) ve minosiklinin (Sigma, Katolog no: M9511) ayr1 ayr1 ve
kombine tedavilerinin TNF-o ve IL-6 sitokin seviyelerine etkilerinin incelenmesi
amaciyla Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinden (DETAUM) 250-300 gr agirhiginda 78 erkek Wistar cinsi sigan temin
edildi. Bu denekler herhangi bir cerrahi islem yapilmayan ve saglam birakilan kontrol
grubu (n=10), spinal kord T2-T7 segmentleri arasinda yalnizca laminektomi olusturulan
sham operasyon grubu (n=10) ve T2-T7 segmentleri arasinda klip kompresyon yontemi
ile spinal kord hasar1 (SKH) olusturulan deney grubu (n=58) olmak {izere 3 gruba
ayrildi. SKH'n1 takiben deney grubunda yer alan hayvanlar da kendi aralarinda; spinal
kord hasari olusturulduktan sonra yalnizca serum fizyolojik verilen grup (grup 3A,
n=10); spinal kord hasarini takiben metilprednizolon tedavisi uygulanan grup (grup 3B,
n=16); spinal kord hasarmi takiben minosiklin tedavisi uygulanan grup (grup 3C n=16)
ve son olarak da spinal kord hasarindan sonra metilprednizolon+minosiklin kombine

tedavisi uygulanan grup (grup 3D n=16) olmak iizere 4 alt gruba ayrildi.

3.2. Operasyon:

Biitlin cerrahi islemler 150 mg/kg intramuskiiler ketamin anestezisi altinda
gerceklestirildi. Klip kompresyon yontemi Rivlin ve Tator'® modeline gore yapildi.
Spinal kord yaralanmasi Torakal 2-7 (T2-7) segmentleri arasinda, ekstradural klip
kompresyon uygulamasi ile gergeklestirildi. Kapanma giicli 50 g olan anevrizma klibi
(Yasargil, FE 691K, Aesculap AG, Germany) ekstradural olarak uygulanarak
deneklerde SKH yapildi. Klip uygulama siiresi 1 dakika olarak ayarlandi ve siire
bitiminde klip hemen kaldirilda.

3.3. Tedavinin Uygulanmasi
Deney kontrol grubundaki (Grup 3A) deneklere SKH’n1 takiben yalnizca serum
fizyolojik enjekte edildi. Metilprednizolon tedavisi alan gruba (Grup 3B),
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yaralanmadan hemen sonra, baglangic dozu olarak 30 mg/kg metilprednizolon
intravendz olarak uygulandi®®*"%%!, Daha sonraki 24 ve 48. saatlerde, 2. ve 3. dozlar
10 mg/kg intravenoz olarak verildi. Yalnizca minosiklin tedavisi uygulanan gruba (Grup
3C), baglangig dozu olarak 90 mg/kg, 2. ve 3. dozlarda 50 mg/kg minosiklin
intraperitoneal olarak verildi*®®. MP+minosiklin kombine tedavi grubuna (Grup 3D) ise
MP, grup 3B’ ye uygulanan dozda, minosiklin grup 3C'de belirtilen dozlarda kombine

olarak uygulandu.

3.4. Biyopsilerin Ahinmasz:

Grup 2 ve 3A, 3B, 3C, 3D'de yer alan deneklerin yarisindan SKH’mdan 24 saat
sonra; ayni gruplarin kalan yarisindan ise SKH’indan 72 saat sonra spinal kord doku
ornekleri alindi. Elde edilen spinal kord dokulari, 151k ve elektron mikroskobik,

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal incelemeler i¢in uygun yontemler ile hazirland1.

3.5. Isik Mikroskobi Yontemleri

Isik mikroskobik incelemeler igin biitiin gruplardan elde edilen spinal kord doku
ornekleri, %4’liik paraformaldehit icerisine alind1 ve oda isisinda 48-72 saat siireyle
tespit edildi. Daha sona formalinin uzaklastirilmasi1 amaciyla dokular su ile yikandi ve
Leica Ototeknikon (Germany) otomatik doku takip cihazi ile rutin doku takipleri
yapildi. Bloklama islemini takiben 5 um kalinliginda alman parafin Kkesitler,
Hematoksilen-Eozin ve miyelinizasyonun gosterilebilmesi amaciyla da Kluver-Barrera
yontemleri (EMS  Catalog#: 26681) ile boyandi.  Bloklardan ayrica
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in de doku kesitleri alindi ve uygun yontemlerle

hazirlandi.

3.6. Immiinohistokimya Yéontemleri

Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve Interlokin-6 (1L-6) aktivitesinin belirlenmesi
amac1 ile, elde edilen histolojik kesitler, polilizin kapli lamlar {izerine alindi
Buzdolabinda bekletilen kesitler isaretleme islemine gecilmeden once Kurutularak,
tekrar buzdolabma alind1 ve 15 dakika kadar bekletildi. Buzdolabindan ¢ikarildiktan
sonra tekrar kurutulan kesitler, 60 °C’de etiivde ksilol igerisinde 15 dakika deparafinize

edildi. Daha sonra doku kesitleri, oda 1sisinda ksilol serilerinden gegirildi ve derecesi
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giderek azalan alkol serileri icerisinde hidrate edildi ve distile su igerisine alindi
Kesitler daha sonra, sitrat soliisyonu igerisine almip 95°C’lik su banyosunda, 30 dakika
stireyle tutularak antijenlerin agiga c¢ikarilmasi igslemi gerceklestirildi. Oda 1sisinda 45
dk sogutulan kesitler, distile suda calkaland1 ve %3’lik hidrojen peroksit (H,O,)
icerisine alindi. H,O;’te yaklagik 6 dk kadar bekletildikten sonra, kesitler, saf su ve
fosfat tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4) gegirildi. Her bir kesitin etrafi dikkatlice silinip,
kurulandiktan sonra, iizerine nonspesifik baglanmayi engellemek amaciyla serum
damlatildi ve oda isisinda, nemli ortamda 10 dakika bekletildi. Ardindan, kesitler
iizerindeki soliisyon dokiilerek, dokularin etrafi kurulandi ve 1/400 oraninda
sulandirilan, anti-1L-6 (IL-6; anti-rat rabbit polyclonal antibody, ab6672, Abcam, USA.)
ve 1/2000 oraninda diliie edilen anti-TNF-a (TNF-a; anti-rat rabbit poyclonal antibody,
ab66579, Abcam, USA.) primer antikorlar1 damlatildi. Primer antikor damlatilan tim
kesitler +4°C’de, nemli ortamda bir gece bekletildi. Negatif kontrol i¢in alinan kesitlere
primer antikorlar yerine, tampon soliisyonu damlatildi.

Primer antikorla muamele edilip 1 gece +4°C’de bekletilen kesitler, daha sonra
distile su ve PBS’den gegirildi ve iizerlerine Biotin (D01-125, Lifespan, USA.)
damlatilarak 15 dk siireyle oda isisinda tutuldu. 15 dk sonra distile su ve PBS’de
yikanan Kesitlerin etrafi kurulanip Avidin (D01-125, Lifespan, USA.) damlatilalarak, 20
dakika stireyle oda 1sisinda bekletildi. Distile su ve PBS’den gegirilen kesitler iizerine,
aminoetilkarbozol (AEC) soliisyonu damlatildi ve 10 dakika bekletildi, ¢esme suyu
icerisinde yikandi ve doku kesitleri, zit boyama i¢in hematoksilen ile boyandi. Boyama
isleminden sonra kesitler, ¢cesme suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su bazlh
kapama maddesi damlatilarak dokular lamel ile kapatildi, Olimpus BXS53 11k

mikroskobu (Japan) ile incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.7. Elektron Mikroskobi Yontemleri

Elektron mikroskobik degerlendirme i¢in alinan spinal kord doku pargalari,
Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis % 5 lik gluteraldehit soliisyonunda 1 saat
bekletildikten sonra iizerinde birka¢ damla glutaraldehit olan dis¢i mumuyla kaplh petri
iizerinde jilet yardimiyla 1 mm? liikk pargalara ayrildi. Doku pargalar1 tekrar gluteraldehit
soliisyonuna alinarak 3 saat kadar tespit edildi. Boylece dokular gluteraldehit ile toplam

4 saat tespit edilmis oldu. Daha sonra dokular Millonig fosfat tamponunda iki defa
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10’ar dk calkaland1 ve ardindan Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %1 lik osmium
tetraoksit soliisyonu ile ikinci defa tespit edildi. Iki saatlik osmium tetraoksit tespitinden
sonra dokular yine fosfat tamponu ile iki kez 10’ar dk yikandi. Dokular daha sonra

asagidaki siraya gore dehidrate edildi :

e %50 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 70 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e 9% 86 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 96 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
o
Buraya kadar olan islemler buzdolabinda +4° C’de gergeklestirildi. Daha sonra

asagidaki islemler oda 1sisinda gerceklestirildi :

e 9100 Etil alkolde 15 dakika
e Propilen oksitte 15 dakika
e Propilen oksitte 15 dakika

Dehidrate edilen doku parcalar1 daha sonra asagidaki soliisyonlar igerisinde

immerse edildi :
Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika
Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika

Bu islemlerden sonra doku pargalar1 igerisinde yeni hazirlanmis gémme

materyali (resin) bulunan tiiplere alindi ve bir gece siireyle rotatorda karistirildi.

Gomme Materyali :

e Araldit CY 212 20 mi
e Sertlestirici HY 964 20 ml
e Hizlandirict DY 064 0.6 ml
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e Plastiklestirici — Dibiitil Fitalat 1 ml
Ertesi giin doku pargalar1 taze hazirlanmig gomme materyali kullanilarak 00
polietilen kapsiillere gomiildii ve 60° C etiivde 48 saat siireyle polimerize edildi. Daha
sonra elde edilen bloklar etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Reichert
Ultracut S ultramikrotomu ile 50 nm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 200-300
gozenekli bakir gridlere topland1 ve % 70’lik etil alkolde doymus uranil asetat ve
Reynolds’un kursun sitrat soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler, JEOL JEM 1400

transmisyon elektron mikroskobu (Japan) ile incelendi ve dijital resimleri elde edildi.

3.8. Biyokimyasal Analiz Yontemleri

Deneklerden elde edilen spinal kord doku pargalar1 serum fizyolojik igeren
siselere konuldu ve buz igerisinde muhafaza edildi. Daha sonra serum fizyolojik
icerisinden ¢ikarilan dokular fosfat tamponu ile homojenize edilerek (homojenizat)
santrifiij tiipli igerisine konuldu ve buz icerisinde saklandi. Sonra fosfat tamponu ile
1/10 oraninda seyreltilen homojenizatlarda malondialdehit (MDA) ve siiperoksit

dismutaz (SOD) 6l¢timleri yapildi.

3.8.1. Malondialdehit (MDA) Analizi:
Homojenizatin pH:3,4’de aerobik kosullarda, tiobarbitiirik asit ile 95°C’de
inkiibasyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin optik dansitesinin Slgiimiiyle

malondialdehit miktar1 saptand ve hesaplamalar1 yapildi*®.

3.8.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Analizi:

Homojenizatlarda, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit
radikallerinin p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet (INT) ile meydana getirdigi kirmizi
renkli formazan boyasinin optik dansitesinin okunmasi esasmna dayanan randox kit
yontemi kullanilarak siiperoksit dismutaz tayini yapildi. Daha sonra dlgiilen degerlerin

hesaplamalar1 yap11d1183.
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3.9. Istatistik

Gruplar arasi karsilagtirma tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. Karsilastirma Bonferroni ve Tamhane testine gore
yapildi. 0,05’ten kiigiik p degerleri anlamli olarak kabul edildi (p<0,05). Degerler
aritmetik ortalama (X) + standart sapma seklinde ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Kontrol Grubu

Spinal kord travmasi olusturulmayan, tamamen saglam birakilan bu gruba ait
hayvanlarin spinal kord doku o6rneklerinin 1s1k mikroskobik incelenmesinde, spinal
kordun distan bag dokusu yapisindaki pia mater ile ¢evrili oldugu goriildii. Pia materin
hemen altinda yer alan ve spinal kordun dis kismini olusturan beyaz cevher yogun
olarak miyelinli sinir lifleri, glia hiicreleri ve kan damarlarindan olusmaktaydi. Beyaz
cevherin i¢ kisminda yer alan gri cevher ise ndron perikaryonlari, ¢ogunlugunu
miyelinli sinir liflerinin olusturdugu aksonlari, néroglia hiicrelerini ve kan damarlarini
icermekteydi. Spinal kord 6n boynuzunda yer alan motor noronlar ve arka boynuzdaki
duyu ndronlar1 ayirt edilmekteydi. Gri cevherde yer alan néron perikaryonlar1 vezikiiler
bir ¢ekirdek ve genis bir sitoplazmaya sahipti. Vezikiiler tipte hiicre ¢ekirdeginin orta
kisminda belirgin bir ¢ekirdek¢ige siklikla rastlandi. Noronlarin sitoplazmasinda Nissl
cisimcikleri belirgin olarak izlendi. Gri ve beyaz cevherde yer alan néroglia hiicreleri
belirgin hiperkromatik boyanmis c¢ekirdekleri ile aymrt edildi. Gri cevherin orta
bolgesinde yer alan merkezi kanal ise silyal1 kiibik hiicreler olan ependim hiicreleri ile

dosenmisti (Sekil 3 ve 4).
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Sekil 3: Kontrol grubundan alman spinal kord dokusunun 1sik mikroskobik goriiniimii. Boya:
Hematoksilen-Eozin. Spinal kord dokusu digtan pia mater ile ¢evrilidir. Merkezde H harfi seklinde gri
cevher (GC), bunun da ortasinda ependim hiicreleri ile doseli merkezi kanal, dista da beyaz cevher
izlenmektedir (BC). Gri cevherin 6n boynuzunda yer alan motor ndronlar (ok) belirgin olarak
goriilmektedir. Bar= 500um.
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Sekil 4: Kontrol grubundan alinan spinal kord dokusunun 1gik mikroskobik goriiniimii. Boya:
Kluver Barrera. Spinal kord gri cevherindeki ndron perikaryonlar1 (oklar), vezikiiler
cekirdekleri ve belirgin ¢ekirdekgikleri ile izlenmektedir. Sinir liflerinin etrafindaki miyelin kilif
mavi renge boyanmistir. Gri cevherdeki miyelinsiz sinir lifleri pembe renkte izlenmektedir.
Bar=200pm.
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4.1.2. Sham operasyon grubu

Spinal kord yaralanmasina maruz birakilmayip sadece laminektomi yapilan bu
gruptaki sicanlardan 24 ve 72. saatlerde alinan doku orneklerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde medulla spinalis yapist tamamen normal kontrol grubuna benzerlik
gostermekteydi. Gri ve beyaz cevherden olusan spinal kordun distan pia materle gevrili
oldugu izlendi. Kordun merkezinde yer alan gri cevherde noéron perikaryonlars,
noroglialar, sinir lifleri ve kan damarlar1 ayirt edildi. Noron perikaryonlari, akson ve
glia hiicrelerinin histolojik yapilarinin normal oldugu izlendi. Noron perikaryonlar:
vezikiiler cekirdekleri ve g¢ekirdek merkezinde yer alan belirgin c¢ekirdekcikleri ve
sitoplazmalarinda bulunan Nissl cisimcikleri ile ayirt edildi. Beyaz cevherde yer alan
gliya hiicreleri ve miyelinli sinir liflerinin de normal yapilarini koruduklar: izlendi

(Sekil 5 ve 6).
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Sekil 5: Sham operasyon grubundan alinan spinal kord dokusunun 1gik mikroskobik gériiniimii.
Boya: Hematoksilen-Eozin. Gri cevherdeki sinir hiicre govdeleri (oklar) koyu mor renkte
boyanmugtir. Hiicre ¢ekirdekleri vezikiiler tipte olup acik renkte boyanmistir ve merkezi
bolgesinde ¢ekirdekeik igermektedir. Gliya hiicreleri hem gri hem de beyaz cevherde koyu mor
renkte boyanmis kiigiik ¢ekirdekleri ile ayirt edilmektedir. Bar= 100pum.
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Sekil 6: Sham operasyon grubundan alman spinal kord doku &rneginin 151k mikroskobik
goriinlimii. Boya: Kluver Barrera. Gri cevherdeki ndron perikaryonlari koyu mor renkte,
miyelinsiz sinir lifleri pembe renkte izlenmektedir. Beyaz cevherde bulunan miyelinli sinir
liflerinin etrafindaki miyelin kilif koyu mavi renkte boyanmistir. Bar=200um.
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4.1.3. Deney Kontrol Grubu

Spinal kordda T2-T7 arasinda klip kompresyon yontemi ile spinal kord hasar1
olusturulduktan sonra higbir tedavi yontemi uygulanmayip serum fizyolojik verilen
gruba ait deneklere ait spinal kord doku ornekleri 151k mikroskobik degerlendirmeler
icin yaralanmadan sonra 24. ve 72. saatlerde elde edildi. Yaralanma sonrasi 24. saatte
elde edilen deney kontrol grubuna ait spinal kord dokularinin 1sik mikroskobik
incelemelerinde gri ve beyaz cevherin genel histolojik yapilari, néronlar, glia hiicreleri,
sinir lifleri ve miyelin kilif yapilarindaki degisiklikler dikkate alindi. Bu gruba ait
hayvanlarda, spinal kord gri cevherinde 6nemli boyutta ve miktarda kavitasyon alanlar1
dikkati ¢ekmistir. Gri cevherde noron govdelerinde belirgin bir bozulmanin oldugu,
cekirdekte kromatin yogulasmasi ve sitoplazmada biiziismenin varligr dikkati cekti.
Bunun yanisira hem gri cevherde hem de beyaz cevherde 6dem ve hemorajik alanlarin
varlig izlendi. Ozellikle beyaz cevherde miyelinli sinir liflerinde 6nemli miktarda
miyelin kayiplarmna rastlandi. Miyelin kayiplarmin yogun oldugu alanlarda dejenere
olan akson ve miyelin kilif artiklarin1 fagosite etmek iizere makrofajlarin ve mikroglial
hiicrelerinin artmis olduklar1 dikkati ¢ekti (Sekil 7 ve 8).

Deney kontrol grubuna ait hayvanlardan yaralanma sonrasi 72. saatte edilen
doku oOrneklerinin 11k mikroskobik degerlendirilmesinde, gri ve beyaz cevherde
O0dematdz ve hemorajik alanlarin varligi 24 saatlik gruba benzer sekilde bu grupta da
izlendi. Gri cevherde noronlarda olusan dejeneratif degisiklikler bu grupta daha
belirgindi. Normal goriiniimlii néron sayilarmin azaldigi, yapisal degisiklik gosteren
noronlarin ¢ogunlugu olusturduklar1 dikkati ¢ekmekteydi. Noronlarda o6zellikle
cekirdekte kromatin kiimelesmesi, sitoplazmada bazofiliya azalmasi ve diizensizlik
gozlenmekteydi. Gri ve Ozellikle de beyaz cevherde aksonlarda olusan yapisal
bozukluklar dikkat ¢ekiciydi. Miyelinli aksonlarda, miyelin kilifta yapisal bozukluklar
ve miyelin kilif kayiplar1 yaygin olarak izlendi ($ekil 9).
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Sekil 7: Deney kontrol grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun itk mikroskobik
goriinimii. Boya: Hematoksilen-Eozin. Spinal kordda siddetli hemorajik alanlar (¥*)
izlenmektedir. Noron gévdelerinde dejeneratif degisiklikler (oklar) gériilmektedir. Odematdz
alanlar okbagi ile gdsterilmistir. Bar=200 pm.
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Sekil 8: Deney kontrol grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun 151k mikroskobik
goriinlimii. Boya: Kluver Barrera. Gri cevherde yogun kavitasyon alanlar1 (*) goriilmektedir.
Ozellikle gri cevherde olmak iizere hemorajik alanlarin (oklar) varligi izlenmektedir. Yaygin
6dem alanlarinin (ok baslar1) mevcut oldugu goriilmektedir. Bar=200pum.
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Sekil 9: Deney kontrol grubundan 72. saatte alinan spinal kord dokusunun itk mikroskobik
goriinlimii. Boya: Kluver-Barrera. Siddetli miyelin kaybi1 gosteren bdlgelerin (*) varligi
goriilmektedir. Miyelin kayiplarimin oldugu bdlgelerde makrofajlarin bulundugu dikkati
cekmektedir. Bar= 100pm.
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4.1.4. Metilprednizolon tedavisi uygulanan grup

Spinal kord yaralanmasini takiben metilprednizolon tedavisi uygulanan gruba ait
doku ornekleri 151k mikroskobik inceleme amaciyla 24. ve 72. saatlerde elde edildi. 24
saatlik metilprednizolon grubunda spinal kordda yaralanma ile birlikte meydana gelen
dejeneratif degisikliklerin, deney kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, anlaml dlgiide
azalmis oldugu dikkati gekti. Ozellikle kavitasyon alanlar1 6nemli oranda azalmist.
Spinal kord gri ve beyaz cevherinde hafif 6dematdz bolgeler ve hemoraji goriilmekle
birlikte, bu dejeneratif degisikliklerin 6zellikle hi¢bir tedavi uygulanmayan deney
kontrol grubuna kiyasla daha sinirli oldugu goriildii. Noron perikaryonlari ve sinir
lifleri baz1 bolgelerde dejeneratif degisiklikler gostermekle birlikte bu degisiklikler
kontrol grubuna oranla anlaml derecede azalmisti. Beyaz cevherde yer alan miyelinli
sinir liflerinde miyelin kilif bozukluklar1 ve aksonal harabiyet bu grupta da belirgindi
(Sekil 10 ve 11).

Metilprednizolon tedavisini takiben 72. saatte alinan doku oOrneklerinin 11k
mikroskobik incelenmelerinde de 24 saatlik gruba yakin bulgularin varligi goriildii. Bu
grupta da kavitasyon, hemoraji ve 6dem alanlarinda deney kontrol grubuna goére
belirgin bir azalmanin oldugu, ndron ve sinir liflerinde yapisal degisiklikler goriilmesine
ragmen, tedavi edilmeyen gruba oranla, bu degisikliklerin daha hafif seyrettigi dikkati
cekti. Beyaz cevherde miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif kaybi, 24 saatlik gruba
benzer sekilde, bu grupta da belirgindi. Bununla birlikte fagositik hiicreler olan

makrofaj ve mikrogliya yogunlugunun azalmasi enflamatuvar cevabin azaldigina kanit

olarak kabul edildi (Sekil 12).
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Sekil 10: Metilprednizolon grubundan 24. saatte spinal kord dokusunun 1sik mikroskobik goriiniimi.
Boya: Hematoksilen-Eozin. Hemorajik alanlar (*) ile isaretli bolgelerde izlenmektedir. Sinir hiicre
perikaryonlarinda dejeneratif degisiklikler ok ile isaretli bolgelerde goriilmektedir. Kapiller damarlar ok

baslar1 ile gosterilmistir. Bar= 100um.
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Sekil 11: Metilprednizolon grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun 1sik mikroskobik
goriiniimii. Boya: Kluver Barrera. Ok ile isaretli bolgelerde hemoraji alanlar1 izlenmektedir. Gri cevherde
sinir hiicre perikaryonlarinin dejeneratif degisiklikler gosterdigi goriilmektedir. Sinir liflerinde miyelin
kayiplar1 ve 6dematdz alanlar (*) ile gosterilmistir. Bar= 200um.
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Sekil 12: Metilprednizolon grubundan 72. saatte alinan spinal kord dokusunun 1sik mikroskobik
goriiniimii. Boya: Kluver Barrera. Odematoz alanlar oklar ile gosterilmistir. Sinir hiicre perikaryonlart
hafif dejeneratif degisiklikler gostermektedir. Miyelinli liflerde harabiyetin varligi izlenmektedir.
Kavitasyon alanlar (*) ile isaretli bolgelerde goriilmektedir. Bar= 100pm.
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4.1.5. Minosiklin tedavisi uygulanan grup

Spinal kord hasarmdan sonra minosiklin tedavisi uygulanan hayvanlardan 151k
mikroskobik incelemeler i¢in 24 ve 72. saatlerde spinal kord dokulari elde edildi.
Yaralanmayi takiben 24 saat minosiklin tedavisi uygulanan grupta, kavitasyon, hemoraji
ve 6dem alanlarma rastlandi. Odematdz degisikliklerin 6zellikle gri cevherde, ndron
perikaryonu ve sinir liflerinde yogun oldugu dikkati ¢ekti. Bununla birlikte, bu grupta
da tedavi edilmeyen deney kontrol grubuna oranla, gri cevherde daha fazla néronun
varlig1 ilgi ¢ekici bulundu. Beyaz cevherde miyelinli sinir liflerinde asir1 miyelin kilif
kayb1 ile akson harabiyeti varligmi stirdiirmekteydi (Sekil 13 ve 14).

Spinal kord yaralanmasidan sonra minosiklin tedavisi uygulanan hayvanlardan
72. saatte alman spinal kord doku Orneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde
hemoraji ve 6dem alanlarinin varligina rastlansa da, bu alanlarin 24 saatlik minosiklin
grubuna oranla nispeten azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Gri cevherdeki ndron
perikaryonlarinda dejeneratif degisiklikler goriilmekle birlikte bu degisikliklerin deney
kontrol grubuna oranla nispeten azalmis oldugu goriildi. Gri ve beyaz cevherde
aksonlarda dejenerasyon ve miyelin kayiplar1 goriilmesine ragmen, bu yapisal
degisikliklerin tedavi edilmeyen deney kontrol grubuna oranla azalmis oldugu dikkati

cekti (Sekil 15).
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Sekil 13: Minosiklin grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun isik mikroskobik goriiniimii.
Boya: Hematoksilen-Eozin. Gri cevherdeki néronlarda dejeneratif degisiklikler, yogun kavitasyon (*) ve

hemoraji alanlar1 (oklar) gésterilmistir. Bar=200um.
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Sekil 14: Minosiklin tedavisi uygulanan gruptan 24. saatte alan spinal kord dokusunun 151k mikroskobik
goriiniimii. Boya: Kluver Barrera. Gri cevherde yogun kavitasyon alanlari (*) ile gosterilmistir. Gri ve
beyaz cevherde 6dem alanlari ve aksonal harabiyet izlenmektedir. Bar=200pm.
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Sekil 15: Minosiklin grubundan 72 saat sonra alinan spinal kord dokusunun 151k mikroskobik gériiniimii.
Boya: Kluver Barrera. Siddetli hemorajinin varlig ok ile isaretli alanlarda ile izlenmektedir. Noronlarda
dejeneratif degisiklikler ok baglari ile gosterilmistir. Bar= 100um.
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4.1.6. Metilprednizolon+Minosiklin kombine tedavisi uygulanan grup

Spinal kord yaralanmasini takiben metilprednizolon ve minosiklin kombine
tedavisi uygulanan gruba ait hayvanlardan spinal kord doku Ornekleri yaralanmadan
sonra 24 ve 72. saatlerde elde edildi. 24 saatlik kombine tedavi grubunda spinal kordda
gri ve beyaz cevherde kavitasyon, 6dem ve hemorajinin tek basmna tedavi edilen diger
gruplarm verilerine goére onemli dlgiide azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Gri cevherde yer
alan noronlarda c¢ekirdek ve sitoplazmada hafif yapisal degisiklikler bu grupta da
izlenmekteydi. Gri ve beyaz cevherdeki glia hiicreleri de normal yapida izlendi. Beyaz
cevherdeki aksonlarda miyelin kilif kayiplarinin sadece metilprednizolon ve sadece
minosiklin ile tedavi edilen gruplara ve deney kontrol grubuna oranla azalmis oldugu
goriildii. Bunlarin yanisira mikroglialar, makrofajlar ve lokositler gibi enflamatuvar
hiicrelerin de sayica azalmig olduklar1 dikkati cekmekteydi (Sekil 16 ve 17).

Metilprednizolon ve minosiklin kombine tedavisi uygulanan 72 saatlik grubun
151k mikroskobik degerlendirilmesinde, 24 saatlik kombine tedavi grubuna benzer
olarak, spinal kord gri ve beyaz cevherinde normal histolojik yapmin genellikle
korunmus oldugu dikkati ¢ekti. Noron gdovdeleri, glia hiicreleri ve sinir lifleri fokal
yapisal degisiklikler gdstermekle birlikte siklikla normal yapidaydi. Kavitasyon ve
0dem alanlar1 diger gruplara oranla anlamh 6l¢lide azalmist1 ve hemorajik alanlara ¢ok
nadiren rastlanmaktaydi. Makrofajlarin ve l6kositlerin ¢ok az sayida bulunmalari,
enflamatuvar reaksiyonlarin bu grupta belirgin olarak azaldiginin gostergesi olarak

degerlendirildi (Sekil 18).
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Sekil 16: Metilprednizolontminosiklin kombine tedavi grubundan 24. Saatte alman spinal kord
dokusunun 151k mikroskobik goriiniimii. Boya: Hematoksilen-Eozin. Néron govdeleri (oklar), miyelinli ve
miyelinsiz sinir lifleri genel olarak normal histolojik yapisini korumaktadir. Hemoraji ve kavitasyon

alanlar1 azalmistir. Odematdz alanlar (*) ile gosterilmistir. Bar= 100um.
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Sekil 17: Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavi grubundan 24. saatte alinan spinal kord
dokusunun 151k mikroskobik goriiniimii. Boya: Kluver Barrera. Gri cevherdeki néron govdeleri birgok
alanda normal histolojik yapilarin1 korumaktadir. Odem (*), kavitasyon ve hemoraji alanlar1 azalmistir.
Sinir hiicre gévdeleri ok baslar1 ile gdsterilmistir. Bar= 200um.
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Sekil 18: Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavi grubundan 72. Saatte almnan spinal kord
dokusunun 151tk mikroskobik goriintiisi. Boya: Hematoksilen-Eozin.  Gri cevherde Kkavitasyon ve
hemoraji alanlar1 belirgin bir sekilde azalmistir. Noron govdelerinin (oklar) ve sinir liflerinin normal
histolojik yapilarini birgok alanda korumus olduklari izlenmektedir. Bar= 100um.
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4.2. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Kontrol Grubu

Spinal kord yaralanmas1 olusturulmayan, tamamen normal deneklerden olusan
bu gruba ait spinal kord doku orneklerinin elektron mikroskobik incelenmesinde gri
cevherdeki sinir hiicre govdeleri, miyelinsiz sinir lifleri ve glia hiicreleri ile birlikte,
beyaz cevherdeki miyelinli aksonlar ve glia hiicrelerinin ince yapilar1 degerlendirildi.
Gri cevherde yer alan sinir hiicresi perikaryonlarmin c¢ekirdek ve bunun etrafini
cevreleyen periniiklear sitoplazmadan olustugu goriildii. Sferikal olan hiicre ¢ekirdegi
hiicrenin merkezinde yerlesmisti. Vezikiiler tipteki cekirdek icerisinde iyi ayirt
edilebilen bir veya birden fazla ¢ekirdek¢igin varhigr izlenmekteydi. Noron
sitoplazmasinda bulunan mitokondriyonlarin genellikle ovoid veya yuvarlak sekilli
olduklari, hem transvers hem de longitudinal tipte kristalara sahip olduklar1 ayirt edildi.
Periniiklear yerlesim gosteren Golgi kompleksi oldukca fazla sayida, biitiin perikaryona
dagilmis halde izlendi. Perikaryonun karakteristik bir 6zelligi olan Nissl cisimciklerinin
yaygin oldugu dikkati ¢ekti. Nissl cisimciklerinin, graniiler endoplazmik retikiilim ve
serbest ribozomlardan olusan topluluklar oldugu goriildii. N6ron sitoplazmasi igerisinde
ayrica agraniiler (diiz) endoplazmik retikiilim sisternalar1 ve lizozomlar da
bulunmaktaydi. Bunlarin yaninda, sitoplazmasinda ayrica yaygin olarak norotiibiil ve
norofilamanlar bulunmaktaydi. Norotiibiil ve norofilamanlarin akson ve dendritler
icerisine dogru uzandiklar1 goriilmekteydi (Sekil 19). Spinal kord gri ve beyaz
cevherinde yerlesen noroglia hiicrelerinin genellikle sferikal veya ovoid bir ¢ekirdege
ve cekirdegi cevreleyen periniiklear ince bir sitoplazmik halkaya sahip olduklar1
goriildii. Sitoplazmalarinda mitokondriyonlar, Golgi kompleksi, mikrotiibiiller, birkag
serbest ribozom ve graniiler endoplazmik retikulum igerdikleri izlendi. Miyelinli sinir
liflerinde oligodendrositlerce yapilan miyelin kilifin diizenli bir lamellar yapiya sahip
oldugu izlendi. Akson sitoplazmalarinda, mitokondriyonlar, birkac SER elemans,
ndrotiliblil ve norofilamanlar dikkati c¢ekti. Kan damarlar1 hem gri hem de beyaz

cevherde yaygin bir sekilde bulunmaktaydi. (Sekil 20).
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Sekil 19: Kontrol grubundan alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik gdriiniimii. Sinir hiicresi
perikaryonunun ¢ekirdek (C) ve sitoplazmasiyla tamamen normal histolojik yapida oldugu gériilmektedir.
Sitoplazmada normal yapida graniiler endoplazmik retikiillim (GER), golgi kompleksi (ga)
mitokondriyonlar (m) ve lizozomlar izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin
(mk) normal yapida oldugu goriilmektedir. Bar=1 um.
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Sekil 20: Kontrol grubundan alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii. Beyaz
cevherde yer alan miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) normal yapida oldugu
goriilmektedir. Aksoplazmada mitokondriyonlar (m), norotiibiil ve nérofilamanlar izlenmektedir. Bar= 1
pm.
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4.2.2. Sham operasyon grubu

Spinal kord yaralanmasi olusturulmayan, yalnizca laminektomi olusturulan bu
gruba ait deneklerde, spinal kord doku ornekleri 24. ve 72. saatlerde elde edilerek,
elektron mikroskobik olarak degerlendirildi. Bu grupta spinal kord ince yapisinin
saglam gruptakine benzer sekilde, korunmus oldugu dikkati ¢ekti. Spinal kord gri
cevherindeki néron perikaryonlarmin sferikal, merkezi yerlesimli vezikiiler bir ¢ekirdek
ve ¢ekirdegin ortasinda yer alan bir veya daha fazla sayida ¢ekirdekgige sahip oldugu
goriildii. Cekirdek etrafinda bulunan sitoplazmada iyi gelismis GER, transvers ve
longitiidinal tipte kristalara sahip mitokondriyonlar, ¢ekirdek yakininda yerlesen
gelismis bir Golgi kompleksi, norotiibiiller ve norofilamanlarin bulundugu gorildii.
Noroglia hiicrelerinin de ovoid veya sferikal bir ¢ekirdege ve ¢ekirdek etrafinda ince bir
sitoplazmaya sahip olduklar1 izlendi. Sitoplazmada mitokondriyonlar, GER ve
mikrotiibiillerin varligina rastlandi. Miyelinli aksonlarin etrafinda bulunan miyelin
kilifin diizenli lamellar yapisin1 korudugu goriildii. Akson sitoplazmalarinda
mitokondriyonlar, ndrotiibiil ve ndrofilamanlarm yer aldig1 ayirt edildi. Laminektomi
olusturulan ve spinal kord doku Orneklerinin 72. saatte alindig1 grupta da 24 saatlik
gruba benzer ise elektron mikroskobik bulgular elde edildi. Bu grupta da gri cevherde
yer alan noronlarm, gliya hiicrelerin ve sinir liflerinin normal yapida olduklari, beyaz
cevherde bulunan gliya hiicreleri ile miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin ince

yapilarinin korundugu gézlendi (Sekil 21 ve 22).
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Sekil 21: Sham operasyon grubundan alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik goriiniimi. Gri
cevherde yer alan sinir hiicresinde (N) g¢ekirdek ve sitoplazmik organellerin normal yapida oldugu
izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) normal yapida oldugu
goriilmektedir. Bar= 1 pm.
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Sekil 22: Sham operasyon grubundan elde edilen spinal kord dokusunun elektron mikroskobik goriintimii.
Beyaz cevherde yer alan oligodendrositte (OD), c¢ekirdek, (C) ve sitoplazmanin normal oldugu
izlenmektedir. miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin normal yapisal o&zelliklerini

koruduklar1 gériilmektedir. Bar= 1 pm.
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4.2.3. Deney Kontrol Grubu

Spinal kord yaralanmasi sonrasinda tedavi uygulanmayan deney kontrol
grubundaki deneklerden 24 ve 72. saatlerde alinan spinal kord doku &rnekleri elektron
mikroskobik olarak degerlendirildi. 24 saat sonra alinan doku Orneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde spinal kordda gri ve beyaz cevherde yaygmn odem ve
hemorajik alanlarin varligi gdzlendi. Odematdz alanlarm gri cevherde yogun olarak
sinir hiicreleri etrafinda bulundugu dikkati c¢ekti. Beyaz cevherde yaygin 6dematdz
alanlarin yaninda oOzellikle kan damarlarinin yakin cevresinde hemorajik alanlarin
varlig1 dikkati ¢ekti. Gri cevherde yer alan néron perikaryonlarinda ¢ekirdekte kromatin
kiimelenmesi, sitoplazmada graniiler endoplazmik retikiilim sisternalarinda genisleme
ve vakuolizasyon, mitokondriyonlarda genisleme, kristalarinda harabiyet, lizozomlarda
artis dikkati ceken ortak bulgulardi. Bunlarin yaninda gliya hiicreleri ve sinir liflerinde
yapisal degisikliklerin olustugu dikkati ¢ekti. Bu grupta ozellikle beyaz cevherde
meydana gelen dejeneratif degisiklikler belirgindi. Miyelinli sinir liflerinde miyelin
kilifin diizenli konsantrik lamellar yapilarinin bozuldugu, miyelin kilif lamellerin
aksonal zon igerisine invagine oldugu, bazi sinir liflerinde ise sinir yiizeyine dogru
evagine oldugu, akson igerisinde mitokondriyonlarda belirgin olmak {izere organel
harabiyetinin olustugu belirlendi. Hem gri cevherde hem de beyaz cevherde o6zellikle
oligodendrositlerde c¢ekirdekte kromatin kiimelenmesi, sitoplazmada vakuolizasyon ve
organel harabiyetlerinin olustugu dikkati ¢ekti. Spinal kord travmasindan sonra
yaralanma alanma hizla gelen enflamatuvar hiicrelerin miktarinda artis oldugu, bu
kapsamda makrofajlar, 16kositler ve mikroglialarin yaygin olarak bulundugu dikkati
cekti (Sekil 23 ve 24).

Yaralanma sonrast 72. saatte bu gruptan alman doku orneklerinin elektron
mikroskobisinde de 24 saatlik deney kontrol grubunda oldugu gibi spinal kordda yaygin
ultrastriiktiirel degisiklere rastlandi. Bu grupta da ¢ogu alanda 6dem ve hemorajinin
varlig1 dikkati ¢ekti. Gri cevherde bulunan noron perikaryonlar1 ve glia hiicrelerinde
cekirdekte kromatin artisi, sitoplazmada organel harabiyeti, miyelinli sinir liflerinde
miyelin kilif harabiyeti ile aksoplazmada organellerde yapisal bozukluklar gozlenen

ortak bulgulardi (Sekil 25, 26 ve 27).
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Sekil 23: Deney kontrol grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriiniimil. Yaralanma alaninda yaygin 6dem (*) ve hemorajik alanmlarin varligi izlenmektedir. Ortamda
cok sayida eritrosit (E) ile enflamatuvar hiicrelerden makrofajlar (M) ve lenfositlerin (L) bulundugu
dikkati ¢ekmektedir. Ayrica bu alanda ileri derecede dejenere olan sinir liflerine ait miyelin kilif
artiklarinin varlig1 da (oklar) dikkati cekmektedir. Bar=2 pm.
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Sekil 24: Deney kontrol grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriintimii. Gri cevherde yer alan sinir hiicresinde ¢ekirdekte (C) kromatin artigi, sitoplazmada
vakuolizasyon (oklar) dikkati ¢ekmektedir. Ayrica ndropil icerisinde intrasitoplazmik édemi temsil eden,
gliya hiicrelerine ait sitoplazmik genislemelerin (*) varligi da izlenmektedir. Bar=2 pm.
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Sekil 25: Deney kontrol grubundan 72. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriiniimil. Beyaz cevherde yer alan oligodendrositlerde (OD) 6zellikle sitoplazmada mitokondriyonlarda
belirgin olmak iizere organel harabiyetlerinin varligr dikkati ¢ekmektedir. Miyelinli sinir liflerinde orta
dereceliden ileriye kadar degisen akson (a) ve miyelin kilif (mk) harabiyetlerinin (oklar) varlig
goriilmektedir. Cekirdek (C) ve mitokondriyon (m) gosterilmistir. Bar= 1pm
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Sekil 26: Deney kontrol grubundan 72. Saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
gorinimil. Beyaz cevherde miyelinli sinir liflerinde, aksonlarda (a) biiziisme, miyelin kilifta (mk),
miyelin lamellerinde ayrigsma, miyelin kilifin aksonal zona dogru yapmis oldugu invajinasyonlar (okbast)
ile sinir lifi disma dogru yapmis oldugu miyelin kilif evaginasyonlarmm (oklar) varligi dikkati
cekmektedir. Ayrica aksona biizlismeye bagli olarak akson ile miyelin kilif arasinda, iglerinde
membrandz yapilarin bulundugu genis bosluklarin (¥) varligi da izlenmektedir. Bar=2 pum.
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Sekil 27: Deney kontrol grubundan 72. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriintimil. Yaralanma alaninda kapiller damarda (KAP) okliizyonun varligr dikkati ¢gekmektedir. Kapiller
endotel hiicresinde ¢ekirdegin (C) ileri derecede hiperkromatik hale doniistiigii goriilmektedir. Alanda
miyelinli sinir liflerinde aksonlarda (a) biiziisme, miyelin kilifta (mk), miyelin lamellerinde ayrigmalarin
(oklar) olustugu goriilmektedir. Ayrica miyelin kilif artiklar1 ile 6dem alanlarmin varligi (*)
izlenmektedir. Bar=1 pm.
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4.2.4. Metilprednizolon tedavisi uygulanan grup

Deneysel spinal kord yaralanmasindan sonra tek basma metilprednizolon
tedavisi uygulanan gruptan doku ornekleri 24 ve 72. saatlerde elektron mikroskobik
olarak incelenmeleri amaciyla elde edilmistir. 24. saatte alinan spinal kord dokularinin
incelenmesinde,  ultrastriiktiirel ~ degisikliklerin ~ deney  kontrol  grubu ile
karsilastirildiginda bu grupta nispeten azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Spinal kord gri ve
beyaz cevherinde 6dem ve hemorajik alanlar bu grupta da goriilmesine ragmen, bu
alanlarin tedavi uygulanmayan gruba gore daha smirli oldugu goriildii. Ozellikle gri
cevherde bulunan noéronlarda goriilen dejeneratif degisikliklerin daha hafif seyrettigi,
hiicresel biitiinliigiin daha iyi korundugu dikkati ¢ekti. Noron ¢ekirdeginde kromatin
kiimelenmelerinin varlig1 izlenmekle beraber, sitoplazmik organellerin yapilarinin
nispeten normale yakmn oldugu gozlendi. Hem gri hem de beyaz cevherde yer alan
ndroglia hiicrelerinde hafiften orta dereceye kadar degisen yapisal degisiklikler izlendi.
Beyaz cevherde yer alan miyelinli sinir liflerinde dejenerasyon ve miyelin kilif
harabiyeti goriilmesine ragmen, dejeneratif degisikliklerin daha sinirlt oldugu dikkati
cekti (Sekil 28 ve 29).

Tedaviden 72 saat sonra almman spinal kord doku o&rneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde de 24 saatlik gruba benzer yapisal degisikliklerin varlhigi
izlendi. Bununla birlikte yapisal biitiinlik bu grupta 24. saate gbre daha belirgindi.
Odematdz ve hemorajik alanlar daha sinirli alanlarda izlendi. Gri cevherde yer alan
noronlarda 6dem, biiziilme gibi dejeneratif degisiklikler goriilmekle birlikte, deney
kontrol grubuna oranla ultrastriiktiirel degisikliklerin nispeten azaldigi dikkati gekti.
Miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifin tipik konsantrik lamellar yapisinin bozuldugu
ve akson igerisine dogru miyelin kilif invajinasyonlarinin olustugu goriilmekle birlikte
bu degisikliklere 24 saatlik gruba gore daha az rastlanmasi ilgi cekiciydi.
Metilprednizolon tedavisinin ayni1 zamanda yaralanma bolgesinde makrofajlar,

mikroglialar ve 16kositlerin proliferasyon ve infiltrasyonunu azalttig1 da dikkati ¢ekti

(Sekil 30 ve 31).
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Sekil 28: Metilprednizolon grubundan 24. saatte alman spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriinimii. Gri cevherde yer alan ndron c¢ekirdeginde (C) kromatin artisi, sitoplazmada
mitokondriyonlarda (m) genisleme ve kristalarinda harabiyet dikkati cekmektedir. Ayrica néroplazmada
¢ok miktarda lipofuksin pigmentlerinin (Lp) varligi izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilif
harabiyetleri goriilmektedir (oklar). Odem alanlar1 (*) ve akson (a) gdsterilmistir. Bar= 1 um.
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Sekil 29: Metilprednizolon grubundan 24. saatte alman spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriiniimil. Beyaz cevherde yer alan oligodendrositte (OD), gekirdekte (C) kromatin artisi, sitoplazmada
vakuolizasyon (*) gozlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde aksonlarda (a) biiziisme, miyelin kilifta (mk),

miyelin lamellerinde ayrisma ve dejenerasyon (oklar) dikkati cekmektedir. Bar= 1 um.
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Sekil 30: Metilprednizolon grubundan 72. saatte alman spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriinimii. Gri cevherde yer alan noéronda (N), cekirdekte (C) kromatin artisi, sitoplazmada
mitokondriyonlarda (m) genisleme ve kristalarinda harabiyet dikkati ¢ekmektedir. Ayrica ndron
sitoplazmasinda graniiler endoplazmik retikiiliim (GER) ve golgi (ga) sisternalarinda hafif genisleme ve
lizozomlardaki belirgin artis izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde aksonlarin (a) nispeten yapilarini
koruduklar1 gériilmektedir. Bar= 1 pm.
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Sekil 31: Metilprednizolon grubundan 72. saatte alman spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
goriiniimii. Beyaz cevherde ozellikle biiyiik capli miyelinli sinir liflerinde, akson (a) ve miyelin kilifta

(mk) yapisal degisikliklerin belirgin oldugu goriilmektedir. Bar= 0,5 pm.
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4.2.5. Minosiklin tedavisi uygulanan grup

Spinal kord yaralanmasini takiben minosiklin tedavisi uygulanan bu gruptan
spinal kord doku ornekleri 24 ve 72. saatlerde alnarak elektron mikroskobu ile
degerlendirildi. 24. saatte alman doku Orneklerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde spinal kord gri ve beyaz cevherinde yaygin 6dematoz ve hemorajik
alanlarin varligina siklikla rastlandi. Bununla birlikte, 6demat6z ve hemorajik alanlarin
tedavi uygulanmayan deney kontrol grubuna oranla daha smirli oldugu gézlendi. Gri
cevherde yer alan sinir hiicre perikaryonlarinda ¢ekirdekte heterokromatin miktar1 artisi,
mitokondriyonlarda genisleme, kristalarinda bozulma ve diizensizlikler ile sitoplazmik
vakuolizasyon izlendi. Bunun yaninda gliya hiicrelerinde de g¢ekirdek ve sitoplazmik
organellerde ultrastriiktiirel degisiklikler goriildii. Beyaz cevherde bulunan miyelinli
sinir liflerinde akson ve miyelin kilifi iceren yapisal degisiklikler izlendi. Miyelin
kilifta, miyelin lamellerinin normal organizasyonunda bozulma, fokal miyelin kilif
dejenerasyonlar1 ile miyelin kilifin aksonal zon igerisine dogru invajinasyonlar
gozlendi. Bunlarin yaninda, aksoplazmada yer alan mitokondriyonlarda yapisal
degisiklikler ile norotiibiil ve norofilamanlarda dejenerasyon ilgi ¢ekiciydi (Sekil 32 ve
33).

Spinal kord yaralanmasini takiben 72 saat minosiklin tedavisi uygulanan gruptan
alman doku orneklerinin elektron mikroskobik incelenmesinde, 24 saatlik minosiklin
uygulanan gruba gore, 6dem ve hemorajik alanlarin belirgin olarak azalmis oldugu
goriildii. Noronlarda bazi alanlarda yapisal degisiklikler goriilmesine ragmen ¢ogu
alanlarda hiicrelerde ¢ekirdek ve sitoplazmik yapilarin korundugu goriildii. Bunlarm
yan sira, 6zellikle beyaz cevherde bulunan miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif ve
aksonlarda yapisal degisiklikler izlenmekle birlikte, 24 saatlik gruba gore yapisal
biitiinliigiin nispeten korundugu izlenmekteydi (Sekil 34 ve 35).
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Sekil 32: Minosiklin grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii.
Gri cevherde yer alan ndron g¢ekirdeginde (C) kromatin artisi, sitoplazmada mitokondriyonlarda (m)
genisleme ve krista harabiyeti ile lizozomlarda artis dikkati ¢gekmektedir. Ayrica ortamda ortamda yaygin
6dem alanlar1 (*) ile hemorajinin varlig1 izlenmektedir. Miyelinli sinir lifleri (oklar) ve eritrositler (E) ile
gosterilmistir. Bar=1 pm.
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Sekil 33: Minosiklin grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik goériiniimii.
Beyaz cevherde ileri derecede sinir lifi harabiyetinin (oklar) varligi dikkati ¢ekmektedir. Dejenerasyona
ugrayan sinir liflerini fagosite eden enflamatuvar hiicrelerden makrofajlarm (M) varligi dikkati
ceklmektedir. ¢ekirdek (C), eritrosit (E) ve 6dem alanlari (*) gosterilmistir. Bar=1 pm.

73



Sekil 34: Minosiklin grubundan 72. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik goriintimii.
Gri cevherde yer alan noronda (N) ¢ekirdekte (C) kromatin artigi, sitoplazmada graniiler endoplazmik
retikiilim sisternalarinda genisleme ve lizozomlarda artis dikkati ¢ekmektedir. Miyelinli snir liflerinin
¢ogunlukla normal yapilarini koruduklari, ancak bazi liflerde miyelin kilif harabiyetlerinin varligi (oklar)

goriilmektedir. Odem alanlar1 (*). Bar=1 um.
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Sekil 35: Minosiklin grubundan 72. saatte alinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii.
Beyaz cevherde yer alan miyelinli sinir liflerinin bazilarinda aksonlarda (a) biiziisme ve miyelin kilif (mk)
harabiyetlerinin (oklar) varligi izlenmektedir. Odem alanlari (*). Bar= 2 pm.
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4.2.6. Metilprednizolon+Minosiklin Kombine Tedavi Grubu

Spinal kord yaralanmasindan sonra metilprednizolon+minosiklin kombine
tedavisi uygulanan deneklerden 24. ve 72. saatlerde alinan spinal kord doku 6rnekleri
elektron mikroskobik seviyede degerlendirildi. 24 saat sonra elde edilen doku
orneklerinin incelenmesinde, gri ve beyaz cevherde 6dem ve hemorajik alanlarin bu
grupta da yer aldig1 gozlendi. Gri cevherde yer alan noronlarda ¢ekirdek ve sitoplazmik
organellerin yapilarinin tedavi edilmeyen ve tek basma tedavi uygulanan 24 saatlik
gruplara gore daha 1yi durumda oldugu belirlendi. Bununla birlikte ndron
sitoplazmalarinda mitokondriyonlarda genisleme ve kristalarinda kismen veya tamamen
parcalanma ile lizozomlarda artis dikkati ¢cekmekteydi. Miyelinli sinir liflerinde miyelin
kilifin lamellar yapisinda diizensizlik, lamellar ayrilma ve aksonlarda genisleme ve
aksoplazmada mitokondriyonlarda genisleme ve kristalarinda pargalanmalar izlendi.
Gliya hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmik organellerde hafif yapisal degisiklikler
bulunmakla birlikte, genelde yapmin korundugu goézlendi. Travma sonrasi ortama gog
eden makrofajlar ve diger lokositler ile mikrogliyal hiicreler dejenerasyonun belirgin
oldugu alanlarda dikkati ¢cekmekteydi (Sekil 36 ve 37).

Kombine tedavi alan ve yaralanmadan 72 saat sonra elde edilen doku
orneklerinin elektron mikroskobik incelenmesinde, noronlarda, gliya hiicrelerinde ve
sinir liflerinde yapisal goriiniim 24 saatlik gruba benzemekle birlikte, 6zellikle
noronlarda ve gliya hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmik organellerin ince yapisimin
normale yakin olmasi ilgi ¢ekici bulundu. Noronlarda vezikiiler ¢ekirdek icerisinde yer
alan ¢ekirdekc¢ik belirgin olarak izlenmekteydi. Noroplazmada graniiler endoplazmik
retikiiliim sisternalar1 oldukga diizenli olarak yer almaktaydi. Mitokondriyonlar, golgi
kompleksi, lizozomlar, norotiibiill ve norofilamanlarin genellikle normal yapilarini
koruduklar1 gézlendi. Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif lamellerinde fokal yapisal
bozukluklar 6zellikle genis capli sinir liflerinde bu grupta da belirgindi. Bununla birlikte
aksonlarda yapisal biitlinlik korunmaktaydi. Enflamatuvar hiicrelere bu grupta da

rastlanmakla birlikte sayilar1 azalmist1 (Sekil 38 ve 39).
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Sekil 36: Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavi grubundan 24. saatte alinan spinal kord
dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii. Gri cevherde yer alan néron gekirdeginde (C) kromatin artist
ve sitoplazmada graniiler endoplazmik retikiilimda hafif genislemeler izlenmektedir. Miyelinli sinir
liflerinde hafiften orta dereceye kadar degisen akson (a) ve miyelin kilif (mk) degisiklikleri
goriilmektedir. Sinir liflerinin bazilarinda miyelin kilif lamellerinde ayrigma (oklar) izlenmektedir.
Ortamda hafif 6dem ve sinirli hemorajik alanlar dikkati ¢ekmektedir. Kapiller damar (KAP) ve eritrosit
(E) ve 6dem alanlar1 (*) gosterilmistir. Bar= 1 pm.

77



Sekil 37: Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavi grubundan 24. saatte alinan spinal kord
dokusunun elektron mikroskobik goériiniimii. Beyaz cevherde yer alan astrositte (AS), cekirdekte (C)
kromatin artisi, sitoplazmada mitokondriyonlarda (m) genisleme ve kristalarinda pargalanma
gozlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinin bazilarinda akson (a) ve miyelin kilif degisiklikleri (oklar)
gozlenmektedir. Bar=2 um.
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Sekil 38: Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavi grubundan 72. saatte alinan spinal kord
dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii. Gri cevherde yer alan néronda (N), ¢ekirdekte (C), kromatin
artist ile, sitoplazmada mitokondriyonlarda (m) hafif genisleme ve krista kayiplar1 izlenmektedir. Ayrica
noéron yakininda yer alan perindronal oligodendrositte (OD), c¢ekirdek (C) ve sitoplazmanin nispeten
normal yapisini korudugu dikkati cekmektedir. Miyelinli sinir lifleri (oklar) ve akson (a) gosterilmistir.
Bar=2 pm.
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Sekil 39: Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavi grubundan 72. saatte alinan spinal kord
dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii. Beyaz cevherde yer alan miyelinli sinir liflerinde akson (a)
ve miyelin kilifin (mk) genellikle normal yapida olduklar1 dikkati ¢cekmektedir. Bununla birlikte kapiller
damarlarin (KAP) g¢evresinde belirgin olmak iizere hafif édem alanlarmm (*) varligi izlenmektedir.
Eritrosit (E). Bar=1 um.
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4.3. Immunohistokimya Bulgular
TNF-o immiinoreaktivitesinin gdsterilmesi amaciyla pozitif kontrol genis caph
arter duvarinda isaretlenmistir (Sekil 40). Ayrica primer antikor damlatilmayan spinal

kord doku kesiti negatif kontrol amaciyla boyanmustir (Sekil 41).

Sekil 40: Pozitif kontrolde TNF-a immunoreaktivitesi. Genis ¢apli arterin tunika intima ve adventisya
tabakalarinda TNF-o immunoreaktivitesi gériilmektedir. Bar= 100 um.
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Sekil 41: Negatif kontrolde TNF-o immunoreaktivitesi. TNF-a i¢in, primer antikor damlatilmamis spinal
kord doku kesitinde herhangi bir isaretlemenin olmadig1 goriilmektedir. Bar= 50 pm

82



IL-6  immiinoreaktivitesinin ~ gosterilmesi  amaciyla  pozitif  kontrol
hepatoduodenal tiimor dokusunda isaretlenmistir (Sekil 42). Ayrica primer antikor

damlatilmayan spinal kord doku kesiti negatif kontrol amaciyla boyanmistir (Sekil 43).

Sekil 42: Pozitif kontrolde IL-6 immunoreaktivitesi. Hepatoduodenal tiimér dokusunda IL-6
immunoreaktivitesi izlenmektedir. Bar= 50 pm.
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Sekil 43: Negatif kontrolde IL-6 immunoreaktivitesi. IL-6 i¢in, primer antikor damlatilmamis spinal kord
doku kesitinde herhangi bir isaretlemenin olmadigi goriilmektedir. Bar= 100 pm.
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4.3.1. Kontrol grubu

Herhangi bir cerrahi iglem uygulanmayan tamamen saglam deneklerden elde
edilen spinal kord doku orneklerinde TNF-a ve IL-6 ekspresyonlarini gostermek
amactyla immunohistokimyasal yontemler uygulandi. Bu gruba ait medulla spinalis
kesitlerinde gri cevherde yerlesen sinir hiicre perikaryonlar1 ile hem gri hem de beyaz
cevherde yerlesim gosteren glia hiicre sitoplazmalar1 ve sinir liflerinde her iki sitokinin
de ¢ok diisiik miktarlarda eksprese oldugu goriildii. Kan damarlarinin duvarlarini
doseyen endotel hiicrelerinde de hem TNF-o, hem de IL-6 ekspresyonunun minimal
diizeyde oldugu izlendi (Sekil 44 ve 45).

Sekil 44: Kontrol grubunda 24. saatte TNF-a immunoreaktivitesi. Tamamen saglam birakilan kontrol
grubundan 24. saatte alinan spinal kord dokusunda TNF-o immunoreaktivitesinin ndron perikaryonlari,
glia hiicreleri ve sinir liflerinde minimal diizeyde oldugu goriilmektedir. Bar= 100 pm.
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Sekil 45: Kontrol grubunda 24. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Kontrol grubundan 24. saatte alinan
spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesinin (oklar) minimal diizeyde oldugu izlenmektedir. Bar=
200 pm.
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4.3.2. Sham operasyonu grubu

Spinal kord yaralanmasina maruz birakilmayip sadece laminektomi uygulanan
bu gruba ait spinal kord doku ornekleri, 24 ve 72. saatte alinarak, TNF-o ve IL-6
ekspresyonlarinin ~ gosterilmesi  amaciyla ~ immunohistokimyasal  yOntemlerle
degerlendirildi. 24 saatlik laminektomi grubunda medulla spinalis gri ve bayaz
cevherinde hem TNF-a hem de IL-6 ekspresyonlarinin, kontrol grubuna benzer sekilde,
minimal diizeyde oldugu gozlendi. Gri cevherde yerlesen sinir hiicre perikaryonlarinda,
glia hiicreleri, sinir lifleri ve kan damarlarinin duvarlarini déseyen endotel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda sitokin ekspresyonlarmin ¢ok diigiik diizeyde oldugu belirlendi (Sekil
46 ve 47). Laminektomi olusturulduktan 72 saat sonra elde edilen medulla spinalis doku

orneklerinde ise her iki sitokinin ekspresyonu da yok denecek kadar azdi (Sekil 48).

Sekil 46: Sham operasyon grubunda 24. saatte TNF-o immunoreaktivitesi. Sham operasyon grubundan
24. saatte alman spinal kord dokusunda TNF-o immunoreaktivitesinin gri cevherde yerlesen néron
perikaryonlarinda, glia hiicrelerinde ve beyaz cevherdeki miyelinli sinir liflerinde minimal diizeyde
oldugu goriilmektedir. Bar= 200 um.
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Sekil 47: Sham operasyon grubunda 24. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Sham operasyon grubundan 24.
saatte alman spinal kord doku &rneginde IL-6 immunreaktivitesinin ok baslari ile isaretli alanlarda,

mikroglia hiicrelerinde minimal diizeyde oldugu izlenmektedir. Bar= 50 um.
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Sekil 48: Sham operasyon grubunda 72. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Sham operasyon grubundan 72.
saatte alinan spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesinin gri ve beyaz cevher bdlgelerinde minimal
diizeyde oldugu izlenmektedir. Ok ile isaretli bolgede kapiller endotelinde IL-6 ekspresyonu

izlenmektedir. Bar= 200 pm.
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4.3.3. Deney Kontrol Grubu

Spinal kord yaralanmasindan sonra higbir tedavi uygulanmayan, sadece serum
fizyolojik verilen bu gruba ait deneklerden, 24 ve 72. saatte alinan doku 6rnekleri, TNF-
a ve IL-6 ekspresyonunu gostermek amaciyla immunohistokimyasal ydntemlerle
incelendi. 24. saatte deney kontrol grubundan alinan spinal kord doku orneklerinde,
TNF-a ekspresyonunun 6zellikle gri cevherde yogun oldugu goriildii. Dejenerasyonun
siddetli oldugu gri cevher bolgelerindeki ndron perikaryonlarinda ve Ozellikle
mikroglialar olmak {izere, glia hiicrelerinin sitoplazmalarinda, TNF-a ekspresyonun
belirgin olarak artis gosterdigi dikkati ¢ekti. Bu hiicrelerin yaninda, ortamda yer alan
makrofajlar ve notrofiller gibi enflamatuvar hiicrelerde de TNF-o ekspresyonunun
yogun oldugu dikkati ¢ekti.  TNF-a ekspresyonu, ndronlar, glia hiicreleri ve
enflamatuvar hiicreler yaninda, ayn1 zamanda 6zellikle dejenerasyonun belirgin oldugu
gri cevherin bolgelerindeki kan damarlar1 endotel tabakasinda da izlendi. Saglam gri
cevher bolegelerinde néron ve glia hiicrelerinde ve beyaz cevherdeki aksonlarda bu
ekspresyonun hafif oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 49).

Ayni gruptan 72. saatte alinan spinal kord dokularmm immunohistokimyasal
olarak incelenmesinde, TNF-a ekspresyonunun siddetli dejenerasyona ugrayan gri
cevher bolgelerinde 24 saatlik gruba oranla azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Bu grupta
noron perikaryonlarinda, mikroglia hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve sinir liflerinde

TNF-a ekspresyonunun giderek azalmis oldugu ayirt edildi. (Sekil 50).
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Sekil 49: Deney kontrol grubunda 24. saatte TNF-o immunoreaktivitesi. Deney kontrol grubundan 24 saat
sonra alinan doku 6rneginde TNF-a immunoreaktivitesi ok baslari ile isaretli alanlarda goriilmektedir. Gri
cevherdeki néron perikaryonlarinda, glia hiicrelerinde ve makrofajlarda TNF-o immunoreaktivitesinin

yogun oldugu izlenmektedir. Bar= 50 pm.
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Sekil 50: Deney kontrol grubunda 72. saatte TNF-a immunoreaktivitesi. Deney kontrol grubundan 72.
saatte alinan doku 6rneginde TNF-a ekspresyonu goriilmektedir. TNF-o immunoreaktivitesi ok baslari ile
gosterilmigtir. Noron perikaryonlarinda ve glia hiicrelerinde bu immunoreaktivitenin 24 saatlik gruba
oranla azalmis oldugu dikkati ¢cekmektedir. Bar= 100 pm.
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Deney kontrol grubuna ait spinal kord dokularmm IL-6 ekspresyonunu
gostermek amaciyla yapilan immunohistokimyasal degerlendirmesinde, 24. saatte bu
ekspresyonun 6zellikle gri cevherde bulunan ndéron perikaryonlarinda ¢ok yogun oldugu
goriildi. 1L-6 ekspresyonu ayn1 zamanda hem gri hem de beyaz cevherde yer alan sinir
liflerinde de izlendi. Ozellikle gri cevherde hemorajinin siddetli oldugu alanlarda kan
damarlarinin duvarinda ¢ok belirgin IL-6 ekspresyonunun varligi ayirt ediciydi.
Dejenerasyonun siddetli oldugu merkezi gri cevher bdlgelerinde makrofajlar ve
notrofiller gibi enflamatuvar hiicrelerde IL-6 i¢in yogun pozitif boyanmalarin oldugu
dikkati gekti (Sekil 51).

Ayni gruptan 72. saatte alinan spinal kord dokularinin IL-6 ekspresyonu igin
immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi sonucu, IL-6 ekspresyonun gri
cevherdeki noron ve glia hiicrelerinde, 24 saatlik gruba oranla azalmis oldugu izlendi.
Bununla birlikte néron perikaryonlari, sinir lifleri, glia hiicrelerinde, 1L-6 ekspresyonu
ayirt edilmekteydi. Hemoraji ve 6demin yogun oldugu gri cevher bdlgelerinde kan
damarlarinin duvarmi doseyen endotel hiicrelerinin de IL-6 i¢in pozitif oldugu dikkati

cekti (Sekil 52).

93



Sekil 51: Deney kontrol grubunda 24. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Deney kontrol grubundan 24. saatte
alman spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesinin ozellikle ok ile isaretli alanlarda néron
perikaryonlarinda yogun oldugu izlenmektedir. Glia hiicrelerinin sitoplazmalarinda da (ok baslari) IL-6
ekspresyonu artmistir. Bar= 200 pm.
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Sekil 52: Deney kontrol grubunda 72. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Deney kontrol grubundan 72. saatte
alinan spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesinin 24 saatlik gruba gore azalmakla birlikte, ndron

perikaryonlarinda ok bast ile isaretli alanlarda yogun oldugu gériilmektedir. Bar= 50 um.
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4.3.4. Metilprednizolon Tedavisi Uygulanan Grup

Spinal kord yaralanmas1 olusturulduktan sonra sadece metilprednizolon tedavisi
uygulanan bu gruba ait doku Ornekleri 24 ve 72. saatlerde alinarak TNF-a ve IL-6
ekspresyonlarinin ~ gosterilmesi  amaciyla ~ immunohistokimyasal ~ yontemlerle
hazirlanarak incelendi. Yaralanmadan 24 saat sonra elde edilen spinal kord doku
orneklerinin TNF-a ekspresyonu icin immunohistokimyasal olarak
degerlendirilmesinde, metilprednizolon tedavisinin TNF-o immunreaktivitesini 6nemli
oranda dusiirdiigii gozlendi. Deney kontrol grubu ile kiyaslandiginda, ozellikle gri
cevherdeki néron perikaryonlarinda TNF-a ekspresyonunun anlamli olarak azalmig
oldugu dikkati c¢ekti. Ayni sekilde hem gri hem de beyaz cevherde yerlesen glia
hiicrelerinde, 6zellikle mikroglialarda bu ekspresyonun 6nemli oranda diistiigii goriildii.
Dejenerasyonun siddetli oldugu hemorajik alanlarda kan damarlarinda da TNF-a
immunoreaktivitesi belirgin olarak azalmist1 (Sekil 53).

Ayni gruba ait 72. saatte elde edilen spinal kord doku 6rneklerinde ise gerek gri
cevherdeki sinir hiicre govdelerinde, gerekse glia hiicreleri ve sinir liflerinde, TNF-a

immunoreaktivitesinin minimal diizeyde oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 54).
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Sekil 53: Metilprednizolon grubunda 24. saatte TNF-o immunoreaktivitesi. Metilprednizolon tedavisi
uygulanan gruptan 24. saatte alinan spinal kord dokusunda TNF-a immunoreaktivitesinin deney kontrol
grubuna oranla gri cevherdeki néron perikaryonlarinda, glia hiicrelerinde ve beyaz cevherdeki miyelinli
sinir liflerinde belirgin bir sekilde azalmis oldugu goriilmektedir. Bar= 200 pm.
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Sekil 54: Metilprednizolon grubunda 72. saatte TNF-a immunoreaktivitesi. Metilprednizolon tedavisi
uygulanan gruptan 72. saatte alinan spinal kord dokusunda TNF-o immunoreaktivitesinin minimal
diizeyde oldugu goriilmektedir. Bar= 100 pm.
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Metilprednizolon tedavisi uygulanan gruptan 24. saatte elde edilen dokular, IL-
6 ekspresyonu acisindan immunohistokimyasal olarak degerlendirildiginde, yaralanma
sonras1 yogun olarak eksprese olan IL-6’nin, metilprednizolon tedavisi ile bir miktar
azalmakla birlikte 6zellikle gri cevherdeki noéron govdelerinde bu ekspresyonun hala
belirgin oldugu izlendi. Yaralanmayla birlikte hasar alanina go¢ eden makrofajlar,
notrofiller ile parankim i¢inde bulunan mikroglia hiicrelerinde de IL-6
immunoreaktivitesinin fazla oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 55).

Yaralanmadan sonra 72. saatte bu gruptan elde edilen doku oOrnekleri, IL-6
immunoreaktivitesi agisindan degerlendirildiginde, IL-6 ekspresyonunun, nodron
perikaryonlari, glia hiicreleri, sinir lifleri, kan damarlar1 ile makrofajlar/mikrogliya
hiicreleri ve nétrofillerde, deney kontrol grubuna ve metilprednizolon tedavisi alan 24

saatlik gruba oranla anlamli derecede azalmis oldugu dikkati ¢ekti. (Sekil 56).

Sekil 55: Metilprednizolon grubunda 24. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Metilprednizolon tedavisi
uygulanan gruptan 24. saatte alman spinal kord dokusunda néron perikaryonlarinda yogun bir sekilde
bulunan IL-6 immunoreaktivitesi ok baglari ile isaretli alanlarda izlenmektedir. Bar= 50 um.
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Sekil 56: Metilprednizolon grubunda 72. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Metilprednizolon tedavisi
uygulanan gruptan 72. saatte alinan spinal kord doku 6rneginde IL-6 immunoreaktivitesinin (oklar) deney
kontrol ve 24 saatlik metilprednizolon grubuna oranla belirgin bir sekilde azalmis oldugu goriilmektedir.
Bar=200 pm.
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4.3.5. Minosiklin Tedavisi Uygulanan Grup

Spinal kord yaralanmasindan sonra minosiklin tedavisi uygulanan gruba ait doku
ornekleri 24 ve 72. saatlerde alinarak TNF-a ve IL-6 immunoreaktivitesi agisindan
degerlendirildi. Yaralanma sonrasi 24. saatte aliman spinal kord dokularmm TNF-a
ekpresyonunun, gri cevherdeki sinir hiicre perikaryonlarinda, glia hiicrelerinde ve sinir
liflerinde bulundugu izlendi. Her ne kadar deney kontrol grubuna gore daha zayif bir
ekspresyon elde edilmis olsa da, metilprednizolon tedavisi alan grupla
karsilastirildiginda TNF-o immunoreaktivitesinin bu grupta daha belirgin oldugu
goriildi (Sekil 57).

Ayni gruba ait, 72. saatte alinan doku drneklerinin TNF-a ekspresyonu agisindan
immunohistokimyasal degerlendirilmesinde, gri cevherdeki noron govdeleri, glia
hiicreleri ve miyelinsiz sinir liflerinde, beyaz cevherdeki miyelinli sinir liflerinde bu
sitokinin  immunoreaktivitesinin deney kontrol grubuna ve 24 saatlik minosiklin

grubuna oranla belirgin olarak azalmis oldugu goriildii (Sekil 58).
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Sekil 57: Minosiklin grubunda 24. saatte TNF-a immunoreaktivitesi. Minosiklin tedavisi uygulanan
gruptan 24. saatte elde edilen spinal kord dokusunda néron perikaryonlari, glia hiicreleri ve sinir liflerinde
yogun TNF-a ekspresyonu izlenmektedir. Makrofajlarda TNF-o immunreaktivitesi ok baslar ile

gosterilmistir. Bar= 50 um.
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Sekil 58: Minosiklin grubunda 72. saatte TNF-o immunoreaktivitesi. Minosiklin tedavisi uygulanan
gruptan 72. saatte alman spinal kord dokusunda TNF-o immunoreaktivitesinin néron gévdelerinde, glia
hiicrelerinde, ve sinir liflerinde belirgin olarak azalmis oldugu izlenmektedir. Bar= 100 pm.
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Spinal kord yaralanmasi sonrasinda minosiklin tedavisi uygulanan bu gruptan
24. saatte alinan doku 6rnekleri IL-6 immunreaktivitesi agisindan degerlendirildiginde,
hem gri cevherdeki sinir hiicre perikaryonlarinda, glia hiicreleri ve miyelinsiz
aksonlarda, hem de beyaz cevherdeki glia hiicreleri ve miyelinli aksonlarda IL-6
immunoreaktivitesinin deney kontrol grubuna oranla azalmig olmakla birlikte hala
yogun oldugu goriildi. 24 saatlik minosiklin tedavisi uygulanan bu grupla 24 saatlik
metilprednizolon grubu arasinda IL-6 immunoreaktivitesi agisindan anlamli farkliliklar
bulunmadi (Sekil 59).

Minosiklin grubundan 72. saatte alinan spinal kord doku orneklerinde ise, gerek
gri cevherdeki sinir hiicre perikaryonlarinda, gerekse glia hiicreleri ve sinir liflerinde IL-
6 immunoreaktivitesinin 24 saatlik gruba ve deney kontrol grubuna oranla 6nemli

derecede azalmis oldugu izlendi (Sekil 60).

Sekil 59: Minosiklin grubunda 24. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Minosiklin tedavisi uygulanan gruptan
24. saatte alman spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesinin 6zellikle noron perikaryonlarinda (ok
baglar1) ve glia hiicrelerinde yogun oldugu izlenmektedir. Bar= 100 pm.
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Sekil 60: Minosiklin grubunda 72. saatte IL-6 immunoreaktivitesi. Minosiklin tedavi grubundan 72. saatte
alinan spinal kord dokusunda IL-6 ekspresyonunun noron goévdelerinde, glia hiicrelerinde ve sinir
liflerinde minimal diizeyde oldugu goriilmektedir. Bar= 100 pm.
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4.3.6. Metilprednizolon+Minosiklin kombine tedavi grubu

Spinal kord yaralanmasindan sonra metilprednizolon+minosiklin kombine
tedavisi uygulanan deneklerden 24 ve 72 saat sonra elde edilen doku 6rnekleri doku
ornekleri, TNF-o ve IL-6  ekspresyonlarini  gosterebilmek  amaciyla
immunohistokimyasal yontemlerle incelendi. 24 saatlik kombine tedavi grubunun TNF-
o ekspresyonlarnin  degerlendirilmesinde, ozellikle gri cevherdeki ndron
perikaryonlarinda ekspresyonun belirgin bir sekilde azalmis oldugu izlendi.
Metilprednizolon ve minosiklin tedavilerinin ayr1 ayr1 uygulandigi1 gruplarla
kiyaslandiginda, TNF-o ekspresyonunun gerek gri cevherdeki ndronlarda ve glia
hiicrelerinde, gerekse de beyaz cevherdeki miyelinli aksonlarda anlamli olarak azalmis
oldugu goriildii (Sekil 61).

Ayn1  gruptan 72. saatte alman spinal kord doku &rneklerinin
degerlendirilmesinde, 24 saatlik gruba benzer olarak, TNF-a ekspresyonlarmin néron
perikaryonlarinda, glia hiicrelerinde, kan damarlarin1 doseyen endotel hiicrelerinde,
beyaz ve gri cevherdeki sinir liflerinde, diger tiim gruplara oranla belirgin olarak
azalmis oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 62).
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Sekil 61: Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavisi uygulanan gruptan 24. saatte alman spinal kord
dokusunda TNF-a ekspresyonun tiim 24 saatlik gruplara oranla belirgin bir sekilde azalmis oldugu
izlenmektedir. Noron perikaryonlari, glia hiicreleri ve sinir liflerinde TNF-a immunoreaktivitesi diger
deney gruplarma gore azalmistir. Bar=200 pm.
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Sekil 62: Metilprednizolon+Minosiklin ~ grubunda 72. saatte TNF-o immunoreaktivitesi.
Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavisi uygulanan gruptan 72. saatte alman spinal kord
dokusunda TNF-a immunoreaktivitesinin gri cevherdeki néron gévdelerinde, glia hiicrelerinde ve sinir

liflerinde diger deney gruplarina gére belirgin bir sekilde azaldigr goriilmektedir. Bar= 200 um.
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Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavisi uygulanan grubun 24 ve 72.
saatlerde IL-6 ekspresyonu agisindan degerlendirilmesinde, bu sitokinin, her iki zaman
diliminde de ndronlarda, glia hiicrelerinde ve sinir lifleri ile kan damar1 duvarindaki
ekspresyonu, diger biitiin deney gruplarmma oranla, belirgin olarak azalmis oldugu
gozlendi (Sekil 63 ve 64).

Sekil  63: Metilprednizolon+minosiklin ~ grubunda  24. saatte IL-6  immunoreaktivitesi.
Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavisi uygulanan gruptan 24. saatte alinan spinal kord
dokusunda IL-6 immunoreaktivitesinin gri cevherdeki noron goévdelerinde, glia hiicrelerinde, ve sinir
liflerinde belirgin sekilde azalmis oldugu izlenmektedir. Ok ile isaretli alanda kapiller endotelinde azalmig
IL-6 ekspresyonu goriilmektedir. Bar= 100 pm.

109



Sekil ~ 64:  Metilprednizolon+Minosiklin =~ grubunda  72. saatte IL-6 immunoreaktivitesi.
Metilprednizolon+minosiklin kombine tedavisi uygulanan gruptan 72. saatte alinan spinal kord
dokusunda, gri cevherdeki ndéron govdelerinde, glia hiicrelerinde ve miyelinsiz sinir liflerinde 1L-6
immunoreaktivitesinin belirgin sekilde azalmis oldugu izlenmektedir. Bar= 100 pm.
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

Malondialdehit ~(MDA)  miktar;, lipid  peroksidasyonu  seviyesinin
degerlendirilmesinde onemli bir Olgiittlir. Spinal kord yaralanmasindan 24 ve 72 saat
sonra elde edilen doku 6rneklerinde dlgiilen malondialdehit (MDA) seviyeleri Sekil 65
ve Sekil 66°da gosterilmistir. Malondialdehit seviyesinin 24 saatlik gruplar arasindaki
karsilastirilmasinda; saglam grupta MDA seviyesi 4,40+0,14 iken, sham operasyon
grubunda 4,36+0,24, deney kontrol grubunda; 9,78+0,46, Metilprednizolon (MP) ile
tedavi edilen grupta; 8,71+0,12, Minosiklin ile tedavi edilen grupta; 9,17+0,23, ve
MP+Minosiklin kombine tedavi grubunda; 6,69+0,34 oldugu belirlendi. Malondialdehit
seviyesinin 72 saatlik gruplar arasindaki karsilastirilmasinda; saglam grupta MDA
seviyesi 4,51+0,11 iken, sham operasyon grubunda 4,59+0,10, deney kontrol grubunda;
8,17+0,48, Metilprednizolon (MP) ile tedavi edilen grupta; 6,90+0,37, Minosiklin ile
tedavi edilen grupta; 7,17+0,31, ve MP+Minosiklin kombine tedavi grubunda;
6,17+0,29 oldugu tespit edildi.

Deney kontrol grubunda, diger gruplar ile karsilastirildiginda, MDA seviyesinin
anlamli olarak arttigi bulundu (p<0.05). MP ve Minosiklin gruplar1 arasinda fark
onemsizdi. MP+Minosiklin kombine tedavi grubunda ise, deney kontrol grubu, yalnizca
MP ve yalnizca Minosiklin ile tedavi edilen gruplar ile karsilastirildiginda, MDA
seviyesinin anlamli olarak azaldig1 (p< 0.05) dikkati ¢ekti.
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Sekil 65: Biitiin gruplardan 24. saatte elde edilen malondialdehit (MDA) seviyeleri
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Sekil 66: Biitiin gruplardan 72. saatte elde edilen malondialdehit (MDA) seviyeleri
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Spinal kord yaralanmasindan 24 ve 72 saat sonra elde edilen doku 6rneklerinde
Olglilen superoksit dismutaz enzim (SOD) seviyeleri Sekil 67 ve Sekil 68’de
gosterilmistir.  Superoksit dismutaz enzim seviyesinin 24 saatlik gruplar arasindaki
karsilastirilmasinda; saglam grupta SOD seviyesi 166,09+6,70 iken, sham operasyon
grubunda 164,12+6,42, deney kontrol grubunda; 87+9,61, Metilprednizolon (MP) ile
tedavi edilen grupta; 136,18+9,54, Minosiklin ile tedavi edilen grupta; 89,69+7,31, ve
MP+Minosiklin kombine tedavi grubunda; 123,13+7,98 oldugu belirlendi. Superoksit
dismutaz enzim (SOD) seviyesinin 72 saatlik gruplar arasindaki karsilastirilmasinda;
saglam grupta SOD seviyesi 165,91+5,17 iken, sham operasyon grubunda 164,12+6,42,
deney kontrol grubunda; 97,58+8,89, Metilprednizolon (MP) ile tedavi edilen grupta;
121,1749,41, Minosiklin ile tedavi edilen grupta; 107,69+5,54, ve MP+Minosiklin
kombine tedavi grubunda; 136,97+6,18 oldugu tespit edildi.

Deney kontrol grubuna ait SOD seviyesi, diger gruplar ile karsilastirildiginda,
SOD seviyesinin bu grupta anlamli olarak azaldigi saptandi (p< 0.05). Tek basina tedavi
gruplart olan; MP ve Minosiklin gruplar1 arasinda fark onemsizdi. MP+Minosiklin
kombine tedavi grubunda, deney kontrol grubu ve yalnizca MP ve yalnizca minosiklin
ile tedavi edilen gruplar ile karsilastirildiginda, SOD seviyesinin anlamli olarak arttigi
(p< 0.05) dikkati ¢ekti.
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Sekil 67:

diizeyleri

Biitiin gruplardan 24. saatte elde edilen siiperoksit dismutaz (SOD)
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Sekil 68: Biitiin gruplardan 72. saatte elde edilen siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri
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5. TARTISMA

Deneysel akut spinal kord yaralanmasi sonrasinda TNF-o ve IL-6
ekspresyonlarina, MP ve minosiklin tedavisinin tek basmna ve kombine etkilerinin
arastirildigr bu caligmada, sitokin ekspresyonunun spinal kord hasar1 olusturulan
gruplarda belirgin olarak artis gosterdigi, bu artisin yaralanmayi takiben 24 saat sonra
elde edilen gruplarda daha belirgin oldugu, 72 saat sonra elde edilen doku 6rneklerinde
ise sitokin ekspresyonunda belirgin bir azalmanin ortaya ¢iktigi, bu azalmanin 6zellikle
tek basina MP tedavisi alan ve kombine tedavi gruplarinda ¢ok daha anlamli oldugu
dikkati gekti. Isik ve elektron mikroskobik degerlendirmelerde, spinal kord yaralanmasi
olusturulan gruplarda hiicresel hasarin ndéronlarda, gliya hiicrelerinde ve miyelinli sinir
liflerinde belirgin oldugu, hiicresel degisikliklerin, 72 saat sonra alman doku
kesitlerinde daha da siddetli oldugu gozlendi. Tedavi gruplarinda, tedavinin hiicresel
hasarm smirlandirilmasinda belirli 6l¢tide etkili oldugu, travma sonrasi tek basina MP
tedavisinin, tek basina Minosiklin tedavisine gore daha etkin oldugu, ancak
MP+Minosiklin kombine tedavisi uygulanan gruplarda, hiicresel yapmin ¢ok daha iyi
korundugu belirlendi. Bunlarin yaninda, lipid peroksidasyonunun énemli bir gostergesi
olan MDA diizeyinin, deney kontrol grubunda, diger gruplar ile karsilastirildiginda,
anlamli olarak arttigi, buna karsin MP+Minosiklin kombine tedavi grubunda MDA
seviyesinin anlamli olarak azaldig1 dikkati ¢ekti. Ayrica, deney kontrol grubuna ait SOD
seviyesinin, diger gruplar ile karsilastirildiginda, anlamli olarak azaldigi saptandi.
MP+Minosiklin  kombine tedavi grubunda SOD seviyesinin, diger gruplar ile
karsilastirildiginda, anlamli olarak arttig1 gosterildi.

Akut spinal kord yaralanmasi sonrasi olusan doku hasarmni takiben, ¢ogunlukla
daha ciddi yapisal ve fonksiyonel kayiplara neden olan sekonder dejeneratif
reaksiyonlarin baslamasi tetiklenmektedir. Spinal kord hasar bolgesine periferik kandan
goc eden, baslica nétrofiller ve makrofajlar enflamatuvar reaksiyonlarm olusumunu
baglatmaktadir. Doku hasarmm meydana geldigi alana go¢ eden makrofajlar ve
l6kositler, olusan hiicresel artiklar1 fagosite etme yaninda, enflamatuvar reaksiyonlarin

baglatilmasinda rol oynayan sitokinleri de salgilamaktadirlar. Sitokinlerin yaralanma
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alaninda salgilanmasinin enflamatuvar reaksiyonlarin diizenlenmesinde yararl etkileri
yaninda, zararl olduklar1 da kabul edilmektedir. Dolayistyla, merkezi sinir sisteminde
doku yaralanmasma sekonder olarak gelisen enflamatuvar reaksiyonlarin
diizenlenmesinde rol alan faktorler, giiniimiizde hala 6nemli bir tartisma konusudur.
Enflamatuvar reaksiyonlarin olusumunda, 6zellikle MSS veya enflamatuvar hiicreler
tarafindan, ortama salman sitokinlerin, etken oldugu genis olarak kabul edilmektedir.
Doku hasar1 sonucunda ortama go¢ eden kan 16kositleri ve monositler, enflamatuvar ve
immiin cevaplar1 diizenleyen sitokinleri salg11amaktad1r184. Spinal kord yaralanmasi
sonrasi salinan sitokinlerin, ortamda yiiksek oranda, uzun siireli bulunmalarinin doku
hasarina neden oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir.

Sunulan ¢alismada, SKH olusturulan ve herhangi bir tedavi almayan deney
kontrol grubunda, gri ve beyaz cevherde yaygin 6dematdz ve hemorajik alanlarin varhigi
yaninda, kan damarlarinda okliizyon ile endotel hiicrelerinde belirgin hiicresel hasarin
olustugu gozlendi. Bunlarin yaninda, reaksiyon ortaminda, bol miktarda kan l6kositleri
ve eritrositler ile makrofajlarin yer aldig1 dikkati ¢ekti. Bunlarin yanisira, enflamatuvar
reaksiyonlarm belirgin oldugu bu alanlarda, ndéronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir
liflerinde ileri derecede dejeneratif degisiklikler gozlendi. Lee ve ark'®®, entodelyal
CAM, ICAM, VCAM, PECAM, P ve E selektinlerin artismnin, kandan koken alan
lokositlerin primer yaralanma bolgesine toplanmasina neden oldugunu rapor etmislerdir.
Tonai ve ark'® da, IL-8 ve CXC kemokinler ve CINC-1’in de nétrofillerin yaralanma
alaninda toplanmasmi stimiile ettigini gostermislerdir. Makrofajlar ile birlikte,
yaralanma sonrasi ortamda bulunan hiicresel artiklar1 fagosite eden nétrofiller, lezyon
alaninda yiiksek konsantrasyonda bulunan proenflamatuvar sitokinler ile uyarilmakta ve
bu hiicreler de, proteazlar gibi ¢esitli mediyatorleri salgilamaktadirlar. Notrofillere 6zgii
bu sitokinlerin baslicalarinin, matriks metalloproteinaz-9, TNF-a, TGF-B, IL-1 ve IL-8
oldugu gosterilmistir®’. Damar duvarmmn gerek primer travma sonrasi hasarlanmasi ve
gerekse daha sonra gegirgenliginin artigi, yaralanma ortamma bu hiicrelerin
infiltrasyonuna yol agmaktadir. Infiltre olan bu hiicrelerden ortama salman
mediyatorlerden Ozellikle matriks metalloproteinazlarmin etkisiyle ekstraseliiler
matriksin kolaylikla ¢oziilecegi, bu durumun da 16kosit ekstravazasyonunu daha da
arttiracag1 ve 16kositlerin kemotaksisine neden olacagi rapor edilmistir®>*%. Yaralanma

ortammna ¢ok miktarda 16kosit infiltrasyonunun, néronlar ve gliya hiicreleri iizerine

116



zararli etkilere sahip oldugu goriisii genis olarak kabul gormektedir. Nitekim
calismamizda da enflamatuvar alanlara yakin alanlarda, néron ve gliya hiicrelerinde,
ileri derecede dejeneratif degisikliklerin gdzlenmesi, bu goriisli destekler niteliktedir.
Deney kontrol grubuna ait mikrograflarda, ozellikle 24. saatte aliman doku
orneklerinde, dejenerasyonun belirgin oldugu ve bu alanlarda, ortamda ¢ok miktarda
makrofajin bulundugu dikkati ¢cekmektedir. Makrofajlar, immiin ve enflamatuvar
reaksiyonlarin diizenlenmesinde anahtar konumda hiicrelerdir. Notrofiller ile birlikte
yliksek fagositoz yetenegine sahip bu hiicrelerin, spinal kord yaralanmalarinin
prognozunda da olduk¢a 6nemli rollere sahip olduklar1 kabul edilmektedir. Spinal kord
yaralanmasini takiben ortaya ¢ikan akut notrofil infiltrasyonunun, daha sonraki giinlerde
azaldigi, buna karsin monosit sayilarinin arttigi bilinmektedir. Yaralanma alaninda
makrofajlara doniisen kandan kéken alan monositlerin yaninda, parankimada var olan
mikrogliyalarin da ortamda toplandiklar1 bilinmektedir. SKH’mnda enflamatuvar
reaksiyonlarin diizenlenmesinde onemli roller iistlenen bu hiicrelerin, 6zellikle TNF-a
tarafindan aktive edildikleri ileri sﬁrﬁlmﬁstﬁrlgg. Gergekten de bizim calismamizda,
makrofaj ve mikrogliyalarin yogun olarak bulundugu alanlarda, siddetli TNF-a
ekspresyonunun gozlenmesi bu iliskiyi kanitlar niteliktedir. MSS yaralanmalarinda
ortama salman TNF-o’nin kaynagi konusunda tam bir fikir birligi olusmamuistir.
Enflamatuvar hiicreler yaninda, néronlarm ve gliya hiicrelerinin de bu sitokini sentez

18 Calismamizda da, bu bulgulara paralel olarak, TNF-a

ettigi rapor edilmistir
ekspresyonunun, yaralanma bolgelerinde siddetli dejenerasyonun olustugu alanlarda,
cok daha belirgin olmak iizere, néron perikaryonlarinda, mikrogliya hiicrelerinde,
enflamatuvar hiicrelerde ve kapiller endotel hiicrelerinde belirgin olarak bulundugu
dikkati c¢ekti. Endotel hiicrelerinde de gozlenen bu ekspresyon, bu sitokinin
enflamatuvar hiicrelerin ekstravazasyonu ve kemotaksisinde de yer alabileceginin bir
gostergesi  olarak degerlendirildi. Yan ve arkadaslar™®, TNF-o’nmn, MSS’inde
enflamatuvar reaksiyonlarin baglamasi ve siirdiiriilmesinde, anahtar konumda rol
oynayan bir mediyatér oldugunu belirtmisler, bu molekiiliin sentezinin yaralanma ile
birlikte uyarildigmi ve erken donemde ekspresyonunun ortaya ¢iktigini gostermislerdir.
Aragtirmacilar, spinal kord yaralanmasi sonrast TNF-a ekspresyonunun, néron ve gliya

hiicreleri yaninda kan damarlar1 endotelyal hiicrelerinde de belirgin oldugunu rapor

etmislerdir. Diger taraftan, TNF-o’nin l6kosit aktivasyonuna bagli endotel hasarindan
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sorumlu oldugu, yalnizca noétrofilleri aktive etmekle kalmayip, ayn1 zamanda endotel
hiicrelerinde 16kosit adhezyon molekiillerini de arttirdigi belirlenmistir®. Bunlarin
yaninda, TNF-o’nin, endotel hiicrelerinde direkt hasara da yol agtig1 rapor edilmistir™®.
Sunulan ¢alismada TNF-a ekspresyonunun siddetli oldugu 24 saatlik travma grubuna ait
elektron mikrograflarda, endotel hiicrelerinde ¢ekirdekte kromatin kiimelesmesi,
sitoplazmada biiziisme ve elektron yogunlugunda artis dikkati ¢ekmistir. Endotel
hiicrelerinde gozlenen bu bulgular, endotel hiicre apopitozu seklinde yorumlanmustir.
Gercekten de TNF-o’ nin, oligodendrositler iizerine toksik etki yaptigi, ndronal
fonksiyonu bozdugu ve hiicrelerde apopitozu tetikledigi rapor edilmistir’®. Travmanm
tetikledigi damar duvarinda olusan primer hasar yaninda, daha sonra ortama salinan
sitokinlerin de etkisi ile, sekonder endotel hasarinin olusabilecegi, buna baglh olarak da
hemoraji ve 6dem alanlarinin daha da artacag: ileri siiriilebilir. Enflamasyona giden bu
reaksiyonlar kaskadmin tetiklenmesinde, TNF-o’nin 6nemli oldugu kabul edilmektedir.
Asirt sekilde eksprese olan bu molekiillerin, 6zellikle kapiller damar seviyesinde
olusturacag ileri hiicresel hasarlara bagli olarak, meydana gelen hemoraji ve 6dem,
kuskusuz noron ve gliya hiicrelerine de zarar verecektir. Calismamizda ozellikle
hemoraji ve 6demin yaygin oldugu 24 ve 72 saatlik deney kontrol grubuna ait
mikrograflarda, yaygin néron ve gliya hiicre dejenerasyonlari izlenmektedir. Bu alanlara
komsu bolgelerde ayrica sinir liflerinde akson ve miyelin kilif hasarlarmin da varhigi
dikkati cekmektedir.

Yapilan deneysel calismalarda, travmatize spinal kord dokusunda TNF-a
MRNA’sinin 30 dakika sonra artis gosterdigi ve 4 saat sonra da pik yaptig1 rapor

edilmigtir™®®

. Yaralanmadan hemen sonra gézlenen TNF-a pikinin gegici oldugu
bilinmektedir. TNF-o’nin SKH’indan sonra ilk 24 saat i¢inde salindigi ve 1 hafta
stiresince de birikmeye devam ettigi, dolayisiyla bu sitokin ve bunu salgilayan
hiicrelerin, travmadan sonraki 24 saat ile 1 hafta siirecinde olusan sekonder hasarlarla
cok yakindan iligkili oldugu kabul edilmektedir*’. Calismamizda, deney kontrol
grubunda TNF-o diizeyinin 24.saate alman dokulardaki ekspresyonunun oldukg¢a
belirgin oldugu, ancak 72.saatte bu ekspresyonda anlamli bir azalmanin meydana
geldigi belirlendi. Daha once yapilan deneysel ¢alismalarda, TNF-a’nin hem sitotoksik

hem de néroprotektif etkilere sahip bir ajan oldugu®, antikorlarla veya diger sitokinler

ile inhibisyonunun, MSS yaralanmalarinda, fonksiyonel iyilesme iizerine olumlu
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etkilere neden oldugu, bu durumun TNF-o’nin sitotoksik etkisini ortaya koydugunu®®’,

buna karsin TNF-a’nin, eksitotoksik hiicre Oliimiine karst koruyucu etkilerinin
bulunmasi da néroprotektif olarak degerlendirilmektedir'®,

Spinal kord yaralanmasini takiben erken donemde artis gosteren TNF’nin, geg
donemde ekspresyonunun azalmasi, primer hasarin akut etkisinin nispeten azalmasinin
bir sonucu olabilecegi diisiiniildii. Ekspresyonun ge¢ déonemde azalmasi, merkezi sinir
sisteminde travma veya iskemiyi takiben ortaya ¢ikan ve noron hasarinda oldukca
onemli bir yer tutan, eksitotoksik hiicre Oliimiine karsi, koruyucu roliiniin ifadesi
olabilecegi soylenebilir. Gergekten de enflamasyonun erken sathasmin noral dokular
iizerine zararll olabilecegi, buna karsin, ge¢c enflamasyon olaylarinin ndroprotektif
oldugu, bu donemde olusan enflamasyonun, doku hasarma cevap olarak daha cok
savunma ve tamire yonelik oldugu rapor edilmistir™".

Akut spinal kord yaralanmasi sonrasi, erken ve ge¢ donemde TNF-a ve IL-6
ekspresyonlarinin birlikte degerlendirildigi bu ilk ¢aligmada, 6zellikle 24. saatte, TNF-
o’nin yaninda, IL-6 ekspresyonunun da néronlarda ve gliya hiicrelerinde belirgin olarak
artis gosterdigi tespit edildi. Onceki ¢alismalarda, spinal kord hasarmm akut fazinda,
IL-6 ve IL-1’in en fazla eksprese olan, proenflamatuvar sitokinlerden oldugu rapor
edilmistir'*. Yaralanmay takiben ilk 15 dakika icinde, TNF-o ve IL-6 mRNA’larmin
hiicresel ekspresyonu oldukg¢a artmaktadir'®, Dolayisiyla, c¢alismamizda da
immiinohistokimyasal olarak gosterildigi gibi, her iki sitokinin de birbirlerinin
ekspresyonunu kostimiile edebilecegi ve yaralanma sonrasi miktarlarinin da artacagi
kabul edilmektedir'’®. IL-6, &zellikle MSS yaralanmalarmda makrofaj/monosit
fonksiyonlarinda anahtar rolinde bulunan, multifonksiyonel bir sitokindir'”. Bizim
calismamizda da spinal kord hasarinin belirgin oldugu alanlarda, makrofaj ve
mikrogliya hiicrelerinde IL-6 ekspresyonunun dikkat c¢ekici olarak yiikseldigi
goriilmektedir.

IL-6’nin, spinal kord yaralanmasi patofizyolojisinde sekonder hasari baslattigi
bilinmektedir'’®.  Sunulan ¢alismada, tedavi edilmeyen deney kontrol grubunda
24 saatte |IL-6 ekspresyonunun, makrofaj ve mikrogliyalarin yaninda, ndronlarda ve
gliya hiicrelerinde de belirgin oldugu, bununla birlikte ekspresyonun, 72. saatte azaldig:
dikkati ¢ekti. Yapilan ¢alismalarda, MSS travmalarindan sonra IL-6 ekspresyonunun

sentez ve salmimmimin arttigi, spinal kord yaralanmalarindan 6 saat sonra ise, IL-6
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158

mRNA’sinn pik yaptigi rapor edilmistir™". Erken donemde IL-6 konsantrasyonunda

gbzlenen asirt ylikselmenin, noral dokulara zararli oldugu, bu nedenle bu sitokinin,

notralize edilmesinin yararli oldugu ¢esitli arastirmacilar tarafindan gésterilmistir158‘159.

Mukaino ve arkadaglari*’”

, spinal kord hasarmdan hemen sonra verilen anti-IL-6
reseptdr antikorunun etkilerini arastirdiklar1 deneysel g¢aligmalarinda, IL-6 reseptor
antagonisti uygulanan grupta, doku hasar1 ile akson biiyiime inhibitérii olan Nogo-A
miktar1 ve miyelin artiklarmin olduk¢a azaldigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar,
aksonal rejenerasyon ve filizlenmenin de belirgin sekilde artis gosterdigini, IL-6
notralizasyonuna bagli fonksiyonel diizelmenin olustugunu, bu iyilesmenin mikroglia
hiicreleri ile yakindan iliskili oldugunu ileri sirmiislerdir. Tuna ve arkadaslari*®® da
deneysel serebral iskemi modelinde IL-6 nétralizasyonunun beyinde iNOS
ekspresyonununda belirgin bir azalmaya neden oldugunu ve noronlarda, gliya
hiicrelerinde ve sinir liflerinde yapisal biitlinliiglin nisbeten korundugunu rapor
etmiglerdir. Ayni arastirmaci grubunun, spinal kord travmasi sonucunda olusturulan
doku hasarinda, IL-6 antagonistinin etkilerini arastirdiklar1 diger bir caligmalarinda, IL-
6 antagonisti verilen grupta, iNOS aktivitesinin ve buna bagli olarak da hiicresel
degisikliklerin  siddetinin  azaldigmi géstermislerdirlgl. Calismamizda IL-6
ekspresyonunun siddetli oldugu deney kontrol grubunda, makrofaj ve mikrogliyalarin
oldukca aktif hiicreler olduklari, ultrastriiktiirel olarak da, néronlarda, gliya hiicrelerinde
ve miyelinli sinir liflerinde yapisal degisikliklerin belirgin oldugu gézlendi. Bu grupta
asir1 aktivasyon gosteren TNF-a yaninda, IL-6 ekspresyonunun da yiiksek olmasi, her
iki sitokinin kostimiilasyonu ile, enflamasyonu arttiracagi, buna bagli olarak da,
sekonder doku hasarinin siddetinin artacagini soylemek yanlis olmayacaktir.

Spinal kord yaralanmasinda, enflamatuvar reaksiyonlarin baglatilmasi ve
stirdiiriilmesinde aktif sitokinler olan TNF-a ve IL-6’nin ekspresyonlarmma, MP ve
minosiklinin etkilerinin ayr1 ayr1 ve kombine olarak ilk defa arastirildigi bu ¢alismada,
tedavi siirecinde, bu ilaclarin sitokin ekspresyonlar1 {izerine olan muhtemel etkileri de
degerlendirilmistir. SKH’nin patogenezinin ortaya ¢ikarilmasina yonelik olarak yapilan
arastrmalarin  sonuglar,, bu alanda yeni tedavi yaklasimlarini da beraberinde
getirmektedir. Tedavi protokollerinin ana hedefi, akut fazda ortaya ¢ikan sekonder doku

hasarmin  olusturacagi harabiyeti smirlamayr amaglamaktadir® . Bugiin igin SKH’nin

kabul edilen iiniversal bir tedavi protokolii bulunmamasina ragmenl’g, kortikosteroidler,
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noroprotektif etkilerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, spinal kord
yaralanmalarinda, antienflamatuvar ve ddem azaltici olarak ,uzun yillardan buyana
kullamImaktadir®.

Calismamizda akut spinal kord yaralanmasini takiben yalnizca metilprednizolon
tedavisi uygulanan grubun 1s1k ve elektron mikroskobik incelemelerinde, 24 saat sonra
alman doku orneklerinde daha belirgin olmak {iizere, kavitasyon, hemoraji ve 6dem
alanlarinin belirgin oldugu, ndronlarda ve glia hiicrelerinde yapisal degisiklikler ile
miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif harabiyetlerinin meydana geldigi, bu bulgularin,
72 saat sonra alinan doku 6rneklerinde de, daha hafif seyretmesine ragmen, varligini
stirdiirdiikleri gozlendi. TNF-o ve IL-6 ekspresyonlarnin da 24.saatte belirgin olarak
azaldigi, bu azalmanin 72.saatte daha belirgin oldugu saptandi. Diger taraftan ayni
grupta, MDA diizeyinin deney kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi, SOD
seviyesinin ise belirgin olarak arttigir bulundu. Steroidlerin lipid peroksidasyonunu ve
enflamatuvar sitokinleri inhibe ettikleri, enflamatuvar ve immiin hiicreleri modiile
ettikleri, vaskiiler perflizyonu iyilestirdikleri, kalsiyum girisi ve birikimini engelledikleri
yaygin olarak kabul edilmektedir®. Ayrica bu ajanlarin, kemotaksisi ve 10kosit go¢iinii
inhibe ettikleri, fagositozu 6nleyerek, enflamatuvar mediyator sentezini baskiladiklar
ve lizozomal enzimlerin sentezini durdurarak enflamasyonu engelledikleri
diisiiniilmektedir. Metilprednizolonun ayrica, travma sonucu uyarilan serbest radikal
hasarmi da inhibe ederek, hiicre membranlarin1 stabilize ettigi kabul edilmektedir®®.
Bunlarin yaninda, MP’nin, yaralanma alanina makrofaj gociinii ve mikroglial hiicre
proliferasyonunu azalttigi, enflamatuvar sitokinlerin salimmmmi kontrol ederek

enflamasyonu baskiladig1 pek cok ¢alismada rapor edilmistir’®’’

. Calismamizda da,
deney kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bu grupta, 6zellikle TNF-o diizeyinde daha
belirgin olmak {izere, sitokinlerin ekspresyonlarmin belirgin olarak azaldigi, lipid
peroksidasyonunun 6nemli bir géstergesi olan MDA diizeyinin anlaml olarak diistiigii,
SOD seviyesinin de artig gosterdigi bulundu. Ayni zamanda, ¢alismamizda, MP’nin
yaralanma alaninda, makrofajlar ve notrofiller gibi, enflamatuvar hiicreleri azalttig1 da
gosterildi. Makrofajlardaki bu azalmanm, MP’nin indiikledigi makrofaj toplanmasi ve
proliferasyonunda 6nemli sitokinler olan, TNF-a ve IL-6 diizeyinin azalmasina bagl

olabilecegi sOylenebilir. Fagositik hiicrelerin sayilarindaki asir1  ylikselmenin

engellenmesi, spinal kord yaralanmalarindan sonra sinir doku kaybimi dnleyecektir®.
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SKH’n1 takiben doku kaybinin ana nedenlerinin, iskemi, 6dem ve serbest
radikallerin indiikledigi lipid peroksidasyonu oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir.
Lipid peroksidasyonu, spinal kord yaralanmasi sonucunda, erken donemde meydana
gelen sekonder bir bozulma olup®, metilprednizolon tedavisinin, enflamatuvar
sitokinlerin diizeyini azaltarak, lipidlerin hidrolizini engelleyecekleri ve bu yolla serbest
radikal artigin1 Onleyerek, hiicrelerde ve sinir liflerinde membran biitiinliigiini
koruduklar1 diistiniilmektedir. Bu nedenlerle, MP giiniimiizde hala SKH’nin tedavisinde
yaygin olarak tercih edilmekle birlikte®®, bu ilacin etkilerinin tamaminin yararh olup
olmadigi, norolojik iyilesme iizerine olan yetersizligi84, notralizan etkileri ile zararh
etkilerinin, ileri molekiiler analizler ile arastirilmasi gerekmektedir“.

Gilintimiizde spinal kord hasarmin tedavisinde, her ne kadar steroidler tedavi
protokollerinde, dominant tedavi ajani olarak kullanilsa da tek basina steroid tedavisinin
yetersizligi goz oniine alinarak, pek ¢ok diger ajanin da, tek basina veya kombine olarak
kullanildig1 protokoller, literatiirde genis olarak yayimlanmistir. Son yillarda MSS
hasarlarinda, kan beyin bariyerini kolaylikla gecebilen, dzellikle gram (+) ve gram (-)
enfenksiyonlara karst etkili bir tetrasiklin olan Minosiklinin, SKH tedavi
protokollerinde yer aldigi dikkati ¢ekmektedir. Minosiklinin etki mekanizmasi tam
olarak bilinmese de, glutamat aracili eksitotoksisiteyi onledigi, mikroglial aktivasyonu
engelleyerek, antienflamatuvar etkiye sahip oldugu, sitokrom-c ve caspaz salinimini
bloke ederek, apopitotik noronal hiicre Olimiinii azalttigi, ayni zamanda matriks
metalloproteinaz-2 aktvitesini inhibe ettigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Diger
taraftan Minosiklin antienflamatuvar etkisi ile mikroglial aktivasyonu da inhibe etmekte
ve bu yolla, bir ¢ok noérodejeneratif hastaligin patogenezinde rol alabilecegi ileri
siiriilmektedir®”.

Sunulan ¢aligmada spinal kord yaralanmasi sonrasi yalnizca Minosiklin ile
tedavi edilen grupta, bu ajanin 24. saatte TNF-o ekspresyonu iizerine MP kadar etkili
olmadigi, ancak deney kontrol grubuna oranla, bu sitokinin aktivitesini azaltmis oldugu
goriildii. Ilging bir sekilde, minosiklinin 24 saatte 1L-6 ekspresyonu iizerine, MP’den
daha etkili oldugu ve bu sitokinin immunoreaktivitesini 24.saatte anlamli olarak
azaltign  gosterildi. 72 saatlik minosiklin  grubunda ise, her iki sitokin
immunoreaktivitesinde belirgin bir azalma gozlendi. Stereoid tedavisi kadar olmasa da,

minosiklinin TNF-a ekspresyonunu azaltmasi, IL-6 immiinoreaktivitesini anlamli olarak
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diistirmesi, bu ilacin enlamatuvar reaksiyonlarn siddetini sitokin seviyelerini azaltarak
sagladig1 diistiniilmektedir. Bununla birlikte, Spinal kord yaralanmasmdan sonra
minosiklin tedavisi uygulanan grubun mikroskobik degerlendirmelerinde, 6zellikle 24.
saatte 6dem, kavitasyon ve hemoraji alanlarinin deney kontrol grubuna benzer sekilde,
yogun olarak bulundugu, gri cevherdeki néron gévdelerinde, glia hiicrelerinde ve beyaz
cevherdeki miyelinli sinir liflerinde siddetli dejenaratif degisikliklerin varligi gosterildi.
Ancak bu degisikliklerin, 72 saatlik Minosiklin grubunda deney kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, belirgin olarak azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Aymi grubun
biyokimyasal analizlerinde, hem 24. ve hem de 72. saatte, MDA diizeyinin deney
kontrol grubuna oranla anlamli olarak azaldigi, SOD aktivitelerinin ise belirgin bir
sekilde artmis oldugu goriildii. Sonuglar birlikte degerlendirildiginde, tek basina
Minosiklin tedavisinin, enflamatuvar reaksiyonlarda etkili olan TNF-o ve IL-6
ekspresyonunu azalttigi, lipid peroksidasyonunu diisiirdiigli, SOD seviyesini de
arttirdigr  goriilmektedir. Bu bulgulara dayanarak, Minosiklinin yararl etkilerinin,
enflamasyonu baskilayarak, lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresi azaltarak
yapabilecegi ileri siirtilebilir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, Minosiklinin, MSS’inde néronlarmn ve
miyelin kilif olusturan oligodendrositlerin apopitoz siirecine girmelerini engelledigi ve
fonksiyonel 1iyilesmeyi arttirdigi bildirilmistir. Spinal kord hasarin1 takiben,
oligodendrositlerin apopitozunda pro-NGF’nin 6nemli role sahip oldugu kabul
edilmektedir. Yune ve arkadaslari, minosiklinin, SKH’indan sonra mikroglialarda
aktive olan ve pro-NGF iiretimini uyaran, P38 MAPK molekiiliinii inhibe ederek, pro-
NGF {iretimini engelledigini ve bdylece oligodendrosit apopitozunu Onleyerek,
fonksiyonel iyilesme siirecini hizlandirdigini rapor etmislerdir'®®. Minosiklin tedavisi
sonrasinda, ¢alismamizda da gosterildigi gibi, enflamatuvar sitokinlerin baskilanmasi,
lipid peroksidasyonu ve zararli oksidatif reaksiyonlarin azaltilmasi ile sinir dokuda
yapisal biitlinliiglin korunacagi agiktir. Bununla birlikte, Minosiklinin ndroprotektif
etkilerinin hiicresel ve molekiiler temelleri tlizerine ileri arastirmalarin yapilmasi
gerektigi de bir diger gergektir®.

Akut SKH’n1 takiben, TNF-a. ve IL-6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi ve
lezyon alaninda ortaya ¢ikis siirelerinin birlikte gosterildigi bir ¢aligmaya literatiirde

rastlanmamistir.  Ayrica SKH’inda enflamasyonda etkili olan bu sitokinlerin
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ekspresyonlar1 ile mikroskobik diizeyde hiicrelerin yapilari tizerine, MP+Minosiklin
kombine tedavisinin etkilerini igeren herhangi bir calisma da bugiline kadar
yaptlmamistir. Bu calismada ilk defa, akut spinal kord hasarinda, MP+Minosiklin
kombine tedavisinin, TNF-a ve IL-6 ekspresyonu iizerine etkileri degerlendirilmistir.

Kombine tedavi wuygulanan grubun immunohistokimyasal yOntemlerle
degerlendirilmesinde, ozellikle 24. saatte noron govdelerinde, glia hiicrelerinde ve
miyelinli sinir liflerinde, hem TNF-a hem de IL-6 immunoreaktivitelerinin, diger tiim
deney gruplarina oranla, belirgin sekilde azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Bunun yanisira,
MP+Minosiklin kombine tedavisi uygulanan bu grupta, MDA diizeylerinin de, biitiin
deney gruplarina oranla, anlamli olarak azalmis oldugu, SOD aktivitesinin ise, yine tim
deney gruplariyla kiyaslandiginda, anlamli olarak artmis oldugu gosterildi. Ayrica bu
grubun 151k ve elektron mikroskobik degerlendirilmesinde, yaralanma alanlarinda,
kavitasyon, hemoraji ve 6dem alanlarinin oldukga azaldigi, spinal kord gri cevherinde
yer alan noéron perikaryonlari, glia hiicreleri ile sinir liflerinde dejeneratif
degisikliklerin, diger tiim deney gruplarina oranla belirgin olarak azaldig1 ve yapisal
biitiinliigtin  korunmasi 1ilgi ¢ekici bulundu. Literatiirde, hem MP’nin hem de
Minosiklinin tek basina néroprotektif etkileri ile ilgili caligmalar yer almaktadir. Buna
karsm, MSS hasarlarmin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bu ilaglarmn, literatiirde
kombine olarak kullanildig1 yalnizca bir arastirmaya rastlanmistir. Bu c¢aligmada,
farelerde deneysel olarak olusturulan otoimmiin ensefalomiyelit modelinde yapilmis ve
kombine tedavinin yararh sonuglari rapor edilmistir*®%.

Akut spinal kord yaralanmasinda, yaptigimiz bu c¢alisma sonuglarinin yiiz
gildiriicii  olmast ve kombine tedavi sonucunda enflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunun anlamli olarak azalmis olmasi, 6nemli bulgular olarak degerlendirildi.
Her iki tedavi ajanmin da, bugiin i¢in etki mekanizmalarmin hala tam olarak
aciklanamamig olmasi nedeniyle, sonug¢larimizin literatiirde bu konudaki bilgi
birikimine katki yapacagmni diistinmekteyiz. Gergekten de kombine tedavi grubunda
hem TNF-o hem de IL-6 eckspresyonlarinin anlamli olarak azalmis olmasi, lipid
peroksidasyon diizeyinin azalmasmi ve SOD seviyesinin de artmasini beraberinde
getirmistir. Bunlara ilaveten, 0zellikle ndronlarda ve gliya hiicrelerinde cekirdek ve
sitoplazmik organellerde yapisal biitlinliiglin nispeten korunmasi da tedavinin

etkinliginin gostergesi olarak degerlendirilmistir.
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Sonug olarak, elde edilen biitiin bulgular birlikte degerlendirildiginde, deneysel
akut spinal kord yaralanmasindan sonra, MP+Minosiklin kombine tedavisinin,
yaralanma sonrasinda artis gosteren proenflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve IL-6
diizeyleri ile lipid peroksidasyonunu azalttigi, boylece néronal ve glial hiicre 6limiinii
engelleyerek fonksiyonel iyilesmeyi saglayabilecegi diisiiniildii. Bu nedenle, akut spinal
kord yaralanmasmi takiben Metilprednizolon+Minosiklin  kombine tedavisinin,

olusturulacak tedavi protokollerinde dikkate almabilecegi kanaatine varildi.
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6. SONUCLAR

Deneysel spinal kord yaralanmasindan sonra TNF-alfa ve IL-6 ekspresyonlarina
metilprednizolon ve minosiklin tedavilerinin ayri1 ayr1 ve kombine etkilerini 151k ve
elektron mikroskobik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle arastirmay1

amagcladigimiz bu ¢alismamizin sonucunda;

1. Spinal kord yaralanmasi olusturulmayip, tamamen saglam birakilan kontrol
grubunun 151k ve elektron mikroskobik incelemelerinde spinal kordda, ndéron
perikaryonlarinin, glia hiicrelerinin, miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin
normal ince yapilarini koruduklari,

2. Ayni grubun immunohistokimyasal degerlendirmelerinde, spinal kordda TNF-a
ve IL-6 ekpresyonunun ¢ok ¢ok zayif oldugu,

3. Biyokimyasal analizlerde MDA seviyelerinin minimal diizeyde oldugu ve SOD
aktivitelerinin ise tiim gruplara oranla yiiksek oldugu goriildii.

4. Spinal kord yaralanmasi olusturulmayip, T2-T7 seviyelerinde sadece
laminektomi olusturulan sham opresyon grubunda, saglam birakilan kontrol
grubuna benzer olarak, spinal kordun normal histolojik yapisini1 korudugu,
noronlar, glia hiicreleri ve sinir liflerinin normal yapida olduklari,

5. Immunohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda bu grupta da TNF-o, ve IL-6
sitokin seviyelerinin minimal diizeylerde oldugu,

6. Saglam kontrole benzer sekilde, MDA seviyelerinin ¢ok diisiik, SOD diizeyinin
ise yiiksek oldugu bulundu.

7. Spinal kord yaralanmasini takiben ila¢ tedavisi almayip sadece serum fizyolojik
verilen deney kontrol grubunun 151k ve elektron mikroskobik
degerlendirmelerinde, 24. ve 72. saatlerde, gerek spinal kord gri cevherinde,
gerekse beyaz cevherinde siddetli 6dem, kavitasyon ve hemoraji alanlarina,
siklikla rastlandi. Gri cevherde yerlesim goOsteren ndron perikaryonlarinda
cekirdekte heterokromatin miktarmin arttigi, sitoplazmik organellerin, 6zellikle
mitokondriyonlarin geniglemeler gosterdigi ve krista yapilarinin tamamen

dejenerasyona ugramis oldugu, glia hiicrelerinin sitoplazmik organellerinde
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10.

11.

12.

yapisal degisikliklerin olustugu, c¢ogu alanda, sinir liflerinde miyelin
kayiplarimin meydana geldigi, miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifin lamellar
yapisinin tamamen bozulmus oldugu ve aksonlarin siddetli dejeneratif
degisiklikler gosterdigi ve ozellikle 72. saatte bu yapisal degisikliklerin daha da
artmis oldugu bulundu.

Deney kontrol grubunun TNF-a ve IL-6 ckspresyonlari agisindan
immunohistokimyasal olarak incelenmesi sonucunda, 6zellikle 24. saatte néron
perikaryonlarinda, glia hiicreleri ve sinir liflerinde her iki sitokinin de
ekspresyonlarinda belirgin bir artisin  odugu, ancak 72. saatte sitokin
immunoreaktivitelerinin 24. saate gore azalmis oldugu,

Ayni grubun biyokimyasal degerlendirilmelerinde, MDA diizeylerinin diger
biitlin gruplara oranla ¢ok yiiksek oldugu, SOD aktivitelerinin ise diger gruplarla
karsilastirildiginda, anlamli olarak azalmis oldugu goriildii.

Spinal kord yaralanmasini takiben yalnizca metilprednizolon tedavisi uygulanan
grubun 151k ve elektron mikroskobik incelemelerinde, 24 saatlik gruplarda,
kavitasyon, hemoraji ve 6dem alanlar1 deney kontrol grubuna oranla azalmig
olsa da, hala varhigin1 korumaktaydi. Noron ve glia hiicreleri ile miyelinli sinir
liflerinde, ozellikle 24. saatte dejeneratif degisiklikler ¢ok daha belirgindi.
Miyelin kilif kayiplarmin olduk¢a fazla oldugu ve miyelin kilifin normal
lameller organizasyonlarmmm bozuldugu dikkati ¢ekmekteydi. 72. saatte bu
hiicresel degisikliklerin, deney kontrol grubuna ve 24 saatlik MP grubuna oranla
daha hafif seyrettigi bulundu.

Metilprednizolon tedavisi alan grupta, 24. saatte 6zellikle noron govdelerindeki
TNF-o immunoreaktivitesinin deney kontrol grubuna gore belirgin olarak
azaldigi, 72. saatte ise her iki sitokinin de ¢ok diisiik seviyelerde oldugu goriildii.
MP tedavisinin IL-6 immunoreaktivitesine 24 saatte ¢ok belirgin bir etkisi
olmadigi, ancak deney kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu grupta IL-6
ekspresyonunun azalmis oldugu bulundu.

MP tedavi grubunun biyokimyasal analizinde, MDA diizeylerinin deney kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldigi, SOD seviyesinin ise yine bu gruba oranla

belirgin olarak arttig1 bulundu.

127



13.

14.

15.

16.

17.

Spinal kord yaralanmasindan sonra minosiklin tedavisi uygulanan grubun 151k ve
elektron mikroskobik degerlendirmelerinde, ozellikle 24. saatte ddem ve
hemorajik alanlar yogun olarak izlendi. Gri cevherdeki néron gévdelerinde, glia
hiicrelerinde, beyaz cevherdeki miyelinli sinir liflerinde siddetli dejenaratif
degisikliklerin olustugu ancak bu degisikliklerin 72 saatlik minosiklin grubunda
nisbeten azalmis oldugu goriildii. Deney kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
o0dem, kavitasyon ve hemoraji alanlari, néron ve miyelinli sinir liflerinde
harabiyet, 6zellikle 72. saatte belirgin bir sekilde azalmist1.

Minosiklin tedavi grubunun TNF-a ve IL-6 immunoreaktivitesi agisindan
degerlendirilmesinde, minosiklinin 24. saatte TNF-a ekspresyonu tizerine MP
kadar etkili olmadigi ancak deney kontrol grubuna oranla bu sitokinin
aktivitesini azaltmis oldugu gériildii. Ilging bir sekilde, minosiklinin 24 saatte
IL-6 ekspresyonuna MP’dan daha etkili oldugu ve bu sitokinin
immunoreaktivitesini 24. saatte anlamli olarak diistirdiigii bulundu. 72 saatlik
minosiklin grubunda ise her iki sitokin immunreaktivitesi de belirgin olarak
azalmist1.

Minosiklin  tedavisi MDA seviyeleri ve SOD aktivitesi agisindan
degerlendirildiginde, her iki zaman diliminde de, MDA diizeyinin deney kontrol
grubuna oranla anlamli olarak azaldigi, SOD aktivitelerinin ise belirgin bir
sekilde artmis oldugu gorildi. MP grubu ile kiyaslandiginda iki grup arasinda
MDA ve SOD aktiviteleri agisindan anlamli fark bulunmada.

Spinal kord yaralanmasini takiben MP+Minosiklin kombine tedavisi uygulanan
grubun 151k ve elektron mikroskobik degerlendirilmesinde, 6dem, kavitasyon, ve
hemoraji alanlarmin, spinal kord gri cevherindeki néron perikaryonlari, glia
hiicreleri ile sinir liflerinde ve beyaz cevherdeki glia hiicreleri ile miyelinli sinir
liflerinde yapisal degisikliklerin, diger tiim deney gruplarina oranla, belirgin
olarak azalmis oldugu,

Kombine tedavi uygulanan grubun immunohistokimyasal yontemlerle
degerlendirilmesinde, 6zellikle 24. saatte ndron govdelerinde, glia hiicreleri ve
miyelinli sinir liflerinde, hem TNF-o hem de IL-6 immunoreaktivitelerinin diger

biitiin deney gruplarina oranla, belirgin sekilde azalmis oldugu izlendi.
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18. MP+Minosiklin kombine tedavisi uygulanan bu grupta, MDA diizeylerinin
biitiin deney gruplarina oranla anlamli olarak azalmis oldugu, SOD
aktivitelerinin ise deney gruplartyla kiyaslandiginda anlamli olarak artmis

oldugu bulundu.

Tiim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, spinal kord yaralanmasindan
sonra  MP+Minosiklin kombine tedavisinin, yaralanma sonrasinda artis gosteren
proenflamatuvar sitokin diizeylerini ve lipid peroksidasyonunu azalttigi, boylece
noronal ve glial hiicre 6limiinii engelleyerek fonksiyonel 1yilesmeye neden olabilecegi
sonucuna varildi. Dolayisiyla akut spinal kord yaralanmasi sonucunda, MP+Minosiklin
kombine tedavisinin, olusturulacak tedavi protokollerinde dikkate alinabilecegi

kanaatine varildi.
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