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OZET

Omurilik yaralanmasinda, glinlimiize kadar yapilan bir ¢cok c¢alismaya ragmen
evrensel olarak kabul gérmiis bir tedavi protokolii olusturulamamis ve yaralanmaya
bagl gelisen olumsuz sonuglarin 6niine gegmek miimkiin olmamistir. Bu ¢alismanin
amact immunomodiilatér oldugu bilinen interferon betanin travmaya ugramis

omurilikteki etkisini biyokimyasal ve histopatolojik olarak aragtirmaktir.

Bu calismada 24 adet rat kullanildi. Ratlar rastgele 3 gruba ayrildi. Birinci
gruptaki ratlarda agirlik diisiirme yontemi ile omurilik travmasi olusturularak interferon
beta verildi. ikinci gruptaki ratlarda travma olusturulup serum fizyolojik verildi. Ugiincii
grup kontrol olarak kullanildi. Denekler travmadan 24 saat sonra nérolojik muayeneleri
yapilarak sakrifiye edildi. Alinan omurilik 6rneklerinde 1s1 sok proteini 70 diizeyleri

ol¢iildii ve drnekler histopatolojik olarak incelendi.

Interferon beta 1b ile tedavi edilen ratlarda doku diizeyinde 1s1 sok proteini 70
diizeyinin serum fizyolojik verilen ratlara ve kontrollere gore belirgin olarak arttig1 ve
histopatolojik olarak polimorfoniiklear 16kosit infiltrasyonun, hemorajinin, 6demin,

nekrozun azalarak travmanin olumsuz etkilerinin daha 1limli seyrettigi gézlendi.

Calismadan elde edilen veriler, interferon betanin travmatik omurilik
yaralanmasinda iyilestirici olabilecegini ve bu etkisini de hiicre seviyesinde 1s1 sok

proteini 70 i artirarak yapmis olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Omurilik yaralanmasi, interferon beta, 1s1 sok proteini 70



SUMMARY

Despite a number of studies conducted up to this date, no universally accepted
treatment protocol in spinal cord injury has been established yet and it is currently not
possible to prevent the complications which develop after injury. The purpose of this
trial is to investigate the effect of a well known immunomodulator interferon beta- on

traumatized spinal cord in terms of biochemical and histopathological features.

Twenty four rats were used in this trial. The rats were divided into 3 groups. In
the first group of rats, spinal cord injury was created by the weight drop method and
interferon beta was administered. In the second group, trauma was created and
physiological saline was administered. Third group was used as control. A neurological
examination was performed on the subjects 24 hours following trauma, and the rats
were then sacrificed. Heat shock protein 70 levels were measured in the spinal cord

samples and the samples were examined histopathologically.

When the rats in the physiological saline and control groups were compared to
rats treated with interferon beta 1b, those treated with interferon beta 1b revealed
significant increases in the heat shock protein 70 levels in tissues, and histopathological
examination revealed decreases in polymorphonuclear leucocyte infiltration,

haemorrhage, oedema and necrosis, in addition to the mild negative effects of trauma.

The results of this study indicate that interferon beta may be effective in the
treatment of traumatic spinal cord injuries and this effect may be due to an increase in

cellular heat shock protein 70 levels.

Key Words: Spinal cord injury, interferon beta, heat shock protein 70
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1. GIRIS

Travmatik omurilik yaralanmasi geng erigkinlerde sik karsilagilan, sadece
bireyleri ve aileleri degil tim toplumu derinden etkileyen psikolojik, sosyal ve
ekonomik yonleri olan bir durumdur. Omurilik yaralanmalar trafik kazasi, is ve spor
kazasi, diismeler, suisid girisimleri gibi olaylar sonrasi karsimiza c¢ikmaktadir. Son
yillarda trafik kazalarindaki artisa paralel olarak goriilme siklig1 artmaktadir. Omurilik
yaralanmas1 omurilik ile smirli kalmayip tim viicudu etkileyen patolojik olaylari
baslatir. Akut omurilik yaralanmasinda olusan tahribat iki mekanizma ile agiklanmistir.
Bunlardan ilki travmay1 takiben ortaya ¢ikan omuriligin kontiizyon, kompresyon ve
laserasyonu ile sonuglanan, geri donilisiimsiiz patolojiye sebep olan birincil
hasarlanmadir. Diger mekanizma ise birincil hasarlanmay1 takiben hemen bagslayan ve
haftalarca siiren, norojenik sok, omurilik mikrodolagimindaki lokal damarsal hasar,
biyokimyasal degisiklikler, elektrolit dengesizlikleri, enflamatuar cevap, 6dem,
apopitozis, enerji metabolizmasinda kayip gibi bircok patolofizyolojik degisiklik sonucu
olusan ikincil hasarlanmadir. Travma aninda olusan birincil hasarlanmanin
kaginilmazlig1 nedeniyle gilintimiizde 6zellikle ikincil hasarlanmay1 azaltmaya yonelik

caligmalara agirlik verilmistir (1-3).

Is1 sok proteinleri, tiim hiicrelerin intraselliiler kompartmaninda bulunan
molekiiler yapilardir. Hiicrelerin mitokondrilerinde ve endoplazmik redikulumunda
bulunurlar. Is1 sok proteinleri molekiiler agirliklarina gore siiflandirilir. Hiicresel
diizeydeki stres durumlarinda, miktarlar artarak, intraselliiler proteinlerin uygun sekilde
katlanmalarin1 saglayarak hiicre dayanikliligmin artmast ve canliligin idamesine
yardime1 olurlar. Akut stres durumlarinda 6ncelikle mikroglial, endotelial ve ependimal
hiicrelerde bu proteinlerin arttigi goriilmiistiir. Is1 sok proteinlerinin, 1s1 soku, agir
metaller, enerji yetersizligi, aminoasit analoglari, kemoterapik ajanlar, viral
enfeksiyonlar, ates, inflamasyon, iskemi, oksidatif hasarlanma, timorler gibi
durumlarda salinimlarinin artti§i goriilmiistiir. Is1 sok proteini 70’in, travmatik omurilik
yaralanmasi sonrasi apopitoz proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) e baglanarak kaspaz
9 aktivasyonu engelledigi ve ikincil hasarlanma mekanizmalarinin diizenlenmesinde

anahtar rol oynayarak apopitozisi onledigi diistiniilmektedir. Ek olarak, 1s1 sok proteini



70’in sekonder hasarlanma mekanizmalarindan biri olan inflamatuar cevabin

diizenlenmesinde de etkisi vardir (4, 5).

Interferonlar, immiin sistem ve inflamatuar yanitta pek c¢ok fonksiyonun
aktivasyonunda rol alan polipeptit yapilardir. Sitokin ailesinin icerisinde yer alirlar.
Interferon betanin nodroprotektif etkisinin olabilecegini gdsteren ve olumlu sonuglar
alinan ¢alismalar vardir (6, 7). Travmatik omurilik yaralanmasi sonrasi lezyon bélgesine
birkag saat icerisinde polimorfoniiklear l6kositlerin (PNL) go¢ii baslar. Bu infiltrasyon
24 saat icinde maksimum diizeye ulasir ve 72 saat sonra PNL’ler lezyon bdlgesinden
kaybolurlar. Omurilik yaralanmasi sonrasi lezyon bolgesindeki PNL infiltrasyon siireci
ile amag hasara ugramis noron yapisindaki rejenerasyonu saglamak ise de diger taraftan
bu inflamatuar hiicreler nétrofil proteazlari, serbest oksijen radikalleri ve tiimor nekrozis
faktor (TNF) salmimini artirarak apopitotik siireci hizlandirmaktadir ( 1, 3). Bu
apoptotik siireci engellemek i¢in omurilik travmasi sonrasi verilen interferon beta
tedavisi omurilik travma sonrasi lezyon bolgesine inflamatuar hiicre goglinii azaltarak

doku biitlinliigiliniin korunmasina yardimci olmaktadir (6).

Sunulan bu c¢aligmada, ikincil hasarlanma siirecinde olusan apopitozisin
engellenmesi, inflamasyon siirecinde olusan biyokimyasal ve inflamatuar cevabin
diizenlenmesinde interferon betanin travmaya ugramis omurilikteki iyilestirici etkisi

histopatolojik ve biyokimyasal olarak arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Omurilik Anatomi ve Fizyolojisi

Omurilik, vertebral kanal i¢inde bulunur ve kanalin {igte ikisini doldurur.
Foramen magnumdan baglar. Erkeklerde birinci ve ikinci bel omurlar1 arasina,
kadinlarda ikinci bel omuru ortasina kadar uzanir. Omurilik gri ve beyaz olmak {izere
renk ve yapr bakimindan ikiye ayrilir. Gri cevherin enine kesitlerde goriilen 6n
cikintilarina 6n boynuz, arka ¢ikintilarina arka boynuz adi verilir. Torakal ve lomber
omurilik parcalarinda 6n boynuzlarin tabanindan yanlara dogru uzanan yan boynuz adi
verilen ti¢lincii bir ¢ikint1 daha vardir. Gri cevherin ortasindaki kanala santral kanal adi
verilir. Omurilik boyunca uzanan bu gri cevher ¢ikintilar1 6n kolon, arka kolon ve yan

kolon isimli stitunlart olugturur (8-10).

On boynuzda alfa ve gamma motor ndronlar gruplar halinde toplanarak iskelet
kaslarina giden somatik afferent liflerin ¢ekirdeklerini olustururlar. Arka boynuzdaki
alict hiicreler gruplar halinde toplanir ve sinirsel uyarilart omuriligin baska
segmentlerine ya da beynin boliimlerine ileten ¢ekirdekleri olustururlar. Yan boynuz ise
torakal ve lomber bolgedeki sempatik ve parasempatik otonom ¢ekirdeklerden

olusmaktadir (8, 9).

Beyaz cevher dista ve gri cevher cevresindeki myelinli sinir lifleri ve glial
hiicrelerden olusmustur. Gri cevher boynuzlari ile funiculus anterior, funikulus posterior
ve funiculus lateralis olmak iizere ii¢ esas demete ayrilir. Bu demetler vucudun ¢esitli
bolgelerinden gelen uyarilart omuriligin bdliimlerine ve beyne, beyinden gelen
sinyalleri omurilik ve diger vucut bolgelerine iletilmesini saglayan inen ve ¢ikan yollar

olustururlar (8-11).

Omurilikteki ndronlar, néron ana govdesi olan soma, omuriligi terk ederek
periferik sinire uzanan akson ve somadan gevreye uzanim gosteren dendritler olmak
lizere baglica {i¢ boliimden olusmustur (10-12). Akson vizkositesi yiiksek aksoplazma
ile doludur. Aksonu ¢eviren myelin kilif akson uzunlugu boyunca her 1-3 mm de bir
Ranvier bogumu ile kesilmistir. Mekanik veya kimyasal uyart ile sinir uglarinda olusan
aksiyon potalsiyeli akson boyunca yayilir. Myelin kiliflar sayesinde olusturulan

yalitkanlik, akson membran kapasitansin1 50 kat disiiriir bdylece c¢ok kiiclik



miktarlardaki iyon transferiyle depolarizasyon olur. Aksiyon potansiyeli sadece Ranvier
bogumlarinda olusur ve bogumdan boguma iletilir. Buna sigrayici ileti denir. Sinir lifi
ekseni boyunca sigrayici ileti sayesinde, myelinli sinirlerde ileti 5 ila 50 kat hizli olur

(10-13).
2.2. Omurilik Yaralanmasinin Fizyopatolojisi

Ik olarak yaklasik 3000 y1l énce Edwin Smith Cerrahi Papirus’unda omurilik
yaralanmasinin tedavisinin olmadigi ifade edilmistir (14, 15). Daha sonra M.S 2.yy da
Galen maymun ve diger hayvanlarin omuriliklerini diseke ettikten sonra ortaya ¢ikan
norolojik defisitleri inceleyerek olusan klinik tablolar hakkinda bilgi edinmistir (14).
Hipokrat vertebra kirik ve ¢ikiklar ile ortaya ¢ikan felg arasindaki iliskiyi vurgulamis

ancak omurilik fonksiyonu hakkinda net bilgi vermemistir (16).

Travmatik omurilik yaralanmasi gen¢ eriskinlerde sik karsilagilan, sadece
bireyleri ve aileleri degil tiim toplumu derinden etkileyen psikolojik, sosyal ve
ekonomik ydnleri olan bir yaralanmadir. Omurilik yaralanmas: trafik kazasi, is ve spor
kazas, diismeler, suisid girisimleri gibi olaylar sonrasi karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle
son yillardaki trafik kazalarindaki artisa paralel olarak en sik 16-30 yas arasi
yetigkinlerde ve oOzellikle geng¢ erkeklerde rastlanmaktadir. Omurilik yaralanmasi

omurilik ile sinirh kalmayip tiim viicudu etkileyen patolojik olaylar1 baglatir (1, 17-22).

Akut omurilik yaralanmasinda olusan hasarlanma iki mekanizma ile
aciklanmistir. Bunlardan ilki travmayi takiben ortaya ¢ikan omuriligin kontiizyon,
kompresyon ve laserasyonu ile sonuglanan, geri doniigiimsiiz patolojiye sebep olan
birincil hasarlanmadir. Diger mekanizma ise birincil hasarlanmay1 takiben hemen
baslayan ve haftalarca siiren, norojenik sok, omurilik mikrodolasimindaki lokal
damarsal hasar, biyokimyasal degisiklikler, elektrolit dengesizligi, enflamatuar cevap,
O0dem, apopitozis, enerji metabolizmasinda kayip gibi birgok patolofizyolojik
degisiklikler sonucu olusan ikincil hasarlanmadir (1-3). Birincil hasarlanmanin
Onlenmesi miimkiin degildir. Bu nedenle, ikincil hasarlanmay1 azaltmaya yonelik

calismalara agirlik verilmistir (1, 2).



1911 ve 1914 yillarinda ilk kez Allen, hayvanlar iizerinde omurilik travmasi ile
birincil hasar sonrasi biyokimyasal degisiklikler sonucu omurilikte ilerleyici hasar
olusabilecegini ileri slirmiis ve ikincil hasarlanmanin giiniimiizde agiklanmasina

onciliik etmistir ( 1, 2, 23).

Birincil Hasar Mekanizmalari

Omurilik yaralanmasi aninda olusan kompresyon, kontiizyon ve laserasyona
bagl olarak hemen baslayan hiicresel 6liim ve bunu takip eden donemde gri cevherde
kavitasyon ve gliozisle sonuglanan geri doniisiimsiiz bir siirectir (2, 3, 24-27). Gri
cevherin geri doniilmez hasar1 ilk birka¢ saat i¢inde olur. Beyaz cevherdeki geri

dontilmez tahribat ise 72 saatten sonra baglar (1, 23).
Ikincil Hasar Mekanizmalari

Bu hasarlanma, akut omurilik travmalar1 sonrasi sadece travmanin etkileri ile
degil birincil hasarlanmay1 takip eden dénemde hemen baglayan ve haftalarca siiren
Tablo 1’deki mekanizmalarla olusan hiicresel 6liim ve apopitozis ile tiim hiicresel

kompartman seviyesinde nekroz ile sonuglanan bir siirectir ( 1, 2, 28).



Tablo 1: Omurilik Yaralanmasinin Patofizyolojisindeki ikincil Hasar Mekanizmalari. (1)

Sistemik etkiler (Norojenik Sok)

Kalp hizinda kisa stireli artis, daha sonra uzun siireli bradikardi
Kan basincinda kisa siireli hipertansiyon, daha sonra uzun siireli
hipotansiyon

Periferik direngte azalma

Kalp debisinde azalma

Omurilik mikrodolasiminda lokal damarsal degisiklikler
Kapiller ve veniillerde mekanik bozulma
Hemoraji

Mikrodolasimda kayip

Biyokimyasal degisiklikler

Serbest radikal iiretimi

Lipid peroksidasyon

Eksitotoksisite

Norotransmitter birikimi

Endojen opioidler

Katekolaminler

Arasidonik asit salinimi

Eikazanoid iiretimi

Prostaglandinler

Sitokinler

Elektrolit dengesisizlikleri
Intraselliiler kalsiyum artig1

Intraselliiler potasyum artis1

Intraselliiler sodyum artist

Enflamatuar Cevap

Serbest radikal iiretimi

Akson yikimi

Miyelin artiklarin uzaklastirilmasi
Sitokinlerin salinimi

Glial hiicre aktivasyonu
Oligodendrositlerde sitotoksik etkiler
Wallerian dejenerasyon

Odem

Apopitozis

Enerji metabolizmasinda kayip
Azalmig ATP iiretimi




Travmatik omurilik yaralanmasi sonrasi inflamatuar hiicrelerin gocii iki asamada
gerceklesir. Ik olarak lezyon bdlgesine birkac saat icerisinde PNL gogii baslar. Bu
infiltrasyon 24 saat i¢cinde maksimum diizeye ulasir ve 72 saat sonra PNL’ler lezyon
bolgesinden kaybolurlar. Tkinci asamada lezyon bolgesinde makrofajlar ve mikroglialar
birikmeye baslar. Omurilik yaralanmasi sonrasi lezyon bolgesindeki makrofaj ve
mikroglia infiltrasyon siireci ile amag¢ hasara ugramis néron yapisindaki rejenerasyonu
saglamak ise de diger taraftan bu inflamatuar hiicreler nétrofil proteazlari, serbest
oksijen radikalleri ve TNF salinimini artirarak apopitotik siireci hizlandirmaktadir (1, 3,

29).

Apopitozis, programlanmis hiicre Oliimiidiir. Fizyolojik sartlarda organizma
dengesi, gelisimi ve farklilasmasinda rol aldigi gibi, patolojik durumlarda hiicre
Olimiine de sebep olmaktadir (23, 29, 30). Apopitozis hiicre i¢i bir dizi proteolitik siire¢
tarafindan diizenlenir. Sistein proteinlerinden olusan kaspaz tiyelerinin birbirlerini ve
diger hiicre ici hedef proteinlerini etkileyerek hiicre oliimiinii gergeklestirmesi esasina
dayanir. Apopitozisin baslatilmasinda ii¢ tip sinyal yolu agiklanmistir. Birinci yolda
oliim reseptorleri pro-kaspaz-8’i ve diger baslatici kaspazlari aktifler. Ikinci yol
mitokondri tarafindan kontrol edilir. Mitokondride yer alan Apaf-1 ve kaspaz—9 u igerir.
Apaf-1 kofaktor olarak niikleotid trifosfatlarla birlikte ( d-ATP veya ATP ) sitokrom-c
tarafindan indiiklendiginde pro-kaspaz-9 a baglanir ve aktifler (31). Kaspaz -8, kaspaz -
9 6liim reseptorleri ve mitokontrial dnemli kaspazlardir. Ugiincii yol, endoplazmik
retikulum aracili kaspaz mekanizmalaridir. Bu ii¢ asamali kaspaz mekanizmalar ile

hiicre apoptozisi gergeklesir (1).
2.3. Deneysel Omurilik Yaralanma Modelleri

Ilk defa 19. yiizy1l baslarinda omurilik yaralanmalarini taklit eden deneysel akut
omurilik travma modelleri gelistirilmistir. Deneysel omurilik yaralanma modellerinde
ilk adim 1911 de Allen tarafindan uygulanan agirlik diisiirme modelidir. Bu travma
modelinde duramateri agilmamis omurilik {izerine tiip yerlestirilerek dik agiyla degisik
agirliklarin  diigliriilmesi  sonrasinda agirliklarin hemen uzaklastirilmast ve farklh
travmalar olusturulmasi prensibine dayanir. Agirlik diistirme modeli olarak bilinen bu

modelde travmanin siddeti; agirlik ile yiliksekligin ¢arpimina esittir (g-cm). Allen’in



yaptigi bu deneysel calisma ile kopeklerde 345g-cm siddetindeki travmanin orta
siddette yaralanmaya, 420g-cm nin spastik parapareziye, 450g-cm nin kalic1 paraplejiye

yol agtigin1 gostermistir (18-20).

Bir ¢ok arastirmaci tarafindan kullanilan bu model, insanlardaki omurilik

yaralanmasinin biyomekanigini ¢ok iyi taklit eden bir modeldir (18-20).

Agirlik diisirme modelinin diginda Tarlov 1953 te epidural aralikta balon
sisirerek omurilik yaralanmasi olusturmustur. Rivlin ve Tator 1978 de omuriligi
ekstradural olarak anevrizma klibi ile komprese etmis, Watson 1986 da lazer ile

insizyonu yapmistir (21).
Deneysel omurilik yaralanma modelleri tablo 2.1. de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Deneysel Omurilik Yaralanmalari (21)

A. Travmatik yaralanma

1. Akut kinetik kompresyon: kaf, klip, balon kompresyon, vertebral dislokasyon,

impaktor
2. Akut statik kompresyon: Agirlik uygulamasi
3. Carpma veya agirlik diislirme
4. Akselerasyon- deselerasyon
5. Distraksiyon

6. Transseksiyon: Parsiyel veya komplet

B. Non- travmatik yaralanma
1. Iskemi: Aort okliizyonu, selektif arteriel yada vendz okliizyon
2. Timor kompresyonu
3. Kimyasal yada fotokimyasal

4. Laser indiiksiyonu




Deneysel omurilik yaralanmalarinda iyilesmenin takibi amaciyla bir ¢ok

parametre (Tablo 2.2) gelistirilmistir.

Tablo 2.2: Deneysel omurilik yaralanmalarinda takip parametreleri (21).

1. Klinik Muayene
a. Subjektif: Tarlov Motor Skalasi
b. Objektif: Inclined Plane

2. Histopatolojik Muayene
a. Subjektif

b. Objektif: Akson sayimi, radyoaktif isaretleme, immiinofloresan teknigi,

elektron mikroskopisi

3. Goriintiileme: CT, MRI

4. Anjiografik degerlendirme

5. Omurilik kan akimi lgtimii

6. Aksonal taryicilar ile degerlendirme

7. Biyokimyasal dl¢iimler ile degerlendirme

8. Norofizyolojik degerlendirme: Uyarilmis potansiyeller, refleks caligmalar

2.4. Is1 Sok Proteinleri

Ritossa, ilk olarak 1962’de Drosophila Melanogaster tiikriik bezlerinde 1s1 sok
proteinlerini kesfetmistir. Tiim hiicrelerin intraselliller kompartmaninda bulunan
molekiiler yapilardir. Hiicrelerin  sitozolleri, mitokondrileri ve endoplazmik
redikulumlarinda bulunurlar (32-34). Is1 sok proteinleri molekiiler agirliklarima gore
simiflandilirlar. Hiicresel diizeydeki stres durumlarinda miktarlart artan 1s1 sok
proteinleri, intraselliiler proteinlerin uygun sekilde katlanmalarmi saglayarak hiicre
dayanikliligmin artmasina ve canlilifin idamesine yardimci olurlar. Akut stres
durumlarinda 6ncelikle mikroglial, endotelial ve ependimal hiicrelerde bu proteinlerin

arttig1 goriilmistiir. Is1 sok proteinlerinin, 1s1 soku, agir metaller, enerji yetersizligi,
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aminoasit analoglari, kemoterapik ajanlar, viral enfeksiyonlar, ates, inflamasyon,
iskemi, oksidatif hasarlanma, tiimorler gibi durumlarda salinimlarinin arttigi
goriilmiistiir. Is1 sok proteini 70’in, travmatik omurilik yaralanmalar1 sonras1 Apaf-1 e
baglanarak kaspaz 9 aktivasyonu engelledigi ve ikincil hasarlanma mekanizmalarinin
diizenlenmesinde anahtar rol oynayarak apopitozisi onledigi diisiiniilmektedir. Ek olarak
1s1 sok proteini 70’in sekonder hasarlanma mekanizmalindan biri olan inflamatuar
cevabin diizenlenmesinde de etkisi vardir (4, 29, 31-34). Bu calismada kullandigimiz 1s1

sok proteini 70: 70 kDa agirhigindadir (4, 5).
2.5. Interferon Beta

Erasmus Darwin, 1803 de ilk kez, vaccina viriis replikasyon inhibisyonu olan
hastalarda muhtemelen interferonlarin etkisinin olabilecegini ileri slirmiis, Isaacs ve
Lindemann ise 1957 de ilk kez viral replikasyon iizerinde interferonlarin in vitro etkisini
gostermistir (35). Interferonlar, molekiil agirliklar1 18-20 kDa arasinda degisen, immiin
sistem ve inflamatuar yanitta pek ¢ok fonksiyonun aktivasyonunda rol alan polipeptit
yapilardir (6, 7, 35). Sitokin ailesinin icerisinde yer alirlar (6, 7). Ozellikle RNA’I1
virlisler tarafindan kusatildiginda, biiylime faktorlerinin varliginda, organizma

hiicrelerinin ¢ogu yaklasik 160 aminoasitli polipeptitler olan alfa ve beta interferonlar

salgilarlar (36).

Interferonlar viral replikasyonu azaltirlar. Bu antiviral etkilerini muhtemelen

lenfokinlerin immiinomodiilatuar etkilerini artirarak gosterir (35).
iki tip interferon ayirt edilir (36). Bunlar:

1-Tip I: Bu grup igerisinde makrofajlardan salgilanan IFN o ve fibroblast,

epitelyal hiicrelerden salgilanan IFN (3 bulunur.

2-Tip II: Bu grup icerisinde aktive olmus T hiicrelerinden ve NK hiicrelerden

salgilanan IFN vy bulunur.

Interferon betanin noroprotektif etkisinin olabilecegini gdsteren yapilan ve

olumlu sonuglar alinan ¢alismalar vardir (6, 7).
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Bu calismada kullanilan IFN B 1b, aminoasit dizisi dogal IFN 3 ya benzeyen bir
nonglycosylat bakteriyel hiicre duvar iirlintidiir. MS hastaliginin tedavisinde relaps ve

remisyonlar1 azalttig1 bildirilmistir (37).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, yetkili kurullardan arastirmanin bilimsel ve ahlaki konulara
uygunluguna dair izin alindiktan ( 15.04.2009/1) sonra gergeklestirildi. Bu ¢alismada
kullanilan ratlar Erzurum Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan
temin edildi. Bu ¢alismada agirliklar1 190-220gr arasinda olan 24 adet erkek Spraque-
Dawley rat kullanildi. Arastirma sonuglarimin giivenilirligi ve saglikli olmasi ig¢in
deneklerin daha dnce herhangi bir ¢alismada kullanilmamis, herhangi bir ilaca maruz
kalmamis olmasina ve herhangi bir hastaliklarinin bulunmamasina &zellikle dikkat
edildi. Denekler deneyden 6nce 10 giin boyunca sicakligi 20-24°C olan laboratuvar
kosullarinda uyku ve uyaniklik dongiisiinde yem ve su alimi kisitlanmadan tutuldu.
Tiim denekler cerrahi isleme baglamadan 6 saat 6nce a¢ birakilarak norolojik skorlar1 ve
agirliklart belirlenerek kaydedildi. Denekler, rastgele segilerek kontrol, serum fizyolojik

ve interferon beta grubu adi altinda olusturulan 3 gruba ayrildi.

Kontrol grubu (Grup K) (n= 8)
Serum fizyolojik grubu (Grup T) (n=8)

Interferon beta grubu (Grup I) (n=8)

Kontrol Grubu

Bu grupta 8 adet rat kullanildi. Deneklere mikroskop altinda torokal 7-10 arasi
laminektomi yapilarak duramater ortaya kondu ve travma olusturulmadan katlar

anatomisine uygun olarak kapatildi.
Serum Fizyolojik Grubu

Bu grupta 8 adet rat kullanildi. Deneklere mikroskop altinda torokal 7-10 arasi
laminektomi yapilarak duramater ortaya kondu ve agirlik diisiirme yontemi ile travma
olusturulup katlar anatomisine uygun olarak kapatildi. Travmadan hemen sonra ve

travmadan 4 saat sonra olmak tiizere iki doz serum fizyolojik intraperitoneal uygulandi.
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interferon Beta Grubu

Bu grupta 8 adet rat kullanildi. Deneklere mikroskop altinda torakal 7-10 arasi
laminektomi yapilarak duramater ortaya kondu ve agirlik diisiirme yontemi ile travma
olusturulup katlar anatomisine uygun olarak kapatildi. Travmadan hemen sonra
intraperitoneal olarak 10.000.000 IU ve travmadan 4 saat sonra 5.000.000 IU olmak

lizere iki doz interferon beta 1b ( Betaferon, Schering, Istanbul, Tiirkiye) uyguland.
3.1. Travma Aygiti

Travma aygiti, i¢ ¢apt 6mm olan, 10cm uzunlugunda teflon tiip ve bu tiipiin
icinden gecebilecek sekilde 5 gr agirliginda, ¢apt 5.5 mm ve ug¢ ¢ap1 3 mm olan ¢ubuk
seklinde paslanmaz ¢elik agirliktan olugmaktadir ( Sekil 1).

Sekil 1: Travma Aygiti

3.2. Omurilik Yaralanmasinin Olusturulmasi

Tim deneklere, kilolarina uygun dozda ayarlanmis ve intraperitoneal olarak
tiopental sodyum (Pental Sodyum, I.E. Ulagay, Istanbul) verilerek genel anestezi
uygulandi. Genel anestezi akabinde, sirt bolgesi trag edilmis olan ratlar prone
pozisyonda operasyon masasina alindi (Sekil 2). Operasyon alan1 %10 Povidone-lodine
(Povicon, Dekim, Izmir) ile boyanarak lokal antisepsi saglandi. Mikroskop altinda

interskapular aralik referans alinarak median vertikal insizyon ile cilt ve cilt altt dokusu
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gecildi. Paravertebral adale fasiasi gecilerek, paravertebral adaleler kiint disseksiyon ile
styrildi. Torakal 7- 10 vertebralarin laminalar1 agiga ¢ikarilarak Torakal 7-10 arasi tam
laminektomi yapildi (Sekil 3). Bu islem esnasinda dura materin yaralanmamasina dikkat
edildi. Dura mater intakt birakilan kontrol grubundaki deneklerin katlar1 3/0 ipek ile
anatomisine uygun olarak kapatildi. Serum fizyolojik grubundaki ve Interferon beta
grubundaki deneklere, laminektomiyi takiben intakt dura materin {istline dik ag1 ile i¢
capt 6 mm, 10 cm uzunlugunda teflon tiip yerlestirilerek (Sekil 4), bu tiipiin i¢cinden
gecebilecek sekilde Sgr agirliginda, ¢apt 5.5 mm ve ug ¢apt 3 mm olan ¢ubuk seklinde
paslanmaz c¢elik agirlik birakilarak 50 gr-cm siddetinde omurilik yaralanmasi
olusturuldu (Sekil 5). Travma olusturulduktan sonra deneklerin katlar1 anatomisine

uygun olarak 3/0 ipek ile kapatildi.

Travmadan hemen sonra interferon beta grubuna intraperitoneal olarak
10.000.000 IU ve travmadan 4 saat sonra 5.000.000 IU olmak iizere iki doz IFN B 1b
uygulandi. Cerrahi islemden 24 saat sonra yiiksek doz anestezik madde kullanilarak
denekler sakrifiye edildi ve yaklasik 1cm travma alani igerecek sekilde omurilik doku
ornekleri alind1 (Sekil 6). Ilgili omurilik pargalarinin bir kismi biyokimyasal inceleme
icin s1v1 azot igerisine batirilarak -80 °C derin dondurucuya kondu. Geri kalan omurilik

ornekleri histopatolojik inceleme i¢in %10 luk formaldehit i¢cine kondu.

Sekil 2: Prone Pozisyonundaki Denek
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3.3. Klinik Degerlendirme

Deneklerin klinik motor muayeneleri subjektif ve objektif olarak 24. saatte

degerlendirildi.
3.3.1. Subjektif Klinik Degerlendirme

Subjektif klinik degerlendirmede Tarlov’un tarifledigi skala kullanildi (Tablo 3)
(38).

Tablo 3: Subjektif Klinik Degerlendirmede Skalas1

Hareket yok 1
Arka bacaklarda minimal istemli hareket var 2
Ayakta durabiliyor fakat yiirliyemiyor 3
Yiirliyebiliyor, fakat arka bacaklarda spastisite ve inkoordinasyon var 4
Normal yiiriiyiis var 5

3.3.2 Objektif Klinik Degerlendirme

Objektif klinik degerlendirmede, Rivlin ve Tator un egik diizlem yontemi
kullanild1 (39). Bu testte, baslangicta yatay diizlem ile acist sifir olan diiz bir zemin
tizerine konulan denegin, zeminin yatay diizlem ile olan agis1 gittik¢e artirildiginda Ssn

boyunca diismeden durabildigi a¢1 o denegin egik diizlem agis1 olarak saptanir.
3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Alinan doku oOrnekleri, fiksasyon islemini akabinde Atatiirk Universitesi
Patoloji Laboratuari’nda histopatalojik incelemeye alindi. Ayr1 ayri1 isimlendirilip
parafine gomiilen bloklardan, 4 mikronluk en az dorder kesit alinarak preparatlar
hematoksilen—eozin ile boyandi. Hazirlanan preparatlar, Sony DXC-390P marka
kamera atagmanli BX.50 Olympus 151k mikroskobu altinda incelenerek fotograflari
cekildi. Preparatlarda olusan hemoraji, 6dem, néron dejenerasyonu ve inflamatuar

hiicre sayis1 oranlar1 Wahl ve ark. (40) tarafindan tanimlanan skala modifiye edilerek
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incelendi. Hasarlanma derecelendirilirken, hasarlanan bdlgenin tiim alana goére orani

hesaplanarak skor bulundu (Tablo 4).

Tablo 4: Histopatolojik Skorlama

Zedelenme Miktar Zedelenme Yiizdesi Skor
Zedelenme yok %0 0
Hafif zedelenme %25’ten az 1
Orta zedelenme %25-%75 2
Agir zedelenme %75-%100 3

3.5. Biyokimyasal Degerlendirme

Doku bir havana yerlestirildi. Donmus doku bir tokmak yardimiyla toz haline
getirildi. Proteaz inhibitorli katilmis, rat 1s1 sok proteini 70 saptanmasi igin iiretilmis
ticari kitin (StresXpress ELISA Kit, Katolog No: EKS-700B, Lot No: 06110904 )
Extraction Reagent’inin uygun bir volimii islenmis dokuya ilave edildi. Doku
siispansiyonu homojen oluncaya kadar karistirildi. Ekstrakt polipropilen tiipe aktarilarak
4°C dereceye sogutulmus mikrofiij icinde 21000 g’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Stipernatant rat 1s1 sok proteini 70 ELISA kiti ile analiz edilerek yas doku bagina

hesaplanip, sonugclar 1s1 sok proteini 70 ng/ gr yas doku olarak verildi.
3.6. Istatiktiksel Degerlendirme

Bu deneysel calisma sonucu elde edilen 1s1 sok proteini 70 ve objektif muayene
degerleri, gruplar arasindaki 2’li karsilagtirmalarinda Mann-Whitney U testi, 3’li
karsilagtirmalarda Kruskal Wallis testi ile analiz edildi. Histopatolojik ve subjektif
muayene degerleri ise Ki-kare testi ile analiz edildi. Ortalama+tstandart hata (Meant

SEM) kullanildi. p< 0.05 anlamli olarak kabul edildi.



18

4. BULGULAR

4.1. Klinik Sonuclar
4.1.1.Subjektif Klinik Degerlendirme Sonuclar:

Travma sonrasi norolojik defisit gelismeyen rat gézlenmedi. Cerrahi islemden

24 saat sonra elde edilen muayene skorlar1 tablo 5 ve grafik 1 de verilmistir.

Tablo 5: Subjektif Muayene Skorlar1

Grup K Grup T Grupl
Ortalama 5,00 1,25 1,75
Standart Hata 0,00 0,46 0,70

1_
0.5 -
0 - 7

Grafik 1: Subjektif Musyene Skorlan Gruplar
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24 saat sonraki subjektif muayene bulgular1 degerlendirildiginde IFN B 1b
tedavisinin subjektif muayene skorlarini artirdig1 gézlendi ve grup T ile grup I arasinda

istatistiksel olarak anlamh fark vardi p=0.001 ( p<0.05).
4.1.2. Objektif Klinik Degerlendirme Sonuclari

Travma sonrasi norolojik defisit gelismeyen rat gdézlenmedi. Cerrahi islemden

24 saat sonra elde edilen muayene dereceleri tablo 6 ve grafik 2 de verilmistir.

Tablo 6: Objektif Klinik Degerlendirme Dereceleri.

Grup K

Grup T

GrupI

Ortalama

62,00

37,37

40,37

Standart Hata

1,30

4,80

5,68

70 4

Dereceler

1)1 ) ) ) ) )

60

50

OGrupl

BEGrupT
OGrupK

Gruplar

24 saat sonraki objektifif muayene bulgular degerlendirildiginde, olusturulan
travmanin kontrol grubuna gore, objektif klinik degerlendirme derecelerini serum
fizyolojik grubunda azalttig1 gozlendi ve grup K ile grup T arasinda istatistiksel olarak

anlamh fark vardi p=0.001 (p< 0.05).
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24 saat sonraki objektif muayene bulgulari degerlendirildiginde IFN B 1b
tedavisinin objektif klinik degerlendirme derecelerini artirmadig1 gozlendi ve grup T ile

grup I arasinda istatistiksel olarak anlamh fark yoktur p=0.20 (p>0.05).

4.2. Histopatolojik Sonuclar

Histopatoloji skorlama sonrasi yapilan istatiksel degerlendirme tablo 7 ve grafik

3 de gosterilmistir.

Tablo 7: Histopatolojik Skorlama

Grup K Grup T Grup I
Ortalama 0,25 2,37 1,25
Standart hata 0,16 0,26 0,41
5
S
»
OGrupl
BGrupT
OGrupK

=

Gruplar

Grafik 3: Histopatolojik Skorlama

24 saat sonraki histopatolojik inceleme sonuglart grup T ve grup I arasinda

karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde, grup I da grup T ye gore 6dem, hemoraji,

nekrozis ve inflamatuar hiicre gocilinde belirgin azalma oldugu goézlendi ve sonuglar

arasinda istatistiksel olarak anlamh fark vardi p=0.023 (p<0.05)



21

Isik mikroskobik incelemede travma uygulanmayan ve INF  verilmeyen grup K

da sekil 7 ve sekil 8 de goriildiigii gibi normal néron, normal vaskiiler yapilar ve normal

konnektif doku izlenmektedir.

Sekil 7: Kontrol grubu omurilik kesitinin 151k mikroskobik goriiniimii (Hematoksilen-Eozin

10X).

Sekil 8: Kontrol grubu omurilik kesitinin 151k mikroskobik goriiniimii (Hematoksilen-Eozin

20X).
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Isik mikroskobik incelemede travma uygulanan ve INF B verilmeyen grup T de

sekil 9 ve sekil 10 da goriildiigii gibi hemoraji, 6dem, néron dejenerasyonu, inflamatuar

hiicre sayisinda artis izlenmektedir.

Sekil 9: Serum fizyolojik grubu omurilik kesitinin 151k mikroskobik gdriiniimii (Hematoksilen-

Eozin 10X).

Sekil 10: Serum fizyolojik grubu omurilik kesitinin 151k mikroskobik goriiniimii (Hematoksilen-

Eozin 20X).
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Isik mikroskobik incelemede travma uygulanan ve INF B 1b verilen grup I de

sekil 11 ve sekil 12 de goriildigii gibi grup T ye gore hemoraji, 6dem, ndron

dejenerasyonunda ve inflamatuar hiicre géclinde azalma izlenmektedir.

Sekil 11: Interferon beta grubu omurilik kesitinin 151k mikroskobik gériiniimii (Hematoksilen-

Eozin 10X).

Sekil 12: Interferon beta grubu omurilik kesitinin 151k mikroskobik gériiniimii (Hematoksilen-

Eozin 20X).
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4.3. Biyokimyasal Sonuclar

Doku orneklerinin incelenmesi sonucu elde edilen 1s1 sok proteini 70

diizeylerinin gruplara gore dagilimi tablo 8, tablo 9 ve grafik 4’de belirtilmistir.

Tablo 8: Is1 sok proteini 70 Diizeyleri (ng/ gr yas doku)

Grup K Grup T Grup I
Ortalama 19,01 26,88 36,91
Standart hata 2,78 3,86 6,36

Tablo 9. Is1 sok proteini 70 Diizeylerinin Gruplara Gore Dagilimi (ng/ gr yas doku)

DENEKLER GRUP K GRUPT GRUP1
Denek 1 17,403 26,461 28,269
Denek 2 18,361 29,741 37,442
Denek 3 15,078 27,904 42,319
Denek 4 23,224 26,843 47,826
Denek S 21,245 25,495 29,371
Denek 6 16,561 33,317 35,669
Denek 7 21,662 25,495 36,252
Denek 8 18,614 19,828 38,138
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Grafik 4: Im gok proteini 70 Dioizevleri Gruplar

Travma olusturulmayan grup K ve travma olusturulup IFN 8 1b verilmeyen grup
T karsilastirildiginda, 24 saat sonra alinan denek omurilik orneklerinde travma
olusturulmayan gruba kiyasla grup T de 1s1 sok proteini 70 diizeylerinin belirgin olarak

arttig1 goriildii ve istatiktiksel olarak anlamh fark vardi p= 0.002 ( p<0.05).

Travma olusturulan grup T ve travma olusturulup INF B 1b verilen grup I
karsilastirildiginda, INF B verilen grup I da, grup T ye gore 1s1 sok proteini 70
diizeyinde belirgin artis goriildii ve istatistiksel olarak anlamh fark vardi p= 0.003

(p< 0.05).
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5. TARTISMA

Omurilik yaralanmasi nedeniyle bireyler baskalarina veya yataga bagiml hale
gelebilmekte, hatta hayatlarin1 kaybetmektedirler. Psikolojik, ekonomik ve sosyal
yonden olumsuz bu durum karsisinda eski Misir’dan, giiniimiize kadar asirlar boyunca
yapilan bir ¢ok calismaya ragmen norolojik bilimler camiasi, evrensel olarak kabul
gérmiis tedavi protokolii olusturamamis ve bu yaralanmaya bagli gelisen olumsuz

sonuclarin Oniine gegmek miimkiin olmamustir.

Birincil hasarlanma travma aninda olustugu i¢in 6nlenmesi miimkiin degildir. Bu
nedenle, omurilik yaralanmasinda tedavi stratejisi ikincil hasarlanmay1 azaltmaya
yonelmistir (1, 2). Bununla birlikte, giiniimiizde klinik kullannmda noroprotektif

etkinligi net olarak ispatlanmis olan evrensel bir tedavi protokolii bulunmamaktadir.

Bu calisma ile ozellikle multiple skleroz tedavisinde relaps ve remisyonlari
azalttig1 ispatlanmis (37), klinik kullanimda olan interferon beta 1b kullanilarak,
omurilik yaralanmasinda ikincil hasarlanma siirecinde doku diizeyinde olusan
apoptozis, oOdem, inflamasyon azaltilarak noroprotektif etkinlik saglanmaya
calisilmistir. Interferon betanin bu noéroprotektif etkisini, intraselliiler kompartmanda
hiicresel diizeydeki stres durumlarinda miktar: artan 1s1 sok proteini 70 diizeyini daha da
artirarak gosterdigi diislincesinden yola ¢ikarak interferon beta 1b ile 1s1 sok proteini 70

diizeyi arasindaki iligki analiz edilmistir.

Is1 sok proteini 70 tiim hiicrelerinin yapisinda yer alir ve canliligin idamesinde
onemli gorev iistlenir. Hiicre igerisindeki proteinlerin, uygun sekilde katlanmasini ve
stabilizasyonu saglar, endoplazmik redikulum, mitokondri ve sitoplazmada taginmasina
yardimct olur ve hiicre igerisinde stres durumlarinda uygun olmayan proteinlerin

birikimlerini engelleyerek hiicresel dayanikliligi kuvvetlendir (34, 41, 42).

Is1 sok proteini 70’in hiicre koruyucu etkisinin sadece protein yapilarinin
stabilizasyonu ile degil ayn1 zamanda antiapoptotik ve antinflamatuar siirece katki
saglayarak gosterdigi belirtilmistir. Is1 sok proteini 70 Apaf-1 e baglanarak kaspaz -9
aktivasyonunu engeller boylelikle kaspaz-9 inaktivasyonuna bagli olarak kaspaz —3

aktive olamaz ve apoptotik siire¢ sekteye ugrar. Is1 sok proteini 70’in bu mekanizmanin
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disinda apoptoz indiikleyici faktoriin - mitokondriden salimimimi  engelleyerek,
antiapoptotik protein olan bcl-2 proteinin salintmimi artirarak apoptozisi Onledigi

diisiiniilmektedir (5, 32, 41, 42).

Is1 sok proteini 70, ayn1 zamanda, lezyon bdlgesinde inflamatuar hiicre gd¢ilinii
artiran timor nekrozis faktor-alfa diizeyini azaltarak antiinflamatuar etki gdstermektedir
(32). Gok B ve ark. tarafindan rapor edilen bir ¢alismada omurilik yaralanmasi sonrasi
verilen interferon betanin, lezyon bolgesinde inflamasyonu azalttig1 bildirilmis ve bu
durum lezyon bolgesinde myeloperoksidaz (MPO) diizeyinin azaldigr gosterilerek
desteklenmistir. Fakat interferon betanin antiinflamatuar mekanizmasi agiklanmamustir.
Bu bilgiler 1s1¢inda bizde IFN B 1b nin antiapoptotik ve antiinflamatuar etki
mekanizmasinin 1s1 sok proteinin diizeyini artirmasina bagli olabilecegini diislinerek,
omurilik yaralanmasi sonrasi 1s1 sok proteini 70 diizeyini 6lgerek, IFN B 1b ile 1s1 sok

proteini 70 diizeyi arasindaki iligkiyi analiz ettik.

Ohta S ve ark. tarafindan yapilan calismada, geng¢ eriskin erkek Sprague-
Dawley ratlar1 lizerinde agirlik diisiirme modeli ile omurilik yaralanmasi olusturup,
edaravone’nin omurilik yaralanmasindaki noroprotektif etkileri incelenmistir. Bu
amagla bir gruptaki ratlara T10 seviyesine agirlik diistirme yontemi ile omurilik
yaralanmasi olusturulduktan sonra 5. dakikada, 24. saatte ve 48. saatte Smg/kg
edaravone intravendz uygulanmis, kontrol grubundaki ratlara ise sadece T10 seviyesine
agirlik diisiirme yontemi ile hasarlanma olusturulmus ve denekler yaralanmadan 6 hafta
sonra sakrifiye edilerek incelenmistir. Fonksiyonel analiz islemi haftada bir olmak iizere
6 hafta boyunca Basso-Beatie-Bresnahan (BBB) lokomotor degerlendirme skorlamasi
kullanilarak yapilmis ve kontrol grubuna gore edaravone ile tedavi edilen gruptaki
deneklerin BBB skorunun daha yiiksek oldugu bulunmustur. Kontrol grubu ve
edaravone ile tedavi edilen gruptaki denekleri omurilikleri yaralanmadan 6 hafta sonra
histopatolojik olarak incelendiginde her iki gruptada genis kistik formasyon ve glial
hiicre infiltrasyonu goriilmiis fakat tedavi edilen gruptaki deneklerin omuriliklerinde
beyaz cevher alan genisliginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Yapilan biyokimyasal inceleme sonucu edaravone tedavisinin lipid peroksidasyonunu
azalttig1 tespit edilmis ve sonu¢ olarak edaravonenin omurilik yaralanmasinda

noroprotektif bir ajan oldugu gosterilmistir (43). Bizim ¢alismamizda ise yine agirlik



28

diisiirme yontemi ile omurilik hasarlanmasi olustulduktan sonra yapilan incelemede
noroprotektif ajan olarak IFN B 1b verilen deneklerde 24 saat sonraki objektif klinik
degerlendirmede, travma grubuna gore belirgin bir fark olmadigir gozlenmistir. Sonug
olarak erken fonksiyonel iyilesme olmamasina karsin, ndroprotektif ajanlar verildikten

haftalar sonra fonksiyonel iyilesme gozlenebilecegi kanaatine varilmistir.

GOk B ve ark. tarafindan yapilan caligmada, her birinde 8 rat olan 5 grup
olusturulmustur. Deneysel olarak agirlik diisiirme yontemi ile rat omurilikleri {izerine
50gr/cm siddetinde kuvvet uygulanarak omurilik travmasi olusturularak, travma sonrasi
interferon beta verilen grup, metilprednizolon sodyum siiksinat (MPSS) verilen grup ve
diger gruplar travmadan 24 saat sonra karsilagtirmali olarak incelenmistir. Travma
sonras1 biyokimyasal analizde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda MPSS ve IFN B
verilen gruplarda myeloperoksidaz (MPO) ve lipid peroksidasyon (LPO) diizeylerinin
belirgin olarak azaldigi, fakat bu azalma etkisinde IFN  nin etkinliinin daha fazla
oldugu izlenmistir. Histopatolojik incelemelerinde, IFN f verilen grupta biraz hemoraji,
0dem ve nekrozun disinda normal omurilik yapisina benzeyen goriiniim tespit
etmislerdir. Sonu¢ olarak GOk B ve ark. tarafindan yapilan calismada IFN
verilmesinin ratlarda travma sonucu olusan klinik sonuglar1 diizelttigi ve omurilik
yapisinin korunmasinda MPO ve LPO diizeyinin diisiiriilmesinin etkin oldugunu

gosterilmistir (6).

Bizim c¢alismamiz da ise agirlik diisiirme yontemi ile rat omuriliklerinde
olusturulmus olan deneysel omurilik travmasindan 24 saat sonra biyokimyasal olarak
incelenen omurilik 6rneklerinde, travma grubuna gore IFN B 1b verilen grupta 1s1 sok
proteini 70 diizeyinin anlamli olarak arttiginin, bu durumun da sekonder hasarlanma
siirecinde olusan apopitozisin azaltilarak omurilik hasarlanmasinin daha hafif
seyretmesini sagladigi gosterilmistir. Gok B ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada
omurilik yapisi korunmasinda etkin rolii oldugu diisiiniilen MPO ve LPO diizeylerinin
azalmasindan (6) farkli olarak bizim g¢alismamizda travma sonrasi IFN B 1b verildikten
sonra tespit edilen 1s1 sok proteini 70 diizeyindeki artisin bu siirece katki sagladigi
diisiinmekteyiz. Benzer sekilde bizim ¢aligmamizda histopatolojik inceleme sonucu IFN
B 1b verilen grupta nétrofil infiltrasyonun, hemorajinin, édemin, nekrozun azaldigi

goriilmiistiir. Klinik degerlendirmede ise subjektif klinik muayene bulgulari, grup T ve
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Grup I karsilastirildiginda istatiktiksel olarak anlamli bulunmasina ragmen, objektif
klinik muayene degerlendirmesinde iki grup arasinda anlamli istatiktiksel sonuca

ulagilamamustir.

Garg MS ve ark. tarafindan ratlarda omurilik yaralanmalarinda erken verilen
interferon beta la nin farkli dozlarinin noroprotektif etkilerini belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismada, ratlara T8 omurilik kontiizyon yaralanmasi yapildiktan 2 saat sonra
aksonal destek, gri ve beyaz cevher kaybini azaltmak i¢in 5000U, 50.000U ve 500.000U
konsantrasyonlarinda olmak iizere tek doz interferon beta 1a uygulanmistir. 5000U ve
50.000U IFN B la uygulanan ratlarin omurilikleri incelenmis ve sadece omurilik
kontiizyon yaralanmasi yapilan kontrol grubundaki ratlar ile karsilastirildiginda 5000U
ve 50.000U IFN B 1a verilen deneklerin omuriliklerindeki gri cevherdeki belirgin olmak
lizere gri ve beyaz cevherlerinin vollimlerinin kontrol grubundaki deneklere gore fazla
oldugu belirlenmistir. Kontrol grubundaki ratlar ve IFN f 1a ile tedavi edilen hayvanlar
karsilastirdiklarinda yaralanma dis merkezindeki omurilik intermediet lamina ve dorsal
boynuz noronlarinin daha belirgin sekilde korundugunu gostermislerdir. En yiiksek doz
olarak 500.000U IFN B 1a verilmesinin noroprotektif etkisinin olmadig: belirtilerek IFN
B 1a etkisi i¢in doz cevap iliskisinin ¢an egrisi seklinde oldugunu gostermisglerdir (44).
Bu baglamda bizde yaptigimiz ¢aligmada IFN  1b yi omurilik yaralanmasini takiben
hemen ve yaralanmadan 4 saat sonra erken donemde iki kez uyguladigimizda, yalnizca
omurilik yaralanmasi olusturulan grubuna gore travma uygulanan ve IFN B 1b ile tedavi
edilen grup I deneklerinin omuriliklerinde hemoraji, 6dem, néron dejenerasyonunda ve

inflamatuar hiicre go¢iinde azalmanin oldugu goriilmiistiir.

Awad H ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, cross-bred cinsi 9 adet kdpekte 4,
5, 6 ve 7. interkostal arterlerin baglanmasi ve subklavian arter distalindeki aortun 60
dakika klemplenmesi ile iskemi-reperflizyon omurilik hasarlanma modeli
olusturulmustur. Torakotomi esnasinda, aort kliplenmesinde, aort kliplenmesinden
sonra 30.dakika, 1, 2, 6, 9.saatlerde ve 1, 2, 3, giinlerde plazma ve serebrospinal sivi
ornekleri alinarak 1s1 sok proteini 70 diizeylerine bakilmistir. Iskemi-reperfiizyon
hasarlanmasi sonrasi alinan serebrospinal sivi 6rnekleri 3 giinliik inceleme sonucunda
serebrospinal sividaki ekstraselliiler 1s1 sok proteini 70 diizeyinin 5.2 kat arttig1 buna

karsin ekstraselliller 1s1 sok proteini 70 plazma seviyesinde degisiklik olmadigi
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gozlenmistir. Serebrospinal sividaki 1s1 sok proteini 70 diizeyindeki ylikselmenin
kaynaginin, iskemik alandaki ependimal hiicrelerin i¢indeki 1s1 sok proteini 70
miktariin artigina bagli oldugu bulunmustur. Histopatolojik incelemelerde, kontrol
grubunda belirgin makroskobik ve mikroskobik degisiklik izlenmemistir. Iskemi-
reperfiizyon omurilik hasarlanmasi olusturulan grupta ise noronal dejenerasyon ve
nekrozis, progressif pannekrozis, doku kavitasyonu, vaskiiler endotelyal hiperplazi gibi
degisiklikler izlenmistir (45). Bu calismada da deginilen, stres durumlarindaki doku
diizeyindeki 1s1 sok proteini 70 miktarindaki artis hiicresel diizeydeki savunma
mekanizmasi olup, bu goriisten yola ¢ikilirsa omurilik yaralanmasi durumunda 1s1 sok
proteini 70 normalden daha fazla, asir1 salgilanirsa néron koruyucu etkinlikte o derece
artirllmig olur. Bu baglamda bizim ¢alismamizda bu durum olusturulmaya g¢alisilmis ve
omurilik yaralanmasi olusturulduktan sonra IFN B 1b ile tedavi edilen deneklerde 1s1
sok proteini 70 diizeyinin yaklasik 2 kat arttig1 gdsterilmis ve istatistiksel olarak anlaml

sonuca ulasilmistir.

Uchida S ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, 32 adet wistar rat iizerinde orta
serebral arter (OSA) kalic1 okliizyonu ile serebral iskemi olusturup, herbiri 8 adet rattan
olusan gruplarda geranylgeranylaceton (GGA)’un, serebral iskemi {izerine olan etkileri
incelenmistir. Bu amagcla bir gruba, OSA okliizyonundan 48 saat dnce protein kinaz C
(PKC) inhibitérii olan chelerythrine (CHE) tek basina verilmis, bir gruba OSA
okliizyonundan 48 saat once sadece tek doz oral GGA verilmis, bir diger gruba OSA
okliizyonundan 48 dnce GGA ve CHE birlikte verilmistir. OSA okliizyonlarindan 24
saat sonra ratlar sakrifiye edilerek beyin drnekleri histopatolojik olarak incelendiginde,
tek doz oral GGA verilen grupta diger gruplara nazaran serebral infarkt voliimiinde
belirgin olarak azalma oldugunu goéstermislerdir. Histopatolojik inceleme ile uygun
olarak, sadece GGA verilen grupta okliizyondan 24 saat sonra rat beyin dokusunda 1s1
sok proteini 70 ve PKC diizeyinde belirgin artis oldugu izlenmistir. Yalnizca CHE
verilen grupta CHE nin tek basina verilmesinin PKC ve 1s1 sok proteini 70
salgilanmasini etkilemedigi, CHE ve GGA birlikte verilen grupta ise CHE nin
baskilayici etkisi nedeniyle PKC ve 1s1 sok proteini 70 seviyesinde diigme oldugunu
gozlemislerdir. Is1 sok proteini 70 salgilanmasinda PKC aktivasyonun etkisinin

olabilecegi diistiniilmiistiir (46).
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Bizim ¢alismamizda, ratlara uygulanan omurilik yaralanmasindan 24 saat sonra
biyokimyasal olarak incelenen omurilik dokularinda, sadece travma uygulanan grup T,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, grup T de 1s1 sok proteini 70 seviyesinin belirgin
olarak yiikseldigi istatiksel olarak anlamli bulunarak ispatlanmistir (p=0.002). IFN B 1b
verilen grupta, grup T ye gore 1s1 sok proteini 70 diizeyinin belirgin olarak ytikseldigi

gbzlenmis ve istatiktiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.003).

Shin Y ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, 32 adet Yeni Zellanda beyaz
tavsani lizerinde 25 dakika aort klemplenmesi ile omurilik iskemisi olusturup, herbiri 8
adet rattan olusan gruplarda siklosporin A nin, iskemik omurilik yaralanmasi {izerine
olan noroprotektif etkileri incelenmistir. Bu amagla bir grubtaki tavsanlara, 25 dakika
aort klemplenmesi uygulanmis ve postoperatif 2. gilinde sakrifiye edilmistir. Bir
grubtaki tavsanlara ise, 25 dakika aort klemplenmesi uygulanmig ve postoperatif 7.
giinde sakrifiye edilmistir. Diger iki grubtaki tavsanlara ise aort klemplenmesinden 15
dakika sonra 25mg/kg Siklosporin A verilerek postoperatif 2. ve 7. giinlerde sakrifiye
edilmistir. Tarlov skoru, siklosporin A verilen ve 7.glinde sakrifiye edilen grupta
siklosporin verilmeyen 7. giinde sakrifiye edilen gruba gore yiiksek oldugu gézlenmistir
(47). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da noroprotektif ajan olarak IFN B 1b verilen
grupta 24 saat sonraki Tarlov skorlarinin, interferon beta verilmeyen ve sadece omurilik
yaralanmasi olusturulan gruba gore daha yiiksek oldugu goriilmiis ve istatiktiksel olarak
anlamli bulunmustur(p=0.001). Shin Y ve ark. tarafindan olusturulan iskemik omurilik
yaralanmasi tavsan modelinde deneklere siklosporin A verilmesinin 1s1 sok proteini 70
ve noronal nitrik oksit sentaz salgisinin artmasina neden olarak noérolojik yaralanmanin
azaltildig1r sonucuna varilmistir (47). Biz de interferon beta’nin omurilik yaralanmasi
sonrast doku diizeyinde 1s1 sok proteini 70 saliniminin asir1 artirmasina bagl olarak

noroprotektif etkinlik olusturdugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler sonucunda interferon beta
ile tedavi edilen ratlarin omuriliklerinde, travmaya bagli olusan hemoraji, 6dem, PNL
infiltrasyonu ve doku nekrozunun daha az diizeyde olmasi ve ayni zamanda 1s1 sok
proteini 70 diizeyinde belirgin artis, interferon betanin noroprotektif etki {izerinde
onemli rolii oldugunu gostermektedir. Elde edilen anlamli sonuglar ileri klinik

calismalara 1s1k tutacaktir.
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