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OZET

Retinoidler hiicre biiyiimesini ve farklilasmasini degistirir. Isotretinoin, retinoik asidin
aktif metabolitidir. Akne tedavisinde etkili ve remisyon siiresi uzun bir ilagtir. Siddetli aknede,
diger tedavilere yanitsiz olan orta siddetli aknede ve skar birakma egilimi olan aknedekullanilir.
Akne tedavisinde bilinen etkilerinin yani sira dogal bagisiklik sistemini stimiile ettigi, T hiicre
cevabini azalttigi ve anti-inflamatuvar etki gosterdigi bilinmektedir. Calismamizda hiicre
cogalmasini, farklilagsmasini ve apopitozu modiile eden ¢ok sayida genin ekspresyonunun
kontrolii yoluyla omurgali dokularmin normal gelisiminde 6nemli bir rol oynayan A vitamini
tirevi olan isotretinoinin, akut omurilik yaralanmasi (AOY) ile olusan hasarda noral doku

uzerinde olumlu etkisinin olup olmadiginin degerlendirilmesini amagladik.

Deney ortamindaki diizenek yardimiyla siganlarda omurilik hasarlanmasi olusturuldu.
Travmayi takiben siganlara diisiik ve yiiksek doz isotretinoin gavaj seklinde verildi. Isotretinoin
tedavisinin kisa ve uzun donemde farkli sonuglar olusturabilecegi goze alinarak sicanlarin 6’s1
2. haftanin sonunda, digerleri ise 4. haftanin sonunda sakrifiye edilerek patolojik inceleme
yapildi. Sonuglar omuriligi hasarlanmig ancak isotretinoin verilmeyensiganlarin sonuglari ile

karsilastirildi.

Egik diizlem, Drummond ve Moore Kriterleri, Hemotoksilen-eozin, Luxol fast ve
Cleavedcaspase 3 immunohistokimyasal boyamasinin sonuglarina gére isotretinoin AOY ile
olusan hasarin giderilmesinde etkili bulunmustur. Tedavi siiresi uzadiginda ve tedavi dozu

yiikseldiginde bu etkinin arttig1 izlenmistir.

[sotretinoinin AOY tedavisinde faydalh olabilecegi goriilmiistiir. Ancak daha genis

serilerde yapilmus klinik ve laboratuvar ¢aligmalariyla bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Isotretinoin, Akut omurilik yaralanmasi, Antiinflamatuvar



ABSTRACT

Retinoids alter cell growth and differentiation. Isotretinoin is the active metabolite of
retinoic acid. It is a drug that is effective in the treatment of acne and has a long remission
period. It is used in severe acne, moderate acne unresponsive to other treatments, and acne with
a tendency to scarring. In addition to its known effects in the treatment of acne, it is known that
it stimulates the natural immune system, reduces the T cell response and has an anti-
inflammatory effect. In our study, we aimed to evaluate whether isotretinoin,vitamin a
derivative, which plays an important role in the normal development of vertebrate tissues by
controlling the expression of many genes that modulate cell proliferation, differentiation and
apoptosis, has a positive effect on neural tissue in damage caused by acute spinal cord injury
(ASCH).

With the help of the apparatus in the experimental environment, spinal cord injury was
created in rats. Following trauma, rats were given low and high dose isotretinoin by gavage.
Considering that isotretinoin treatment may produce different results in the short and long term,
6 of the rats were sacrificed at the end of the 2nd week and the others at the end of the 4th week,
and pathological examination was performed. The results were compared with those of rats

with spinal cord injury but not given isotretinoin.

According to the results of inclined plane, Drummond and Moore Criteria,
Hemotoxylin-eosin, Luxol fast and Cleaved caspase 3 immunohistochemical staining,
isotretinoin was found to be effective in removing the damage caused by ASCI. It has been
observed that this effect increases when the duration of treatment is prolonged and thetreatment

dose is increased.

It has been observed that isotretinoin may be beneficial in the treatment of ASCI.
However, the findings need to be supported by clinical and laboratory studies conducted in

larger series.

Key words: Isotretinoin, Acute spinal cord injury, Anti-inflammatory
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1. GIRIS ve AMAC

Akut omurilik yaralanmasi (AQY), olusturdugu sonuglar bakimindan, insanligin
ginimiizde kontrol altma alamadigi énemli bir sorundur. Oliim veya yaralanma ile
sonuclanmakta ve bireysel, psikiyatrik, sosyoekonomik agidan olumsuz etkileri

ortaya ¢ikmaktadir.

AQY sonucunda giinliik islerini yapabilen bireyler yaninda, tetraplejik, ventilator
destegine ihtiya¢ duyan hastalar da olabilir. Dolayisiyla tedavi ve bakim masraflari,
isglicii ve gelir kayiplar1 agisindan hastayi, ailesini ve tlke ekonomisini etkileyen
ciddi bir saglik problemidir.

AQY wyillik insidanst 15-40/1.000.000 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (1).
Tirkiye’de yilda ortalama 1600-2000 ciddi akut omurilik yaralanma olgusu
bildirilmektedir ( 2). Ozellikle 15-25 yas aras1 genglerde sik goriiliir. Erkek/kadm
orant 4/1 dir ( 3). AOY nedenleri arasinda siklikla yiksek enerjili trafik kazalar,
yuksekten diisme, is kazalar1 ve sporcu yaralanmalar1 yer almaktadir. Servikal bdlge
ve dorsolomber birlesim bdlgesinde spinal kord daha sik etkilenmektedir (4,5). AOY
iki sekilde olmaktadir. Primer yaralanma; travma aninda posttravmatik mekanik
yaralanmadir ve O©nlenemez niteliktedir. Sekonder yaralanma ise primer
yaralanmanin tetikledigi endojen hiicre oliimii yolaklarnin aktivasyonu ve tam
anlamiyla ¢6ziimlenememis yolaklar sonucu gelisir. Yaralanmadan sonra baslayan
bu sekonder hasar kaskadinin durdurulmasi ya da yavaslatilmas1 klinik tedavinin ana
amacidir. Sekonder yaralanma sirasinda serbest radikaller, lipit peroksidasyonu,
glutamaterjik, kolinerjik ve katekolinerjik ndrotransmisyon sistemleri, inflamasyon
yolag, kalsiyum ve diger iyon kanallari, apopitotik kaskadin aktivasyonu énemli rol
almaktadir (6). Sekonder yaralanmanimn dnlenmesine yonelik klinik ¢aligmalar halen
devam etmektedir.

Calismamizda hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve apopitozu modile eden gok
sayida genin ekspresyonunun kontrolii yoluyla omurgali dokularinin normal
gelisiminde 6nemli bir rol oynayan A vitamini turevi olan isotretinoinin, AOY
sonrast olusan hasarda noral doku fiizerinde olumlu etkisinin olup olmadignin

degerlendirilmesini amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1 Akut Omurilik Yaralanmasi ve Medulla Spinalis (MS)

AOQY; Kkisisel, sosyal ve psikolojik etkileri, is giicii kaybi, finansal sonuglar1 ile
ele alindiginda ¢ok ciddi bir halk saglhigi sorunudur. Yalnizca Olim ve ciddi
sakatliklara neden olmaz, bunun disinda diger hayati organlarda (akciger,
gastrointestinal sistem, otonom sinir sistemi, deri, Uriner sistem) da islev kaybina

sebep olabilir.

2.1.1 Akut Omurilik Yaralanmasinin Tarihgesi ve Epidemiyolojisi

Spinal kord hasarinin tan1 ve tedavisi hakkindaki ¢alismalar antik doneme kadar
uzanmaktadir. Bilinen ilk yazili eser, bes bin yil oncesine dayanan ve 1930°da
Breasted tarafindan terciime edilmis olan Edwin Smith Papiriisi’diir (5). Edwin
Smith papiriisii’'nde bahsi gecen ilk cerrah Imhotep (MO 2686—2613)’tir. imhotep,
omurga ile ilgili 48 kemiksel lezyonu anlatarak, ligaman hasarini, vertebral
subluksasyon ve dislokasyonu tanimlamig; {ist ve alt servikal vertebra

yaralanmalarinda kuadripleji ve parapleji olacagini belirtmistir (7,8).

Sekil 1. Edwin Smith papirisu

2.1.2 Spinal Kord Embriyolojisi ve Anatomisi



Ektoderm embriyonun dorsal hattinda bulunur ve ndral tabakayi ii¢lincii
embriyolojik haftada olusturur. Ektodermden spinal kord, mezodermden ise diger
komsu spinal kanal elemanlar1 olusmaktadir. Beyin, noral plagin ve noral tiipiin 2/3
likk rostral kismindan, omurilik ise kaudal 1/3 liik kismindan gelisir. Fetal hayatin 3.
aymda omurilik ile vertebral kolon ayni uzunlukta iken vertebralar hizli
bliylidigiinden erigskin doneminde omurilik lomber 1. vertebra alt kisminda kalir
(9,10). Spinal kanal vertebra korpusu ve arkuslardan olusur ve g¢ok saglam bir
bigimde medulla spinalisi travmalara kars1 korur (10).

Spinal kord piamater, araknoid ve duramater olarak adlandirilan zarlarla
ortiiliidiir. Subaraknoid aralikta beyin omurilik sivis1 bulunmaktadir. Spinal korddan
radiks anterior (motor) ve radiks posterior (duysal) tarafindan olusturulan 31 ¢ift sinir
cikar (8 servikal, 12 torakal, 5 lomber, 5 sakral, 1 koksigeal spinal sinir) (Sekil 1)
(12).

Medulla spinalis i¢ kism1 gri cevher (substantia grisea) ve bunu gevreleyen
beyaz cevherden (substantia alba) olusmaktadir.

Substantia Grisea: Kanalis vertebralisi cevreleyen kommisura grisea ile
birbirine baglanmis kornu anterior ve kornu posteriorlardan olusan H harfi seklinde
bir yapidir. Gri madde miktar1 innerve ettigi kaslarin miktariyla dogru orantilidir.
Servikal ve lumbosakral genislemelerde gri madde miktar1 fazladir. Sinir hiicreleri,
uzantilari, ndroglia ve kan damarlar1 gri maddeyi olusturur.

Kolumna anteriordaki hiicrelerin ¢ogu biiyiikk ve multipolardir. Aksonlari
iskelet kaslarini innerve eden alfa efferentler olarak 6n kolondan cikarlar. Daha
kicik olan sinir hicreleri intrafusal kas liflerini innerve eden gama efferrentler
olarak disariya ¢ikarlar. Kanalis sentralis kommisura grisea merkezinde yerlesmistir.
Kanalis sentralis yukarida 4. ventrikiil ile devam eder, asagida konus medullaris
icinde fusiform sekilde ventrikulus terminalis olarak genisler ve altta filum
terminalenin kokii i¢inde son bulur. Kanalis sentralis beyin omurilik sivist ile
doludur.

Substantia Alba: Ug funiculusdan olusmaktadir. Funikulus anterior her iki
tarafta orta hat ile on sinir koklerinin ¢ikis yerleri arasindan, funikulus lateralis 6n

sinir koklerinin ¢ikig yerleri ile arka sinir koklerinin ¢ikis yerleri arasinda, funikulus



posterior arka sinir kdklerinin girisi ile orta hat arasinda yer alir. Beyaz cevher sinir

lifleri, noroglia ve kan damarlarindan olusur.

“entral root of spinal nerve

Dorsal root of spinal nerv
Spinal ganglion \
Gray and white —X
rami 2y
communicantes to / |
“sentral mmus of spinal nem/ /

Dura mater
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Pia mater overying spinal cord

Filaments of dorsal root

Dernticulate ligament

Sekil 2. Duramater ve araknoid membran, subaraknoid aralik, piamater, arka

koklerin omurilikten ¢ikis1 ve ligamentum dentikulum.

Spinal kord arteryel beslenmesini ii¢ arterden saglar. Iki arteri spinalis
posteriordan ve biri arteria spinalis anteriordan gelir. Arteria spinalis posteriorlar
arteria vertebralislerden ya da arteria inferior posterior cerebelliden ¢ikarlar ve
medulla spinalis arka 1/3 Uni beslerler. Arteria spinalis anterior; her bir vertebral
arterden kaynaklanan iki arterin birlesmesinden olusur. Fissura mediana anterior
icinde asagiya dogru uzanwr. Medulla spinalisin 6n 2/3 Uni besler. EK besleyici
arterler torasik ve abdominal aorttan kaynaklanip intervertebral foramenden girip

canalis vertebralisden giren arteria spinalis anterior ve posterior ile anastomoz yapar.



Buyuk ve onemli besleyici bir arter olan arteria radikilaris manga (Adamkiewicz
arteri) alt torakal ve Ust lumbal vertebra seviyesinde aortadan orijin alir, tek taraflidir
ve insanlarin ¢ogunda sol taraftan medulla spinalise girer. Spinal kordun alt 2/3 (iniin
temel arteridir.

Medulla spinalis venleri, spinal arterlere benzer bir dagilim gosterir.
Anteromedian ve anterolateral venler, spinal kordun 6n yizinde 6-11 anterior
radikuler vene, buradan da epidural vendz pleksusa dokuldirler. Epidural vendz
pleksus eksternal vertebral vendz sisteme, oradan da kaval venlere agilir. Gebelik,
obezite, intraabdominal basmg artis1 veya inferior vena kavada obstriiksiyon gibi

durumlarda epidural sistemde valvler olmadigi i¢in vendz géllenme olur (12,13).

2.1.3 Deneysel Omurilik Travma Modelleri

Deneysel AOY olusturmada kullanilan ¢ok sayida travma modeli mevcuttur (Tablo
1) (14,15).

Tablo 1. Genisletilmis deneysel omurilik yaralanmas1 modelleri (15).

A. Travmatik Yaralanma

1. Akut kinetik kompresyon: Klip, balon kompresyon, vertebral dislokasyon

2. Akut statik kompresyon: Agirlik uygulama

3. Carpma veya agirlik diistirme

4. Akselerasyon-deselerasyon

5. Distraksiyon

6. Transseksiyon:Parsiyel, komplet, hemiseksiyon (Laser, bistri)

B. Non-travmatik Yaralanma

1. Iskemi: Aort okliizyonu, belirli arteryel veya vendz okliizyon

2. Tumdr kompresyon: Ekstradural

3. Kimyasal ve fotokimyasal

4. Soguk uygulama

Deneysel AOY mekanizmalarindan en fazla agirlik diisiirme modeli, klip

kompresyon modeli, ventral kompresyon teknigi, kontrolli kontizyon, omurilik



iskemisi modeli, radyofrekans akimla segmental omurilik yaralanmasi ve omurilik
kesi modelleri kullanilmaktadir (16). Travma modellerinin tekrarlanabilir, belirlenen
siddette olusturulabilir ve basit olmasi gibi 6zellikleri 6nemlidir. Hayvan tzerindeki

etkilerinin standart olarak degerlendirilmesinde bazi1 yontemler vardir (Tablo 2).

Tablo 2. Deneysel omurilik yaralanmalarinda takip parametreleri

1. Klinik muayene

a. Subjektif: Tarlov Motor Skalas1

b. Objektif: Rivlin ve Tator’un egik diizlem sistemi

c. Basso- Beattie- Bresnahan (BBB) lokomotor skalasi

d. Rotarod sistemi

2. Histolojik muayene

a. Subjektif

b.Objektif: Akson sayimi, radyoaktif isaretleme, immiinflorosan, elektron

mikroskop

3. Gorintileme: Bilgisayarli Tomografi (BT), Manyetik Rezonans Goruntiileme
(MRG)

4. Anjiografik degerlendirme

5. Spinal kord kan akimi 6l¢timii

6. Aksonal tarayicilar ile degerlendirme

7. Biyokimyasal 6lgtimlerle degerlendirme

8. Norofizyolojik degerlendirme: Uyarilmis potansiyeller, refleks caligmalari

AQY olusturulan hayvanlarda, rejenerasyonun takibi icin bircok parametre
gelistirilmigtir. Bu parametrelerden biri olan Tarlov Derecelendirme Sistemi
norolojik muayenenin derecelendirilmesi igin kullanilan bir yontemdir (17). Subjektif
olarak degerlendirilen bu derecelendirme sisteminde paralitik sigana O puan, normal
motor davranigi olan sicana 5 puan verilmektedir. Bu sistem Stokes ve Reier
tarafindan gelistirilmistir. Ayrica Basso ve arkadaslarmimn tanimladigi, Basso-Beattie-

Bresnahan (BBB) lokomotor skalasi adiyla anilan ve subjektif gdzlem bulgularina




dayanan, alt ekstremite kuvvetini O ile 21 puan arasinda smiflandirmigs motor kuvvet
skalas1 mevcuttur (18).

Rivlin ve Tator (19) tarafindan 1977 yilinda gelistirilen egik diizlem teknigi
objektif bir testtir. Bu yontemde hayvanin egik bir diizlem iizerine yatay pozisyonda
yerlestirilmesinden sonra, diizlemin zeminle olan agis1 giderek arttirilir, hayvanin 5
saniye suresince devrilmeden durabildigi en yiiksek ag¢i, o hayvanin egik diizlem
derecesi olarak belirlenir (19,20).

Rotarod performans testi, objektif testlerden olup; hayvanlarin motor
koordinasyon ve performanslarinin degerlendirildigi davranigsal testtir. Hayvanlarin
belirlenen yukseklikte belirli bir hizla elektrik enerjisiyle donen rod (zerinde
yurtyebilmesi veya diismemesi esasina dayanir (21).

AOY’nm histolojik kesitlerinde yer alan nekroz ve hemoraji miktar1 kantitatif
hale getirilebilir. Akson sayisinin anlamli oldugu goriilmiistiir. Otomatik akson
sayimi yapabilen bir yontem Tator ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur. Akut
donemde sitotoksik 6dem tespitinde diftizyon agirlikli goriintiilleme (DAG) yararhdir
(22).

AOY’dan sonra kan akimmda azalma olur, yaralanmadan 1-2 saat sonra
posttravmatik iskemide ilerleme baslar (23). Omurilik kan akimini1 6lgmek i¢in; C14-
antipirin otoanjiografi yontemi, Radyoaktif Mikrosferler ve Hidrojen Elektrot
yontemleri kullanilmaktadir. Siganlarda klip kompresyon sonrasinda olusturulan
AOY’da derin ve kalici iskemi oldugu goriilmistiir. Yiiksekten agirlik diisiirme
sonrasinda ise omurilik kan akiminda degisme olmadig bildirilmistir (14).

AOY’nin biyokimyasal 6l¢timlerinde; hiicre igine girerek sitotoksik olaylar
zincirini baglatan kalsiyum iyonunun 6lgtimii yapilabilir. Omurilikte in vivo laktat,
piruvat, aspartat, glutamat dizeylerini 6lcen, mikrodiyaliz yontemleri bulunmustur.
Lipid peroksidasyonuyla olusan {rlinler Kkantitatif olarak oOlgiilebilmektedir.
Antioksidan enzimlerin (katalaz, siiperoksit dismutaz) seviyelerine bakilabilmektedir
(16).

Elektrofizyolojik ¢alismalarda, Somatosensoryal Evoked Potansiyel (SEP)
yontemi, AQOY sonrasinda aksonlar izerindeki etkilenmeyi, iyilesmeyi
degerlendirmede kullanilan bir metottur (24). Motor Evoked Potansiyel (MEP)

yontemi, piramidal yollar1 da g0Osterdigi i¢in motor fonksiyonlarin iyilesmesinin



degerlendirilmesinde SEP’e gore daha 6nemlidir. Her iki yontemin kayitlar1 sirasinda
1s1 monitdrlemesi yapilmast gerekmektedir. Is1 degisikliklerine bagli latansin

degistigi saptanmustir (25).

2.1.4 Akut Omurilik Yaralanmasiin Patofizyolojisi

Travmadan sonra ilk anda olusan yaralanma birincil (primer) hasar, birincil
olaydan dakikalar saatler sonra olusmaya baslayan hasara ikincil (sekonder) hasar
denir (26,27).

2.1.4.1 Birincil hasar

Birincil hasar noron, akson, noroglial yapilar ve kan damarlar1 iizerine olan
mekanik hasarin olusturdugu, kirillan kemik fragmanimin ya da cismin yaptigt ilk
anlardaki yaralanmadir (14,28). Fraktur, dislokasyon, akut disk ripturd, penetran
yaralanmalar, noranal hasar yaninda kan akimmin kesintiye ugramasina ve hipoksi

iskemi ve lokal enfarkt olusmasina neden olur (14,29).

En sik goriilen birincil hasar mekanizmasi medulla spinalisin kalici
kompresyonu sonucunda olusan travmadir.  Patlama fraktirleri ve fraktir-
dislokasyon etkendir. Tkinci mekanizma darbe ve gegici basiya neden olan dejeneratif
servikal diskin hiperekstansiyon ile spinal kordu hasarlamasidir. Ugiincii mekanizma
aksiyal planda fleksiyon, ekstansiyon, rotasyon ya da dislokasyondan kaynaklanan
distraksiyonel kuvvetlerin spinal kolonun asir1 gerilmesine bagh spinal kord ve/veya
kan damarlarinin gerilip kopmasma neden olan hasarlanmadir. Laserasyon,
transeksiyonda ise atesli silah yaralanmasi, kesici-delici aletle yaralanma veya ciddi
distraksiyon sonucu olusur. Omurilikte kan akimi, AOY sonrasinda olusan ezilme,
kontlizyon nedeniyle azalmaktadir. Vaskiiler yapilarm baski altinda kalmasi,

yirtilmasi, petesial kanamalar ve kontlizyonu ile ndronlarda diffiiz hasar olusabilir.

(30,31).

2.1.4.2 ikincil hasar

Birincil travmanin tetikledigi patofizyolojik olaylar uzamis ikincil hasar fazi
ile devam eder. Ikincil hasar birincil olaydan dakikalar, saatler sonra meydana gelen
mekanizmasi tam olarak bilinmeyen, patofizyolojik olaylar zinciridir. Birincil hasar

ile gelisen 6dem, iskemi, membran hasari, hiicre i¢i kalsiyum artigi, eksitator



aminoasit ve serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi sonucu vaskiiler, biyokimyasal,
enerji metabolizmasindaki degisikliklere bagli patolojik hasar mekanizmalari
devreye girer. Birincil hasar sonrasi gelisen bu olaylar dogrudan ve dolayli etkileri
ikincil hasar1 olusturur. AOY tedavisinde amag ikincil hasarn gelisimini onlemektir
(20,32). Ikincil hasar sistemik ve lokal faktérlerin etkisi ile olusmaktadir. Sistemik
etkiler iginde ndrojenik sok ve solunum yetmezligi 6nemli rol alir (20). AOY indan
sonra spinal kord fizyolojisinin otoregiilasyonunun bozulmasi ve sistemik
hipotansiyonun olusmasi, postravmatik iskemiyi arttirir (20). Vaskiiler hasara baglh
lokal etkiler olusur (29). Ikincil hasar gelismesine spinal kord kan akiminin
bozulmasi, hiicredeki 6demin hiicre zarini pargalamasi sonucu agiga ¢ikan norotoksik
maddeler ve hasar kaskadmin aktiflesmesi, hiicre membranindaki hasar nedeniyle
hiicre i¢i ve dis1 ortamm bozulmasi sebep olur (14,33). Erken dénemde bozulan
omuriligin kanlanmasi ve enerji yetersizligi sonucu nekroz gergeklesir. Olusan hasar,
yaralanma yeri ile smirli olmayip inen yollarin néronlarinda da apoptitoz ve nekroz
gelisimine neden olur. Sekonder hasar gri cevherde baslayip beyaz cevherde devam

eder (Tablo 3) (34).



Tablo 3. Ikincil hasar mekanizmalari

Sistemik etkiler (Norojenik sok)

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

Omurilik dolagiminda lokal vaskiiler hasar

. Kapiller ve veniillerde mekanik bozulma
. Ozellikle gri cevherde hemoraji
. Mikrodolagimda kayip-mekanik, tromboz, vazospazm

Biyokimyasal degisiklikler

. Eksitotoksitite-glutamat

. Ndrotransmitter birikimi

. Ketakolaminler-noradrenalin, dopamin

. Arasidonik asit salinmasi

. Serbest radikal Uretimi, Lipid peroksidasyonu
. Eikosonoid Uretimi, Prostoglandinler

. Endojen opioidler, Sitokinler

Elektrolit kaymalari

. Intaselliiler kalsiyumda artis

. Ekstraselliiler potasyumda artis

. Intraselliiler sodyumda artis

Yangisal yanit

. Serbest Radikal tretimi

. Makrofajlar

y Aksonal yikim, Miyelin artiklarinin salinimi
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. Sitokinlerin salinmasi

. Glial hiicre aktivasyonu

. Oligodendiritsitlerde sitotoksik etkiler
. Wallerian dejenerasyon

Odem

Apopitozis

Enerji metabolizmasinda kayip

. ATP Uretiminde azalma

2.1.4.2.1 Sistemik etkiler

Sistemik etkiler; norojenik sok ve solunumsal yetmezlik olarak
gosterilmektedir (30). Norojenik sok, vasomotor inputun ciddi paralizisi nedeniyle
yetersiz doku beslenmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu sok tablosunda kardiak
outputun depresyonu ve periferal direncte azalma ile hipotansiyon ve bradikardi
olugsmaktadir. Bu durum sempatik tonusun azalmasi ve vagal tonusun artmasina bagl
myokardial fonksiyon bozulmasi ile iligkilidir (35). Spinal kord ve bircok organin
iskemisine neden olan norojenik sok tablosu, tedavisiz birakilirsa noral doku hasarini
arttirr  (30). Norojenik sok siddeti AOY’nin seviyesi ile iligkilidir. Servikal
dizeydeki hasar cok ciddi bir ndrojenik sok tablosu olusturabilmektedir (36).
Sistemik hipotansiyon posttravmatik iskemiyi siddetlendirir, acil tedavi gerektirir
(20).

2.1.4.2.2 Lokal kan dolasim ile ilgili etkiler

Mekanik travmaya bagl veniiller ve kapillerdeki hasar oOncelikle travma
bolgesinde olugsmakta rostral-kaudal olarak uzanim gostermektedir. Nadiren direk
travmaya bagli anterior spinal arter gibi biylk damarlarda hasar meydana
gelebilmektedir (20,37,38). Mekanik darbeye bagl olusan yaralanmanin ilk anlarinda
MS igerisinde ©zellikle gri cevherde petesial kanamalar olusur. Darbeden sonra
vaskiiler yapidan ¢ikan proteinoz sizint1 spinal kordda 6deme neden olarak korddaki
basincin artmasina ve kan akiminin bozulmasina sebep olur (39). Direk travma ve

tetikleyici ajanlar ile olusan vasospazm, iskemi olusmasinda 6nemli rol
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oynamaktadir (30). Ayrica tromboksan A2 gibi maddelerle meydana gelen
intravaskiler tromboz, postravmatik iskeminin artmasmma neden olur (30).
Hasarlanan damardan serbestlesen endotelin kord beslenmesinin bozulmasma neden
olur (40). Iskemide, stiperoksid, hidroksil radikalleri, nitrik oksit (NO) ve diger
serbest oksijen radikalleri olusmakta ve erken reperfuzyon periyodunda yiikselerek
ikincil hasarda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir (30). ATP Uretimini deprese eden
posttravmatik iskemi, htcrenin i¢ dengesinde 6nemli rol oynayan Na+-K+ pompasi

gibi enerji bagimli mekanizmalarin islevinin bozulmasina yol agar (40).

2.1.4.2.3 Glutamat eksitotoksititesi

Glutamat major eksitatdr ndrotransmitterlerdendir. AOY 'nin ilk dakikalarinda
ekstraselliiler glutamat dizeyleri hasarlanma bdlgesi ve cevresinde artmakta ve
direkt- indirekt kord hasarina neden olmaktadir (30,41). Eksitotoksik hiicre 6lima;
kalsiyum birikimine bagli nekroz veya apopitoza bagli ndron 6liimii ile olusmaktadir
(42). Noronlar ve oligodendrositler ¢cok fazla glutamat reseptorii eksprese ettikleri
icin glutamat eksitotoksisitesine daha duyarlidir. Beyin ile hasarlanan spinal
segmentin distali arasindaki iletimin azalmasi veya kaybolmasi nedeniyle motor ve

duyusal defisit olugsmaktadir.

2.1.4.2.4 Elektrolitler ile iliskili sekonder yaralanma

Intraselliiler kalsiyum (Ca) konsantrasyonunun yiikselmesiyle, bir¢cok
mekanizma devreye girer ve bu durum ikincil hasarin artmasmna neden olur.
Travmadan sonra Ca’un hiicre i¢ine girisi; hasarlanmig hiicre membranindan, voltaj
duyarli Ca kanallarindan ve glutamat ile aktive olan Ca kanallarindan olur (15).
Ca’nin fazla miktarda hiicre igine girisi toksik hiicre 6liminiin son ortak yolu olarak
ortaya ¢ikmaktadir (30,40). Ca’nin hiicre i¢cinde artmasiyla; serbest yag asitlerinin
salinimi, fosfolipaz A2 aktivasyonu, enerji rezervlerinin tiikkenmesi, serbest radikal
olusumu, reseptdor proteinlerin kovalent modifikasyonu, hiicre iskeletinin
mikrotubuler ve ndroflament kompanentlerinin  modifikasyonu, mitokondrial
oksidatif fosforilasyonun bozulmasi, aksonal dejenerasyon, litik enzim aktivasyonu
ortaya c¢ikmaktadir (40,43,44). Calismalarda; Ca kanal blokorlerinin spinal kan

akimini arttirarak ikincil hasar1 6nlemede etkili oldugu gosterilmistir (45).
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Intraselliiler Ca birikiminden korunmada sodyum (Na) kanal blokorlerinin
onemli olduklar1 goriilmiistiir (45). Intraselliiler Na ve suyun artisi sitotoksik ddeme
ve intraselliiler asidoza neden olarak hasari artirir. Artan ektraselliiler potasyum (K),
noronlarin asir1 depolarizasyonu ve spinal sok olusumunda énemli bir faktordiir (23).
Hiicre i¢i magnezyum (Mg) diistisii, Mg’u kofaktor olarak kullanan reaksiyonlarda
enzimatik bozulmaya, glikoliz, oksidatif fosforilasyon ve protein sentezi gibi
metabolik olaylarin etkilenmesine sebep olmaktadr. Mg iyonu Ozellikle
norotoksititede koruyucu oldugundan, seviyesindeki diisiis ndronal hasarin artmasina
neden olmaktadir (30). Hiicre i¢i Ca aktivasyonu, Mg’un diismesi ile daha da artar ve
ikincil hasarm buyumesine yol acar (46).

2.1.4.2.5 Apopitoz

Fizyolojik hiicre o6limii olan apopitoz ilk kez 1972’de nekrozdan farkli
mekanizmasi olan diger bir 6liim sekli olarak tanimlanmistir. Genlerle diizenlenen,
programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada
homeostazi koruyan apopitoz, hiicrelerin kendi kendilerini yok etmesidir. Alzheimer,
Parkinson, Huntington koresi gibi no6rodejeneratif hastaliklarda apopitozis
tetiklendigi i¢in ndronal kayip olusmaktadir (47). Iskemi-reperfiizyon hasarinda,
dokularda perfiizyon bozuklugu ile hiicreler apopitozise gider. Hasarlanma arttik¢a
apopitozis hizi artar ve hiicre irreversible bir yola girer (48). Memelilerde baslica iki
apopitozis yolu mevcuttur.

a) Ekstrinsik yol

Hicre yizeyinde yer alan apopitoz reseptorlerine apopitoz sinyallerinin
baglanmasi ile reseptorler trimerik yapiya doniisiir. Trimerik yapiya doniisen
reseptor; adaptdr molekiilleri ve prokaspazla birleserek ‘Death inducing singnaling
complex’ (DISC) adi verilen yapiyr meydana getirir. Bu birlesme ile inaktif
prokaspaz-8’den aktif kaspaz-8 olusmaktadir. Aktif kaspaz-8 direkt ve indirekt
olmak tzere 2 yolla kaspaz-3’i aktifler ve apopitozu baslatir. Aktiflesen kaspaz-3
DNA pargalanmasma sebep olur. Diger apopitoz reseptorleri de ayni Yyollarla

apopitozu uyarabilir (49,50).

b) Instrinsik yol
Biiki ve ark. tarafindan aksonlarda mitokondri i¢ zarindan sitokrom ¢ saliimi

tanimlanmistir (51). Mitokondri i¢ zarindan sitozole salinan sitokrom c, apopitozisin
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mitokondriyal yolunu baslatir. Sitozoldeki sitokrom c; apopitozis aktive edici faktor-
1, kaspaz-9 ve deoksiadenozintrifosfata baglanir ve swrasiyla; kaspaz-3
aktivasyonuna, endoniikleazlarin aktivasyonuna ve DNA’nim yikilmasina neden olur
(52). Radyasyon, kemoterapi gibi nedenlerle hiicrede DNA hasari olustugunda hasar
tamir edilemeyecek diizeyde ise, aktive olan genler, hiicrenin apopitozisine neden
olabilir. Bunlarm en 6nemlisi p53 genidir. Hiicredeki hasar onarillamazsa p53 geni
bax proteinini (pro-apopitotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin
apopitozise gitmesini saglar. Sonug olarak hasarli DNA hiicresi ortadan kaldirilmis
olur (48,53). Hucre ici bcl-2/bax orani hiicrenin apopitozise gidip gitmeyecegi
acisindan ¢ok Onemlidir. Bax fazla ise hiicre apopitozise yonlenir, bcl-2
(antiapopitotik gen) fazla ise apopitozis onlenir (39). P53 apopitozis
mekanizmasinin, kafa travmasma baglh noral hiicre Oliimiiniin nedeni oldugu

belirtilmektedir (54).

AQOY’dan sonra noron, oligodendrosit, mikroglia ve astrositlerdeki apopitotik
yollar aktiflesebilir. Hiicre membrani, i¢ iskeleti ve proteinlerin yikiminda baslica
rolii olan kaspaslar, Ca birikimi ile aktiflesir ve sonugta hiicre Sliimii gerceklesir.
Sitokinler, inflammatuar hasar, serbest radikal hasar1 ve eksitotoksisite bu durumun

olusmasinda etkilidir (30).
2.1.4.2.6 Iimmun sistem iliskili spinal kord hasar

Hasarlanmis kordda inflamasyonu, immiin hiicreler ve diizenleyici proteinler
birlikte olustur. Ikincil hasarlanmada inflamasyon anahtar role sahiptir. AOY
gerceklestikten hemen sonra baslar ve aylarca siirebilir. Immiin hiicreler interlokin
(IL)-1RB, IL-6 ve Tumor Nekroz Faktori (TNF)-a gibi proinflamatuvar sitokinlerini
salgilayarak inflamasyonun yayilmasma neden olur. Inflamatuar yamt saghkl
ndronlarin rejenerasyonunu engelleyen hiicresel enkazin ortadan kaldirilmasinda
onemlidir. Ayrica asir1 inflamatuvar yanit normal dokuya hasar verebilir. Eksojen
olarak kontrol altina alinmayan immun yanit, aksonal biiyiimeyi durdurur, hicrenin

6limine neden olur (55).

AQY sonucunda notrofiller, monositler, mikroglia ve T-lenfositler

inflamasyon yanit ile hasarlanan bdlgeye gelmektedir. Notrofiller, hasarlanan

14



bolgeye gelen ilk immun hicrelerdir. Notrofiller, mikrobiyal etkenleri ve doku
kalintilarin1 uzaklastir, inflamatuvar hicreleri ve glial hicreleri aktive eder, néron
hasar1 ve Olimiiyle sonuclanan kaskadin sitokin, proteaz ve serbest radikallerini
notrofiller salgilar. AOY’nin siddeti, endotel hiicre yiizeyindeki notrofil
adhezyonunun inhibisyonu ile azaltilabildigi gosterilmistir (56). AOY’dan hemen
sonra monositler spinal korda infiltre olur ve makrofajlara doniisiirler. Aktiflesen
yerlesik mikroglia ve makrofajlar sitokinler, serbest radikaller ve biiylime faktorlerini
aciga c¢ikarirlar (57,58). Noronlarin sag kalimi ve onarmu igin biylime faktorleri
gereklidir. Diger yandan serbest radikaller ve pro-inflamatuvar sitokinler hasarin
artmasma ve lezyonun genislemesine neden olur. AOY’da lenfositlerin etkinligi
oldukga tartigmalidir. Otoreaktif T lenfositlerin demyelinizasyonu uyararak akson
hasarmi ve fonksiyonel kaybi arttirdigmma dair ¢alismalar bulunmaktadir (59). Bazi

calismalarda ise lenfositlerin myelinli noronlar1 korudugu gosterilmistir (60,61).
2.1.4.2.7 ikincil hasarda mitokondrinin etkisi

Mitokondri  serebral = metabolizmada,  hiicresel Ca  hemostazinin
saglanmasinda, oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinda hiicresel diizeyde 6nemli
gorevleri bulunmaktadir (62). Travma nedeniyle hiicresel respirasyonun ve oksidatif
fosforilasyonun bozulmasi ile mitokondrial fonksiyonlar azalir. Bununla birlikte
olusan hasar, mitokondrial Ca transportunu inhibe ederek intraselliiler Ca
hemostazini bozmaktadir (30). Ca tarafindan uyarilmasiyla mitokondri ig
membraninin permeabilite degisiklikleri olusur. Mitokondrial membran potansiyeli
azalir, osmotik sisme ve mitokondrial lizis ger¢eklesir (56). Mitokondri hasarini
mekanik stres, inflamatuvar reaksiyonlar arttirmaktadir. Bununla birlikte mitokondri
dis membran permeabilitesinin artmasi ile apopitogenik proteinler sitozole
salinmakta, apopitoz ve hiicre 6liimii artmaktadir. Dolayisiyla AOY’da temel hasarin

ana dlzenleyicilerinden biri mitokondridir.
2.1.4.2.8 Lipid peroksidasyonu ve serbest radikallere bagh hiicresel hasar
a) Lipid peroksidasyonu

AQOY’de hipoksi ve iskemi ile olusan serbest radikallerin, ¢oklu doymamis

yag asitlerinin metilen grubundan bir H atomu koparmasiyla lipid peroksidasyonu
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baslamaktadir (56,57). Biyoaktif aldehitler, lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile
olusur. Yikim dtrtinlerinin en dnemlileri malondialdehit ve hidroksialkenallerdir.
AQY ile olusan iskemi, hipoksiye bagli ortaya cikan serbest radikaller noron,
ndroglia, vaskiiler endotel hiicre membranlar1 ve miyelinde lipit peroksidasyonununa

neden olur. Lipid peroksidasyonu membran proteinlerinde hasar olusturur (56,57).
b) Serbest radikallere bagh hiicresel hasar

Lipid peroksidasyonu, proteinler arasinda disiilfit bagi olusumu ve DNA
hasar1 serbest radikallerin baslica hasar mekanizmalaridir (63). Serbest radikaller
hiicre membran stabilizasyonunu bozar ve hizli hiicre ve doku hasarma sebep olurlar.
Disiilfit bagi olusumuyla glutatyon gibi tiyollerin oksidasyonu tiyol ve oksijen
radikallerinin olusumuna yol agar. Sonu¢ olarak proteinlerin dizilimlerini
degistirerek viicuttaki metabolik aktiviteleri durdururlar. DNA ‘nin yapisini degistiren
serbest radikaller mutasyonlara, proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarini degistiren

serbest radikaller proteinlerin islev bozukluguna sebep olurlar (63).
2.1.4.2.9 Akson demiyelinizasyonu

AOY’a bagh akson demyelinizasyonu, glutamat eksitotoksisitesinin
tetikledigi oligodendrosit kaybinin sonucudur. Apopitoz, serbest radikal hasari,
proinflammatuar sitokinler bu durumu daha da artirir. AOY sonucunda lezyon
bdlgesinde saatler icinde, lezyonun rostral ve kaudal bdlgesinde haftalarca devam
eden oligodentrosit kaybi demiyelinizasyona neden olur (64,65). Miyelin kaybina

bagli ileti yavaslar veya bloke olur.
2.1.4.2.10 Nitrik oksitin etkisi

L-Arjinin’den nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan sentezlenen nitrik oksit
(NO), yar1 omrii kisa potent serbest radikal yapida bir molekiildiir (65,66). NO,
damar tonusunun diizenlenmesi, platelet fonksiyonlarin diizenlenmesi, inflamasyon,
immunolojik yanit, otonomik tonus ve duysal iletinin diizenlemesi gibi birgok
fizyolojik olayda yer alan énemli bir nérotransmitterdir (67). Asir1 tiretimi ikincil
hasar1 arttirarak norotoksik etkinin olugsmasina neden olabilir (66,68,69). AOY gibi

durumlarda inflamatuvar mediatorler ve sitokinler tarafindan uyarilmasi sonucunda
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makrofajlar ve glial hucreler, endotelial hucreler, fibroblastlar, néronlar ve vaskiler
diiz kas hiicreleri tarafindan tretilir (66,68). Protein hasari, lipid peroksidasyonunun
artisi, DNA hasari, mitokondrial respirasyonun durmasi, DNA replikasyonunun

durdurulmasi ile hiicre 6liimii ortaya ¢ikar (67).

2.1.4.2.11 Yaralanma yerindeki TNF-a etkisi

TNF-o’'nin AOY gelistikten sonraki rolii hakkinda heniiz netlik yokktur.
TNF-a’nin  sekonder doku hasarmni artirdigr belirtilmektedir (70). Siganlarda
travmanin 30. dakikasinda hasarlanan bélgede TNF-a diizeyleri artti§1 ve bu artisin
travmanm siddeti ile dogru orantili olarak degistigi bildirilmektedir (71).
Lokositopeni durumunda lezyon bdlgesinde TNF-o diizeylerinin artmadigi ve AOY
bagli gelisen motor defisitin azaldig1 gorilmiistiir (72). Ayrica ¢alismalar AOY
varhiginda TNF-a’nin akut fazda zararh, kronik fazda ise yararl bir sitokin oldugu
bildirilmektedir (73). Noronal ve glial hiicrelerde TNF-a reseptorlerinin yerlesim
paternindeki farkliliklar, TNF-o’nin yararl veya zararl etki géstermesinden sorumlu
tutulmaktadir (74). Ayrica TNF-a’ notrofillerin endotel ylizeyine tutunmasini

saglayan E-selektin gibi molekiilleri arttirarak dokuda hasara neden olmaktadir (75).

2.1.5 Akut Omurilik Yaralanmasinin Patolojisi

AQOY’dan sonra isleyen patolojik siire¢ akut, subakut ve ge¢ faz olarak (¢
doneme ayrilir (Tablo 4). MS hasarinda noropatolojik bulgular lezyona neden olan
etkenin siddetine, siiresine ve hasarlanmadan sonra gecen zamana bagl olarak

degismektedir (76).

Tablo 4. Akut omurilik yaralanmasinin patolojisi

Santral kanama: Kapiller, vendller ve arteriollerden gri cevher igine

Hematomyeli

Yaralanma yerine uzak kanamalar
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Santral nekroz

Posttravmatik enfarkt

Subaraknoid kanama

Subdural veya ekstradural hematomlar

Odem: Lokal, genisleyebilen

Aksonal yaralanma: Transeksiyon, aksolemma yirtilmasi, sisme, dev aksonlar,

organel kiimelenmesi

Mpyelin yaralanmasi: Yirtilmasi, vezikiiler ayrilma, periaksonal bosluklar

Inflamatuar hiicreler: Makrofajlar, mikroglia

2.1.5.1 Erken donem patolojisi

AOY’nm siddetine bagl olarak de§ismekle birlikte, en erken makroskopik
bulgu kordda yumusama, yuvarlaklasma, pembe-kirmizi renk degisikligi olusmasidir
(78). Erken doneme ait morfolojik degisiklikler 4. saatte olusmakta, 8-24 saat
arasinda ise nekroz 1sik mikroskobu ile goriilebilmektedir. Gri cevherde petesial
kanamalar, beyaz cevherde 6dem ilk gérilen belirtilerdir. Odem travmadan 12-18.
Saat sonra maksimuma ulagir, 3-5 giin i¢inde siddeti azalir ve 15 giine kadar beyaz
cevherde belirgin olarak gordilebilir (76). Polimorfonikleer 16kositler (PNL) lezyon
bolgesinde hakimdir. Eritrositlerin ekstravaze olmasiyla petesial hemorajiler olusur
(79). MS yaralanmalarinda aksonlarin ve miyelin kilifin sismesi ve kayb1 goriilebilir
(80). Ultrastrikturel olarak aksonlarda mikrotubul ve ndroflamanlarda kesilme ve
parcalanma goriiliir. Iyon kanallarinda fonksiyonel bozukluk ve vaskiiler endotelyal
hasar akson membranlarindaki hasara baglh ortaya ¢ikar. Akson hafif hasarlandiginda
sismis, bogumlanmis ve kivrimlanmis dejenerasyon olurken, siddetli hasarda
aksonda kesintili damlaciklar izlenir. Akson tamamen yirtilirsa veya koparsa o
bolgede "terminal tanecik" adi da verilen terminal sigsme goriilmektedir. Miyelin
kilifin hafif hasarinda vakuoler dejenerasyon, agir hasarmda miyelin ve aksonun
beraber pargalanmalari ile serbest yag tanecikleri olusur (76,80,81).

NOron hucresinin 6lmesi halinde 1-4 saat icinde hiicre ve sitoplazmasi tiggen

seklinde biliziismektedir. Kromatin yapisinin niivede kabalagmasi, parcalanmasi,
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intrasitoplazmik nissl cisimeiklerinin kayb1 ve koyu eozinofilik boyanma ile "kirmizi
noéron"olarak adlandirilan degisiklik ortaya ¢ikar. Olii ndron yapilari, makrofajlar ve

mikroglialar tarafindan fagosite edilir (76,82).

2.1.5.2 Subakut dénem patolojisi

Noronal dejenerasyon ve kimyasal uyarilar ile mikroglia sitotoksik makrofaja
dontistir. Nedbe dokusu ise myofibroblastlarin kollajen iireten fibrositlere doniistimii
ile olusmaktadir. AOY’n1 takiben 2-3 hafta sonra akut donemdeki degisiklikler
azalmakta, mikrohemorajiler rezorbe olmakta, ddem azalmaktadir. Makrohemorajiler
ise organize olarak rezorbe edilmeye caligilir. Vaskiiler yapilarin liimeninde fibrin
trombiisleri vardir. Lipid ve hemosiderin yiikli makrofajlar ortamda bulunurlar.
Fagositik hiicreler hasarin oldugu yerde, rozet formasyonu seklinde bulunurlar.
(76,83). Santral hemorajik nekroz meydana gelmisse, boru seklinde olusan kistik
bosluk olarak onarim gergeklesir. Eger aksonal baglant1 kesilmisse, ndronda "santral
kromatolizis” olarak isimlendirilen sitoplazmanm homojenizasyona ugradigi ve
sistigi, cekirdegin kenara itildigi degisiklikler goriiliir. Akson kesisinin olmasi
durumunda aksonun distalinde wallerian dejenerasyon olugsmaktadir. AOY nin ilk
anlarinda sismis olan spinal kord, onarimin sonuna dogru incelir ve atrofiye olur.
Calismalarda rejenerasyonun yaklasik 3 yila kadar siirdigii gosterilmistir (76,83).

2.1.5.3 Ge¢ dénem patolojisi

AQY’dan sonra 6 ay veya daha ge¢ donemde ortaya ¢ikan bulgulardir (Tablo
5) (84). Lezyon bolgesindeki MS’de duramater ve araknoid membranda kalinlagsma
olmaktadir. Meningial zar, korda veya duraya yapisiklik gosterir. Fibrozis ve
meningeal hiicre proliferasyonu goriiliir. MS makroskopik olarak biiziilmiis,
kiigiilmiis, gri renkli ve sert kivamlidir. Skar dokusuyla birlikte bazi noronlarda
aksonal rejenerasyon, schwan hiicrelerinde tekrar miyelin kilif olusumu meydana
gelebilir (76).
Tablo 5. AOY’nin ge¢ donem patolojik etkileri

Santral bosluk olusumu

Travma sonrasi infakt
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Posttravmatik syringomyeli

Kistik myelomalezi

Lezyondan uzak nekrotik yapilar

Miyelin kilif kaybolmasi

Inflamasyon

Wallerian dejenerasyon

Skar ve gliozis

Araknoid enfeksiyonu

Atrofi

Rejeneratif evreler: Aksonlar, schwan hiicreleri, epandim

2.1.6 AOY’da Tam

Multitravmali hastalarda aksi ortaya konulana kadar spinal kord hasari
olabilecegi unutulmamalidir. Siddetli travmada birincil hedef yasam desteginin
saglanmasidir. Daha sonra ikincil yaralanma olasiligini azaltmak icin, yeterli servikal
immobilizasyon ve sirt tahtalari ile transport yapilmalidir (85,86). Hekimlerin yliksek
enerjili travmadan olusan yaralanmalarda seri muayenelerle duysal ve motor
fonksiyonu degerlendirmeleri, norolojik defisitleri kagcirma olasiligin1 azaltacaktir
(85-87).

Spinal kolon 6n-arka ve yan grafilerle degerlendirilmelidir. Direk grafide
C2’nin odontoid progesi agiz acik grafide daha iyi gorinir (88). Omurilik
yaralanmasinda en yararli arastrma yontemleri BT ve MRG’dir (85,86). BT; yan
grafilerde goriilemeyen arka elemanlar1 ve orta kolon fraktirlerini gdstermede
basarilidir (85,86). MRG; travma sonrasi olusan akut disk hernilerini ve yumusak
dokulari, spinal kordu gostermede basarilidir. AOY’da ilk 24 saatte T2 imajlarda
azalmis sinyal intensitesi hematom olarak degerlendirilir. Odem ve kordda olusan
kontuzyon yiiksek sinyal intensitesinde gorulir. Ayrica paraspinal kanamalar T2
goruntilerinde ylksek sinyal intensitesindedir. Ligaman instabilitesinde teshis
6nemlidir (85,86).
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Dermotom ve miyotomun sistematik muayenesi ile AOY ile olusan hasar
belirlenebilir (20).

Tetrapleji (kuadropleji): Servikal bolgede olusan spinal kord hasarmna bagli
motor ve/veya duysal islevin tam bozulmasini kapsar (20).

Parapleji: Torasik, lomber ya da sakral segmentlerde olusan spinal kordun
hasar1 ve sekonder motor ve/veya duysal islev kayiplarini tanimlar (20).

Norolojik seviye; vucutta bilateral normal duysal ve motor fonksiyonun
korundugu en kaudaldaki spinal kord segmentidir. Duysal seviye; viicudun bilateral
olarak normal duysal islevini gosteren en kaudal spinal kord segmentini tanimlar.
Motor seviye; en kaudal normal motor islev gésteren segmenti tanimlamaktadir.
Iskelet seviyesi; radyografik incelemede en biiyiik vertebral hasarm oldugu seviye
olarak belirtilir (20).

Bu seviyeler;

1. Viicudun sag ve solunda 28 duysal noktasi olan dermatomun muayenesi ile

belirlenir (Tablo 6).

2. Viicudun sag ve solunda 10 myotom noktas1 muayenesi ile belirlenir (Tablo

7).

Tablo 6. Duyu muayenesideki 28 dermatom noktasi

C2-oksipital protuberans T4-4.interkostal aralik L2-06n orta uyluk

C3-supraklaviular fossa

T5-5.interkostal aralik

L3-m Femoral kondil

C4-akromioklavikular eklem

T6-6. interkostal aralik

L4-medial malleolus

C5-antekubital fossa laterali

T7-7. interkostal aralik

L5-bacagin laterali

C6-bagparmak

T8-8. interkostal aralik

S1-topuk laterali

C7-orta parmak

T9-9. interkostal aralik

S2-orta popliteal fossa

C8-kucuk parmak

T10-10. interkostal aralik

S3-iskial tuberosita

T1-antekibital fossa mediali

T11-11. interkostal aralik

S4-5-perianal alan

T2-aksilla apeksi

T12- inguinal lig. ortasi

T3-3.interkostal aralik

L1-T12/L2 tam arasi

Tablo 7. Standart omurilik muayenesinde 10 miyotom noktasi

Kok seviyesi | Kas grubu

Kok

Kas grubu
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seviyesi
C5 Dirsekte fleksor L2 Kalcada fleksor
C6 Bilekte ekstansor L3 Dizde ekstansor
C7 Dirsekte ekstansor L4 Ayakta dorsifleksiyon
C8 Uzun parmakta fleksor L5 Basparmakta ekstansiyon
T1 Kisa parmakta abduktor | S1 Plantar fleksiyon

Inkomplet yaralanma: Norolojik seviyenin altinda duysal ve/veya motor
islevler parsiyel korunuyorsa ve en altta sakral segmenti iceriyorsa yaralanma bu
sekilde tanimlanir. Sakral duyu derin anal duyu ve anal mukokutandz bileskedeki
duyuyu icermektedir.

Komplet yaralanma: En alt sakral segmentteki motor ve duysal islev yoklugu
olarak tanimlanmaktadir (20).

AOY’nin norolojik ve fonksiyonel olarak uluslararasi standartlarda ilk
smiflamas1 1982 yilinda American Spinal Injury Association (ASIA) tarafindan
ASIA Skalasi olarak tanimlanmustir (Tablo 8).

Tablo 8. ASIA Skalasi

ASIA A: (Tam lezyon) Tam motor hareket ve duyu kaybi (S4 ve S5 segmentleri
dahi 1)

ASIA B: (Kismi lezyon) Tam motor kayip. Fakat norolojik diizey altinda sensoryel

fonksiyon korunmus.

ASIA C: (Kismi lezyon) Motor ve duyu kayb1 var. Ancak lezyon seviyesi altinda

onemli kas gruplarinda grade 3 ten az kas kuvveti korunmus

ASIA D: (Kismi lezyon) Motor ve duyu kayb1 var. Ancak lezyon seviyesi altinda
onemli kas gruplarinda grade 3 veya daha yiiksek diizeylerde kas kuvveti

korunmus

ASIA E: (Normal) Motor hareket ve duyu normal
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NOrolojik defisit varsa, omurilik yaralanmasi tanist1 koymak daha kolaydir.
NoOrolojik defisit olmadan da anstabil omurilik yaralanmasi olabilecegi
unutulmamahidir (87). Travmanin etkiledigi spinal segmentin seviyesine gore
solunum etkilenebilir. Spinal sok motor ve duyu islev hasarmin yanisira otonomik
liflerin etkilenmesiyle olusmaktadir. Kan basmnct diismesi, bradikardi ve periferik
dilatasyon ile seyreder.T6 diizeyinin altindaki lezyonlarda goriilmemektedir.

Tam Lezyon: Lezyon altinda kalan viicut kisminda motor ve duyusal islevler
tamamiyla kaybolmustur. Alt servikal lezyonlarda solunum bozulur. Nérojenik sok
lezyonun seviyesine gore olusabilir. Sfinkter tonus kontrolii yoktur, i¢ organlarda
retansiyon ve ileus tablosu gorilir. Daha yiksek seviyelerde Horner sendromu da
olusabilir. Baslangicta gorilen flask tipi paralizi, ilerleyen haftalarda spastik
paraliziye doniisiir. Prognozu kotudur (87).

Kismi lezyonlar: Santral kord sendromu, anterior kord sendromu, posterior
kord sendromu, Brown-Sequard sendromu, konus medullaris ve kauda equina
sendromlar1

-Santral kord sendromu: Ust ekstremitelerde daha belirgin olan motor islev
kayiplaridir. Genellikle agri ve 1s1 duyular1 etkilenir. Baslangigta gorilen
kuadriplejide, kisa sure icinde bacaklarda dizelme ile baslar. En sik goriilen kismi
yaralanma seklidir (89).

-Anterior kord sendromu: Anterior spinal arter okliizyonuyla olusanklinik
tablo, prognozu en kotl kismi lezyon seklidir. Lezyon seviyesinin altinda paralizi,
agr1 ve 1s1 duyusu kaybolur. Dokunma, titresim ve pozisyon duyular1 saglamdir (89).

-Posterior kord sendromu: Kordun posterior yarisinin kortikospinal yollar ve
posterior kolonuda icerecek sekilde hasara bagli olarak motor ve propriyosepsiyon
kayiplar olmaktadir. Spinotalamik islevler korunmustur (87).

-Brown-Sequard sendromu (yar1 kesi): Siklikla penetran yaralanmalarda
olusur. Lezyon seviyesinin altinda ayni tarafta motor ve propriosepsiyon kayip, karsi
tarafta agri ve 1s1 duyusu kayip olmaktadir. Hafif dokunma duyusu saglamdir. Kord
travmalarinda prognozu en iyi olan tiptir (90).

-Kauda equina ve konus medullaris sendromu: “Kauda Equina” denilen
omurganin kalca kemigi ile birlestigi L5-S1 seviyesinden itibaren baglayan sinir

koklerinin yogun oldugu bolgede sinirlere basi nedeniyle motor, duyu ve mesane
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fonksiyonlarm kesintiye ugramasi halidir. Asimetrik alt motor ndron tipi pareziler ve
sfinkter tonus kusurlar1 olmaktadir. Sadece konus medullaris etkilenirse sfinkter
bozukluklar 6n planda gorulur (89). Reversible sendromlardan kord konkiizyonunda
ise motor ve duysal fonksiyonlarin gegici islev kaybi vardir. Bozulan fonksiyonlar

dakikalar ve saatler iginde duzelir (87).

2.1.7 AOY’DA Tedavi

AOY ’nin patofizyolojisi hakkinda genis bir bilgi birkimine sahip olunmasina
ragmen, hastalik ile bas etmeyi saglayan, etkili, kalici, evrensel olarak kabul gormiis
bir tedavisi yoktur. Ozellikle ndral hasarin azaltilmasma yonelik molekiiler ve
hlcresel dizeyde laboratuvar ve klinik ¢aligmalar halen devam etmektedir. AOY’da
tedavi yaklasimlar1 cerrahi ve cerrahi olmayan tedavi yaklasimlar1 olark iki ana

grupta simiflandirilmaktadir.

2.1.7.1 Cerrahi tedavi yaklasimlari

2.1.7.1.1 Dekompresyon: AOY’da ilk denenen cerrahi tedavi
yontemlerinden olup hastalara dekompressif laminektomi yapilmistir. Goriintiileme
yontemlerinin yeterli olmamasina bagli basinin nerede oldugunun gosterilememesi,
posterior girisim tekniklerinin bilinmemesi ve laminektomi sonrasi stabilizasyon
yapilmamasi nedeniyle operasyon sonrasinda tekrar stabilite kaybma bagli basi
ortaya ¢ikabilmekteydi. Dekompressif laminektominin yarar1 konusunda ortaya ¢ikan
kuskular nedeniyle yapilan arastirmalar; erken dekompresyon sadece inkomplet
spinal kord yaralanmasinda faydali olabilecegi yorumlarini ortaya koymustur.

2.1.7.1.2 Miyelotomi: AOY’da miyelotomi ile ilgili fikirler arasinda
celiskiler vardir. Miyelotominin yararli etkisi oldugunu savunanlar bunu artan
intramediller basmcin azalmasma, kan ve vazoaktif maddelerin ortamdan
uzaklastirilmasina baglanmistir. Ancak miyelotomi ile debride doku ile birlikte islev
gorebilecek dokularinda eksize edildigi ve miyelotominin zararli olabilecegi de
bildirilmektedir. Sicanlarda dorsal miyelotomi ile posteriordan anteriora kadar
uzanan tam miyelotomiyinin karsilastiririldigi bir ¢alismada dorsal miyelotominin

yararsiz oldugu, tam miyelotominin faydali oldugunu bildirmistir (91).
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2.1.7.1.3 Fetal Doku Transplantasyonu: Son yillarda yapilan deneysel ve
klinik ¢aligmalarda fetal doku transplantasyonu denenmeye baslanmistir. Daha ¢ok
striatal, neokortikal ve hipokampal bolgelere yonelik yapilmaktadir. Ayrica deneysel
omurilik yaralanmasinda konak¢it doku ile greft arasinda aksonal uzanimlar
gosterilmistir. Siganlarda segmental refleks fonksiyonlar1 ve lokomotor fonksiyonun

etkilendigi gosterilmistir (92).

2.1.7.2 Cerrahi olmayan tedavi yaklasimlar:

Spinal kord yaralanmasi nodrojenik sokla sonuglanir. Sokun ciddiyeti
yaralanmanin anatomik seviyesi ve biiyiikliigii ile alakalidir. iskemik yaralanmay1
artirict  sistemik hipotansiyon ve hipoperfiizyonun oOnlenmesine yonelik tedavi
onemlidir. AOY’da travmanin yarattigi patofizyolojik mekanizmalar goz 6niinde
bulundurularak, Uzerinde ¢alisilmis ve galisilmaya devam edilen farmakolojik tedavi
yontemleri degerlendirilmelidir.

2.1.7.2.1 Metilprednizolon: Omurilik yaralanmasinda kullanilan temel
farmakolojik ajanlardan biridir. Lipid peroksidasyonu olusumu engellenir.
Intraseliiler-ekstraseliiler kalsiyum akisin1 stabilize ederek, hiicrenin enerji
durumunun ve asit baz dengesinin restorasyonunda etkilidir. Omurilik kan akimini
arttirrr, noroflaman dejenerasyonunu azaltir. Deneysel calismalardan sonra klinik
caligmalarla ve plasebo kontrollii bir ¢alisma ile yararlar1 gosterilmistir. Travmadan
hemen sonra metilprednizolon verilen hastalardaki iyilesme, travmadan 8 saat sonra
metilprednizolon uygulanan hastalarla karsilastirildiginda bir yilin sonunda 8 saat
sonra baglanan hastalarda daha az norolojik diizelme gelistigi bildirilmektedir. Bu
calima ile omurilik yaralanmasindan sonraki ilk 8 saat icinde metilprednizolon
tedavisi rutin uygulanmistir (93).

2.1.7.2.2 Gangliozid: Memeli santral sistemi hicrelerinde bulunan bir
glikolipiddir. Deneysel c¢alismalarda noroprotektif ve noronal fonksiyon
restorasyonunda potansiyel etkilerinin oldugu, in vitro calismalarda da ndron
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. inmede ve diabetik néropatide néroprotektif

etkileri oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (94).
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2.1.7.2.3 Tirilazad: Lipid peroksidasyonunu inhibe ederek, antilipolitik ve
membran stabilize edici etki g0sterir. Hidrojen peroksit ve siperoksit serbest
radikallerinin tutucusudur. Omurilik kan akimini arttirir. Calisma sonucunda Klinik

kullanima yonelik rasyonel bir temel olmadigi ortaya konmustur (93).

2.1.7.2.4 Eksitatér aminoasit antagonistleri: Eksitator aminoasitler hiicre
icine kalsiyum girigini baglatirlar. Kalsiyumun hiicre i¢ine girisi ile hiicre 6liimiine
kadar giden reaksiyonlar zinciri baslar. Eksitator aminoasit reseptor antagonistlerinin
omurilik yaralanma modellerinde alt ekstremite fonksiyonlarini arttirdigi, noérolojik

fonksiyonlarda diizelmeye neden oldugu gosterilmistir (94).

2.1.7.2.5 Kalsiyum kanal blokerleri: Spinal travmadan sonra verilen
kalsiyum kanal blokerlerinin, travmay: takiben olusan vazospazmi Onleyerek
gelisecek iskemiyi azaltabildikleri gosterilmistir. Selektif olarak santral sinir sistemi
damarlarina etki ederek periferik vazodilatosyonu énler. Motor ve somatosensoryal
uyarilmis potansiyeller Olctilerek artmis perflizyonun aksonal
perflzyonu iyilestirdigi de gosterilmistir (95). Spinal kord hasarinda travmadan
sonra uygulanan diltiazem hem vaskiiler diiz kasinda membran depolarizasyonunu
engelleyerek spinal iskemiyi azaltir hemde kalsiyumun hiicre igine go¢lni azaltir.
Kalsiyum sekonder spinal hasarda apopitoz sirecinde etkilidir. Kalsiyum kanal

blokerleri bu strecin 6nlenmesinde de etkilidir.

2.1.7.2.6 Magnezyum: Kontiizyon yaralanmalarinda noroprotektif bir
ajandir. Noral yapilarda glutamat toksisitesini Onler. Serbest radikal olusumunu
azaltarak noral yapilarda vazoprotektif etki saglar. Magnezyum eksikliginde endotel
hiicrelerinde serbest radikal kaynakli intraseliiler oksidasyon ve sitotoksisite ortaya
cikar (96).

2.1.7.2.7 Hipotermi: Serebral metabolizmanin azaltimas: ile serbest radikal
olusumu, beyin 6demi, intraseliler kalsiyum konsantrasyonu azalir. Epidural
ya da intratekal kataterler yolu ile soguk salin infiizyonu verilerek lokal sogutma
yapilabilir (97).

26



2.1.7.2.8 Eritropoetin: Lipid peroksidasyonunu azaltarak noroprotektif etki
olusturdugu siganlarda gosterilmistir. Apopitozu azaltmak, inflamasyonu baskilamak,
proliferasyonuna katkida bulunmak bildirilen etkileridir (98).

2.1.7.2.9 BarbitUratlar: Hizlanan metabolik siireci yavaslatici, hizlanan
metabolizmanin zararli etkilerini azaltict etkisinin  goriilmesi ile omurilik
yaralanmasinda kullanilmasi Onerilmistir. Deneysel c¢alismalarda thiopentalin
parapleji oranini diisiirdiigii, histopatolojik goriiniimde ve somotosensoriyel evoked
potansiyellerde diizelme yarattig1 bildirilmistir.

2.1.7.2.10 Interlokin: Antiinflamatuvar sitokin olan IL-10, T helper
hiicreleri, monosit, makrofaj, mikroglia ve astrositler tarafindan sentezlenirler. Farkli
iki AOY modelinde yaralanmadan 30 dakika sonra uygulanan sistemik IL-10 ile
sistemik inflamasyonun azaldigi gorilmiistiir. IL-10’un noroprotektif oldugu ve
motor fonksiyonu iyilestirdigi belirtilmektedir (99).

2.1.7.2.11 Kaspaz inhibitorleri: Apopitozun yogun oldugu mediiller
oligodendrositlerdir ve apopitoza etki ederek oligodentrosit kaybinda ciddi sekilde
azalir. NOrolojik dokudaki kaspaz-3 yolu farmakolojik a¢idan onemlidir. Kaspaz
inhibitorleri birgcok deneysel modelde uygulanmistir (100).

2.1.7.12 Hiberbarik oksijen tedavisi: Omurilik yaralanmasindan sonra ciddi
doku hipoksisi ortaya c¢ikar. Doku hipoksisini azaltmak icin oksijen tedavisi
onerilmektedir. Oksijenin dokulara penetre olabilmesi i¢in yiiksek basinglarda
verilmesi gerekmektedir. Saf oksijenin maske, oksijen ¢adir1 veya endotrakeal
tip ile 1 atmosfer basing altinda solutulmasiyla uygulanan bir tedavi yontemidir.
Oksijen parsiyel basincinin ve konsantrasyonunun artmasi ile fizyolojik etkileri

olusur. Bu tedavi yontemi son yillarda iilkemizde kullanimi artmigtir (101).

2.2 isotretinoin

Retinoidler hiicre biiylimesi, farklilagsmasi, tiimor gelisiminin inhibisyonu ve
immiinomodiilatuvar etkileri olan molekiillerdir. Isotretinoin (13-cis retinoid) orta ve
siddetli akne vulgaris formlarinda ve diger siddetli akne tiplerinde 1980’lerden beri
yaygin olarak kullanililan 1. jenerasyon dogal bir retinoiddir (102,103). Izotretinoin

tedavisinin primer endikasyonlar1 siddetli papiilopiistiiler, nodiiler, tedaviye direngli,
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skar birakan veya psikolojik strese yol acan akne, akne konglobata, akne fulminans
ve antibiyotiklerin indiikledigi Gram-negatif folikulittir (102,104). Ayrica rozase,
saclt derinin dissekan selliiliti, seboreik dermatit, hidradenitis siipiirativa, folikdilit,
keratinizasyon bozukluklari, noéroblastom, deri yaslanmasi ve verruka vulgaris gibi

bir¢ok hastaligin tedavisinde de kullanilmaktadir (102,105).

2.2.1. Farmakolojik etkisi: Izotretinoin hiicresel retinol baglayici protein
veya retinoid asit ntikleer reseptdrleri olan retinoic acid receptor (RAR) ve retinoid X
receptor (RXR)’e direk baglanma o6zelligi gostermese de hiicre icinde RAR ve
RXR’ye baglanip metabolitlerine doniisen 6n ilactir. Biyolojik olarak etkili dnemli
metabolitleri vardir. Metabolit olan 13-cis retinoik asitin yar1 6mrii 20 saattir. Kanda
baslica albumin olmak iizere %99 proteinlere baglanarak tasmir. Karacigerde
metabolize edilerek, enterohepatik dolasima katilir, idrar ve fegesle atilir. Ilag

kesildikten 1 ay sonra tamamen viicuttan atilir (102,105).

2.2.2. Etki mekanizmasi: Bilinen en 6nemli etkisi sebosit proliferasyonunu,
terminal sebosit farklilasmasini ve sebase bez biyiikliigiinii azaltarak sebum
dretimini  baskilamasidir. Sebum sipresif etkisinin sebosit apopitozundan
kaynaklandig1 ve bunu apopitotik protein tumor necrosis factor (TNF)-iligkili
apopitoz indiikleyen ligand1 (TRAIL) eksprese ederek, ayrica insiilin benzeri growth
faktor (IGF) baglayan protein-3 ve neutrophil gelatinase associated lipocaline
(NGAL) diizeylerini artirarak yaptigi One siiriilmektedir (106,107). Melnik
hipotezinde isotretinonin, sebosit apopitozu ile aknede iyilesme yaptigini; ayrica
néroblastoma, l6semi ve lenfoma gibi neoplazilerde malign hicre apopitozuna yol

acarak da tedavi edici etkiler gosterdigini bildirmistir (108).

Akne patogenezinde bilinen tiim faktore etki ettigi gibi immdinolojik,
hormonal ve inflamatuvar etkileri de kesfedilmistir. Isotretinoin forkhead box smift
O (FoxO)I’i upregiile ederek dogal bagisiklik sistemini stimiile eder; T hiicre
cevabini azaltir ve anti-inflamatuvar etki gosterir (102,109). T lenfositlerden salinan
TNF-a, IL-4, IL-17 ve IFN-y diizeylerini azaltarak immiinoregiilatuvar etkilere de
neden olmaktadir (110). Akne patogenezinde matriks metalloproteinazlarm (MMP)
da rol oynadig1 bilinmektedir (111). Izotretinoin diger tedavilerden farkli olarak skar

olusumunu azaltmaktadw, bunu MMP-9 ve MMP-13 azaltarak yaptig1 One
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strilmektedir (112). Hormonal etkisinin doz bagimli olarak ortaya ¢iktigi, kortizol,
tiroid hormonu, ACTH ve blylme hormon dizeylerini etkiledigi gosterilmistir
(102,113).

2.2.3. Kullammm sekli ve dozu: izotretinoin lipofilik oldugu i¢in mutlaka
yagli yiyeceklerle birlikteve tok olarak almmalidir. Aksi durumda etkinligi
azalmaktadir (102). Tek veya iki doz seklinde uygulanabilmektedir, iki ayr1 doz
seklinde alindiginda etkinlik ayni olsa da kutandz yan etkiler azalmaktadir. Aknede
standart doz 0,5-1 mg/kg/giin arasmnda olup orta ve siddetli akne vulgariste tercih
edilmektedir. Yiiksek doz tedavi ise 1 mg/kg/giiniin ilizerindeki dozlar olup siddetli
akne vulgariste kullanilmaktadir (104). Doz hesaplamasi kiimiilatif dozlar esas
almarak yapilmaktadir. Hafif akne wvulgariste diisiik kiimiilatif dozlar tercih
edilebilirken siddetli akne vulgariste 120-150 mg/kg kiimulatif doz hedeflenmektedir
(102,114).

2.2.4. Yan etkileri: Cok sayida yan etkisi vardir. Mukokutandz ve sistemik
olarak iki gruba ayrilan yan etkilerden en sik mukokutanéz yan etkiler ortaya
cikmaktadir. Keilit, kserozis, retinoid dermatiti, gézlerde kuruluk, burun kanamasi,
vajinal kuruluk, pruritus ve fotosensitivite ortaya ¢ikan mukokutandz bulgulardir.
Daha nadiren paronisi, tirnakta kirilganlik, piyojenik graniilom goriilebilir. Sag
dokiilmesi bildirilen az sayida olgu da bulunmaktadir (102,103). Mukokutanfz
bulgularin sik goriildiigii olgularda en dogru yaklasim ilacin dozunu azaltmaktir.
Hastalara nemlendirici ve giinesten koruyucu kullanmalar1 onerilebilir. Yaz aylarinda

fotosensitivite artacagindan tedaviye kis aylarinda baglamalidir (106,115).

Gebelik kategorisi X olan isotretinoinin en 6nemli ve sakmilmasi gereken yan
etki teratojenitedir. Spontan abortusun yani sira kraniyofasiyal, kardiyak, timiis,
paratiroid bezler ve santral sinir sistemini etkileyen ciddi konjenital
malformasyonlara neden olabilmektedir (103). Kulakta anotia, mikropinna, ekstensor
isitme kanallarmin yoklugu, mikroftalmi, fasiyal dismorfizm, yarik damak gibi
ekstansér anomalilere yol acar. Internal anomaliler ise serebral ve serebellar
malformasyon, hidrosefali, mikrosefali, kraniyal sinir defekti, timis bezinde anomali

veya kardiyovaskuler anomaliler gortlebilecek defektlerdir (102,103)
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Gastrointestinal yan etkileri kolit, 6zefajit, 0zefagial Glser, jinjival hemoraji,
jinjivit, bulant1 ve spesifik olmayan gastrointestinal semptomlar olarak

belirtilmektedir. Ayrica az sayida olguda pankreatit gelisimi bildirilmektedir (102).

Psikiyatrik yan etkileri tartigilmaktadir. Cok sayida psikiyatrik yan etki
bildirilmistir. Ancak gergek bir iligski heniiz kanitlanamamaistir. Yapilan ¢alismalarda
isotretinoinin  depresyon, 0z kiyim girisimi, intihar, psikoz, duygu durum
degisiklikleri, saldirganlikta artis ve bipolar bozukluga yol actigina dair olgu
sunumlart veya c¢aligmalar bulunmaktadir (116,117). Ancak akneli hastalarda
depresyon, anksiyete, sosyal fobi ve somatoform bozukluklarin gelistigine dair
yayinlar da bulunmaktadir (102,118). Genis siireli yaymlarin derlendigi bir ¢alismada
isotretinoinle tedavi edilen hastalarin ¢ok az bir kisminda psikiyatrik yan etkilerin

gelistigi kanisina varimustir (119).

Kas iskelet sistemine ait yan etkiler agisindan hastalarda artrit, artralji,
ligament ve tendon kalsifikasyonu, kemik mineral dansitometrisinde azalma, miyalji,
prematiir epifiz kapanmasi, skeletal hiperosteoz, tendinit ve halsizlik gelisebilecegi

bildirilmistir (102).

Go6z kurulugu, goézyasinda azalma, konjonktivit ve S. aureus
kolonizasyonunda artis gibi oftalmik yan etkileri vardir. Kesin ilaca bagli oldugu
kabul edilen yan etkiler; meiboiman bez salgisinda azalma ve atrofi, intrakraniyal
basing artisina bagl papil 6demi, okiiler kuruluk, korneal opasiteler, keratit, miyopi
ve karanliga adaptasyonda azalmadir. Muhtemel yan etkiler; geri doniislii renkli
gérmede azalma, dev kaldirim tas1 papilla, korneal iilser, karanlia adaptasyonda
kalic1 kayiptir. Olas1 yan etkiler ise kalict goz kurulugu, korneal iilserler, diplopi ve
g6z kapagi 6demidir (102,120,121). Ayrica isotretinoinin rodopsini azalttig1 ve gece
korliigiine neden olabilecegi, pilotluk gibi mesleklerde dikkatli kullanilmas1 gerektigi
bildirilmektedir (111).

[sotretinoinin yan etkileri laboratuvar parametrelerine de yansimaktadir. Kan
lipitlerinde ve karaciger enzimlerinde yiikselme ortaya ¢ikabilmektedir (102,114).

Ancak yakin zamanda yayinlanan sistematik derlemelerde hiperlipidemi ve
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hepatotoksik etkileri olsa da bunlarin ¢ok sik olmadigi, genellikle doz bagimli oldugu

ve tedavi basladiktan kisa siire sonra normale dondiigii bildirilmektedir (122,123).

Isotretinoinin kardiyak sistem, nefrolojik sistem ve isitme {izerine belirgin bir
yan etkisi olmamakla birlikte az sayida olgu bildiriminde olumsuz sonuglar
bildirilmistir (102). Solunum sistemi Gzerinde belirgin bir yan etkisi bulunmasa da
ozellikle mukozalarda kuruluk yaptigi, mukosiliyer transportu azalttig1 ve nadiren
astim alevlenmesi ve respiratuvar enfeksiyon riskini artirdigi one siiriilmektedir

(102).
2.2.5 Santral sinir sistemine etkileri

Retinoidlerin; limbik sistem, amigdala, prefrontal korteks ve hipokampusta
bulunan retinoid reseptorlerlerine baglanarak gen transkripsiyonunu etkiledikleri
deneysel caligmalarda gosterilmistir (124). Limbik sistemdeki etkilerine bagli
depresyona egilimi ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica dopamin, serotonin ve norepinefrini
etkileyerek anksiyete ve depresyona neden olurlar (124,125). Iinsanda orbitofrontal
korteksi etkileyerek beyin metabolizmasinda yavaglama yaptigi ve emosyonel
bozukluklara yol agabildigi diistiniilmektedir. Hipokampusta ndrogenezi inhibe
ederek de depresyon olusumunda rol oynadigi belirtilmektedir (124). Yapilan
molekiiler calismalarla orbitofrontal metabolizmanin artmast ve dopaminerjik
sistemin aktivasyonuyla, serotonin ve dopamin seviyelerini degistirerek obsesif
kompulsif bozuklugu yol agabilecegi de One siiriilmektedir (125,126). Ancak insan

calismalari ile bu durum yeterince agiklanamamustir.

Retinoidler nadiren idiyosenkrazik psikolojik reaksiyonlara da neden
olabilecegi, bu yan etkilerin 6zellikle genetik olarak retinoid reseptorlerinde
mutasyon olan kisilerde ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir (102). Retinoid reseptor
mutasyonlarinin apopitoza yol agmaktigi, bu mutasyonun da bireysel olarak
depresyon, psikoz gibi c¢esitli psikiyatrik yan etkilere yol agabilecegi
vurgulanmaktadir (102,124). Bu durumun ag¢iklifa kavusturulabilmesi i¢in genetik
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Mevcut kosullarda psikiyatrik hastalik bulgusu
olan veya 1. derece yakinlarinda bipolar bozuklugu olan hastalarin iyi takip edilmesi,

ilacin baglanmasinda secici davranilmasi ve olast semptomlar konusunda erken
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mudahale edilerek psikiyatriye yonlendirilmesi 6nerilmektedir (104,114). Depresyon
gelistigi diisiiniilen olgularda psikiyatri konsiiltasyonun yani sira, ilacin dozunun
azaltilmasi veya tamamen kesilmesi ve gerekli durumlarda antidepresan tedavinin

eklenmesi 6nerilmektedir (103,114).
2.2.6 Yara iyilesmesindeki rolii

[zotretinoinin yara iyilesmesi iizerine etkisi tartisilmali bir konudur. Daha
cok yara iyilesmesini geciktirdigi bu nedenle cerrahi miidahalelerin ertelenmesi
gerektigi belirtilmektedir (103). izotretinoin tedavisinin dermatolojik, cerrahi ve
kozmetolojik uygulamalarin yara iyilesmesini geciktirdigi veya keloide yol agtigi
konusunda olgu bildirileri mevcuttur (127,128). isotretinoin tedavisi sirasinda veya
tedavi kesildikten hemen sonra girisimler yapilan 1485 hastanin gozden gecirildigi
derlemede manuel dermabrazyon, yiizeyel kimyasal peeling, kutanéz cerrahi,
epilasyon ve fraksiyonel ablatif ve nonablatif lazer tedavilerinin geciktirilmesinin
yararli olacagi belirtilirken, mekanik dermabrazyon veya full ablatif lazer
tedavilerinin isotretinoin tedavisi alirken veya hemen sonrasinda yapilmamasi
gerektigi sonucuna varilmistir (129). Ancak tam tersini bildiren ¢aligmalar da
mevcuttur. Yakin zamanda yapilan genis hasta serisini iceren multimerkez bir
calismada ise keloid gelisme riskinin %0,4 ile plasebodan farksiz oldugu ve oldukca
az hastada ortaya c¢iktigi, isotretinoin kullanan hastalarda girisimsel islemlerin
kolaylikla yapilabilecegi ortaya konulmustur (130). Bu yan etkilerin kisisel
yatkinliga bagh gelistigi yoniinde gelisen fikir birliginden dolay1 uygulama 6ncesi
hastanin 6n kol bolgesi test bolgesi olarak se¢ilip, bu bolgeye test amacl uygulama
yapilip, kisinin yara iyilesmesine verdigi cevap degerlendirildikten sonra gercek

uygulamanin yapilmasi 6nerilmektedir (102).

2.2.7 Tedavinin takibi

Hepatotoksik ve hiperlipidemi yapict etkileri olmasi nedeniyle tedavi
sirasinda laboratuvar incelemesinin yapilmasi gerekmektedir. Karaciger fonksiyon
testlerinde ve lipitlerdeki degisiklik genellikle 2. ayda ortaya ¢iktigi icin bu ayda

tetkiklerinin yapilmas1 uygundur. Ikinci aydan sonra ¢ok sik olmayan araliklarla
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kandaki lipit diizeyine ve karaciger fonksiyon testlerine yeniden bakilmalidir. Bilinen
karaciger hastaligi olan, hepatotoksik ilag kullanimi Oykiisii olan, metabolik
sendromu olan kisilerde stk monitorizasyon uygundur. Hematolojik parametreler
genellikle bozulmaz, bu nedenle tam kan tetkikinin yapilmasi gerekli degildir
(102,104). Ortaya ¢ikan yan etkiler doz bagimlhidir ve tedaviden hemen sonra
normallesir. Tedavi esnasinda karaciger enzimlerinde artis gelisirse ilacin dozu
azaltilmali; normale donmezse veya hepatit geligirse ilag kesilmelidir. Bu noktada
alanin aminotransferaz ve aspartat aminotransferanzin (AST) yani swra mutlaka

gama-glutamil transpeptidaz (GGT) da bakilmalidir (102,104).

3. MATERYAL ve METOD

Calismamiz  Diizce  Universitesi Deneysel  Arastrma Merkezi Hayvan
Laboratuvari’nda Aralik 2020-Subat 2021 tarihleri arasinda yapilmistir. Diizce
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi tarafindan desteklenmistir. Etik
Kurul onay1 Diizce Universitesi Deney Haynalar1 Etik Kurulu tarafindan 2020 /11/03

karar numarasi ile verilmistir.

Calismamizda 2-4 haftalik, 200-250 gr agirliginda toplam 36 adet Sprague

Dawley cinsi disi eriskin sigan kullanild1.
3.1. Deney Gruplan

Grup 1 ( Sham-Kontrol) (n:6): T7-T9 seviyesinde sadece laminektomi uygulanan

grup.
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Grup 2 (Travma) (n:6): T7-T9 seviyesinde laminektomi yapilan, dura intakt
birakilarak bir dakika boyunca medulla spinalise anevrizma klibi ile kompresyon

uygulanan, herhangi bir tedavi verilmeyen grup.

Grup 3 (Travma + Isotretinoin (7,5 mg/kg/giin)) (n:12): T7-T9 seviyesinde
laminektomi yapilan anevrizma klibi ile bas1 uygulandiktan sonra gavaj yoluyla 7,5
mg/kg/glin dozunda isotretinoin verilen grup. Bu grup igerisindeki siganlarin 6’s1 2.
haftanin sonunda, kalan 6 si¢an ise 4. haftanin sonunda sakrifiye edilerek patolojik

inceleme i¢in gonderilmistir.

Grup 4 (Travma + Isotretinoin (15 mg/kg/giin)) (n:12): T7-T9 seviyesinde
laminektomi yapilan, anevrizma klibi ile bas1 uygulandiktan sonra gavaj yoluyla 15
mg/kg/giin isotretinoin verilen grup. Bu grup icerisindeki sicanlarin 6’s1 2. haftanin
sonunda, kalan 6 sigan ise 4. haftanin sonunda sakrifiye edilerek patolojik inceleme

icin gonderilmistir.

Her grup ayr1 kafeslerde uygun sartlar altinda muhafaza edildi (Sekil 3a),
gavaj yontemiyle ilag karisimi verildi (Sekil 3b), takipleri ve ilag verilis giinleri ayr1
ayr1 yazilarak tiim veriler kayit altina alindi. Giinde iki kez kontrol edilerek manuel

mesane basisiyla idrar ¢ikiglar1 saglandi.
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Sekil 3. a-Sican kafeslerinin genel goriiniisii, b-Gavaj ile beslenme, isotretinoin

verilisi
3.2. Anestezi

Anestezi Oncesinde tiim siganlarin normal motor fonksiyonda olup olmadigi
kontrol edildi. Her rata 90mg/kg Ketamin (Ketalar, Parke-Davis Eczacibasi-Istanbul)

ve 10 mg/kg Ksilazin intramiiskuler enjeksiyonu uygulandi.
3.3. Cerrabhi islem

Anestezi uygulanmis siganlar, cerrahi uygulanacak tespit tahtasina prone
pozisyonda yerlestirildi (Sekil 4a). Interskapular mesafe kontrol edilerek, belirlenen
torakal cerrahi sahasi (T5-T12) traslandi, Polivinil prolin iyot (Batticon sol, Adeka,
Samsun) ile dezenfekte edildi (Sekil 4b). Operasyon siiresince 1siticilar kullanilarak,

1s1 optimal seviyede (37 °C) tutuldu.

Sekil 4. a-Cerrahi Oncesi sigcanlarin prone poziyonda povidon iyot ile

dezenfeksiyonu, b-Ekartor yerlestirilmesi, c- Laminektomi sonrast dura gériinima

Torakal 7-10 seviyesini ortalayan yaklagik 2 cm’lik vertikal cilt insizyonuyla,

cilt ciltalt1 gecilerek fasiyaya ulasildi, 15 no’lu bistiiri ve disli penset yardimiyla
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paravertebral kaslar siyrildi, mastoid ekartor yerlestirildi (Sekil 4¢). Laminalar ortaya
konuldu. T 7-8-9 total laminektomi yapildi. Spinal kord ortaya konuldu (Sekil 4c).
Duramaterde travma olusturulmadan 6nce laminalar lateralden alindi, duramatere
tam kat anevrizma klibi ile kompresyon uygulanmasi 1 dakika siireyle yapildi (Sekil
5a). Hemostaz saglandi, paravertebral adaleler ve cilt usuliine uygun 2/0 vicyrl ile
primer siitiire edildi. Sicanlar normal oda 1sisinda uyandirildi ve gruplar igin
hazirlanmis ayr1 kafeslere yerlestirildi. Cerrahi islemlerde grup 1’e yalnizca
laminektomi, grup 2,3 ve 4’e laminektomi ve anevrizma klipi uygulandi. Siganlar
cerrahi iglemin sonrasinda degerlendirildi. Grup 1’deki 6 siganin motor kuvvetlerinin

tam oldugu, diger gruptaki sicanlarm paraplejik oldugu goriildii. Idrar ¢ikis1 ve motor

fonksiyonlar1 uygun 1s1 ve ortamda giinde iki kez takip edildi.
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Sekil 5. a-Anevrizma klibi uygulanmasi, b- 20A- analog siticili manyetik karigtiric

cihazi

3.4. Isotretinoin elde edilisi ve verilis yontemi, sikhg

3.4.1 Elde edilisi: isotretinoin etken maddesi igin 20 mg yumusak kapsiiller
(Roaccutane®, Roche 20 mg yumusak jelatin kapsiil) kullanildi. Gavaj ile
verilebilmesi i¢cin sivi hale getirildi. Bu islem i¢in 20a-analog 1siticili manyetik
karistiric1 cihazi kullanildi (Sekil 5b). Cihazin 1s1 ve devir hiz1 orta seviye olarak
ayarlandi. Kapsiil s1v1 hale gelince, beher icerisinde 3 kapsiil igcerigi ve 8 ml aygicek
yag1 eklenerek gavaj ile verilebilecek sivi karisim elde edildi. Homojen sivi karigim

icerisinde 7,5 mg/ml isotretinoin olmasi saglandi.
3.4.2 Isotretinoin verilis yontemi ve sikhg:
Grup 1: Sivi karisimi verilmedi.

Grup 2: Sivi karisimi verilmedi.

Grup 3: 6 adet sigana 15 giin boyunca, 6 sigana da 28 giin boyunca her giin gavaj

yontemiyle isotretinoin 7,5 mg/kg/giin dozunda sivi karisimi verildi.

Grup 4: 6 adet sigana 15 giin boyunca, diger 6 sicana da 28 guin boyunca hergln

gavaj yontemiyle isotretinoin 15 mg/kg/gin dozunda sivi karisimi verildi.
3.5. lyilesmeyi degerlendirilme kriterleri

Hasar skoru muayene yontemi olarak egik diizlem (Sekil 6a) ve motor
muayene (Drummond ve Moore kriterleri) (Tablo 9) kullanildi. Isotretinoinin hasar

uzerindeki koruyucu ve tedavi edici etkinligi aragtirildi.

3.5.1 Egik diizlem ile degerlendirilmesi
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Rivlin ve Tator’un 1977°de olusturdugu yontemde deney hayvanmin 5 sn
stiresince egik diizlemde kaymadan durdugu en yiiksek ac¢1 puan olarak kayit altina
alinmaktadir (14,20). Sigan yere paralel olan tablanin {istiine yerlestirildi, tabla belli
acilarla kaldirildi. Denegin kaydigi a¢1 1.3.5.7.17.20 ve 28. gunde kaydedildi.

3.5.2 Drummond Moore kriterleri ile degerlendirme
Sicanlarm 1.3.5.7.17.20 ve 30. giinlerde motor muayeneleri yapilarak kaydedildi.
Tablo 9. Drummond Moore Kriterleri

0 puan | Alt extremitelerinde motor kas fonksiyonu yok, paraplejik

1 puan | Alt ekstremitede motor fonksiyon zayif, sadece yer ¢ekimine karsi zayif
hareket

2 puan | Orta derecede alt ekstremite motor fonksiyonu, yercekimine karsi giic iyi

fakat bacaklarini viicudun altina ¢ekemiyor

3 puan | Motor fonksiyon ¢ok iyi, bacaklarint vucudun altina gekip ziplayabiliyor,

fakat tam normal motor fonksiyon degil

4 puan | Normal motor fonksiyon

3.6 Spesmenin alinisi

Grup 3’teki 6, grup 4’teki 6 sigan 15 giiniin sonunda, grup 1’deki 6, grup
2’deki 6, grup 3’teki 6, grup 4’teki 6 sigcan ise 28 gunlik takiplerinin sonunda
sakrifiye edildi. Sicanlar sakrifiye edildikten sonra, siganlarin dnceden cilt kesisi
yapilan yerden girilerek, laminektomi yapilan ve dura lizerinden klip uygulanarak
AOQY olusturulan kisima ulasildi, duraya hasar verilen kord kismu duzenli olarak
cikarildi (Sekil 6b). Alman Ornekler hazirlanan %10 formaldehit iceren kaplara
konuldu (Sekil 6¢). Her bir sican grubu ve kacinci denek hayvani oldugu kaplarin

iizerine not edildi. Incelemenin yapilacag: labarotuvara alind.
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Sekil 6. a-Egik diizlem testi, b- AOY olusturulan segment, c- Gruplarin ve sigan

numarasmin yazildig kaplar

3.7 Rutin parafin takibi ve boyama protokolleri
3.7.1 Rutin parafin takibi
Asagidaki sirayla yapildi.

1. Dokular %4 formaldehit i¢inde yaklasik 12-24 saat fikse edildi.

2. Fiksasyondan sonra 3 saat cesme suyunda yikandu.

3. Smasiyla %70, %80 ve %90’lik etanol serilerinde 24 saat tutularak dehidrate
edildi.

4. %100’liik etanolde 4 saat bekletildikten sonra ksilen igerisinde yaklasik 5 dakika
tutularak seffaflastirma islemi gergeklestirildi.

5. Seffaflagtirilan dokular 3 saat (saat bas1 parafin degisimi yapildi) 56°C’lik etiivde
bulunan parafin igerisinde tutulduktan sonra kaliplara kondu. Oda sicakliginda
parafinin donmasini saglandi.

6. Parafine gomiili dokularmm bloklar1 mikrotom i¢in hazirlanildi. Bloklar:
mikrotoma yerlestirip 5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Su banyosunda
diizlesmeleri saglandi. Siiperfrost lamlar {izerine aktarilarak gece oda 1sisinda

kurutuldu.
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3.7.2 Hematoksilen-Eozin boyasi: Sicanlardan alman doku orneklerinde
hematoksilen eozin ile dokularm biitiinliglinii ve yapisin1 gostermek amaglandi.
Hematoksilen-Eozin boya protokolii asagidaki sirayla yapilmistir.

Deparafinizasyon: Parafin kesitler once 75°C sicakliktaki etiivde 40 dakika daha
sonra ksilol-1 ve ksilol-2°de 15’er dakika bekletildi.

Hidratasyon: Kesitler %96’lik, %80’lik ve %70’lik etil alkollere sirayla 10’ar defa
daldirilip akan suda yikandu.

Boyama: Hematoksilende 2 dakika bekletilip, asit alkole, amonyakli suya 2 defa
daldirilarak ve %70 lik etil alkole 10 defa daldirilarak preparat her islemden sonra
akan suda yikanarak boyanmuistir.

Dehidratasyon: %70’lik, %80’lik ve %96’lik etil alkollere sirayla 10’ar defa
daldirthip, 1-2 dakika 75°C sicakliktaki etivde kurutularak 10 dakika ksilolde
bekletilip, ksiloldan ¢ikan ve oda sicakliginda kuruyan lamlar entellan damlatilarak

lamel ile kapatildi. Isik mikroskobu ile incelendi (Olympus Cx41-AxioCam Zeiss).

3.7.3 Luxol Fast boyasi: Noronal uzantilar1 gostermek ve incelemek
amaciyla yapildi. Luxol Fast boyama protokolii asagidaki sirayla yapilmstir.
Patolojik doku kesitleri 15 um lik diizende yapildi. Parafin ksilolle uzaklastirilip,
100% alkole alindi. Luxol fast blue ¢ozeltisinde 2 saat 60°C boyandi, %95 alkolde
yikandi. Distile suda calkalandi. Differansiyasyona 9%0.005 lityum karbonat ile 10
saniye olarak baglanildi, %70’1lik alkolde 30-60 saniye differensiye edildi. Distile
suda calkalanip mikroskopta boyama kontrol edildi. Gri ve beyaz cevher belirgin
olarak ayrilana kadar islem 3 kez tekrar edildi, %]1asetik asitteki 9%0,1 cresyl violet
ile 10 dakika boyand1. Distile suda yikandi, %70lik alkolde ¢alkalandi. Cekirdekler
ve nissl maddesi menekse-mor olana kadar differensiye edildi (yaklasik 30 saniye).
Hizla %100’liik alkolde calkalanip, seffaflandirildi ve kapatildi.

3.7.4 immiinohistokimyasal boya: Cleaved Caspase 3 immunohistokimya

yontemiyle de apopitoza giden hiicreleri gostermek amaglandi. Cleaved Caspase 3

antikoru boyama protokolii asagidaki sirayla yapilmistir.
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1. Bir gece 6nceden 56°C’lik etiivde bekletilen kesitler ertesi sabah deparafinizasyon
icin iki kere 10’ar dakika ksilenlerden gecirildi ve her birinde 5 dakika olmak
kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.

2. Kesitler distile suda calkalandi ve fosfat tamponlu tuz tamponunda (PBS; pH: 7,2-
7,4) ¢ kez 5’er dakika yikandi.

3. Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrat tamponuna
(pH:6,0) konularak mikrodalga firinda 2 kere 5’er dakika 750Watt’ta kaynatildi, 20

dakika boyunca oda 1sisinda sogumaya birakildu.

4. Hidrofobik kalemle etrafi ¢izilen kesitler, distile sudan ve ardindan PBS’ten 5

dakikalik stirelerle gegirildi.

5. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler %3’lik hidrojen

peroksit ile 15 dakika inkiibe edildi.

6. Distile suda calkalanip PBS’te yikanan kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda
0zgiil olmayan Immunoglobulin (Ig) baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama

serumu ile 7 dakika muamele edildi.

7. Serumun fazlasi almarak kesitler, Cleaved Caspase 3 primer antikoru ile +4°C’de
gece boyu inkibe edildi. Kontrol kesitlerine primer antikor yerine uygun izotip

kontrol uygulandi.

8. Ertesi giin kesitler PBS ile 3 defa 5’er dakika yikandi. Sonra sirasiyla, 30 dakika
biyotinlenmis sekonder antikor ve 30 dakika HRP-konjuge streptavidin ya da AP-
konjuge streptavidin kompleksi ile oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi. Her iki

uygulama sonrasinda PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi.

9. Sinyalleri gelistirmek i¢in dokular 5 dakika Di Amino Benzidin (DAB) ile

muamele edildi ve musluk suyunda yikand:.

10. Kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapilip geri takip yapilarak

entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi.
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3.8 Istatistiksel analiz
3.8.1 Egik diizlem ve Drummond Moore Kriterleri istatistik analizi

Istatistiksel analizler SPSS v.22 paket programi kullanilarak yapilmistir. Grup
karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar igin
posthoc Bonferroni diizeltmesi ile gruplar degerlendirilmistir. Veriler ortanca,
ceyrekler arasi genislik ve minimum-maksimum degerler ile 6zetlenmistir. Kategorik
degiskenler Fisher-Freeman-Halton test ile karsilastirilmig, say1 ve yiizde seklinde

verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak dikkate alinmistir.
3.8.2 Histolojik istatistiksel analizler

Farkli deney gruplarinda Cleaved Caspase proteinlerinin immiinohistokimya
bulgular1 imagel] programi ile degerlendirildi. Degerlerin analizi, GraphPad Prism 6
programi kullanilarak One Way ANOVA ve devaminda Holm-Sidak metodu ile
yapild. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.

4- BULGULAR

Caliymada her grupta 6 sican olan toplam 6 grup olusturuldu ve 36 sigan ile

tamamlandi.

4.1 Motor Muayene Sonuclar
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Tidm deneklerin  motor

muayenesi

14. ve 28. giindeki sonuglariyla

degerlendirildi. Degerlendirmede egik diizlem agilar1 ve Drummond ve Moore

kriterleri kullanildi.

Egik diizlem agilarmin 14.giin degerleri bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<<0,001) (Tablo 10) (Sekil 7).

14.gunde travma, isotretionin 7,5 mg/kg/gilin ve isotretionin 15 mg/kg/gun

gruplarinda egik diizlem agis1 sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde

disiiktii (swrastyla p<0,001; p<0,001 ve p=0,045). Isotretionin 7,5 mg/kg/glin ve

isotretionin 15 mg/kg/giin gruplarinda, travma grubuna kiyasla egik diizlem acis1

anlamli sekilde artmist1 (sirasiyla p=0,048 ve p<0,001). Isotretionin 7,5 mg/kg/giin

ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplar1 arasinda ise 14.giin egik diizlem agis1

bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamustir (p=0,180).

Tablo 10. Egik diizlem ve Drummond ve Moore kriterlerinin 14. giun degerleri

Isotretionin | Isotretionin
Sham Travma A, Wk S
5m Un{15m un
(n=6) (n=6) g/kKg/g g/Kg/g P
(n=12) (n=12)
Esik dizlem | 645 (1) | 44 (3) 47 (1) 485 (1) 2001
< ]
acist [64-66] | [42-46] [46-49] [48-50]
Drummond ve 4(0 0(2 1(0 1(0
(0) ) [ (0) (0) <0.001
Moore puani [4-4] 0-4] [0-1] [1-1]

Veriler ortanca (CAG, ¢eyrekler arasi genislik) ve [minimum-maksimum]

degerler seklindedir.
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Pairwise Comparisons of grup

Injury
3,58

-

65
60

55

: —
“ =

40

AGI

Shaf tretinoin 15 mg
33,50 23g8

Sham Injury Isotretinoin Isotretinoin
75mg mg

Each node shows the sample average rank of grup.

Sekil 7. a) Gruplarda 14. Giin egik diizlem a¢1 degerleri, b) Coklu karsilastirma

sonuglar1

14.glin Drummond ve Moore kriterlerinin degerleri bakimindan gruplar

arasinda anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,001) (Tablo 13) (Tablo 11) (Sekil 8).

14.gunde travma, isotretionin 7,5 mg/kg/glin ve isotretionin 15 mg/kg/gun
gruplarinda Drummond ve Moore kriterinin puani sham grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiiktiir (sirasiyla p<<0,001; p<0,001 ve p=0,001). Isotretionin
7,5 mg/kg/glin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplarindaki Drummond ve Moore
kriterinin degerleri travma grubuna benzer olarak saptandi (swrasiyla p=0,291 ve
p=0,111). Isotretionin 7,5 mg/kg/giin ve 15 mg/kg/giin gruplar1 arasinda da 14.giin
anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,510).
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Sham

I ade.
Injury o
7!

Isotretinoin
75

Isotretinoin
15 mg

Isotretingiri 15 mg
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b Pairwise Comparisons of grup

Sham
33,00
L

NG
\\

N
Tsptretinoin 7,5 m
1888 2

Injury
1083

Each node shows the sample average rank of grup

Sekil 8. a) Gruplarda 14. giin Drummond ve Moore degerleri, b) Coklu karsilastirma

sonuglari

Tablo 11. Gruplarda 14.giin Drummond ve Moore kriterinin skor dagilim1

Sham ravma [sotretionin Isotretionin
(n=6) (n=6) 7,5 mg/kg/gin (15 mg/kg/gun p
(n=12) (n=12)
Drummond ve
Moore puani
0 0 (%0,0) | 4 (%66,7) 2 (%16,7) 0 (%0,0)
1 0 (%0,0) | 1(%16,7) 10 (%83,3) 12 (%2100)
4 6 (%100) | 1 (%16,7) 0 (%0,0) 0 (%0,0) <0001
Egik diizlem agilarmin 28.giin degerleri bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,001) (Tablo 12) (Sekil 9).

28.glinde travma ve isotretionin 15 mg/kg/glin gruplarinda egik diizlem agis1

sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiikken (sirasiyla p<0,001 ve
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p=0,003), sham grubu ile isotretionin 7,5 mg/kg/giin grubu arasinda anlamli bir

farklilik gorilmemistir (p=0,139). Travma grubu ile isotretionin 7,5 mg/kg/giin

grubu arasinda da egik diizlem agis1 bakimindan anlamli bir farklilik saptanmadi

(p=0,139). Isotretionin 15 mg/kg/giin grubunda egik diizlem agis1 travma grubuna

gore anlaml sekilde daha yiiksek bulunmustur (p=0,003). Isotretionin 7,5 mg/kg/gilin

ve isotretionin 15 mg/kg/glin gruplar1 arasinda ise 28. gun egik diizlem agist

bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamustir (p=0,834).

Tablo 12. Egik diizlem ve Drummond ve Moore kriterlerinin 30. giin degerleri

isotretionin |Isotretionin
Sham | Travma - & mafkalain 15 ma/ka/a
,5m un 15 m an
(n=6) (n=6) g/kg/g g/ka/g p
(n=6) (n=6)
Egik diizlem [68,5 (2) 46 (2) 50 (1) 52 (1) 0.001
< H
acisl [66-69] [[45-48]  [50-51] [52-54]
Drummond ve @4 (0) 0,5 (2) 1 (0) 1,5 (1) 0.002
Moore puam |[4-4] [0-4] [0-1] [1-2] ’

Veriler ortanca (CAG, g¢eyrekler arasi genislik) ve [minimum-maksimum] degerler

seklindedir.

N |

65

60

AGI

50

a5

e
i

&

Sham

Injury

Isotretinoin Isotretinoin
75mg mg

Pairwise Comparisons of grup

Injury
3,50

Each node shows the sample average rank of grup

Sekil 9. a) Gruplarda 28.giin egik diizlem ag1 degerleri, b) Coklu karsilastirma

sonuglari

28.glin Drummond ve Moore kriterlerinin degerleri bakimindan gruplar

arasinda anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,001) (Tablo 15) (Tablo13) (Sekil 10).
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28.gunde travma, isotretionin 7,5 mg/kg/giin ve isotretionin 15 mg/kg/gln

gruplarinda Drummond ve Moore kriteri sham grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli sekilde diisiiktii (swrasiyla p=0,001; p=0,001 ve p=0,033). Isotretionin 7,5

mg/kg/gln ve isotretionin 15 mg/kg/gun gruplarindaki Drummond ve Moore kriteri

travma grubuna benzer bulunurken (sirastyla p=0,914 ve p=0,211), isotretionin 7,5

mg/kg/giin ve isotretionin 15 mg/kg/gilin gruplar1 arasinda da 28.giin Drummond ve

Moore kriteri bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamaistir (p=0,254).

D&M

Sham I

Isotretinoin

Sharfh
24,00

b Pairwise Comparisons of grup

Injury
7,92
L

Isotretinoin 15 mg
12,75

Isptretinoin 7,5 mg
8,33
°

Each node shows the sample average rank of grup.

Sekil 10. a) 28. giin Drummond ve Moore degerleri, b) Coklu karsilastirma sonuglar1

Tablo 13. Gruplarda 28.giin Drummond ve Moore kriterinin skor dagilimi

Isotretionin Isotretionin
sham T ravma 7,5 mg/kg/gin (15 mg/kg/gun p
(n=6) (n=6)
(n=12) (n=12)
Drummond ve
Moore puani
0 0 (%0,0) [3(%50,0) |1 (%16,7) 0 (%0,0)
1 0 (%0,0) 2 (%33,3) [5(%83,3) 3 (%50,0)
2 0 (%0,0) 0 (%0,0) [0 (%0,0) 3 (%50,0) <0,001
4 6 (%100) (1 (%16,7) [0 (%0,0) 0 (%0,0)

4.2 Histopatolojik Bulgular

4.2.1 Hemotoksilen eozin boyasi:
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Sham grubu Hematoksilen&Eozin boyamasinda motor noéron ve glial
hicrelerde histopatolojik degisiklik gozlenmemistir (Sekil 11a). Travma grubundaki
sicanlarin hasarlanan spinal kord 6rneklerinde hematoksilen eozin ile boyanmasi ile
motor nronun sitoplazmasimin pembe, niikleuslarmin mor renkte boyanmis oldugu,

hlcre butunliklerinin bozuldugu gorilmistiir (Sekil 11Db).

20 um 20 pm

Sekil 11. a Sham grubu (Siyah ok motor néron, kirmizi ok glial hiicre) (H&Ex400). b
Travma grubu (Siyah ok motor néron, kirmizi ok glial hiicre) (H&Ex400).

Travma-+isotretinoin 7,5 mg/kg/gin 14. gln sakrifiye edilen grubun
Hematoksilen&Eozin incelemesinde motor noronlarin sitoplazmik hacimlerinin
azaldigi mor renkte gozlenmesi gereken nukleuslarinin secilemedigi ve hiicre
uzantilar1 arasinda 6demli alanlar tespit edilmistir. Glial hiicrelerde ise sham ve
travma grubuna kiyasla histopatolojik bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 12a).
Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/gin 28. gun sakrifiye edilen c¢alisma grubunin
Hematoksilen&Eozin ile incelemesinde motor ndronlarin sitoplazmik hacimlerinin
azaldig1 ve bazi noronlarin sitoplazmik sinirlarinin segilemedigi gozlenmistir. Glial
hicrelerde ise sham ve travma grubuna kiyasla histopatolojik bir degisiklik

gbzlenmemistir (Sekil 12b).
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20um

/

20 um

Sekil 12.a Travma-+isotretinoin 7,5 mg/kg/glin 14. giin (siyah ok motor ndron, kirmizi ok

glial huicre) (H&Ex400). b Travma-+isotretinoin 7,5 mg/kg/gun 28. gun (siyah ok motor

noron, kirmizi ok glial hiicre) (H&Ex400).

Travma+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen calisma grubunun

Hematoksilen&Eozin ile incelemesinde motor néronlarin sitoplazmik sinirlarmnin,

mor renkte nukleuslarinin segilebildigi ve hiicre uzantilar1 arasinda 6demin

gbzlenmedigi saptanmistir. Glial hiicrelerde ise sham ve travma grubuna kiyasla

histopatolojik bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 13a). 28. gun sakrifiye edilen

caligma grubunda motor néronlarin sitoplazmik sinirlarinin ve nukleuslarinin sham

grubuna benzer sekilde segilebildigi goriilmiistiir. Glial hiicrelerde ise sham kiyasla

histopatolojik bulgular1 benzer oldugu saptanmustir (Sekil 13b).

20 um

20 um

Sekil 13. a Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. giin (siyah ok motor néron, kirmizi ok

glial hiicre) (H&Ex400). b Travma+isotretinoin 15 mg/kg/gun 28. gin (siyah ok motor

noron, kirmizi ok glial hiicre) (H&Ex400).
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4.2.2 Luxol fast boyasi

Sham grubu Luxol fast ile boyamasinda motor ndéron ve glial hiicrelerde
histopatolojik degisiklik gozlenmemistir (Sekil 14a). Travma grubunda Luxol Fast
boyamasinda motor norona ait dentritik uzantilar izlenmekte oldugu gotiilmistiir

(Sekil 14b).
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Sekil 14. a. Sham grubu; mavi renkte motor néron uzantilar1 (Luxol Fasx400). b.

Travma grubu (Motor ndrona ait dentritik uzanti siyak ok) (Luxol Fasx400).

Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen c¢alisma
grubunun Luxol Fast ile boyanmasinda motor ndronlarn hiicre govdelerinin
hacminin azaldig1 ve uzantilarin ¢ok iyi secilemedigi goriilmiistiir (Sekil 15 a).
Travma-+isotretinoin 7,5 mg/kg/gun 28. glin sakrifiye edilen ¢alisma grubunun Luxol
Fast ile boyanmasinda motor noronlarin hacimlerinin sham grubuna yakin ve hiicre

uzantilarinin se¢ilebildigi goriilmistiir (Sekil 15b).
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Sekil 15. a. Travmatisotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14. gin (Luxol Fasx400). b.
Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/gin 28. Gin (Dentritik uzanti siyak ok) (Luxol
Fasx400).

Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen ¢calisma grubunun
Luxol Fast boyasi ile incelemesinde motor noronlarin sitoplazmik hacimlerinin ve
hiicre uzantilarmin  sham grubuna benzer oldugu gorildii (Sekil 16a).
Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/gun 28. giin sakrifiye edilen ¢alisma grubunun Luxol
Fast boyasi ile incelemesinde motor ndronlarin sitoplazmik hacimlerinin ve hiicre

uzantilarinin sham grubu ile ayn1 oldugu saptandi (Sekil 16Db).

. 20um 20um . 4

Sekil 16. a. Travma+isotretinoin 15 mg/kg/gin 14. gin (Luxol Fasx400). b.
Travma+isotretinoin 15 mg/kg/gin 28. Giin (Dentritik uzant1 siyak ok) (Luxol
Fasx400).
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4.2.3 Cleaved caspase 3 immunohistokimyasal boyama

Sham grubunun Cleaved Caspase 3 immunohistokimyasal boyamasinda
motor noronlarda immunohistokimyasal reaksiyon gozlenmemistir. Sadece glial
hiicrede reaksiyon gozlenmistir ve bu da fizyolojik bir siire¢ olarak yorumlanmistir
(Sekil 17a).  Travma grubunun Cleaved Caspase 3 immunohistokimyasal
boyamasinda motor ndronlarda Cleaved Caspase 3 ekspresyonunun sham grubuna
kiyasla birgin derecede artmis oldugu, bazi motor ndronlarda belirgin sekilde
ekspresyon paterni olan kahverengi rengin ¢ok yogun oldugu goézlenmistir. Glial

hiicrelerde de sham grubuna kiyasla daha fazla reaksiyon gozlenmistir (Sekil 17b).
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Sekil 17. a. Sham grubu (Siyah ok motor néron, kirmiz1 ok glial hiicre) (Cleaved
Caspase 3x400). b. Travma grubu (Siyah ok motor néron, kirmizi ok glial hiicre)
(Cleaved Caspase 3x400).

Travma+tisotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen c¢aligma
grubunun Cleaved Caspase 3 ile immunohistokimyasal boyamasida motor
noronlarda ve glial hiicrelerde Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubuna kiyasla
artarken travma grubuna kiyasla azalmig oldugu saptanmustir (Sekil 18a).
Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/gun 28. giin sakrifiye edilen c¢aliyma grubunun
Cleaved Caspase 3 ile immunohistokimyasal boyamasida motor noronlar glial
hicrelerde Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubu ile benzer iken, travma

grubuna kiyasla azalmis oldugu tespit edilmistir (Sekil 18b).
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Sekil 18. a. Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/gin 14. gin (Siyah ok motor néron,
kirmizt ok glial hiicre) (Cleaved Caspase 3x400). b. Travmatisotretinoin 7,5
mg/kg/giin 28. giin (Siyah ok motor néron, kirmizi ok glial hiicre) (Cleaved Caspase

3x400).

Travma+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen calisma grubunun

Cleaved Caspase 3 ile immunohistokimyasal boyamasinda motor néronlarin ve glial

hiicrelein Cleaved Caspase 3 ekspresyonunun sham grubu ile benzer oldugu, ancak

travma grubuna kiyasla azalmis oldugu saptanmustir (Sekil 19a). Travma+isotretinoin

15 mg/kg/giin 28. giin sakrifiye edilen ¢alisma grubunun Cleaved Caspase 3 ile

immunohistokimyasal boyamasinda motor ndronlar ve glial hiicrelerde Cleaved

Caspase 3 ekspresyonunun sham grubu ile ayni oldugu goriilmiistiir (Sekil 19b).

L &

Sekil 19. a. Travma+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. gin (Siyah ok motor néron,
kirmizi ok glial hiicre) (Cleaved Caspase 3x400). b. Travma+isotretinoin 15
mg/kg/glin 28. giin (Siyah ok motor néron, kirmizi ok glial hiicre) (Cleaved Caspase

3x400).
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4.2.3.1 Cleaved Caspase 3 Antikor Sonuclan

Immiinohistokimya sonuglarna gore travma ve travma-+isotretinoin 7,5
mg/kg/glin 14 giin gruplarinda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubuna gore
istatistiksel anlaml sekilde artmistir (p<0,05). Travma +isotretinoin 7,5 mg/kg/giin
28 gun, travmatisotretinoin 15 mg/kg/gun 14 gun ve travma+isotretinoin 15
mg/kg/glin 28 giin gruplarinda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu travma grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (p<0,05). Travmatisotretinoin 7,5
mg/kg/giin 28 gun, travma+isotretinoin 15 mg/kg/glin 14 glin ve travma+isotretinoin
15 mg/kg/gln 28 giin gruplarinda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubuyla
ayniydi  (p>0,05). Travmatisotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14 giin grubuyla
travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/gun 28 giin ve travma+isotretinoin 15 mg/kg/gin 14
gun gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05) (Sekil
20).

Cleaved Caspase 3

=+
|

o
1

Immunolabeling intensities %
] &

=]
L

Sekil 20. Cleaved caspase 3 Antikorunun expresyonunun gosterilmesi

a; Sham grubuna gore anlamliligi, b; Travma grubuna gore anlamliligi, c;
Travma-isotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14. giin’e gore anlamlilig1 gostermektedir.
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4. TARTISMA

AQY; hasta ve yakinlarini psikolojik, sosyoekonomik kayba ugratan, is giicii
kayb1 yaratan, hayatta kalanlarin yarisindan fazlasmin normal yasamlarina

donemedigi, ciddi fonksiyon kayiplari olugturan 6nemli bir halk sagligi sorunudur.

Travmaya baghh omurilik, vertebralar, ligamentler ve diger koruyucu
elemanlarin hepsi birlikte hasarlanabilir. Omurilige darbe oldugunda noronlarda
olusan hasar birincil hasar olarak adlandirilmaktadir. Olusan fleksiyon, ekstansiyon,
dislokasyon ve penetran yaralanmalar, néral elemanlarda veya omurilik damarlarinda
gerilme ya da yirtilmaya neden olur. Omurilige uygulanan direk basi varliginda
cerrahi olarak omurilik {izerindeki baskinin dekompressif yontemlerle kaldirilmasi
onerilmektedir Ancak travma sonucunda olusan doku biitiinliigliniin bozulmasi,
aksonlarin haraplanmasi, damarlarmin yaralanmasi, 6dem ve hiicre membraninin
pargalanmasi gibi birincil hasar bulgularinin diizeltilmesi halen tam olarak mimkiin
degildir. Birincil hasarm tetikledigi birgok mekanizmayla olusan norolojik hasar ise
ikincil hasar olarak tarif edilmektedir. Norolojik disfonksiyon, genellikle birincil

hasardan ¢ok ikincil hasardan kaynaklanmaktadir (14).

Travmadan sonra ortaya ¢ikan ikincil hasar mekanizmalariyla doku hasarinin
devam ediyor olmasi bu siirece etki gosteren tedavi ajanlarinin bulunmasi konusunda
¢ok sayida deneysel c¢alismanin yapilmasini beraberinde getirmistir (40,132,133).
Calismamizda birincil ve ikincil hasarin olusabilmesi i¢in sigan duramaterine tam kat
anevrizma klibi ile kompresyon uygulandi. Bu konuda yapilan ilk ¢alisma Sweet ve
Allen’in 1913 yilinda, kdpeklerde kontiizyon tipi omurilik hasar1 olusturarak yaptigi
calismasidir (134). Uyguladigi myelotomi ve posttravmatik hematomyelinin
kaldirilmasmin, norolojik fonksiyonlarda iyilesme sagladigii gostermesi daha once
bu konu ile ilgili yapilan deneysel g¢aligmalarin belirli kriterlere baglanmasini

saglamig ve ayn1 zamanda ikincil hasar konseptinin de dnciiliigiinii yapmustir.

Daha sonra yapilan ¢aligmalarda olusan noral hasarin azaltilmast ve motor

fonksiyonlarin korunmasi amaglanmistir. Birincil hasarda ortaya g¢ikan iskemiye
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bagli gelisen lipit peroksidasyonu ile olusan serbest radikaller, lokotrienler,
eikosanoidler, eksitator aminoasitler, opiatlar, hiicrelerin i¢inde ve arasindaki iyon
degisiminde anormallikler ve bunlara cevap olarak olusan inflamasyon ikincil hasar
mekanizmalarini olusturmaktadir. Ortaya ¢ikan perflizyon bozuklugu sonucunda
hiicrelerde kaspaz-3’ii aktiflesir ve apopitoz baslamis olur (49,50). ikincil
hasarlanmada inflamasyon anahtar role sahiptir. AOY gerceklestikten hemen sonra
baslar ve aylarca siirebilir. Immiin hiicreler IL-1R, IL-6 ve TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinleri salgilayarak inflamasyonun yayilmasma neden olur.
TNF-a’nin sekonder doku hasarini artirdigr belirtilen 6nemli sitokimlerdendir (70).
Sicanlarda travmanin 30. dakikasinda hasarlanan bolgede TNF-a diizeyleri arttig1 ve
bu artigin travmanin siddeti ile dogru orantili olarak degistigi bildirilmektedir (71).
Ayrica TNF-o’nin nétrofillerin endotel yiizeyine tutunmasini saglayan E-selektin

gibi molekiilleri arttirarak dokudaki hasarin artmasina neden olmaktadir (75).

AQY sonucunda notrofiller, monositler, mikroglia ve T-lenfositler
inflamasyon yanit ile hasarlanan bolgeye gelmektedir. Notrofiller, hasarlanan
bolgeye ilk gelen immiin hiicreler olup diger inflamatuvar hiicreleri ve glial hicreleri
aktive eder, noron hasar1 ve Oliimiiyle sonuglanan kaskadin sitokin, proteaz ve
serbest radikallerini salgilar (55). Dolayisiyla inflamasyonun baskilanmasinin
olusacak hasarin azaltilmasinda etkili olacagi diisiiniilerek steroidler, opiot
antagonistleri, kalsiyum kanal blokorleri, voliim genisleticiler, trilazad mesylate ve
Ozellikle de antiinflamatuvar etkisinden dolayr metilprednizolon yaygin olarak
kullanilmistir (135).

Yaralanmadan sonra ortaya c¢ikan hasar1 geriye dondiiriilebilir diisiincesiyle;
0dem ve inflamasyonu gideren ajanlar, skar olusumunu engelleyen ajanlar, apopitoz
inhibitorleri, eksitoksin inhibitorleri, antiagreganlar, serbest radikal tutucular
deneysel olarak c¢alisilmis ve bu ajanlarmm omurilik yaralanmasmnin tedavisinde
kullanilabilecegi belirtilmistir. Ancak giinlimiize kadar bu konuda yogun deneysel ve
klinik c¢aligmalar yapilmasma karsin heniiz etkisi kanitlanmis bir molekiil
tariflenmemis olup bu konuda yapilan molekiiler ve hiicresel diizeyde labaratuar ve

klinik ¢alismalar devam etmektedir.

56



Isotretinoin  nétrofillerin  dokuya gogiinii  ve hareketlerini  azaltarak
antiinflamatuvar etki gosteren bir molekiildiir. Ayrica MMP 1, 2,13 ve pro-MMP 2
ve 9’u azaltr. Diger etkileri; retinoik asit reseptorlerinden bagimsiz bir
mekanizmayla reaktif oksijen radikallerini azaltmasi ve dogal ve immiin regulasyonu
etkilemesidir. Bir ¢alismada isotretinoin tedavisinin akne hastalarinda TNF-a, IL-4,
IL-17 ve IFN-y seviyelerini belirgin olarak azaltti§1 ve immiinregulatuar etkilerinin

oldugunu gosterilmistir (110,112,136,137).

Calismamizda daha 6nce AOY sigan modelinde calisilmamis olan ve
antiinflamatuvar etkisi iyi bilinen isotretinoin kullanilmistir. Isotretinoinin olasi
diisiik-yiiksek doz etkisinin ve kisa-uzun donem etkisinin farkli olabilecegi
diisiiniilerek farkli sican gruplar1 olusturulmustur. Isotretinoinin piyasada bulunan
kapsul formu serum fizyolojik iginde c¢oziinemediginden, Bergoli ve ark.’nin
yaptiklar1 gibi isotretinoinin ¢oziiclisi olarak c¢alismamizda aygigek yagi
kullanilmistir (138). Siganlarda verilecek isotretinoin dozu belirlenirken nodiilokistik
akne tedavisi i¢in kullanilan isotretinoinin standart dozuna (1 mg/kg/giin) esdeger
olarak hesaplanmis olan 7,5 mg/kg/giin sigan dozu temel olarak belirlenmistir (139).
Yiiksek doz olarak standart dozun iki kat1 alimmustir. Isotretinoinin klinik iyilesme
iizerine olan etkisini, ¢ok sayida g¢alismada kullanilmis olan deneysel omurilik
yaralanmalarinda takip parametreleri olarak kullanilan egik diizlem testi, Drummond
Moore kriteri ile degerlendirdik. Ayrica hematoksilen eozin ile doku biitiinliigiinii ve
yapisini, luxol fast boyasi ile noronal wuzantilari, Cleaved caspase 3

immunohistokimya yontemiyle de apopitoza giden hiicreleri géstermeyi amagladik.

Isotretionin 7,5 mg/kg/giin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplarinda egik diizlem
acist sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik iken travma grubu
ile karsilastirildiginda egik diizlem agis1 anlamli sekilde artmusti oldugu goriildii. Bu
bulgu isotretinoinin egik diizlemde yiiriimeyi arttirdigin1 motor muayenede iyilesme
sagladigim gostermekteydi. Bu etkinin 28 giindede devam ettigi ancak doz
yiikseldik¢e fark olugmadigmni tespit ettik. Drummond ve Moore kriterlerine gore
yapilan degerlendirme sonucunda travma grubu ile isotretinoinin diigiik-ylksek doz
ile kisa-uzun donem etkileri agisindan bir fark olusturmadigini saptadik. Egik

dizlemde tespit etmis oldugumuz farki Drummond ve Moore kriterlerinde tespit
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edememis olmamizi travma uygulanmis hastalarda degerlendirmeyi dogru

yapamamig olmamiza baglamaktayiz.

Hematoksilen-Eozin ile hiicre biitiinliigii degerlendirildiginde isotretinoin 7,5
mg/kg/giin uygulamasmin glial hiicrelerde beklenen degisikligin olugmadigi
gorlilmiistiir. isotretinoin 7,5 mg/kg/glin 28. gln grubunun incelemesinde motor
noronlarin sitoplazmik hacimlerinin azaldig1 ve bazi ndronlarin sitoplazmik
smirlarinin segilemedigi gézlenmistir. Glial hiicrelerde ise sham ve travma grubuna
kiyasla histopatolojik bir degisiklik gdozlenmemistir. Tedavi dozu ylikseltildiginde 14
ginde motor noronlarda 6demin azaldigi nukleuslarin segilebilir oldugu, glial
hicrelerde bir degisiklik gozlenmez iken siire de uzadiginda motor ndronlarin
sitoplazmik sinirlarinin ve nukleuslarinin sham grubuna benzer sekilde secilebildigi
goriilmiistiir. Glial hiicrelerin histopatolojik bulgularinin ise Sham grubu ile benzer
oldugu saptanmustir. Bu bulgular isotretinoinin dozu ve uygulanan giin sayisi arttikca
nekrozu Onemli oranda azaldigini, histopatolojik olarak fark yaratacak diizeyde

tyilesme sagladigini gostermektedir.

Luxol Fast boyasi ile yapilan incelemede 7,5 mg/kg/giin 14. giinde motor
noronlarin hiicre gévdelerinin hacminin azaldig1 ve uzantilarin ¢ok iyi secilemedigi
goriilmiisken ayni1 dozda siire 28 giine ¢iktiginda motor néronlari hacimlerinin sham
grubuna yakin ve hiicre uzantilarmin segilebildigi gorilmiistiir. Doz 15 mg/kg/giin
oldugunda iyilik halinin 14. glin boyamalarinda ortaya ¢iktigi, tedavi siiresi 28 gline

¢ikarildiginda ise bulgularin sham grubu ile ayni oldugu goriilmiistiir.

Apopitoza giden hiicreleri gostermeyi amagladigimiz Cleaved Caspase 3
immunohistokimyasal boyamasida 7,5 mg/kg/glin 14. giin sakrifiye edilen ¢aligma
grubunun motor ndronlarda ve glial hiicrelerde travma grubuna kiyasla azalmis
oldugu saptanmistir. Siire uzadiginda boyanmanin daha da azalmis oldugu tespit
edilmistir. Doz yiikseltildiginde motor noronlarin ve glial hiicrelein Cleaved Caspase
3 ekspresyonunun sham grubu ile benzer oldugu, ancak travma grubuna kiyasla
azalmig oldugu saptanmistir. Tedavi siiresi 28 giin oldugunda Cleaved Caspase 3
ekspresyonunun sham grubu ile ayn1 olmaya devam ettigi, etkinin siirdiirldigi

goriilmiistiir.
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Bu sonuglar gostermektedir ki AOY’da isotretinoin travmayla ortaya ¢ikan
birincil hasarin yarattigi 6dem, iskemi, membran hasar1 gibi bulgular1
diizeltmektedir. Ayrica ikincil hasarda ¢ok Onemli bir basamak olan apopitozun
azaldig1 da Cleaved Caspase 3 boyamasi ile gdsterilmistir. Bu etkinin isotretinoin
dozu ve kullanim siiresi arttik¢a artiyor olmasi bu etkileri isotretinoin ile ilgkisini
daha iyi koymaktadir. Egik diizlemde ortaya ¢ikan motor iyilesmenin isotretinoinin
antiinflamatuvar, antiapoptotik ve immunregulatuar etkilerinin bir sonucu oldugunu

diistiniiyoruz.
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6- SONUCLAR

Calisma Diizce Universitesi Deneysel Arastrma Merkezi  Hayvan

Laboratuvari’nda Aralik 2020-Subat 2021 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Denek

olarak 2-4 haftalik, 200-250 gr agirliginda toplam 36 adet Sprague Dawley cinsi disi

eriskin sican kullanilmistir.

1-

2-

Tum deneklerin motor muayenesi 14. ve 28. giinde egik diizlem agilar1 ve
Drummond ve Moore kriterleri ile degerlendirildi.

Egik diizlem acilarinin 14.glin degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<<0,001).

14.gunde isotretionin 7,5 mg/kg/gin ve isotretionin 15 mg/kg/gln
gruplarinda egik diizlem acis1 sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde disiiktii (sirastyla p<0,001; p<0,001 ve p=0,045).

Isotretionin 7,5 mg/kg/glin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplarinda, travma
grubuna kiyasla egik diizlem agis1 anlaml sekilde artmisti (sirasiyla p=0,048
ve p<0,001).

Isotretionin 7,5 mg/kg/giin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplar1 arasinda ise
14.glin egik diizlem acgis1 bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamistir
(p=0,180).

14.giin Drummond ve Moore kriterlerinin degerleri bakimindan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,001).

14.gunde travma, isotretionin 7,5 mg/kg/gun ve isotretionin 15 mg/kg/gln
gruplarmda Drummond ve Moore kriterinin puant sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktiir (swrastyla p<0,001; p<0,001 ve
p=0,001).

Isotretionin 7,5 mg/kg/giin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplarindaki
Drummond ve Moore kriterinin degerleri travma grubuna benzer olarak

saptand1 (sirastyla p=0,291 ve p=0,111).
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9- lsotretionin 7,5 mg/kg/giin ve 15 mg/kg/giin gruplar1 arasmda da 14.giin
anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,510).

10-Egik diizlem acilarinin 28.glin degerleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir (p<0,001).

11- 28.giinde travma ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplarinda egik diizlem agis1
sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiikken (sirasiyla
p<0,001 ve p=0,003), sham grubu ile isotretionin 7,5 mg/kg/giin grubu
arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir (p=0,139).

12- Travma grubu ile isotretionin 7,5 mg/kg/gilin grubu arasinda da egik diizlem
acis1 bakimindan anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0,139).

13- Isotretionin 15 mg/kg/giin grubunda egik diizlem agis1 travma grubuna gore
anlaml sekilde daha yiiksek bulunmustur (p=0,003).

14- Isotretionin 7,5 mg/kg/gilin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplar1 arasinda ise
28. giin egik diizlem agis1 bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamistir
(p=0,834).

15-28.giin Drummond ve Moore kriterlerinin degerleri bakimindan gruplar
arasinda anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,001).

16- 28.glinde travma, isotretionin 7,5 mg/kg/glin ve isotretionin 15 mg/kg/gin
gruplarinda Drummond ve Moore kriteri sham grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiiktii (srasiyla p=0,001; p=0,001 ve p=0,033).

17-isotretionin 7,5 mg/kg/giin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplarmdaki
Drummond ve Moore kriteri travma grubuna benzerdi (sirasiyla p=0,914 ve
p=0,211).

18- Isotretionin 7,5 mg/kg/giin ve isotretionin 15 mg/kg/giin gruplar1 arasinda da
28.glin Drummond ve Moore kriteri bakimindan anlamli bir farklhilik
saptanmamustir (p=0,254).

19- Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14. gun sakrifiye edilen grubun
Hematoksilen&Eozin  incelemesinde  motor ndronlarin  sitoplazmik
hacimlerinin azaldigi mor renkte gozlenmesi gereken nukleuslarmin
secilemedigi ve hiicre uzantilar1 arasinda 6demli alanlar tespit edilmistir.
Glial hucrelerde ise sham ve travma grubuna kiyasla histopatolojik bir

degisiklik gozlenmemistir.
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20- Travma-+isotretinoin 7,5 mg/kg/guin 28. giin sakrifiye edilen ¢aligma grubunin
Hematoksilen&Eozin ile incelemesinde motor ndronlarm sitoplazmik
hacimlerinin azaldig1 ve bazi noronlarin sitoplazmik simirlarinin secilemedigi
gozlenmigtir. Glial hiicrelerde ise sham ve travma grubuna kiyasla
histopatolojik bir degisiklik gozlenmemistir.

21- Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen ¢aligma grubunun
Hematoksilen&Eozin ile incelemesinde motor noronlarn sitoplazmik
sinirlarinin, mor renkte nukleuslarinin secilebildigi ve hiicre uzantilari
arasinda 6demin gozlenmedigi saptanmustir. Glial hiicrelerde ise sham ve
travma grubuna kiyasla histopatolojik bir degisiklik gézlenmemistir.

22-28. gun sakrifiye edilen ¢alisma grubunda motor noronlarin sitoplazmik
smirlarmin ve nukleuslarmin sham grubuna benzer sekilde secilebildigi
gorilmistiir. Glial hiicrelerde ise sham kiyasla histopatolojik bulgular1 benzer
oldugu saptanmastir.

23- Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen ¢alisma
grubunun Luxol Fast ile boyanmasinda motor noronlarin hiicre govdelerinin
hacminin azaldig1 ve uzantilarin ¢ok iyi se¢ilemedigi goriilmiistiir.

24- Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/giin  28. giin sakrifiye edilen ¢alisma
grubunun Luxol Fast ile boyanmasinda motor néronlarin hacimlerinin sham
grubuna yakin ve hiicre uzantilariin segilebildigi goriilmiistiir.

25- Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen ¢alisma grubunun
Luxol Fast boyasi ile incelemesinde motor ndronlarin sitoplazmik
hacimlerinin ve hiicre uzantilarinin sham grubuna benzer oldugu goriildii.

26- Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/gln 28. giin sakrifiye edilen ¢aligma grubunun
Luxol Fast boyast ile incelemesinde motor noronlarm sitoplazmik
hacimlerinin ve hiicre uzantilarmin sham grubu ile ayn1 oldugu saptandi.

27- Travma-tisotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen ¢aligma
grubunun Cleaved Caspase 3 ile immunohistokimyasal boyamasida motor
néronlarda ve glial hiicrelerde Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubuna
kiyasla artarken travma grubuna kiyasla azalmis oldugu saptanmistur.

28- Travma-+isotretinoin 7,5 mg/kg/giin  28. giin sakrifiye edilen ¢alisma

grubunun Cleaved Caspase 3 ile immunohistokimyasal boyamasida motor
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néronlar glial hiicrelerde Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubu ile
benzer iken, travma grubuna kiyasla azalmis oldugu tespit edilmistir.

29- Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14. giin sakrifiye edilen ¢aligma grubunun
Cleaved Caspase 3 ile immunohistokimyasal boyamasinda motor ndronlarin
ve glial hicrelein Cleaved Caspase 3 ekspresyonunun sham grubu ile benzer
oldugu, ancak travma grubuna kiyasla azalmig oldugu saptanmustir.

30- Travma-+isotretinoin 15 mg/kg/giin 28. giin sakrifiye edilen ¢alisma grubunun
Cleaved Caspase 3 ile immunohistokimyasal boyamasmda motor ndronlar ve
glial hiicrelerde Cleaved Caspase 3 ekspresyonunun sham grubu ile ayni
oldugu goriilmiistiir.

31- Immiinohistokimya sonuglarina gore travma ve travmatisotretinoin 7,5
mg/kg/giin 14 giin gruplarinda Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubuna
gore istatistiksel anlamli sekilde artmustir (p<0,05).

32-Travma +isotretinoin 7,5 mg/kg/giin 28 gun, travma+isotretinoin 15
mg/kg/glin 14 gln ve travma+isotretinoin 15 mg/kg/gun 28 giin gruplarinda
Cleaved Caspase 3 ekspresyonu travma grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalmustir (p<0,05).

33- Travma+isotretinoin 7,5 mg/kg/giin 28 gun, travma+tisotretinoin 15
mg/kg/glin 14 gln ve travma+isotretinoin 15 mg/kg/gun 28 giin gruplarinda
Cleaved Caspase 3 ekspresyonu sham grubuyla ayniydi (p>0,05).

34- Travma-+isotretinoin 7,5 mg/kg/giin 14 gin grubuyla travma+isotretinoin 7,5
mg/kg/glin 28 giin ve travma-+isotretinoin 15 mg/kg/giin 14 giin gruplar1

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05).

Sonug olarak; yaptigimiz bu ¢alismanin asil amact omurilik i¢in tek basina
tedavi gelistirmek olmamakla birlikte, tibbi ve cerrahi tedaviye yardimci olabilecek
bir tedavi ajanim1 ortaya koymaktir. Calisma sonuglari ile degerlendirildiginde
isotretinoinin AOY’da faydali olabilecegi goriilmiistiir. Ancak daha genis serilerde
yapitlmig Klinik ve laboratuvar c¢aligmalariyla bulgularimizin = desteklenmesi
gerekmektedir. Isotretinoinin bu caligmalar 1s13iInda AOY’da etkin bir tedavi

secenegi olarak yer alabilecegini diisiinmekteyiz.
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