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OZET

Deneysel Spinal Kord Hasarinda Hesperidin’in Noroprotektif ve
Terapotik Etkisinin Arastirilmasi

Bu caligmada, travmatik spinal kord yaralanmasi sonrasi ortaya ¢ikacak sekonder
hasara kars1 hesperidinin noroprotektif ve terapétik etkinliginin ortaya konmasi amaglandi.

Calismada, 250-300 g agirliginda 64 adet Wistar albino erkek rat rastgele 8 gruba
ayrildi (n:8). Calisma 6n kosullu bir ¢alisma idi. Gruplar; Grup | ve Il; kontrol grubu, Grup
11 ve 1IV; sham grubu, Grup V ve VI; 6n kosullama grubu, Grup VII ve VIII ise Tedavi
grubu olarak belirlendi. On kosullama gruplarina travma 6ncesi 7 giin 200 mg/kg/giin
hesperidin igirildi, grup V travma sonrast 1. giinde sakrifiye edilirken grup VI travma
sonrast 200 mg/kg/glin oral hesperidin devam edilerek 7. giinde sakrifiye edildi. Travma
(Tedavi) gruplarindan grup VII’ye travma sonrast 200 mg/kg/giin hesperidin igirildi ve 1.
giinde sakrifiye edildi. Grup VIII’e ise travma sonrast 7 giin 200 mg/kg/giin hesperidin
icirilerek 7. glinde sakrifiye edildi. Biitiin ratlarda kan ve doku ornekleri alinarak
histopatolojik, biyokimyasal ve immunohistokimyasal olarak hesperidinin etkinligi
degerlendirildi. Ratlarda T7-T10 dorsal laminektomi sonrasi agiga ¢ikarilan spinal kord
tizerine agirlik diisirme metodu ile (100g/cm) spinal kord hasari olusturuldu. Norolojik
muayenede; egik zemin testi, Modifiye Tarlov Skalasi ve parmak agma testi kullanildi.

Hesperidin ile yapilan bir¢ok c¢alisma olmasma ragmen, spinal kord travmasi
sonrast ortaya ¢ikan sekonder hasara kars1i etkinligi ilk defa bu c¢aligmada
degerlendirilmistir. Hesperidinin, ndrolojik muayene testlerinde 6zellikle subakut donemde
fayda sagladigi belirlendi. Hesperidin, biyokimyasal olarak Grup V ve VII’ de 1. giinde iL-
1B ve TNF-o diizeylerini azaltarak, TAS diizeylerini ise arttirarak etki gostermistir.
Histopatolojik olarak Grup V ve VII’de hemoraji, laserasyon, aksonal ve ndronal
dejenerasyon, nekroz, inflamatuvar reaksiyon ve dédemi azaltmistir. Immunohistokimyasal
olarak Grup V, VI, VII ve VIII’de kaspaz 3 ile boyali apoptotik hiicre sayisin1 azaltmistir.
Grup V, VI, VII ve VIII’de GFAP ile boyanan reaktif hiicre sayisin1 azaltmistir. Sonug
olarak; hesperidinin spinal kord hasar1 sonrasi akut donemde antioksidan ve
antiinflamatuar etkisi ortaya konarak noéroprotektif ve terapétik etkinligi oldugu sonucuna
varild.

Anahtar kelimeler: Hesperidin, Spinal kord hasar1, Rat
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ABSTRACT

Investigation of Neuroprotective and Therapeutic Effect of
Hesperidin in Experimental Spinal Cord Injury

In this study, it was aimed to reveal the neuroprotective and therapeutic efficiency
of hesperidin against a secondary injury which occurs after traumatic spinal cord injury.

In the study, 64 Wistar albino male rats 250-300 g in weight, divided randomly into
8 groups (n:8). The study was a prerequisite study. Groups were as; Groups | and II;
control groups, Groups Il and 1V; sham groups, Groups V and VI prerequisite groups;
Group VIl and VIII were designed as the treatment group. Prerequisite groups were given
200 mg/kg/day of hesperidin for 7 days before the trauma. Group V was sacrificed on the
first post-traumatic day, whereas group VI was continued 200 mg/kg/day oral hesperidin
and sacrificed on the 7th day after trauma. Trauma (Treatment) groups received 200
mg/kg/day of hesperidin after trauma to group VII and were sacrificed on 1st day. Group
VIII was given 200 mg/kg/day hesperidin 7 days after trauma and sacrificed on 7th day.
Histopathological, biochemical and immunohistochemical evaluation of the efficacy of
hesperidin were made for all rats by taking blood and tissue samples. In the rats, spinal
cord injury was generated by weight reduction method (100 g/cm) on the spinal cord,
which was exposed after T7-T10 dorsal laminectomy. Inclined plane test, Modified Tarlov
Scale and finger tap test were used for neurological examination.

Although there have been many studies with hesperidin, it's the efficacy against
the secondary damage after spinal cord trauma was evaluated for the first time in this
study. Hesperidin has been shown to be beneficial with neurological examination tests,
especially in the subacute period. Hesperidin was decreased the levels of IL-1p and
TNF-0. and increased TAS levels on day 1 in groups V and VII biochemically.
Histopathologically, hemorrhage, laceration, axonal and neuronal degeneration,
necrosis, inflammatory reaction and edema were reduced in Group V and VII.
Immunohistochemically, it was reduced the number of caspase 3-stained apoptotic cells
in Groups V, VI, VII and VIIL. In Group V, VI, VII and VIII, the number of reactive
cells stained with GFAP was reduced. As a result; hesperidin has been shown to have
antioxidant and antiinflammatory effects in the acute phase after spinal cord injury,
resulting in neuroprotective and therapeutic efficacy.

Key words: Hesperidin, Spinal cord injury, Rat
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1. GIRIS

Spinal kord yaralanmalari ¢ok Onemli fiziksel, psikososyal ve ekonomik
problemlerdir (Hanc1 ve ark. 2010, Sahin Kavakli ve ark. 2011, Cristante ve ark. 2012,
Istan ve ark. 2014). Travmatik spinal kord yaralanmasinin yillik goriilme siklig1 kabaca
milyonda 12.1-57.8 arasinda degisiklik gosterir (Kermani ve ark. 2016). Bir baska
caligmada bu oranin milyonda 15-45 arasinda oldugu sdylenmistir (Aydin ve ark. 2016,
Kim ve ark. 2017). Hayvanlarda ise genis kapsamli epidemiyolojik bir caligma
yapilmamistir ancak klinige bagvuran toplam vakalar lizerinden gidildiginde yaklasik %2
oldugu tahmin edilmektedir (Can ve Besalt1 2016). Ozbek ve ark. (2015) iilkelere gore
travmatik omurilik yaralanmasinin etiyolojik nedenlerini Cizelgel.1’de 6zetlemislerdir.
Omurilik yaralanmalari iizerine ilk bildiriler, omurilik yaralanmalarini tedavi edilmemesi
gereken bir hastalik olarak tanimlamis ve insanlar1 asir1 karamsarliga itmistir (Whiteneck
ve ark. 2009). Omurilik yaralanmalar1 travmatik ve travmatik olmayan olarak iki gruba
ayrilir (Can ve Besaltt 2016). Omurilik yaralanmalarinin en yaygin travmatik sebepleri
motorlu ara¢ kazalari, diisme yaralanmalari, spor yaralanmalart (Kim ve ark. 2017),
atesli silah yaralanmalari, delici-kesici alet yaralanmalar1 ve yliksekten diismelerdir
(Istan ve ark. 2014). Travmatik olmayan sebepler ise iskemi, infarktiis ve tiimorlerdir

(Can ve Besalt1 2016).



Cizelge 1.1. Ulkelere gore travmatik omurilik yaralanmasinin etiyolojik nedenleri (Ozbek ve ark. 2015) (MTK:
Motorlu tasit kazalari, YD: Yiiksekten diisme, $: Siddet, SY: Spor yaralanmalarr)

TRAVMATIK OMURILIK YARALANMASI:

ULKELERE GORE ETiYOLOJIiK NEDENLER

Ulke MTK YD S SY
Izlanda %42,5 %30,9 ) %18,8
Norveg %34,2 %45,5 ) %8,6
Iran %52 %43 ) ()
irlanda %50 %37 ) %9
Avusturalya %43 %21 ) )
Italya %53,8 %22,6 %1,9 %7,9
Kanada %35 %31 ) )
Tiirkiye %48,8 %36,5 %5,2 )
Urdiin %44,4 %21,2 %31,1 %2,6
Rusya %25,1 %40,4 %1,6 %32,9
Banglades %18 %63 ) )
Taiwan %46 %44,1 %4,1 %1,2
Nijerya %77,4 O] ) )
Hindistan %34,78 %44,51 %3,52 )
Nepal %13 %37,9 ) ©)
Pakistan %67,7 %23,4 %5,6 %1,4
Cin %28,4 %53,6 ) ¢)



Tiirkiye'de gorulen travmatik omurilik
yaralanma oranlari

B MTK (Motorlu Tasit Kazalari)
YD (Yiiksekten Diisme)
m S (Siddet)

Sekil 1. 1. Tiirkiye’de goriilen travmatik omurilik yaralanmalarinin etiyolojik nedenlere gore oranlar1 (Ozbek
ve ark., 2015)

Spinal kord hasarlar1 tam ve kalic1 nérolojik fonksiyon kayiplarina yol agabilir (Yu
ve ark. 2016, Zhang ve ark. 2016). Giincel cerrahi tekniklerin ilerlemesine ragmen spinal
kord hasarli vakalarda iyilesmeler genelde tam olmamaktadir (Hanci ve ark. 2010).
Bununla birlikte giiniimiizde heniiz bu karmasik durumu iyilestirmek i¢in kanitlanmis

terapotik bir ajan yoktur (Gurcan ve ark. 2017).

Akut spinal kord yaralanmasmin sistemik etkileri hipotansiyon ve kardiyak
verimde azalmadir. Lokal etkileri ise spinal kordun hasarli segmentindeki otoregiilasyon
kayb1 ve hem gri hem de beyaz cevherdeki o6zellikle hemorajik bolgelerde mikro
dolasimin azalmasidir (Tator ve Fehlings. 1991). Travmatik spinal kord hasari, doku
nekrozu ve fonksiyonel bozuklukla sonuglanan onemli biyokimyasal ve patolojik
olaylara zemin hazirlayabilir. Erken biyokimyasal reaksiyonlar —membran
fosfolipitlerinden yag asitleri hidrolizi, biyolojik olarak aktif eikosanoidin iiretimi ve
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuyla lipit peroksidasyonudur. Daha Sonrasinda ise
hiicresel hasardan sorumlu ana faktordiir (Kermani ve ark. 2016). Spinal kord hasari
primer ve sekonder olarak iki mekanizma ile goriiliir, primer hasar, mekanik hasari,

sekonder hasar ise travma sonrasi olusan progresif hiicre hasarini tanimlar (Sahin



Kavakli ve ark. 2011, Sirin ve ark. 2012). Primer hasardan sonra spinal kordda hipoksi
olusur, hipoksiyi takiben de elektrolit dengesizligi, néronal eksitasyon, glutamat salinimi
ve enflamasyon gibi reaksiyonlar olusur (Celik ve ark. 2015). Spinal kord hasarlarinin
fizyopatolojik ¢alismalarinda sekonder hasar gelisiminde, serbest oksijen radikallerinin,
lipid peroksidasyonunun ve apoptozisin, diger bir deyisle programlanmis hiicre
Oliimiiniin 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (Hanc1 ve ark. 2010, Hou ve ark. 2016).
Apoptozis; insan, maymun ve ratlarda, spinal kord hasarini takiben doku hasarina sebep
olan ¢ok 6nemli bir komponenttir (Antar 2005). Yine Hou ve ark. (2016) yapmis
olduklart bir c¢aligmada primer hasari, eksitotoksisite, ©6dem, inflamasyon,

demyelinizasyon ve gliar skarin takip ettigini bildirmislerdir (Hou ve ark. 2016).

Giiniimiizde spinal kord yaralanmalarinda kortikosteroidler hala yaygin olarak
kullanilmasina ragmen sekonder hasar iizerindeki tedavi etkinligi kesin degildir (Sencer
ve ark. 2013), bununla beraber 6nemli yan etkilerinden dolay1 (Kerimoglu ve ark. 2007,
Sirin ve ark. 2012) sekonder hasara kars1 noroprotektif etkileri olan bagka ajan arayigina

girilmistir (Hanc1 ve ark. 2010).

Flavonoidler bitkisel bilesiklerdir ve hidroksil, superoksit, alkoksil, peroksil ve
nitrik oksit radikallerini temizler, bakir ve demiri selatlar, alfa-tokoferol rejenerasyonunu
saglar (Cimen 1999), lipid peroksil zincirini kirar, kalmodulini inhibe eder, laktat
transportunu bloke eder ve protein kinaz enzimini durdurur (Kahraman ve ark. 2002).
Lipooksijenaz, siklooksijenaz ve fosfolipaz-A enzimlerini inhibe ederek antiinflamatuvar
etkinlik gosterir. Ayrica glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz (nikotinamit adenin
diniikleotit), protein kinaz ve ksantin oksidaz gibi bir takim enzimleri inhibe ettikleri de

bildirilmistir (Cimen 1999).

Hesperidin, ilk olarak 1828 yilinda Fransiz bir kimyaci olan Lebreton tarafindan
narenciye kabugunun beyaz i¢ katmanindan izole edilmistir (Lebreton 1828). Hesperidin
(HES), hesperetin 7-rhamnoglucoside olarak da bilinen bir bioflavonoidtir (Banji ve ark.
2014). Kimyasal olarak ise 3, 5, 7-trihydroxyflavanone 7-rhamnoglucoside’tir (Banji ve
ark. 2014, Subramanian ve ark. 2015) ve diger flavonoidler ile karsilagtirildiginda
antioksidan 6zelligi en etkili olanlardan biridir (Kuntic ve ark. 2014, Celik ve ark. 2016).
Birer narenciye tiirii olan limon ve tath portakalda bol miktarda bulunur (Carballo-

Villalobos ve ark. 2016). Ratlarda yapilan deneylerde flavonoidlerin sadece %20’sinin


http://www.sozce.com/nedir/237045-nikotinamit-adenin-dinukleotit
http://www.sozce.com/nedir/237045-nikotinamit-adenin-dinukleotit

gastrointestinal sistemden emildigi gosterilmistir. Hesperidinin, glikozid halinde veya
glikozid baglarimin kirilarak aglikon halde emildiklerine dair bilgiler vardir. Plazmada,
igirildikten 2 saat sonra pik diizeye ulasir ve iiriner sistem ile atilir (Cimen 1999). Baska
bir c¢alismada ise hesperidinin kendisi bagirsaktan bir glikozid olarak bozulmadan
absorbe edildigi, aglikon hesperetinin ise, yutulmadan 3 saat sonra plazmada gorildigi
ve 5-7 saat arasinda tepe noktasina ulastigi sOylenmistir (Kuntic ve ark. 2014).
Farmakolojik olarak; antikarsinojenik, antihipertansif (Polat ve ark. 2016),
immiinmodiilator (Polat ve ark. 2016, Rezaeyan ve ark. 2016), antiinflamatuvar, giiglii
antioksidan (Banji ve ark. 2014, Polat ve ark. 2016, Carballo-Villalobos ve ark. 2016),
antiallerjenik,  noroprotektif, antimikrobiyal,  hipolipidemik,  vazodilatator,
antihiperkolesterolemik (Subramanian ve ark. 2015), UV ve radyasyondan koruma
(Kuntic ve ark. 2014), hepatoprotektif (Banji ve ark. 2014), dstrojenik (Cimen 1999),
analjezik ve sedatif gibi 6zellikleri vardir (Carballo-Villalobos ve ark. 2016). Merkezi
faaliyetleri ise GABAerjik (gamma-aminobutirik asit), opioderjik ve seratonerjik
reseptorlerle iliskilendirilmistir (Carballo-Villalobos ve ark. 2016).

Yapilan calismalar sonucunda kalici ve etkili bir tedavi protokolii halen

olusturulamamistir (istan ve ark. 2014 ).

Spinal kord hasarlarinda yapilan uzun soluklu arastirmalarin amact spinal kord
hasarmin onarmminda klinikte etkili bir strateji gelistirmek igindir. Rat modelleri hem
spinal kord hasarlarinin temelinde yatan patolojiyi anlamak hem de tedavi stratejilerini
degerlendirmek igin kullanilan 6nemli memeli modellerdir (Kjell ve Olson 2016).
Ratlarin spinal kordunda, dorsal yarigin altinda piramit seklinde kortikospinal lifler
vardir ve rat omuriligi diger memeliler ile benzerlik gosterir, toplamda 8 servikal, 13

torasik, 6 lumbal ve 4 sakral segmentten olusur (Bayraktaroglu 2012).

Calismamizda spinal kord hasari, T7-T10 dorsal laminektomi sonrasi agiga
¢ikarilan spinal kordun iizerine agirlik diisirme modeli ile olusturuldu (100g/cm)
(Ersahin ve ark. 2011, Sener ve ark. 2014). Bu yontem ilk olarak kdpekte 1911 yilinda
Allen tarafindan bildirilmistir (Panjabi 1987, Tator 1995) ve bagka hayvanlara
uyarlanmigtir. Spinal kord hasart olusturmak ic¢in bir¢ok model olusturulmus ancak
klinik vakalara en yakin model olmasi dolayisiyla agirlik diisiirme modeli kabul géren

bir metottur (Tator 1995, Sirin ve ark. 2012).



Bu ¢alismanin amaci bir flavonoid olan hesperidinin, deneysel olusturulan spinal
kord travmasi sonrasi olusan sekonder hasar1 Onlemedeki etkinliginin klinik,
biyokimyasal, immunohistokimyasal ve histopatolojik olarak arastirilmasidir. Yapilan
bircok calismada hesperidinin farkli dokularda olusan mekanik, toksik ve iskemik
hasarlarda antiinflamatuar ve antioksidan etkinligi ortaya konmus ancak spinal kord
hasar1 sonrasi etkinligi hakkinda heniiz bilinen bir ¢alisma yapilmamistir. Calismamizda
deneysel spinal kord hasarinda hesperidinin ndéroprotektif ve terapotik etkinligi ortaya

konulmustur.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Norosirurji Tarihgesi

Omurilik travmasi ¢ok eskiden beri hastalar ve hasta yakinlari i¢in fiziksel bir
yikimin yaninda psikososyal etkileri de olan 6nemli bir problemdir (Dumont ve ark.
2001). Antik cagda musirlilar (MO 3000-1000) kraniyal ve spinal travma bulgulart
lizerine yogunlagsmislar ve solunumun tiim vital fonksiyonlari tagidigina inanmislardir
(Cobanoglu ve ark. 2002). Edwin Smith Papiriisi (MO 1700), 1982 yilinda
bulunabilmistir ve beyin ve spinal kord iizerine ilk yazili tibbi tez ve bilimsel bir belgedir
(Hughes 1988). Tibbin babasi Hipokrat olarak bilinmesine ragmen Misirli hekim
Imhotep cok daha dnce hekimlik iizerine uygulamalar yapmustir. Hipokrat (MO 460-377)
anatomi ve patolojiye odaklanarak, tiiberkiiloz, spondilit, travma sonrasi kifoz, skolyoz,
omurga dislokasyonu ve spindz proses kirigin1 bildirmis ve bununla birlikte gibozite ile
spinal tiiberkiiloz arasindaki iligkiyi ilk defa tanimlamistir (Naderi ve ark. 2007).
Herophilus (MO 300) beynin sinir sisteminin merkezi oldugunu séylemistir (Cobanoglu
ve ark. 2002). Bununla birlikte insan ndroanatomisi lizerine ¢aligmalar yapmis ancak
omurga anatomisi lizerine ¢ok ¢alismamistir. Yine de omurilik yaralanmalarinin farkinda
olup omurga iizerindeki cerrahi girisimlerden kaginilmasi gerektigini soylemistir (Naderi
ve ark. 2007). Milattan sonraki donemlerde Galen (130-200) beyin, duyularin ve
hareketin merkezidir demistir (Cobanoglu ve ark. 2002). Deneysel fizyoloji ve
embriyolojinin kurucusu olan Galen, cerrah ve anatomist olarak calismistir. Kas
sistemini kompleks bir lokomotif organ olarak tanmimlayarak sinir ve kas sistemleri
arasindaki fizyolojik iliskiyi gdstermistir. Ibn-i Sina (980-1037) beyin korteksi ile ¢ok
ilgilenmeyip ak madde, ventrikiiller ve subkortikal konneksiyonlar {izerinde durmustur.
Ambroise Pare (1510-1590), kafa ici basing artis1 ve cerrahi tedavisi iizerine ¢alismalar
yapmistir. 17. ve 18. yiizyillarda Rene Descartes (1596-1650), Thomas Willis (1621-
1675) ve Albrecth van Haller (1708-1777) beyin iizerine gesitli ¢aligmalar yapmuslardir.
Son 200 yilda ise en hizli gelismeler yasanmis olup, hem teknolojinin gelisimi ile cerrahi
teknikler artmis hem de goriintiilemenin iyilesmesi ile cerrahi girisimlerin sonuglarindaki

basar1 artmaya baslamistir (Cobanoglu ve ark. 2002).



2.2. Spinal Kordun Noroanatomisi

Merkezi sinir sisteminin bir parcgasi olan omurilik, yaklagik 1 milyon néron ve daha
fazla sayida norogliadan olusur. Omurilik, beynin devamidir ve birlikte merkezi sinir

sistemini olustururlar (Tortora ve Derrickson 2012).

2.2.1. Omuriligin Koruyucu Yapilari

Omurilik, iki koruyucu katman ile ortiilmiistiir, bunlardan birincisi kemik c¢atidir
(Kahle ve Frotscher 2003). Ikinci koruyucu katman ise meninkslerdir. Meninksler,
kemik ve sinir doku arasinda kalan 3 membran seklindedir. Diger bir koruyucu yapi ise
beyin omurilik sivisidir (BOS). BOS disaridan gelen darbelere karst bir sok emici gibi
gorev yapan ve sinir dokuyu hidrolik yastik gibi cevreleyen bir sividir (Tortora ve
Derrickson 2012).

2.2.2. SeKli ve Yeri

Medulla spinalis, beyaz ve gri cevherden olusan (Onyay ve ark. 2016), beyazimtirak
renkli ve hafif dorsoventralden basik silindir seklinde bir yapidir (Dursun 2000, Tortora
ve Derrickson 2012). Medulla oblongata’nin arkasindan baslayip, Ssakrumun orta
seviyelerine kadar uzanir (Dursun 2000, Konig ve Liebich 2015). Medulla spinalis,
kaudale dogru incelir ve conus medullaris adinda bir yap1 olusturur ve filum terminale
olarak sonlanir (Dursun 2000, Kahle ve Frotscher 2003, Tortora ve Derrickson 2012,
Konig ve Liebich 2015). Filum terminale ise caudale dogru uzanan bel ve kuyruk
sokumu sinir kdkleri ile birlikte at kuyruguna benzer bir goriintii verir ve buna cauda
equina denir (Dursun 2000, Kahle ve Frotscher 2003, Tortora ve Derrickson 2012).
Extremitelere giden sinirlerin ¢iktig1 iki bolgede kalinligi artar (Kahle ve Frotscher 2003,
Tortora ve Derrickson 2012). ik kalinlasma, pars cervicalis’in son kismi ile pars

thoracica’nin ilk kismi arasinda yani 5. servikal ile 2. torakal arasinda olan kalinlasmadir



ki buna intumescentia cervicalis denir ve buradan ¢ikan sinirler plexus brachialis olarak
On bacaga ve gdgsiin 6n ve yan duvarlarina gider. Diger kalinlagsma ise 4. ve 5. lumbal
segmentler arasinda bulunan ve pelvis boslugu ve arka bacaga giden sinirlerin ¢iktig

intumescentia lumbalis’tir (Dursun 2000, Konig ve Liebich 2015).

2.2.3. Yapisi

Medulla spinalis, anteriorda fissura mediana ventralis ve posteriorda sulcus
medianus dorsalis ile esit iki yarima ayrilir (Kahle ve Frotscher 2003). Medulla
spinalis’in  dorsolateralinden radix dorsalis’i olusturan sinir lifleri girerken,
ventrolateralinden radix ventralis’i olusturan sinir lifleri ayrilir. Radix ventralis ve radix
dorsalis’in lifleri foramen intervertebrale’de birlesir ve n. spinalis’i olusturur (Kahle ve
Frotscher 2003, Konig ve Liebich 2015). Substantia grisea’nin ortasinda noral tiipiin
boslugunu olusturan kisma canalis centralis denir (Dursun 2000). Canalis centralis, beyin
bosluklarinin medulla spinalis i¢cinde devam eden kismidir. Canalis centralis ependim
hiicreleri ile kaplidir ve beyin-omurilik sivis1 (BOS) ile doludur. Medulla spinalis’in
enine kesitinde canalis centralis’in ¢evresinde gri cevher (substantia grisea) vardir. Gri
cevher, beyaz cevher (substantia alba) ile c¢evrelenmis sekildedir. Medulla spinalis’in
tamami kapillar damar agi ile beslenir. Bununla birlikte beslenmeye yag doku i¢indeki
biiyiik venler de katki saglar. Omuriligi travmatik etkilerden korunmasinda zarlarin ve
BOS’un 6nemli rolii vardir (Konig ve Liebich 2015). Spinal kordun dnden ve transvers

kesitinin goriiniimii Sekil 2. 2. 3. 1’de gosterilmistir.
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Spinal kordun anterior ve transvers kesitinin gérinimi

Sekil 2. 2. 3. 1. Spinal kordun 6nden ve transvers kesitinin gortiiniimii (Tortora ve Derrickson,
2012)

2.2.4. Gri Cevher

Gri cevher, glia hiicreleri ile myelinsiz sinir hiicre govde ve uzantilarindan olusur.
Enine kesitinde kelebek veya H harfine benzer bir goriintiisii vardir (Dursun 2000, Kahle
ve Frotscher 2003, Konig ve Liebich 2015). Enine yapinin alt kismindaki iki ¢ikintiya
cornu ventrale, iist kismindaki iki ¢ikintiya cornu dorsale denir (Dursun 2000, Kahle ve
Frotscher 2003). Cornu dorsale ve cornu ventrale subtance lateralis intermedialis ile
birlesir ve thoracolumbar seviyede cornu laterale’yi olusturur (Kahle ve Frotscher 2003).
Gri cevherin, columna dorsalis, columna ventralis ve columna lateralis olarak bilateral
stitunlart vardir. Bunlar enine kesitlerde cornu olarak goriiliirler. Columna dorsalis,
somatik ve afferent visceral noronlarla onlarin hiicre gévdelerinden olusur. Columna
lateralis, thoracolumbal bolgede bulunur ve visceromotor ndronlari igerir. Sempatik
ndron tasiyan nucleus intermediolateralis, substantia intermedia lateralis igindedir.

Columna ventralis ise motor sinirlerden olusur ve motor ¢ekirdekler igerir (Konig ve
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Liebich 2015). Periferik sinirlerden gelen sensorik iletiler dorsal boynuzdan girer ve

motor cevaplar ventral boynuzdan ¢ikar (Onyay ve ark. 2016).

2.2.5. Beyaz Cevher

Beyaz cevher, inen ve ¢ikan miyelinli sinir liflerinden olusur (Tortora ve Derrickson
2012). Myelin kilif, oligodentrositlerden olusmustur ve beyaz rengi de myelinli liflerin
fazlalig1 nedeniyledir (Dursun 2000, Konig ve Liebich 2015). Beyaz cevher, gri cevherin
boynuzlar ile 3 kordona ayrilir. Bu kordonlar topografik olarak 6énem tasiyan, funiculus

dorsalis, funiculus ventralis ve funiculus lateralis’tir (Dursun 2000).

Funiculus dorsalis, beyaz cevherin iki kornu dorsale arasinda kalan kismidir ve agri,
dokunma, basin¢ ve 1s1 duyularmin lokalizasyonlarini, ne zaman sekillendigini ve ne
tirde oldugunu anlamaya ve ayirmaya yarayan duyulari medulla oblongatadaki ikinci
noronlar1 olan nucleus cuneatus ve nucleus gracilis’e ileten afferent yani ¢ikan yollari
kapsar. Bu yollardaki liflerin birinci noronlari unipolar néronlardir ve ganglion spinalede
yer alirlar. Bu noronlarin periferik uzantilart kas, kemik, eklem, ligament ve tendolarda
bulunur. Santral uzantilart da cornu dorsaleden omurilige girerler. Periferden alinan
duyular 6nce ganglion spinaleye buradan santral uzantilar1 ile cornu dorsaleden medulla
spinalise girerler, ¢ikan yollar ile medulla oblongataya gelen uyarilar daha sonra
talamustaki tiglincii ndronlarina buradan da gyrus postcentralisteki dérdiincii ndronlarina

ulagarak parietal lob korteksinde degerlendirilecegi merkezde sonlanir (Dursun 2000).

Funiculus ventralis, beyaz cevherin iki cornu ventrale arasindaki kismidir. Cikan ve
inen yollar anatomik ve histolojik olarak ayirt edilemez. Ancak deneysel olarak uyari-
cevap reaksiyonu ile belirlenebilir (Konig ve Liebich 2015). Omurganin tam transvers

kesit gortinlimii Sekil 2. 2. 5.1” de gdsterilmistir.
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Proc. spinosus
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Intervertebral disk
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Niikleus pulpozus

Sekil 2. 2. 5. 1. Omurganin transvers kesit goriiniimii (https://www.anatomynote.com/human-
anatomy/nerves-system/spinal-cord-sectional-anatomy-detail/ erisimtarihi 04.04.2018)

2.2.6. Noroglia

Noroglia (glia), bag dokusunun tiim islevlerine sahip olan ektodermal kokenli
merkezi sinir sisteminin destekleyici dokusu olmakla birlikte, metabolit degisimi ve
patolojik siire¢lerde dejenere hiicrelerin fagositozunu ve skar olusumu saglayan
hiicrelerdir. Astroglia (makroglia), oligodendroglia ve mikroglia olmak iizere ii¢ farkl

noroglia hiicresi vardir (Kahle ve Frotscher 2003).

Astrositler, biiyiik ve net bir hiicre ¢ekirdegine sahiptir ve yildiza benzerler. Iki gesit
astrosit vardir. Protoplazmik astrositler daha ¢ok gri cevherde, fibroz astrositler ise daha

cok beyaz cevherde bulunur. Astrositler, travma sonras1 dokuya destek gorevi gortirler,
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kan damarlarma kadar uzanarak metabolit degisiminde rol oynarlar, merkezi sinir
sisteminde iyon dengesinin korunmasini saglarlar, muhtemelen sinir hiicreleri tarafindan
salman COz'yi alirlar ve interstisyel pH'lar1 7.3'liik sabit bir degerde tutarlar (Kahle ve
Frotscher 2003).

Oligodendrositler, kiiclik, koyu bir hiicre ¢ekirdegine sahip, myelin kilifi {ireten ve
koruyan hiicrelerdir. Gri cevherde, ndrona (uydu hiicrelerine) eslik ederken, beyaz

cevherde, sinir lifleri arasinda siralar halinde bulunurlar (Kahle ve Frotscher 2003).

Mikroglialar, oval veya rod benzeri bir hiicre ¢ekirdegine sahip, ameboid hareketleri
ile beyin dokusuna go¢ edebilen ve fagositoz yapabilen hiicrelerdir (Kahle ve Frotscher

2003). Sinir sisteminde bulunan néroglialarin gériinimi Sekil 2. 2. 6. 1.’de verilmistir.

‘ I 8 s SPacmaIning ceteblnal fluid .:"" , \!!:!”‘I it #”
&WW”W’M%W Bl et 2y
- Ependymal cell \!‘ :

Neurons

Sekil 2. 2. 6. 1. Sinir sisteminde bulunan néroglia gériiniimii (Rizzo, 2010)

2.2.7. Medulla Spinalis’in Kan Damarlari

Omurilik iki ana kaynaktan beslenir bunlar vertebral arterler ve segmental arterlerdir
(interkostal arterler ve lumbal arterler). Vertebral arterler birlesmeden Once, spinal
kordun arka yiizeyi boyunca kiigiik arter ag1 olusturan iki ince posterior spinal arteri
verirler. Piramidal ¢aprazlasma diizeyinde, vertebral arterlerin iki dali birleserek anterior
spinal arteri olusturur ve anterior sulkusun girisindeki omuriligin 6n yiizeyi boyunca
uzanir (Kahle ve Frotscher 2003). Segmental damarlar, foramen intervertebrale’den

canalis vertebralis’e girer ve burada dorsal ve ventral dallara ayrilarak omurilik
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sinirleriyle birlikte medulla spinalis’e ulasir. Damarlar medulla spinalis boyunca
seyreden a. spinalis ventralis ki en kalin damardir ve aa. spinales dorsolaterales adinda 3
damara ayrilir. Bu damarlar medulla spinaliste plexuslar olusturur (Konig ve Liebich
2015).

Spinal kordun toplar damarlari, bir anterior spinal ven ve iki posterior spinal ven ile
belirgin bir ag olusturur. Efferent damarlar spinal kdkler boyunca uzanir ve epidural
vendz pleksusa acilirlar (Kahle ve Frotscher 2003). Plexus venosus epidurales,
omurganin disindaki plexus venosus’a, o da venae vertebrales, vena cava cranialis, vena
azygos veya vena cava caudalis’e agilir. Laminektomi gibi cerrahi operasyonlarda plexus
venosus epidurales’te kanama goriilebilir (Konig ve Liebich 2015). Medulla spinalis’in

arterleri ve venleri sirasiyla Sekil 2. 2. 7. 1. ve Sekil 2. 2. 7. 2’ de gosterilmistir.

Aa. spinales posteriores

A_ spinalis anterior A spinalis lateralis

Ramus spinalis
( A. intercostalis
posterior)

Sekil 2. 2. 7. 1. Medulla spinalis’in arterleri (Putz ve Pabst, 2006)
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Anterior spinal ven

8 / 7 —— Posterior sulkal ven
Intervertebral ven —— / g IGL w\
g TOE —— Posterior spinal ven

Radikiiler anterior ven

Radikiiker posterior ven

Eksternal ven6z pleksus

Sekil 2. 2. 7. 2. Medulla spinasli’in venleri (Amato ve Stolf, 2015)

2.2.8. Spinal Meninksler

Vertebral kanaldaki omurilik, sert spinal meninks (pachymeninx) diye isimlendirilen
spinal duramater ve yumusak spinal meninks (leptomeninx) diye isimlendirilen spinal
araknoid ve spinal piamater’den olusur (Kahle ve Frotscher 2003). Meninks ve dural kok

kiliflarin1 gdsteren omuriligin kesit alan1 Sekil 2. 2. 8. 1.”de gosterilmistir.

Dura mater Epidural aralkta yag dokusu

Dorsal kok

Araknoid mater

b spale Dentrikiilat ligament

Ventral kok

Pia mater
Subaraknoid aralk Araknoid trabekiil

Sekil 2. 2. 8. 1. Meninks ve dural kok kiliflarin1 gdsteren omuriligin kesit alan1 (Cramer ve Darby, 1995).
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2.3. Omurilik Yaralanmalarinda Goriintiileme

Omurilik yaralanmalarinda ilk olarak direkt grafi alinir, direkt grafisi siipheli olan
vakalarda bilgisayarli tomografi 6nemli bilgiler verir. Siddetli ve ¢oklu travmasi olan
vakalarda ise ilk olarak bilgisayarli tomografi tercih edilir. Eger spinal kordda, 6dem,
hemoraji, ligament hasari, yumusak doku degisiklikleri, epidural kanama, travmatik disk
fitig1 vs. degerlendirilecek ise de manyetik rezonans goriintiileme tercih edilir (Alkan ve
Kizilkilig 2015).

2.4. Omurilik Yaralanmalarinda Hasar Mekanizmalari

Spinal kord hasarinin patogenezini ortaya koymak i¢in deneysel hayvan modellerine
bagvurulmustur (Baptiste ve Fehlings 2006). Omurilik hasarlarindan sonra etkili bir
tedavi protokolii gelistirebilmek igin Oncelikle hasari takiben olusan patofizyolojik
stireglerin detayli bir bicimde anlasilmasi gerekir (Profyris ve ark. 2004, Baptiste ve
Fehlings 2006, Rowland ve ark. 2008). Omurilik hasarlarinda bu patofizyolojik
mekanizmalarin degerlendirilmesi, bircok vakada kafa travmasi, serebral iskemi ve
subaraknoid kanama gibi merkezi sinir sistemini ilgilendiren olaylarla birlikte goriildiigi
icin daha da 6nem kazanir (Dumont ve ark. 2001). Spinal kord hasarinin kapsamli bir
sekilde anlagilmasi igin yapilan ¢aligmalar yeni bilgiler ortaya koymasma ragmen, bu
caligmalarin etkili klinik uygulamasi i¢in daha objektif ve inandirici kanitlara ihtiyag

duyulmaktadir (Kim ve ark. 2017).

Omurilik yaralanmalarinin patofizyolojisi, kronolojik olarak primer hasar fazi ve
sekonder hasar fazi olmak {izere bifazik olarak tanimlanir (Profyris ve ark. 2004,
Baptiste ve Fehlings 2006, Rowland ve ark. 2008, Kim ve ark. 2017).
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2.4.1. Primer Hasar Mekanizmalari

Travmaya ilk maruz kalindiginda olusan fleksiyon, ekstensiyon, dislokasyon,
distraksiyon (Tator 1995, Yilmaz ve ark. 2014, Tanriverdi 2015), patlama kiriklari,
rupture olmus disk materyali, atesli silah yaralanmalar1 (Olby 1999, Sekhon ve Fehlings
2001), kontiizyon (Giizel ve ark. 2006), laserasyon, kompresyon, disk, kemik ve diger
yabanci cisimlerin osteoligament6z yapilart asarak medulla spinalis {izerinde
olusturduklart hasara primer hasar denir (Tator 1995, Senel ve ark. 1999, Belanger ve
Levi 2000, Giizel ve ark. 2006). Klinik vakalarda olusan omurilik yaralanmalarinin
biiyiilk kismi omurga kirik ve c¢ikiklar1 seklindedir. Servikal omurga boliimiindeki
yaralanmalar en yaygin hiperekstensiyon veya hiperfleksiyon seklinde olurken, torasik
omurga boéliimiinde, fleksiyon veya kompresyon seklinde olusmaktadir (Profyris ve ark.
2004). Olusan doku hasari, yaralanmanin siddeti ile dogru orantilidir (Tanriverdi 2015).
Omurilik hasarindan sonraki ilk birkag giinliik siiregte lezyonun patolojik goriiniisiinde
dramatik degisiklikler olur (Tator 1995). Yaralanma esnasinda dis giiglerin etkisiyle
akson ve ndronlar mekanik olarak hasar goriir (Giizel ve ark. 2006, Tanriverdi 2015).
Spondilozis, konjenital spinal kanal darligi, romatoid artritis, ligamentum flavum
hipertrofisi gibi durumlar bu hasar riskini arttirir (Profyris ve ark. 2004). Tanriverdi
(2015), yapmis oldugu bir derlemede hayvan c¢alismalarinda aksonlarin %1.4-%12’sinin
korunmasi durumunda distal ndrolojik fonksiyonlarin énemli bir sekilde devam ettiginin
gorildiiglinii vurgulamistir. Travmaya maruz kalan omurilik bolgesindeki kan akimi
azalir. Omurilikte hipoksi ve iskemi sonucu infarktiis sekillenir. Bu durum o6zellikle
metabolik ihtiyaci daha fazla olan gri cevher hasarina sebep olur. Sinir iletiminde
bozulmaya neden olan diger faktorler hasar goren bolgedeki 6dem ve makrofajlardir

(Y1lmaz ve ark. 2014).

2.4.2. Sekonder Hasar Mekanizmalari

Ikincil yaralanma, birincil yaralanmay: takiben olusur (Belanger ve Levi 2000) ve
¢ogu zaman daha onemlidir (Kim ve ark. 2017). Primer yaralanmaya miidahale sansi

olmazken, sekonder yaralanma sonucunda sekillenen patofizyolojinin iyi anlagilmasi ve
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dolayisiyla engellenebilmesi miimkiin olabilir (Polat ve ark. 2012). Klinik ve deneysel
olarak olusan omurilik hasari patofizyolojileri arasinda 6nemli bir benzerlik mevcuttur
(Profyris ve ark. 2004). Ancak laboratuvar c¢alismalarinda basar1 elde edilen birgok
farmakolojik ajanin hastalar {izerinde etkisiz oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden elde edilen
veriler ¢ok dikkatli bir sekilde degerlendirilmelidir. Hayvan deneylerinde spinal kord
hasar1 olusturmak i¢in kullanilan kompresyon, agirlik diisiirme (Tator ve Fehlings 1991)
veya direkt kesme islemlerinin mikrovaskiiler perfiizyon bozuklugu, lipit
peroksidasyonu, apoptoz ve iyon degisiklikleri sonucu sekonder hasara sebep olduklar1

anlasilmistir (Tanriverdi 2015).

Omurilikte primer hasar sonrasi baglayan saatler ve giinler iginde bir dizi
fizyopatolojik ve biyokimyasal olaylar zinciri gelisir (Khoshnevisan ve ark. 2010, Oh ve
Jeon 2016) ki bu degisiklikler sonucu kanama, demyelinizasyon, 6dem, aksonal ve
noronal nekroz (Yilmaz ve ark. 2014), inflamasyon, vazospazm (Oh ve Jeon 2016),
iskemi, hiicre i¢i kalsiyum artisi, membran hasari, eksitator aminoasit ve serbest
radikaller ortaya ¢ikar ve omurilik daha fazla hasar goriir, buna sekonder hasar denir
(Senel ve ark. 1999, Belanger ve Levi 2000, Giizel ve ark. 2006, Rowland ve ark. 2008,
Khoshnevisan ve ark. 2010, Yilmaz ve ark. 2014). ilk yaralanmanin hemen ardindan
norolojik defisitler mevcut iken, sekonder hasar fazi daha uzun siireli bir doku tahribi ile
sonuglanir (Rowland ve ark. 2008). Aslinda temel patolojik siireg, hiicresel seviyede
bozulmus perfiizyon ve iskemi sonucu gelisen enerji yetersizligidir. iskeminin omurilik
travmasindan hemen sonra bagladig1 ve tedavi edilmediginde ilk 3 saat igerisinde daha da
kotiilestigi ve en az 24 saat boyunca devam ettigi bildirilmistir (Y1lmaz ve ark. 2014).
Sekonder hasar tanimlamasi ilk olarak 1911 yilinda Allen tarafindan ortaya atilmistir ve
kullanilan medikal tedavilerin hepsi sekonder hasari onlemeye yoneliktir (Tator 1995,
Giizel ve ark. 2006). Bununla birlikte, yapilan bir¢ok ¢alisma omurilikte olaganiistii bir
iyilesme kapasitesinin oldugunu géstermistir. Iyilesme asamasinda en énemli faktor ise
dogru kan akiminin saglanmasidir. Bu nedenle posttravmatik nekroz mekanizmalarinin
iyi anlasilmasi tedaviyi basarili yonlendirmede ¢ok nem arz etmektedir (Yilmaz ve ark.

2014).
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2.4.2.1. Sistemik Degisiklikler

Omurilik yaralanmasi travma aninda baglar ve geri dondiiriilemez bir yola girer.
Sekonder hasar1 6nlemek igin resusitasyonun énemi biiyiiktiir. Hasta entiibe edilmeli ve
oksijen destegi verilmelidir (Belanger ve Levi 2000). Hastalarin ¢ogunda pnomoni,
atelektazi veya mekanik ventilasyon gerektiren solunum yetmezligi gibi komplikasyonlar
gelisir ve spinal travma sonrasi goriilme insidanst % 36 ile % 83 arasinda degisir
(Rouanet ve ark. 2017). Omurilik travmasindan sonraki 2 saatlik donemde Onemli
degisiklikler sekillenir. Bu siirecte omurilige gelen akiminda azalma, vaskiiler
konjesyon, o&dem, oksijen basincinda diisme, karbondioksit basincinda yiikselme,
vaskiiler otoreaktivitenin kaybolmasi, hipoksi, iskemi ve sonunda infarktiis gelisebilir
(Gtizel ve ark. 2006). Spinal kord travmalarinda ndrojenik sok gelisebilir. Bu terimi
kisaca agiklamak gerekirse, vazomotor uyarilarin énemli oranda felce ugramasi ve doku
perfiizyonunun yetersizligi seklinde tanimlanabilir. Norojenik sok sekillendiginde ise
vazodilatatér ve vazokonstriktér mekanizmalarin arteriyoller ve veniiller iizerindeki
etkileri bozulmaktadir (Dumont ve ark. 2001). Akut omurilik yaralanmasinda goriilen
sistemik faktorler, disik kardiyak output, ndrojenik sok ve solunum yetmezligi
nedeniyle olusan hipotansiyondur (Dumont ve ark. 2001, Yilmaz ve ark. 2014). Ratlarda,
kedilerde, kopeklerde ve primatlarda travmayi takip eden ilk 10 dakika iginde
hipertansiyon goriiliir daha sonraki siiregte yerini hipotansiyona birakir (Olby 1999).
Ozellikle T6 seviyesinin iizerindeki travmalar sempatik tonusu azaltir ve vagal etki ile
periferik damar tonusu kayb1 sonucu hipotansiyon ve bradikardi goriilebilir (Rouanet ve
ark. 2017). Travma sonrast sivi takviyesinin iyi yapilmasi gelisen hipotansiyonun oniine
geegmek i¢in iyi bir yoldur (Belanger ve Levi 2000). Omurilik hasar1 olugsmus hastalarda
travma sonrasi 7 giin kadar arteryel kan basincini 85-90 mmHg civarinda tutmak gerekir
(Rouanet ve ark. 2017). Norojenik sok, sempatik tonusun azalmasi, kardiyak vagotoni ve
kalpteki sekonder degisikliklerden kaynaklanir (Tator 1995). Boyle bir durumda
metabolitlerin ve oksijenin dokulara ulasmasi engellenir. Spinal soka bagli hipotansiyon
hasarli bolgedeki perflizyonu azaltacag: i¢cin mutlaka kontrol altina alinmalidir (Yilmaz
ve ark. 2014). Aksi halde hasar daha da siddetlenir (Dumont ve ark. 2001). Norojenik
sokun derecesi, travmanin siddeti ve seviyesi ile dogrudan iligkilidir. Travmaya bagh

hipotansiyon giinlerce hatta aylarca siirebilir (Tator 1995). Omurilik travmasi olusturulan
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hayvan modellerinde omurilige kan akisini arttirmak ve tansiyonu normal seviyelerde
tutmak i¢in kan transfiizyonu yapilmis ve dopamin verilmistir ancak hasarli bolgede

mikrodolasim bozuldugu i¢in bir iyilesme goriillmemistir (Y1ilmaz ve ark. 2014).

2.4.2.2. Vaskiiler Degisiklikler

Omurilik yaralanmalari hem sistemik hem de lokal vaskiiler degisikliklere neden
olur (Olby 1999, Sekhon ve Fehlings 2001, Giizel ve ark. 2006). Deneysel ve Kklinik
modellerde 6zellikle de gri cevherde olmak iizere lezyonun santral bolgesinde progresif
bir kanama olur. Olusan travmanin etkisi ile kilcal damarlar, veniiller ve bazi arterioller
mekanik hasara ugrar (Tator 1995). Olusan damar hasari sonucu perfiizyon bozulur ve
bu siire birkag saat kadar siirerek klinisyene terapotik miidahale i¢in firsat tanimis olur
(Olby 1999). Omurilik hasarindan hemen sonra lezyonlu bolgeye kan akisinda énemli bir
azalma olur ve kanamali alanlara yakin bolgelerde iskemi olusur (Sekhon ve Fehlings
2001, Giizel ve ark. 2006, Yilmaz ve ark. 2014, Tanriverdi 2015). Eger olusan iskemiye
birkag saat icerisinde miidahale edilemezse durum daha da kétiilesir (Sekhon ve Fehlings
2001). Bunun sonucu olarak dokuya giden glukoz ve oksijen miktarinda azalma ve enerji
ihtiyacinda artis olur. Omurilik travmasi sonrasi geligsen iskeminin arkasindaki hasar
mekanizmasi ve iskeminin kesin sebepleri tam olarak anlasilamamustir (Sekhon ve
Fehlings 2001, Yilmaz ve ark. 2014). Tator iskemiyi direkt mekanik hasar olarak
vazospazma, biyokimyasal hasar olarak da katekolaminler, glutamat ve prostoglandinlere
baglamig (Tator 1995), Osterholm ve Matthews ise bu spazmin lezyonlu bélgede biriken
katekolaminlerden kaynaklandigini bildirmistir (Giizel ve ark. 2006). Ratlarda ve
maymunlarda yapilan bir deneysel ¢alismada iskemi siirecinin en az 24 saat siirdiigi
bildirilmistir (Sekhon ve Fehlings 2001). Sulkal arterlerde olusan yirtilmalar ve tromboz
sonucu gri maddede perfiizyon daha ¢ok bozulur. Gri maddede metabolik ihtiyacin daha
fazla olmasi gri maddenin iskemiye karst duyarliligini arttirir (Tanriverdi 2015).
Omurilik travmalarinda sempatik tonus azalir ve bradikardi ile birlikte norojenik sok
sekillenir (Giizel ve ark. 2006; Tanriverdi 2015). Olusan sistemik hipotansiyona bagl
olarak omurilik kan akimi azalir. Buna bagli omurilikte 6nce hipoperfiizyon sonra 6dem

sekillenir (Giizel ve ark. 2006). Odem, spinal kordda basing artisina neden olarak
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omuriligin lokal kan akisinin bozulmasina neden olur (Yilmaz ve ark. 2014). Travmay1
takip eden birkag¢ saat icinde ise postravmatik iskemi gelisir. Posttravmatik iskeminin
gelismesinde genel olarak fibrin ve trombositler, 6dem, vazoaktif sitokinlerin birikimi
nedeniyle laktik asidoz, ven6z staz nedeniyle dokunun pH diistisii (Y1lmaz ve ark. 2014),
vazospazm (Olby 1999), eksitotoksik aminoasitler (Sekhon ve Fehlings 2001, Giizel ve
ark. 2006), glutamat (Sekhon ve Fehlings 2001), kilcal endotel hasar1 veya sisme, petesi
kanamalar1 ve trombozun rol aldig1 distiniiliir (Sekhon ve Fehlings 2001, Giizel ve ark.
2006, Yilmaz ve ark. 2014). Nemecek, 1sik mikroskopu ile intravaskiiler trombozu

gozlemlemistir (Tator 1995).

2.4.2.3. Biyokimyasal Degisiklikler

Omurilik travmasi sonrasi sinir dokusunda hiicre i¢i kalsiyum artisina neden olan
eksitator bir aminoasit norotranmitteri olan glutamat birikmesi sonucunda sekonder hasar
olustugu 6ne siiriilmiistiir. Hiicre i¢i kalsiyumun birikmesi hiicredeki hasara bagli olarak
kalsiyum bagimli proteazlarin veya lipazlarin aktivasyonuna sebep olur. N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorii, glutamata bagl eksitotoksisiteye katilan baslica reseptor
olmayip birkag tane daha eksitator aminoasit reseptorii vardir (Tator 1995). Travma
sonras1 omurilikte lezyonlu bolgeye gelen kan akimindaki azalmadan sorumlu tutulan
ajan norepinefrin’dir. Travma sonrasi lipid peroksidasyonu, lizozomal ve fosfolipaz
aktivasyonu, norotoksik maddelerin olusumu, iyonlarin yer degistirmesi ve opiat reseptor
aktivasyonu gibi biyokimyasal olaylar olusur (Giizel ve ark. 2006). Lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu ve serbest radikallerin azaltilmasinda steroidlerin énemli
rolii oldugu one siiriilmistiir. Prostoglandinler ile birlikte aragidonik asitin ve
eikozanoidlerin fazla miktarda tretimi de lipid peroksidasyonu ve serbest oksijen
radikallerinin olusumu ile ilgili olabilir (Tator 1995). Travmadan sonraki ilk yarim
saatlik siirecte birincil ndronal hasar baglar. Hiicre icinde Na™’un, hiicre disinda ise
K" un artmasi ile aksonal iletim durur. Ca*™, K* ve Na* akiminda 6nemli yere sahiptir.
Travma sonrast Ca*" kanallarindaki bozulmadan kaynakli hiicre i¢i kalsiyum miktari
artar ve proteaz, fosfolipaz ve fosfatazlarin aktivasyonuna sebep olarak hiicre fonksiyonu

bozulur. Ca™ mitokondrideki elektron transportunu da etkiler ve serbest radikalleri agiga
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cikarir. Sonug olarak serbest radikaller ve diger maddeler kan akiminda azalmaya sebep

olarak hasarin ilerlemesine sebep olur (Giizel ve ark. 2006).

2.4.2.4. Metabolik Degisiklikler

Travma sonrast omurilikte kan akimindaki azalmaya bagli olarak gecici olarak
glikoz kullanimi artar. Sekillenen iskemi anaerobik glikolizise neden olur. Glikoliz
sonucu hiicre i¢i laktik asit birikimi olur ve asidoz sekillenir. Sonug¢ olarak daha fazla

hiicre 6liimiine sebep olur (Giizel ve ark. 2006).

2.4.2.5. Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu

Tek sayida (¢iftlesmemis) elektron tasiyan molekiillere serbest radikaller denir ve
protein, lipid ve DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) molekiilleri ile reaksiyona girerler
(Tanriverdi 2015). Olusan serbest radikaller, hiicre zarmin temel yapisi olan yag
asitlerini oksitleyip lipid peroksidasyonuna sebep olurlar ve dolayisiyla epoksit,
aldehitler ve yeni serbest radikaller gibi hiicre i¢in bir¢ok toksik bilesik olusmasina
neden olurlar (Suarez ve ark. 1998). Hiicrenin canliligini koruyabilmek igin asir1 serbest
radikal olusumunu 6nlemek 6nemlidir (Yilmaz ve ark. 2014). Mitokondrideki solunum
ile ilgili enzimlerin oksidatif stres kaynakli saf digi kalmasi sonucu DNA ve DNA
bagimli proteinler ¢alisgamaz hale gelir ve Na-K-ATPaz enzimi inhibe edilerek apoptoz
sekillenir (Tanriverdi 2015). Antioksidatif mekanizmanin spinal kord hasarnin
patofizyolojisi tizerinde anlamli bir etkisinin oldugu anlasilmistir. Geng ve yaslh sicanlar
tizerinde olusturulan spinal kord hasar1 sonrasi iki haftalik siirecte 6liim oranlar1 %20 ve
%350 oraninda gerceklesmistir. Cyclosporin A, EPCK1, vitamin E ve selenyum gibi
ajanlar spinal kord hasar1 sonrasi serbest radikalleri yok etmeleri noktasinda faydali
bulunmustur. Melatonin, Mexiletine, eritropoetin, thiopental and propofol gibi ajanlarin

da lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Y1lmaz ve ark. 2014).
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2.4.2.6. Omurilik iletiminin Kesintiye Ugramasi

Aksonal iletim travmaya bagl olarak kalic1 ya da gegici olarak kesintiye ugrar. Akut
donemde biyokimyasal degisikliklere bagli olarak iletim kesintiye ugrar, hiicre disi
K™ un asir1 birikmesi spinal soka sebep olabilir. Membranin bozulmasiyla beraber daha
siddetli bir aksonal yaralanma sonucu ise kalic1 bir iletim bozuklugu goriilebilir (Glizel

ve ark. 2006).

2.42.7. Odem

Omurilik yaralanmalarinda progresif 6dem goriilebilir. Ancak sekillenen bu 6demin
tek basina zarari var midir yoksa iskemi veya glutamat toksisitesi gibi baska bir hasar
mekanizmasm tetikler mi bilinmemektedir (Tator 1995). Odem, hiicre ici asir1 Na*
birikimine bagli olarak gelisir (Giizel ve ark. 2006). Sadece lezyonlu bolge ile sinirlt

kalmayarak lezyonun ilerisine ve gerisine dogru ilerler (Tator 1995, Giizel ve ark. 2006).

2.4.2.8. Apoptoz

Apoptozis; insan, maymun ve ratlarda, spinal kord hasarini takiben doku hasarina
sebep olan ¢ok 6nemli bir komponenttir (Antar 2005). Omurilik hasari sonrasi gelisen
sekonder hasarda apoptoz 6nemli bir yer tutar (Profyris ve ark. 2004). Hiicre 6limii, ya
nekroz ya da apoptoz yoluyla olur (Sekhon ve Fehlings 2001). Apoptozis kelime anlami
olarak okaryotik hiicrelerde programlanmis bir hiicre olimii seklidir (Emery ve ark.
1999, Sekhon ve Fehlings 2001). ilk olarak 1995 yilinda siganlarda ve yakin zamanlarda
da insan omuriliginde tanimlanmistir (Sekhon ve Fehlings 2001). Apoptoz, nekrotik
hiicre 6liimiinden ayirt edilirken, morfolojik ve biyokimyasal kriterler g6z Oniinde
bulundurulur (Emery ve ark. 1999). Nekrotik hiicre 6liimiinde hiicre 6nce pasif olarak
siser, hizli bir enerji kaybiyla mitokondriyal hasar olusur (Emery ve ark. 1999),

organeller parcalanir, hiicre zar erir ve nihayetinde de hiicre i¢i materyaller disar1 ¢gikar
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(Tanriverdi 2015). Apoptozis, nekrozun aksine hiicre ve c¢ekirdeginin biiziismesi,
kromatin agregasyonu ve DNA’nin par¢alanmasi ile karakterizedir (Emery ve ark. 1999,
Sekhon ve Fehlings 2001, Giizel ve ark. 2006). Travmatik spinal kord hasar1 sonrasi
apoptozun baslatilmasi, serbest radikallerin yiikselmesine bagli sekillenen omurilik
hasar1, glutamat artigi, sitokinlerin salinmasi, iskemi ile ortaya ¢ikan gen ekspresyonu
degisiklikleri (Giizel ve ark. 2006), inflamatuar hasar ve eksitotoksisite ile tetiklenir
(Yilmaz ve ark. 2014). Travmaya maruz kalan omurilik bolgesinde apoptoza ugrayan
major hiicre tipi oligodentrositlerdir (Emery ve ark. 1999, Sekhon ve Fehlings 2001).
Apoptotik hiicre 6liimii omurilik hasarini takiben 3 saat ile 8 hafta arasinda degisiklik
gosterir (Yilmaz ve ark. 2014). Profyris ve ark. (2004) ise apoptozun yaralanmadan 6
saat sonra ortaya ¢iktigini ve birkag¢ giin i¢inde de arttigini bildirmislerdir. Emery ve ark.
(1999) yapmis olduklar1 bir ¢calismada ise apoptozun yaralanmadan 4 saat sonra ortaya
ciktigin1 ve 3 hafta gibi bir siirede azalan miktarda goriilebilicegini sdylemislerdir.
Yapilan deneysel ¢aligmalar sonucunda travmadan birkag¢ hafta sonra
oligodentrositlerdeki apoptozisin demyelinizasyonu daha kotiiye gotiirdiigii gozlenmistir.
Baz1 yazarlar mikrogliadaki apoptozun sekonder inflamasyon hasarmi kotiilestirdigini
savunur (Yilmaz ve ark. 2014). Apoptozun olus mekanizmasi belirsizdir, ancak hiicresel
ortamdaki olumsuz degisiklikler, wallerian dejenerasyonunun bir sonucu olarak veya her
ikisinin kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikabilecegi diisliniilmiistiir (Sekhon ve Fehlings
2001). Yaralanmadan 15 dakika sonra akson gevresinde sisme olusur, miyelin tabaka
soyulmaya baglar ve miyelin yirtilarak hiicre disina aksonal igerik bosalabilir (Profyris
ve ark. 2004). Sistein proteaz ailesinden olan kaspazlar, apoptozun efektor evresinde
onemli rol oynar. Ozellikle kaspaz-3’iin, sinirsel gelisim ve spinal hasarda 6nemli oldugu
gosterilmistir (Emery ve ark. 1999). Kaspazlar apoptozu aktive eden sinyaller tarafindan
tetiklendigi i¢in omurilik hasarinda kaspaz aktivasyonu asir1 yiikselir ve apoptozun en
belirleyici molekiiler isaretleyicisidir (Giizel ve ark. 2006, Yilmaz ve ark. 2014). Kaspaz
enzimleri hiicre iskeletini ve niikleer proteinleri denatiire ederler (Tanriverdi 2015).
Kaspaz-3 aktivitesinin ve apoptozun, travmatik beyin hasar1 ve deneysel gegici iskemi
sonrasinda sinirsel hiicre o6liimiine katkist oldugu anlasilmistir. Her iki yaralanma
seklinde de kaspaz inhibitorleri Kkullandiginda, hem apoptozu azaltmis hem de
hayvanlarda fonksiyonel iyilesme gozlenmistir (Emery ve ark. 1999). Apoptoza ugramis

hasarli hiicre zamanla proteazin etkisiyle kendini sindirir ve fagositozla yok edilir.
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Apoptozun nekrozdan farki belirgin bir inflamatuar yanitin olmayisidir (Sekhon ve
Fehlings 2001, Giizel ve ark. 2006, Tanriverdi 2015). Aslinda her iki 6liim mekanizmasi
da iskemi, oksidatif stres ve eksitotoksisite gibi mekanizmalarla baslatilmaktadir, ancak
farkli mekanizmalarla devam etmektedirler. Bu iki mekanizmanin anlasilmasi tedavi
protokoliinii belirlemede ve apoptoza giden hiicrelere miidahale etmede biiyiikk 6nem

tasimaktadir (Tanriverdi 2015).

2.4.2.9. Postravmatik inflamatuar ve Immiinolojik Yamt

Santral sinir sisteminde gelisen yangisal yanit, diger organ sisteminde gelisen
yangisal yanitlardan daha farklidir (Tanriverdi 2015). Posttravmatik inflamasyon,
omurilik hasarmni takiben periferik bagisiklik hiicreleri tarafindan ilk 24 saatte baslar ve
birka¢ giin i¢inde pik yapar (Giizel ve ark. 2006, Yilmaz ve ark. 2014). 6-12 saatlik
stiregte kan orijinli notrofillerin baskin oldugu goriiliirken (Profyris ve ark. 2004) daha
sonra bolgede makrofajlar artis gosterir (Glizel ve ark. 2006, Tanriverdi 2015).
Makrofajlar ve mikroglial hiicreler inflamasyonda ve TNF-alfa, IL-1, IL-6 (Profyris ve
ark. 2004, Tanriverdi 2015), IL-10, interferonlar (Tanriverdi 2015), makrofaj koloni
uyarict faktor (M-CSF) ve 16semi inhibitor faktori (Mortazavi ve ark. 2015) gibi
sitokinlerin salinmasina bagli olarak sekonder patolojik degisiklerde rol oynar (Yilmaz
ve ark. 2014). Yaralanma sonras1 IL-1 mikroglialar tarafindan salinir. Bununla birlikte
TNF-alfa ve IL-6 ilk 15 dakika icinde artmaya baslar. Bu sitokinlerin seviyeleri birkag
saat i¢cinde pik yaparlar ancak 24 saatte farkedilebilir hale gelirler. Omurilik hasari
sonrast, transforming biiyiime faktorii-p (TGF-B) ekspresyonunu da uyarilir (Profyris ve
ark. 2004). Sitokinler, siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimini aktif hale getirerek arasidonik
asiti pargalar, bunun sonucunda ag¢iga ¢ikan prostanoidler vaskiiler gegirgenlik, trombosit
agregasyonu ve adezyon gibi olaylara sebep olurlar (Tanriverdi 2015). Prostanoidlerin
cesitli bagisiklik diizenleyici etkileri vardir ve sekonder yaralanmayi arttirabilirler
(Profyris ve ark. 2004). Travmaya ugramis bolgede prostaglandinler, bradikinin,
trombosit aktive edici faktor, 16kotrienler ve serotonin gibi yangi mediatorleri de birikir
(Yilmaz ve ark. 2014). Santral sinir sisteminde nétrofiller, makrofajlar, astrositler,

mikrogialar ve T hiicreleri tarafindan da iretilen TNF-alfa, omurilik hasari sonrasi
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bolgede hizla biriken bir mediyatdrdiir. Yaralanmadan hemen sonra 16kositleri bolgeye
ceken TNF-alfa, hem norotoksik hem de enteresan bir sekilde ndroprotektif bir 6zellige
sahiptir. TNF-alfa reseptorleri, TNF-alfa molekiillerine kars1 duyarsizlagtirilmig siganlar
lizerinde yapilan bir deneysel ¢aligmada omurilik hasar1 sonrasi normal olan siganlara
nazaran daha fazla néron kaybina ugradig: tespit edilmistir (Tanriverdi 2015). Omurilik
yaralanmasi sonras1 COX-1 ve COX-2 enzimlerinin aktivitelerinin arttig1 gézlenmistir.
Bu sebeple antiinflamatuvar ajanlar omurilik yaralanmalarinda kullanim alani bulmustur
(Tanriverdi 2015). Omurilik yaralanmalarinda astrositler ve diger glial hiicreler agirlikli
olarak rol oynar ve bu olay wallerian dejenerasyonu ve skar olusumu ile sonuglanir
(Giizel ve ark. 2006). Giizel ve ark. (2006) omurilik hasar mekanizmasini Sekil 2. 4. 2. 9.

1.’de ozetlemislerdir.

Sekil 2. 4.2. 9. 1. Omurilik hasar mekanizmasi (Giizel ve ark., 2006)
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2.4.3. Biyokimyasal ve Immiinohistokimyasal Parametreler

24.3.1. Kaspaz-3

Yunanca’da yaprak dokiimii anlamina gelen apoptoz (Giiles ve Eren 2008), cok
hiicreli organizmada artan hiicre sayisinin hiicre oliimleri ile dengelenmesini saglayan
temel ve karmasik biyolojik bir olaydir (Porter ve Janicke 1999, Giiles ve Eren 2008).
Bir organizmada bir hiicreye gerek kalmadiginda, intraselliiler haberci sistemler aktif
olarak o hiicrenin ortadan kaldirilma siireci baslatilir. Bu siirece de programli hiicre
6limii denir (Giiles ve Eren 2008). Apoptoz mekanizmasinda, 6liim reseptorleri, adaptor
proteinler ve proteolitik enzimler (kaspazlar) olmak iizere {i¢ temel grup vardir (Tomatir
2003). Kaspazlar, programlanmis hiicre 6liimiiniin 6nemli aracilaridir. Bunlarin arasinda,
kaspaz-3, bircok onemli hiicresel proteinin spesifik boliinmesini katalize eden, aktive
edilmis bir 6lim proteazidir. Kaspaz-3 aktivasyonuna gegis yollari, mitokondrial
sitokrom-c salimina ve kaspaz-9 fonksiyonuna bagimli veya bunlardan bagimsiz olarak

tanimlanmistir (Porter ve Janicke 1999).

2.4.3.2. GFAP (Glial Fibriler Asidik Protein)

Glial fibriler asidik protein (GFAP), ilk olarak merkezi sinir sisteminin
demiyelinizan bir hastaligi olan multiple sklerozisli (MS) bir hastanin glial skarindan
(plak) izole edilmistir (Eng ve Ghirnikar 1994). GFAP, merkezi sinir sisteminin olgun
astrositlerinde bulunan temel ara filament proteinidir (Eng ve ark. 2000, Brenner 2014).
Sitoskeletal protein ailesinin bir iiyesi olan GFAP'!n, astrositik proceslere yapisal
dayanikliklik saglayarak astrosit motilitesini ve seklini modiile etmede 6nemli oldugu
disiiniilmektedir (Eng ve Ghirnikar 1994, Eng ve ark. 2000). Gelismis omurgalilarin
merkezi sinir sisteminde travma, hastalik, genetik bozukluklar veya kimyasal hasar
sonucu yaralanma sonrasinda astrositler reaktif hale gelir ve astrogliozis olarak
adlandirilan tipik bir tepki verirler (Eng ve ark. 2000). Reaktif astrogliozis, bitisik

astrositlerin belirgin bir 6zelligidir. Astrogliozis, astrosit ¢ogalmasi, hiicre govdesi ve
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sitoplazmik progeslerin yogun hipertrofisi ile karakterizedir. Reaktif astrositlerin, aktif
olarak MSS'nin ekstraselliler boslugundaki molekiiler ve iyonik igerigi takip edip
kontrol ederek merkezi sinir sistemi yaralanmasinin ardindan iyilesme asamasinda rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (Eng ve Ghirnikar 1994). Astrogliozisde, GFAP hizli bir
sekilde sentezlenir ve protein icerigindeki artis veya GFAP antikoru ile immiin boyama

vasitasiyla gosterilir (Eng ve ark. 2000).

2.4.3.3. TNF-a (Tiimor Nekrozis Faktor-alfa)

Tiimor hiicre dizilerine karsi sitotoksisitesi kesfedilen ilk islevlerden biri olmasi
sonucu timor nekroz faktorii denmistir (Vasanthi ve ark. 2007). Kasektin olarak da
bilinir (Ozoran ve ark. 1994). TNF-a’nin biyolojik fonksiyonlar1 son derece genistir ve
etki mekanizmasi biraz karmagiktir (Idriss ve Naismith 2000, Vasanthi ve ark. 2007). Bir
taraftan belirli enfeksiyonlara diren¢ kazandirirken diger taraftan patolojik
komplikasyonlara neden olan bu protein, ¢eliskili roller iistlenmistir. Bu durum, aktive
edilen c¢esitli sinyal yollariyla iliskili olabilir (Idriss ve Naismith 2000). Akut faz
reaksiyonunu uyaran ve proinflamatuvar bir sitokin olan, TNF-a, bir¢ok inflamatuvar
hastaligin patogenezinde onemli rol oynar (Kalfa ve Aksu 2011). Bununla beraber
bakteriyel ve 6zellikle mikobakteriyel hastaliklara kars1 viicut savunmasinda da énemli
rol oynamaktadir (Idriss ve Naismith 2000, Kalfa ve Aksu 2011). T hiicrelerden ve
aktive makrofajlardan transmembran prekiirsoér proteini olarak sentezlenen TNF-a,
apoptotik hiicre 6liimiinii ve inflamasyonu indiikler, bununla beraber tiimér gelisimini ve
viral replikasyonu engeller. TNF-o, IL-1 beta, iL-6 ve iL-8 gibi inflamatuvar sitokinlerin
salimimin1 uyarir ve endotel adezyon molekiillerinin giiclii bir aktivatoriidiir. Dolayisiyla
TNF-a sahip olduklar1 bu fonksiyonlari ile inflamatuvar reaksiyonlarla alakali siire¢lerin
baslatilmasin1 ve devam ettirilmesini diizenler (Kalfa ve Aksu 2011). TNF-a, viicutta
Immiinostimiilasyon, enfeksiyon ajanlarina direng, uyku diizenlemesi, embriyonik
gelisim ve timor direnci gibi birgok terapdtik rol oynamaktadir (Idriss ve Naismith
2000). Apoptoz, hiicre biiziilmesi, apoptotik cisim formasyonu ve tipik olarak
niikleozomal DNA fragmantasyonu olusumu ile karakterizedir ve TNFR-1 (Timor

Nekrozis Faktor Resetorii) sinyal yolagi yoluyla olusan genel bir TNF kaynakl
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sitotoksik fenomen olarak goriiliir. Bununla birlikte, apoptozise yol acan ve kontrol eden

tam sinyal ag1 agikliga kavusturulmamistir (Idriss ve Naismith 2000).

2.4.3.4. IL-1p (Interlokin 1-beta)

Yaklasik 10.000 dalton molekiil agirliginda olan IL-1, deney hayvanlarinda ates,
koloni stimiilan faktdrlerin (CSF) salinnminda artis, notrofil artisi, uyku hali, istahsizlik
ve akut faz proteinlerinin sentezine yol agar. Yiiksek dozlarda ise hipotansiyon ve
16kopeni yapar (Ozoran ve ark. 1994). Mononiikleer fagositler basta olmak {izere
notrofiller, T lenfositler, B lenfositler, Naturel Killer (NK) hiicreler, dendritik hiicreler,
keratinositler, fibroblastlar, astrositler (Demir ve ark. 2012), monositler, mezengial
hiicreler ve endotelin de iginde bulundugu bir¢cok hiicreden sentezlenebilmektedir
(Ozoran ve ark. 1994). TNF-a, iL-1 sentezini uyaran ana sitokin olmasina ragmen, kendi
sentezini parakrin ve otokrin etkiyle de uyarabilmektedir. IL-18; TNF-a, iIFN-y, IL-4, iL-
6, IL-8 ve IL-10 sentezinde rol oynayarak, beyin iskemisi sekillendiginde hipertermiye
neden olur ve iskemik harabiyeti arttirmaktadir. IL-1B sinir hasarindan da sorumlu
tutulmaktadir. Travma sonrasi 1. saatte en iist seviyeye ¢ikan IL-1B ekspresyonu, 12.

saatte bile hala bu yiiksek seviyelerde seyredebilir (Demir ve ark. 2012).

2.4.3.5. TAS/TOS (Total Antioksidan Seviye/Total Oksidan Seviye)

Normal insan metabolizmasinin bir pargasi olan reaktif oksijen metabolitleri veya
serbest radikaller (ROM/ SR), antioksidan cevapta bir yetersizlik oldugunda veya ROS
diizeyi belirli bir yogunlugu astiginda DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve enzim
inaktivasyonu ile doku ve hiicre hasarina yol acabilmektedir (Bulut ve ark. 2013).
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) metabolik ve fizyolojik siirecler ile iiretilir ve
organizmalarda enzimatik ve nonenzimatik antioksidatif mekanizmalarla ortaya ¢ikan
zararli oksidatif reaksiyonlar meydana gelebilir. Bunun sonucunda, oksitleyicilerdeki

artis ve antioksidanlardaki azalma onlenemez ise oksidatif/antioksidatif denge oksidatif
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duruma dogru kayar ve oksidatif stres gelisir. Oksidan molekiiller, organizmalarda
endojen olarak iiretildigi gibi dis ortamdan da alinirlar. Elektron tasima zinciri ve ksantin
oksidaz, glikolat ve monoamin oksidazlar da dahil olmak tizere bir dizi oksidaz enzimi,

biiyiik endojen ROS kaynaklarini olustururlar (Erel 2005).

2.5. Spinal Kord Hasarinin Patolojisi

2.5.1. Makroskopik Goriiniim

Spinal kord hasarinda klinik vakalarin taklidi amaciyla ¢esitli deneysel modeller
gelistirilmistir (Profyris ve ark. 2004). En yaygin kullanilan model kontiizyon modelidir
ve agirlik diistirme yoluyla olusturulur (Tator 1995, Profyris ve ark. 2004). Diger bir
metot ise agirlik veya anevrizma klibi kullanilarak olusturulan kompresyon modelidir
(Tator ve Fehlings 1991).

Primer hasara bagli gri maddede sekillenen kanama ile lezyon alanindaki hiicre
Olimii omurilige ciddi bir zarar vermez. Ancak sekonder hasar mekanizmasi devreye
girdiginde olay degisir. Travmadan sonra 2 saat i¢inde kanama yayginlasir ve 24 saate
kadar kanama devam eder. Kisa siire sonra 6dem agirlik kazanir (Profyris ve ark. 2004).
Gri ve beyaz cevher siserek yumusak bir hale gelir ve sinirlari kaybolur (Tator 1995).
Travmadan 21 saat sonra kavitasyonlar olusur ve 14 hafta sonra bu kavitasyonlar
birleserek biiyiik kistik alanlar haline gelir. Bu bolgeler glia kaynakli skar dokusu ile
cevrelenmigtir (Profyris ve ark. 2004). Glial skarlasma aksonal rejenerasyona karsi
fiziksel bir engel olusturmaktadir (Oh ve Jeon 2016). Uzun vadeli dénemde bakildiginda
olusan bu kistik alanlar siringomiyeliye sebep olabilir (Wallace ve ark. 1987, Tator
1995).
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2.5.2. Mikroskopik Goriiniim

Gri madde, yogun damarlasmasi ve yumusak kivami nedeniyle nekroz olusumuna
duyarl bir dokudur (Profyris ve ark. 2004). Yaralanma bolgesinde normal sinir dokusu
yoktur. Noronlarin, aksonlarm ve miyelinin yapist bozulmustur. Nekroz ve Kkistik
kavitasyonlar mevcut olmakla birlikte daha ¢ok kordun orta hattina yerlesiktir. Beyaz
cevher ile gri cevher smir1 kaybolmustur ve normal yolaklarin tespiti zordur.
Kavitasyonlarin igi lipid yiiklii makrofaj ile miyelin igerebilir (Wallace ve ark. 1987).
Travmaya maruz kalinan ilk birka¢ dakikalik donemde omuriligin histolojik goriiniimii
normaldir. Isik ve elektron mikroskobunda 5. dakidada aksonlar normal olarak
gortiliirken gri cevherdeki veniillerin sistigi goriiliir. 15-30. dakikalarda ise eritrositler
damarlarin etrafina sizarlar. Gri cevherde noktasal kanamalar goriilebilir. Travmadan 2
saat sonra polimorfoniikleer l6kositler ve mikroglialar gibi inflamatuar hiicreler

yaralanma bdolgesinde toplanmaya baslar (Giizel ve ark. 2006).

Omurilik yaralanmasindan sonraki sekonder hasar siireci akut faz, subakut faz ve

kronik faz olmak tizere ti¢ faza boliimlenebilir (Kim ve ark. 2017).

2.5.2.1. Akut Faz Patolojisi

Akut faz, sekonder hasar mekanizmalarinin harekete gectigi kisa siireli donemi
tanimlar. Spinal kord hasarinin erken akut faz1 2-48 saat arasinda siirdiigli kabul edilir
(Rowland ve ark. 2008, Kim ve ark. 2017). Akut fazin baslica olaylar1 vaskiiler hasar,
kanama ve iskemidir. Patolojik degisiklikler, noronlarin ve glial hiicrelerin daha fazla
hasar gérmesine neden olur. Glutamat ve aspartat gibi eksitator ndrotransmitterlerin asiri
aktivasyonunun bir sonucu oligodendrositler apoptoza ugrar. Serbest radikal aracili lipit
peroksidasyonu membran hasarina sebep olur. Yaralanma sonrasinda kan-beyin
bariyerinin (KBB) bir bileseni olan astrositlerin hasar gérmesi ve TNF-o ile IL-1B gibi
inflamatuvar sitokinlerin neden oldugu gecirgenlik sonucu KBB bozulur (Kim ve ark.
2017). Mikroglialar 12 saat i¢inde yaralanma bolgesinde goriilmeye baslar ve 3-7 giinde
pik yapar (Mortazavi ve ark. 2015). 4. saatte akson dejenerasyonu olusur, 6. saatte 6dem
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sekillenir, 12-24. saatlerde omurilik hasariin oldugu bolgede anatomik yapilar kaybolur
(Gtizel ve ark. 2006), 24-48. saatlerde ise kanama alanlarinda hiicre 6liimii yani nekroz
olusur (Rowland ve ark. 2008). Daha sonraki giinlerde bolgede polimorfoniikleer

hiicrelerin yerini makrofajlar alir (Giizel ve ark. 2006).

2.5.2.2. Subakut Faz Patolojisi

Yaralanmadan sonraki 2 giin ile 2 hafta arasindaki siire¢ oldugu diisiiniiliir (Rowland
ve ark. 2008, Kim ve ark. 2017). Polimorfoniikleer hiicrelerin sayis1 azalmaya baslar ve
yerini mikroglialar ile makrofajlara birakir (Tator 1995). Fagositik yanit, bu dénemin
kendine 6zgii bir 6zelligidir. Diger 6zelligi ise astrositlerin reaktif ¢cogalmasidir. Bunun
sonucunda olusacak glial skar rejenerasyon bolgesini doldurarak noronal rejenerasyon
igin bariyer olusturur. Merkezi sinir sistemi hasarlarindan sonra iyilesmenin olmamasi
ise bu nedene baglanir. Ancak hasar bolgesinde anormal sinaps olusumunu engelledigi
diistiniildiiginde yararli ve zararl etkilere sahip oldugu disiintilmistiir (Kim ve ark.
2017). Spinal kord hasarindan sonra sitotoksik 6demi takiben saatler ile giinler i¢inde
nekrotik hiicre 6limii olusur. Gecikmis astrositik yanit subakut fazda baglar. Lezyonun
cevresindeki hipertrofik ve proliferatif hale gelen astrositler, astrositik ara filaman glial
fibriler asidik protein ekspresyonunda 6nemli bir artis gosterir (Rowland ve ark. 2008).
Makrofajlarin interlokin-1 gibi sitokinleri salgiladigina dair kanitlar bulundugu icin bu
yangisel siiregler biiyiik onem tagimaktadir (Tator 1995). Travmadan giinler sonra
nekrotik alanlarin yerinde “Liickenfelder” denilen kistik alanlar olusur. Bununla birlikte
wallerian dejenerasyonu, norofaji ve kromatolizis gibi patolojik degisiklikler de
olusabilir (Giizel ve ark. 2006). Subakut donemin 6nemi ileride hiicre kokenli tedavi
stratejilerinin en ¢ok uygulanacagi periyod olmasidir. Ciinkii yapilan bir ¢alismada
travmadan iki hafta sonra sinir Oncilil hiicrelerinin  transplantasyonunun,
remyelinizasyonu ve fonksiyonel iyilesmeyi destekledigi goriilmiistiir (Rowland ve ark.
2008).
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2.5.2.3. Kronik Faz Patolojisi

Kronik faz ilgili bir tartisma olmasina ragmen yaralanmadan yaklasik 6 ay sonra
baslayan ve hastanin hayati boyunca devam eden bir siire¢ oldugu kabul edilmektedir
(Rowland ve ark. 2008, Kim ve ark. 2017). Kronik evresinin en karakteristik 6zelligi
skar olusumu ve bir syrinks gelisimidir. Bu asamada yapilan, terapétik stratejiler,
farmakolojik onlemler veya hiicre transplantasyon tedavileri zarar gérmiis aksonlarin
rejenerasyonunu ve remiyelinizasyonunu artirmaya yoneliktir (Kim ve ark. 2017).
Travmadan haftalar sonra lezyonlu bolgenin Oniinde ve arkasinda dejeneratif ve
rejeneratif degisiklikler sekillenir. Polimorfoniikleer 16kositlerin yerini makrofajlar
almistir (Giizel ve ark. 2006). Astrositik ve fibrotik yapili bir skar dokusu sekillenirken
(Rowland ve ark. 2008) arka koklerde néromalar olusur (Tator 1995). Spinal kord hasari
olan hastalarin % 30’unda (Rowland ve ark. 2008) posttravmatik siringomiyeli gelisir
(Tator 1995, Giizel ve ark. 2006, Rowland ve ark. 2008). Spinal kord hasari sonrasi
lezyon bolgesinde ortaya ¢ikan kistik bosluklar ve miyelomalazi nekrotik 6liimiin bir
ispatidir (Rowland ve ark. 2008). Bununla beraber yine wallerian dejenerasyonu,
araknoidit, gliozis ve atrofi sekillenebilir (Tator 1995, Giizel ve ark. 2006). Ileriki
donemlerde norolojik fonksiyonlarda iyilesme olmasmma ragmen 1-2 yillik siirecte
norolojik sekeller kaldigi sdylenmistir. Subakut donemde tedavi amacgli kok hiicre
uygulandiginda basar1 elde edilmesine ragmen kronik donemde uygulandiginda basari
saglanamamistir (Rowland ve ark. 2008). Kim ve ark. (2017) spinal kord hasart sonrasi

olusan fazlar1 Sekil 2. 5. 2. 3. 1’de 6zetlemislerdir.
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Sekil 2. 5. 2. 3. 1. Spinal kord hasari sonrasi sekillenen fazlar (Kim ve ark. 2017)

2.6. Spinal Kord Yaralanmasinda Modern Farmakolojik Ve Terapotik
Yaklasimlar

Akut omurilik hasariin en uygun tedavisi ve yonetimi ile ilgili onemli tartigmalar
mevcuttur (Olby 1999). Bununla birlikte medikal ve cerrahi anlamda ¢ok ileri gelismeler
olmasina ragmen tedavi edilemez bir durum olarak kabul edilmistir (Kim ve ark. 2017).
Omurilik yaralanmalarinda kordun cerrahi dekompresyonu, yeniden restorasyonu,
omurganin stabilizasyonu (Olby 1999) ile birlikte psikolojik, iirolojik ve proktolojik
problemlerin yonetimi biiyiikk 6nem tasimaktadir (Khoshnevisan ve ark. 2010). Cerrahi
dekompresyon, progresif 6dem ve kanamanin olusturdugu mekanik baskiyr ortadan
kaldirmak i¢in travma sonrasi takip eden ilk 24 saat iginde planlanmalidir (Rouanet ve
ark. 2017). Ikincil yaralanmanin 6niine gecebilmek igin farmakolojik miidahaleler, hiicre

tedavisi, inhibitér proteinlerin notrlestirilmesi ve gen terapisi gibi gesitli girisimler
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yapilmistir (Khoshnevisan ve ark. 2010). Noroprotektif ajanlar sekonder hasari 6nlemek
icin kullanilirken, nérorejeneratif terapiler hasar olustuktan sonra aksonal onarimi tegvik

etmek i¢in uygulanir (Kim ve ark. 2017, Rouanet ve ark. 2017).

Gliniimiizde spinal kord hasarinin tedavisinde, ikincil hasarin 6nlenmesi, saglam
kalan aksonlarin rejenerasyonu, saglam kalan noral dokunun fonksiyonel hale gelmesi,
harap olan sinir dokusunun yerine yenisinin koyulmas: ve bunlarin kombinasyonunu
iceren tedavi stratejileri basliklar1 altinda degerlendirme yapmak gerekmektedir (Can ve
Besalt1 2016).

Spinal kord hasari sonrasi hasar1 6nlemede ya da azaltmada metilprednizolon,
eritropoetin, Rho inhibitérleri, kalpain inhibit6rii, minosiklin, gangsiozidler, nalokson
gibi opiyat blokerleri, tirotropin salict hormon (TSH), gasiklidin, siklosporin-A,
polietilen glikol (Baptiste ve Fehlings 2006), nimodipin, diltiazem ve nifedipine gibi
kalsiyum kanal blokerleri (Can ve Besaltt 2016), meksiletin, magnezyum, melatonin,
infliximab, clotrimazol, lamotrigin, hiperbarik oksijen, gabapentin, pregabalin (Durdag
ve ark. 2013), atorvastatin, omega-3, ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA), fenretinide,
progesteron, Ostrojen, inozin, fingolimod, kondroitinaz ABC, cAMP-Rolipram, sialidaz,
Scutellaria baicalensis, riluzole ve fenitoin gibi sodyum kanal blokerleri, folik asit,
pioglitazone, Anti-CD11d integrin antikoru, Nigella sativa ve hidralazin gibi gesitli

farmakolojik ajanlar arastirilmistir (Khoshnevisan ve ark. 2010).

Akut omurilik yaralanmasinda 30 yili askin siiredir kullanilan kortikosteroidlerin
noroprotektif etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir, ancak lipid peroksidasyonu
inhibisyonu, antiinflamatuar etkinligi, kalsiyum akisini ve birikmesini engelledigi,
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunda rol aldigi savunulmustur (Kemerdere 2015).
Spinal kord hasarmnin tedavisinde en kapsamli olarak arastirilan farmakolojik ajan, bir
glukokortikoid olan metilprednizolon sodyum siiksinat’tir (MPSS) (Kemerdere 2015,
Kim ve ark. 2017). Giiniimiizde spinal kord hasarinda, metilprednizolon yaygin olarak
kullanilmaktadir ve travmay: takiben ilk 8 saat i¢inde uygulandiginda en etkili tedavi
secenegi gibi goriinmesine ragmen sonuglari tartismalidir (Polat ve ark. 2012). Yapilan
deneysel bir calismada antioksidan etkisi ile birlikte TNF-alfa, IL-1 beta ve IL-6 gibi
inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun azaltildigi gosterilmistir. 1984’ten bu yana

MPSS ile ilgili ii¢ biiyiik klinik ¢alisma yapilmistir (Kim ve ark. 2017). MPSS ile
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yapilan ilk klinik ¢alismada, iki gruba ayrilmis omurilik hasar1 olan hastalara sirayla 100
mg ve 1000 mg damar i¢i ylikleme dozu takiben her 6 saatte bir 25 mg ve 250 mg damar
ici MPSS devam edilmistir. Sonug olarak yliksek doz MPSS uygulanan grup ile diisiik
doz MPSS uygulanan grup arasinda bir tistlinliik olmadig1 ortaya konmustur (Baptiste ve
Fehlings, 2006; Rouanet ve ark. 2017). Daha sonraki zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
koruyucu amagla yapilan etkin dozun ¢ok daha yiiksek oldugu ve ilk bir saat 30
mg/kg/saat dozunda, izleyen 23 saatte 5.4 mg/kg/saat dozunda ve travmay1 takip eden ilk
8 saat i¢inde yapilmasi gerektigi sOylenmistir (Rouanet ve ark. 2017), ancak faydali
etkileri olmasina ragmen evrensel olarak kabul edilmemistir (Baptiste ve Fehlings 2006).
Yakin zamanda yapilan sinir cerrahlart kongresinde (The Congress of Neurological
Surgeons) ise MPSS’in yararli etkilerinin ikna edici olmadigi ve bununla birlikte akut
spinal kord hasar1 olusumunda MPSS'in zararli yan etkileri, 6nemli klinik kanitlarla
ortaya kondugundan, akut spinal kord hasarinin tedavisinde MPSS kullaniminin
onerilmedigi belirtilmistir (Kim ve ark. 2017).

21-aminoasitler (Lazaroidler), sentetik glukokortikoid reseptorleridir  ve
glukokortikoid reseptorlerini aktive etmeksizin lipid peroksidasyonunu inhibe edebilirler
(Baptiste ve Fehlings 2006). 21-aminositlerden olan tirilazad mesilat’mn (TM),
noroprotektif o6zelligi, endojen vitamin E’nin korunmast ve demir bagimh lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu yoluyla membran stabilizasyonu gibi ti¢ 6nemli 6zelligi
vardir (Baptiste ve Fehlings 2006). TM’nin, 24 saatlik siiregte MPSS ile
karsilagtirildiginda gruplar arasi bir fark bulunmamis ve MPSS kadar etkili oldugu
goriilmistiir (Baptiste ve Fehlings 2006, Rouanet ve ark. 2017). Tavsan omuriliginde
spinal kord hasar1 sonrasinda spinal perfiizyonu korumak amacgli BOS drenaj ile birlikte
21-aminosteroid tirilazad kombinasyonu uygulanmis ve olumlu sonuglar alinmigtir
(Rouanet ve ark. 2017). Ancak kopeklerde yapilan bir ¢alismada iyilesmede bir ilerleme
gosterilememesi  nedeniyle veteriner hekimlikte kullanimmin smirli  olacagi

diistiniilmistiir (Can ve Besalt1 2016).

Tirotropin Salict Hormon (TRH), ratlar ve kedilerde yapilan deneysel ¢alismalarda
omurilik kan akimint arttirdigi ve fonksiyonel iyilesmeye katki sagladigi bildirilmistir
(Can ve Besalt1 2016).
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Son yillarda spinal kord hasarinda mannitol’iin etkinligi ile ilgili ¢alisma oldukca
nadirdir. Siganlar lizerinde yapilan bir ¢aligmada spinal kord hasari olusturulmus ve 2
gr/’kg % 20’lik mannitol verilmistir. Bunun sonucunda noéral dokularda belirgin bir
diizelme saglanirken koruyucu etkisi de gozlenmistir. Daha eski bir ¢alismada ise spinal
kord hasarinda mannitol’iin perfiizyon iizerinde olumlu etkileri goriilmiis ancak
noroprotektif etkisi gosterilememistir. Mannitol’iin spinal kord hasarindaki yarar1 beyin

travmasindaki yarari ile benzerdir (Mortazavi ve ark. 2015).

Sitokinlerden olan IL-10 énemli bir antiinflamatuar 6zellige sahiptir (Tanriverdi
2015). Yapilan bir spinal kord hasar1 modelinde travma sonrasi damarigi IL-10
uygulanmis ve hem inflamasyonu azaltti§i hem de sinir ilizerine koruyucu etkisinin
oldugu ortaya konmustur (Yilmaz ve ark. 2014). Yine Bethea ve ark. (1999), ratlar
iizerinde yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada akut donemde kullanilan iL-10’un omurilikte
aktiflestirilmis makrofajlardaki TNF-a sentezini azalttifini, noroprotektif oldugunu ve

fonksiyonel iyilesmeyi olumlu yonde arttirdigini soylemislerdir (Bethea ve ark. 1999).

Deneysel omurilik hasarinda kullanilan Anti-Cd11d antikorlari, antiinflamatuar etki,
lipid peroksidasyonu inhibisyonu ve doku perfiizyonunu korumasinin yaninda motor
iyilesmeye de katki saglamistir, ancak klinik ¢alisma yapilmasi gerekmektedir
(Kemerdere 2015).

Spinal kord hasarin1 takiben hiicre icine kalsiyum girisi, eksitotoksisiteye bagl
olarak hiicre 6liimiine neden olur (Kim ve ark. 2017). L-tipi kalsiyum kanali blokeri olan
Nimodipin, kalsiyum bagimli apoptotik enzimleri dnlemek ve presinaptik glutamat
salinimini engellemek amaciyla kullanilmistir (Kim ve ark. 2017, Rouanet ve ark. 2017).
Deneysel omurilik travmasi olusturulup nimodipinin  kullanildigi calismalarda,
omuriligin kan akisini artirarak, hipoperfiizyonu geri ¢evirdigi izlenmistir (Kemerdere
2015, Can ve Besalt1 2016). Bununla birlikte, bir yillik siirecte plasebo grubu ile
karsilastirildiginda nérolojik durumlar arasinda bir fark goriilmemistir (Kim ve ark.
2017, Rouanet ve ark. 2017). Nifedipin ve diltiazem kedilerde yapilan deneysel bir
calismada travmadan 30 dakika 6nce verilmis omurilik kan akimini arttirmasina ragmen

fonksiyonel bir iyilesme saglamamistir (Can ve Besalt1 2016).
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Normal omurilik dokusunda bulunmayan ancak yaralanmis omurilik néronlarinin ve
oligodentrositlerin eksprese ettigi Ghrelin, spinal kod hasar1 sonrasinda mitokondriyal
sitokrom-C'nin salinimini, apoptotik hiicre oliimiinii ve kaspaz-3'lin aktivasyonunu
belirgin sekilde durdurur. Ghrelin’in fonksiyonel iyilesmeyi 6nemli 6l¢iide saglayarak
lezyon hacminin boyutunu kigiilttiigii ve akson ile miyelin kaybini azalttigi goriilmiistiir
(Khoshnevisan ve ark. 2010).

Bir nonspesifik opioid antagonisti olan naloksanin inkomplet hasarli hastalarda
motor ve duyusal iyilesmeye katki sagladigi savunulmus ancak omurilik travmalarindaki
etkisi kesinlik kazanmamustir (Kemerdere 2015). Naloksan, MPSS ve plasebo ile
karsilastirilmis ancak gruplar arasinda motor skorlarinda herhangi bir fark goriilmemistir
(Rouanet ve ark. 2017). insanlarda yapilan faz 2 klinik caligmalarinda etkisi
bulunamadigi i¢in akut omurilik hasarinda kullanimi 6nerilmemektedir (Can ve Besalti

2016).

Bir potasyum kanal blokeri olan fampridine, kronik omurilik hasarli hastalarda
diisiik doz kullanilmis ve hastalarin skorlarinda ve spastisitede iyilesme goriilmiistiir,
bununla birlikte yliksek doz kullanilan hastalarda spazm, hipertoni, uykusuzluk ve bas
donmesi gibi semptomlar gozlendiginden yiiksek doz kullanim1 6nerilmemistir (Kim ve

ark. 2017).

Gangliozitler, sinir sistemindeki noronal membranlarin dis yiiziinde yiiksek oranda
bulunan glikolipid molekiilleridir (Kemerdere 2015). Noritlerin dig tarafa dogru
biiylimesi, plastisitenin arttiritlmas1 (Kemerdere 2015), apoptozu oOnleme ve anti-
eksitotoksisite gibi noroprotektif etkileri yaninda aksonal rejenerasyonu da sagladiklart
gosterilmistir (Rouanet ve ark. 2017). Ancak metilprednizolon’un etkisini antagonize
ettigi soylenmistir (Olby 1999). Gangliozitlerin klinik c¢aligmalart 1990l yillardan
2000'li yillarin  baglarina kadar gergeklestirilmistir ve motor fonksiyonlar ile
bagirsak/mesane fonksiyonlarinda iyilesmenin hizlandigi goriilmiistiir ancak, son on
yilda bu sonuclar1 dogrulamak veya ciiriitmek i¢in baska bir ¢alisma yapilmamistir (Kim
ve ark. 2017). Yapilan randomize bir ¢alismada gangliosit bilesiklerinin kullanildig:
hastalarda 6 aylik takip sonrasi herhangi bir nérolojik diizelme olmamistir. Bu nedenle

artik tavsiye edilmemektedir (Rouanet ve ark. 2017).
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N-metil-D-aspartik asit (NMDA, bir glutamat reseptorii) reseptoriiniin antagonistleri
olan MK801 ve gasiklidin (GK11)’in, omurilik hasar1 olusturulan deneysel ¢alismalarda
noroprotektif 6zellikleri gosterilmistir, bununla bereber gasiklidin ile insanlar {izerinde
yapilan c¢alismalarda fayda saglamadigi gozlenmistir (Kemerdere 2015). Ancak
maksimum yarar saglamak i¢in travmay takiben ilk 30 dakika i¢inde ilacin uygulanmasi
gerektiginden veteriner hekimlikte kullanim alani bulamamistir (Can ve Besalti 2016).
Diger bir caligmada ise yine NMDA reseptor antagonisti olan magnezyum siilfat ve
kaspaz-9 inhibitorii olan z-LEHDFMK kullanilmis ve kombine kullanimlarinda olumlu
sonuclar alinmistir ancak daha ileri calismalara gerek oldugu vurgulanmistir (Sencer ve

ark. 2013).

Deneysel yapilan bir ¢alismada periferik olarak uygulan eritropoetin (EPO)’in,
nevrojenez ve noronal farklilasma {izerine olumlu etkileri ile birlikte, noroprotektif,
antiinflamatuar, antioksidan ve norotrofik faktdrlerin indiiksiyonu gibi etkileri vardir.
Ancak hematopoietik aktivitenin asir1 uyarilmasi sonucu tromboz olasili§i One

stiriildiigiinden klinik ¢alismalara aktarilma konusunda kaygilar tasimaktadir (Kim ve

ark. 2017).

Riluzol, bir sodyum kanal blokeridir ve omurilik hasarinin klinik Oncesi
modellerinde glutamat salinimini  azaltarak ve sodyum kanallarinin patolojik
aktivasyonunu bloke ederek sekonder hasari azaltir (Rouanet ve ark. 2017). Ratlarda
yapilan deneysel bir ¢alismada omurilik klip kompresyonu ile hasar olusturulmustur.
Riluzol, noroprotektif etkisi ile lokomotor fonksiyonda da iyilesme saglamistir
(Kemerdere 2015). Faz I/1I ¢alismasi sonucu motor fonksiyonlarda gelisme goriilmiistiir
bununla birlikte faz II/III ¢alismas1 2018 yilinda tamamlanacaktir (Rouanet ve ark.
2017).

Lipid ¢Oziiniirligii en yiiksek oldugu i¢in kan beyin bariyerini en fazla gegen
antibiyotik tetrasiklin grubundan minosiklin’dir (Kim ve ark. 2017). TNF-a, IL-1,
siklooksijenaz-2 ve nitrik oksit sentaz inhibisyonu da dahil olmak {izere antiinflamatuar
ozelliklere sahiptir. Preklinik modellerde, lezyon boyutlarini kiigiilttiigli ve ndron kaybini
azalttigr goriilmiistiir. Faz II calismasinda motor bir diizelme goriilen hastalarda 2018
yilina kadar faz III ¢alismasi planlanmistir (Rouanet ve ark. 2017). Ancak heniiz klinik
calisma yapilmamistir (Can ve Besalt1 2016).
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Sistemik siirfektant kullanimi hasar goren zarlarin onarilmasinda diger bir terapotik
stratejidir. Polietil glikol etkisini, ndronlarin zarlarindaki hasarli bolgeleri dogrudan
kapatarak gosterir. KoOpeklerde damar i¢i kullamimlarda giivenlidir. Fonksiyonel
tyilesmeye katki saglar ayn1 zamanda son zamanlarda omurilik hasarinin tedavisinde kok
hiicreler igin bir yap1 iskelesi olarak diisiiniilebilir (Can ve Besalti 2016). Spinal kord
hasarinda simdiye kadar bircok farmakolojik ajan denenmis olmasina ragmen klinik
vakalarda olumlu sonuglar alinamamistir ve klinik c¢alismalarda yararlari
gosterilememistir (Polat ve ark. 2012). Son zamanda kok hiicre ve diger hiicre tiplerinin
omurilige nakli ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sonuglari @imit vericidir (Can ve Besalti
2016). Erken arastirmalarda embriyonik kok hiicreler (ESC) kullanmistir, ancak etik
kaygilar ve sinirli kaynaklardan dolayi, herhangi bir somatik hiicreden tiiretilebilen,
uyarilmis pluripotent kok hiicrelere (iPSC) dogru yonelinmistir. ESC'lerde erken
yaslanma ve tutulan epigenetik hafiza da dahil olmak iizere baz1 beklenmedik zorluklar
ortaya ¢ikarken, iPSC'lerde ileriye dogru ilerleyen dnemli bir terapdtik yaklagim olmaya
devam etmektedir. Son 30 yilda yapilan ¢ok sayidaki hayvan caligmalarinda, bir dizi
nakledilen hiicre tipinin yararli etkilerini gosterilmistir (Ahuja ve ark. 2017). Kok
hiicrelerden tiiretilmis ¢ok kutuplu noral prekiirsér hiicreler (NPC), merkezi sinir
sistemine 0zgii noronlari, oligodendrositleri ve astrositleri ayirt edebilmektedir,
dolayisiyla umut vericidir. Mezenkimal kok hiicreler (MSC) miyositlere, osteoblastlara,
kondrositlere ve adipositlere farklilasarak bag dokular1 tamir edebilen cok hiicreli
hiicrelerdir. Periferik sinir sisteminde goriilen giiclii rejenerasyonun biiyiik olgiide
Schwann hiicreleri tarafindan saglandig1 diistiniilmektedir. Spinal kord hasarli hayvan
modellerinde, merkezi sinir sistemine nakledilen periferik schwann hiicrelerinin
aksonlar1 remiyelinlestirdigi, kistik kavitasyonu azalttigi ve iyilesmeyi artirdigi
bulunmustur.  Olfaktér  koruyucu  hiicrelerin,  brakiyal pleksus aviilziyon
yaralanmalarindan sonra propriosepsiyon duyusunu énemli 6l¢iide iyilestirmis ve dorsal

koklerde rejenerasyonu indiikledigi gosterilmistir (Ahuja ve ark. 2017).

Noroprotektif amagli kullanilan minosiklin, eritropoetin (Polat ve ark. 2012) ve
siklosporin’den ise umut verici sonuglar alinmistir (Kemerdere 2015). Bunlarla beraber
omurilik travmasi olan hastalarda medikal ve hiicresel olarak yapilan g¢aligmalarla
beraber fizik tedavi ve rehabilitasyonun 6neminin de unutulmamasi gerekmektedir (Can
ve Besalt1 2016).
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2.7. Hesperidin

Flavonoidler, 1930 yilinda portakaldan izole edilmis ve P vitamini olarak
adlandirlmigtir (Garg ve ark. 2001, Kumar ve Pandey 2013). Bu giine kadar 8000'den
fazla ¢esit flavonoid tamimlanmis ve sayist giderek de artmaktadir. Flavonoidlerin
biyoaktivitesiyle ilgili, 1936 yilindan baslayarak yapilar1 ve oOncelikle antioksidatif
aktivitelerine bagli ozellikleri hakkinda ¢ok sayida literatiir verileri yaymlanmistir
(Kuntic ve ark. 2014). Fenolik bilesiklerin en yaygin gruplart olup, ozellikle de
fotosentez yapan bitki hiicrelerinde ortaya ¢ikmaktadir (Kumar ve Pandey 2013).

Flavonoidler, benzo-y-piron yapisina sahip ve bitkilerde her zaman bulunan
polifenolik bilesiklerin biiyiik bir grubundan olusan fenilpropanoid yol ile sentezlenen ve
bitkilerin mikrobiyal enfeksiyonlara karsi iirettikleri hidroksillenmis fenolik maddeler
oldugu bilinmektedir (Garg ve ark. 2001). Kimyasal olarak flavonoidler, bir heterosiklik
pik halkas1 vasitasiyla baglanan iki benzen halkasindan olusan on bes karbon iskeletine
dayanir (Guo ve ark. 2014). Flavonoidler, aglikonlar, metillenmis tiirevler ve glikozitler
olarak ortaya ¢ikarlar ancak temel flavonoid yap1 aglikon'dur (Garg ve ark. 2001, Kumar
ve Pandey 2013). Bunlar, hem serbest halde hem de glikozitler olarak bulunabilen aktif
bilesiklerdir (Garg ve ark. 2001). Flavonoidler mezofil hiicrelerinin ¢ekirdeginde bulunur
(Kumar ve Pandey 2013).

Flavonoidlere olan ilgi belirgin antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Cao
ve ark. 1997, Wilmsen ve ark. 2005, Kuntic ve ark. 2014, Celik ve ark. 2016).
Antioksidan etkilerini metal iyonlarini selatlayarak (Kuntic ve ark. 2014) ve serbest
radikalleri ortadan kaldirarak gosterirler (Balakrishnan ve Menon 2007, Kumar ve
Pandey 2013). Bazi arastirmacilar, hesperidinin elektron transferinde siiperoksit
iyonlarin1 ve in vitro olarak uyumlu proton transfer reaksiyonunu azalttigini
bildirmislerdir.  Yine hesperidinin UV  (ultraviyole) 1sinlamayla indiiklenen
peroksidasyondan lipozomlar: korumada ve muhtemelen UV radyasyonuyla iretilen

oksijensiz radikalleri uzaklastirarak etkili oldugunu bulmuslardir (Kuntic ve ark. 2014).

Dogal kaynaklardan ilag iiretmek icin énemli bir egilim vardir. Ozellikle portakal
kabugu gibi meyve artigi, ucuz oldugundan farmasotik maddeler igin ilgi gekici bir

kaynaktir. Turunggil kabugu, fenolik ve C vitamini yoniinden zengindir (Al-Ashaal HA
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ve El-Sheltawy 2011). Flavonoidler insanlarda koruyucu enzim sistemlerini aktive
ederek bircok enfeksiyoz hastalikta, kardiyovaskiiler hastaliklarda (Wilmsen ve ark.
2005, Guo ve ark. 2014), kanserlerde (Wilmsen ve ark. 2005, Balakrishnan ve Menon
2007, Guo ve ark. 2014) ve dejeneratif hastaliklarda koruyucu etkileri oldugunu
sOylenmistir (Kumar ve Pandey 2013). Bununla beraber antinflamatuar, analjezik, sedatif
(Carballo-Villalobos ve ark. 2016), hipolipidemik (Kalpana ve ark. 2009), antidepresan,
hipoglisemik, hiperkolesterolemik, hepatoprotektif, hiyaliironidaz inhibisyonu (Duganath
ve ark. 2014), antiatherojenik (Visnagri ve ark. 2014), antimikrobiyal, antiplatelet,
antiradikal, antimutajenik (Guo ve ark. 2014), antiviral, antifungal (Kaur ve ark. 2006),
antililser (Suarez ve ark. 1998), noroprotektif (Hwang ve Yen 2008), antialerjik,
antihipertansif (Ciftci ve ark. 2015), vazodilatator (Wilmsen ve ark. 2005),
antilipoperoksidan, antiiskemik (Cao ve ark. 1997), kemik kaybin1 6nleme (Xiong ve
ark. 2016), antihemoroidal (Alam ve ark. 2014), antidiyabetik, antiproliferatif,
antitrombotik, antitiroidojenik, ostrojenik, bocek oldiiriicti ve antioksidan aktiviteler de
dahil olmak tizere ¢ok cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduklari gosterilmistir (Orhan
ve ark. 2010). Ayrica, lipoksijenaz, siklooksijenaz, monooksijenaz, fosfolipaz-A2
(Cimen 1999), ksantin oksidaz, mitokondrial siiksinokzidaz, NADH-oksidaz ve protein
kinazlar1 da igine alan birgok enzim aktivitesini inhibe ettigi de bildirilmistir (Cao ve ark.
1997). Biyolojik aktivitelerinin genis yelpazeli olmasi dolayisiyla bioflavonoid olarak
isimlendirilmislerdir. Bu bioflavonoidler igerisinde hesperidin, citrin, rutin, flavonlar,

flavonollar, catechin and quercetin bulunur (Garg ve ark. 2001).

Hesperidin, saf olarak elde edilemedigi i¢in yakin takibe alinmistir (Garg ve ark.
2001). Hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi asamasinda son zamanlarda biiyliik 6nem
kazandigi vurgulanmaktadir (Park ve ark. 2008). Hesperidin molekiil olarak, bu kadar
genis yelpazede etkileri olmasina ragmen bir hastaligin tedavisinde kullanilmamaktadir
ancak, hesperidinin sentetik analoglar1 yapilmistir (Duganath ve ark. 2014). Hesperidin
flavanon tipi bir flavonoid’tir. Bir flavonoid olan hesperidin, hesperitin ve disakarit
rutinozdan olusur (Kalpana ve ark. 2009). Hesperidin, hesperetin bir B-7-rutinosididir
(Banji ve ark. 2014). Kimyasal olarak ise 3, 5, 7-trihydroxyflavanone 7-
rhamnoglucoside’tir (Banji ve ark. 2014, Subramanian ve ark. 2015). Saf hesperidin,
bronz veya sar1 renkli uzun sa¢ benzeri yapilardan olusur ve erime noktast 258-262 C°

arasindadir (Garg ve ark. 2001). Tatsiz ve kokusuz olan hesperidinin molekiiler formiilii
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C18H34015 ve molekiiler agirligi 610.57 daltondur. Suda ¢oziiniirliigii diisiik olan kati
bir maddedir (Kalpana ve ark. 2009). Seyreltik alkali ve piridin i¢inde berrak-sar1 renkte
kolaylikla ¢oziiniir iken, metanolde daha az ¢oziindiigii gorilir, bununla beraber aseton,
benzen ve kloroformda hemen hemen hig¢ ¢oziinmez. Suda ¢oziiniirligii de 50°de 1°dir.
Hesperidin, saf bir halde elde edilmesi zor olan bir 6zellige sahiptir. Ancak sicak su ile
yikandiktan sonra %95’lik metil alkol ile oziitlenir ve kristallestirilirse saflastirilabilir
(Garg ve ark. 2001). Hesperidin, ucuz ve kolay bulunabilir olmasi yaninda
turunggillerden 6zellikle tatli portakal ve limonda bulunan major flavonoid’tir (Kaur ve
ark. 2006, Carballo-Villalobos ve ark. 2016). Bu meyvelerin kabuklarinda ve zarlarinda
bol miktarda bulunur, bu nedenle flavonoid agisindan bakildiginda meyve 6ziitli iceren
portakal sulari, icermeyenlerden daha zengindir (Kalpana ve ark. 2009). Heniiz
olgunlasmamis portakallarda meyvenin agirh@inin yaklasik % 14 kadarini olusturabilir
ve genellikle C vitamini ile birlikte bulunurlar (Garg ve ark. 2001). Hesperidin, turuncu
Citrus aurantium L., C. sinensis, C. unshiu ve Citrus cinsinin diger tiirlerinin atilmig
kabuklarindan biiyiik oranda izole edilir (Visnagri ve ark. 2014). Fabaceae, Betulaceae,
Lamiaceae ve Papilionaceae cinslerinde oldugu gibi Narenciye disindaki bir¢ok bitkide
ortaya ¢iktigr bildirilmistir. Hesperidin, ayn1 zamanda Acanthopanax setchuenensis'in
(Araliaceae familyasi) koklerinden de izole edilmistir (Garg ve ark. 2001). Hesperidin’in

formiilasyonu ve yapist sirasiyla Sekil 2. 7. 1. ve Sekil 2. 7. 2.’de verilmistir.

OCHs
rha—glu—0O O H ,@
\/\|/ - OH
S
OH O

Hesperidin (hesperetin-7-rhamnoglucoside)

Sekil 2. 7. 1. Hesperidin’in formiilasyonu (Garg ve ark., 2001)
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Hesperidin

Sekil 2. 7. 2. Hesperidin’in yapis1 (Park ve ark. 2008)

Flavonoidler, flavonlar, flavanoller, izoflavonlar, flavanoller, flavanonlar ve
flavanonoller olarak alt gruplara ayrilir. Hesperidin ise, turunggiller ve sebzelerde yaygin

olarak bulunan bir flavanon glikozittir (Yumnam ve ark. 2014).

Hesperidin, hamilelik déneminde bile kullanilabilen son derece giivenli ve yan
etkileri olmayan bir bioflavonoid’tir (Garg ve ark. 2001). Fosforile edilmis hesperidin
organizmaya ve dokulara toksik degildir, kolay asimile edilir ve alerjik reaksiyonlara
neden olmaz (Wilmsen ve ark. 2005). Baska bir kaynakta ise zararl1 olabilecegi ancak bu
etkisinin antioksidan etkisinden ziyade prooksidan etkisinden kaynaklanabilecegi
sOylenmistir (Cao ve ark. 1997). Hesperidin, gida maddeleri veya ilaglarla birlikte
kullanildiginda yaygin bir etkilesim bildirilmemistir (Garg ve ark. 2001). Hesperidin,
oral yoldan alindiginda bagirsak sisteminden emilir ve bobrekler araciligiyla extrete
edilir (Cimen 1999, Garg ve ark. 2001). Ratlarda yapilan deneysel caligsmalarda
flavonoidlerin  sadece  %Z20’sinin  gastrointestinal ~sistemden absorbe edildigi
gosterilmistir. Hesperidin’in, glikozid halinde veya glikozid baglarmin kirilarak aglikon
halde absorbe edildigine dair bilgilere ulasilmistir. Hesperidin, igirildikten 2 saat sonra
plazma diizeyinin pik yaptigi gozlenmistir (Cimen 1999). Oral yolla alindiginda emilim
diyete baghdir (Garg ve ark. 2001). Hesperidin agiz yoluyla alindiginda, bagirsak
mikroflorasi ile hidrolize edilerek aktif bir metabolit elde edilir (Agrawal ve ark. 2014).

Hesperidin, tedavi programlar1 diizenlenirken destek tedavi olarak kullanilabilir (Kaur ve
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ark. 2006). Hesperidin, belirgin antiinflamatuar ve analjezik etkilere sahiptir ve
yetersizliginde anormal kapillar sizinti, ekstremitelerde agri, zayiflik ve gece kramplari
goriilebilir, ek olarak hesperidin alindiginda ise 6dem ve asir1 siskinlik gibi durumlarda
azalma goriilmiistiir (Garg ve ark. 2001, Tirkey ve ark. 2005, Kaur ve ark. 2006). Unlii
macar bir aragtirmaci olan Dr. Albert Szent-Gyorgi ise flavonoidlerin, skorbiit ile iliskili
kapiller frajilitede biyolojik aktivitesi oldugunu ve kapiller kanamay1 6nlemede de etkili
oldugunu bulmustur (Garg ve ark. 2001). Ucuz ve kolay ulasilabilir olmasi yaninda
nonsteroid antiinflamatuar ilaglara karst duyarliligi olan bireylerde de kullanilabilecek
farmakolojik bir ajan olabilecegi soylenmistir. Merkezi faaliyetlerini, GABAerjik,
opioiderjik ve serotonerjik reseptorler ile iliskilendirilmistir. Ayrica ratlar lizerinde
yapilan bir deneyde Sisplatinin beyin ve siyatik sinir {izerine olan yan etkilerine karsi
koruyucu bir etki gosterdigi gozlenmistir (Carballo-Villalobos ve ark. 2016). Portakal ve
mandalina suyu ile igirilerek tedavi edilen kolon ve akciger kanserli siganlarda sirasiyla
%22 ve %29 oraninda azalma goriilmiistiir ve bu durum meyve sularinda yiiksek oranda
bulunan hesperidine baglanmistir (Wilmsen ve ark. 2005). Yine pankreas kanserlerinde
de kanserli hiicreleri azalttigi bildirilmistir (Ghorbani ve ark. 2012). Aterosklerozlu
hamsterlar tizerinde yapilan bir ¢calismada ise aterosklerozu inhibe ettigi ve kolesterol ile
trigliseriti diistirdigii goriilmistir (Wilmsen ve ark. 2005). Ayrica, tip 2 diyabet
olusturulan  siganlarda  hesperidin  kullanilmig ve  diyabetik nefropati ve
kardiyomiyopatide etkili oldugu bulunmustur (Visnagri ve ark. 2014). Xiong ve
arkadaglar1 (2016) ratlarda yapmis olduklart bir calismada hesperidin’in postoperatif
ileus iizerindeki etkilerini arastirmiglar ve toksik olmayan bu maddenin onemli rol
oynayabilecegini One siirmiislerdir (Xiong ve ark. 2016). Eger hesperidin diger
flavonoidlerdeki gibi C vitamini ile birlikte alinirsa sonu¢ daha iyi olacaktir (Garg ve
ark. 2001). Diinya ¢apinda sitrik asit kullanimmin yayginhigr disiinildiigiinde

hesperidinin antioksidan 6zelligi daha da 6n plana ¢ikmaktadir (Wilmsen ve ark. 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma i¢in Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK)’ndan 31.10.2016 tarih ve 2016/9-7 karar numarasi ile onay alinmistir.
Calisma, Mustafa Kemal Universitesi, Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezinde yapildi. Calismada, 250-300 g agirliginda ve ortalama agirliklar1 277 g olan
64 adet Wistar albino erkek rat kullanildi, rastgele 8 gruba ayrildi (n:8). Ratlar,
laboratuvar kosullarinda 12 saat gece, 12 saat giindiiz olacak sekilde tiire 6zel pelet yem
ile adlibitum olarak beslendi. Calisgmamizin biyokimyasal analizleri Mustafa Kemal
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veterinerlik Biyokimyasi Anabilim Dali’nda,
histopatolojik ve immunohistokimyasal analizleri ise Mustafa Kemal Universitesi Tip

Fakiiltesi Egitim Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji Anabilim Dali’nda yapildi.

3.1. Gruplar

Grup I; kontrol grubu: bu gruptaki deney hayvanlarina herhangi bir islem
uygulanmadi ve hesperidin verilmedi, birinci giinde anestezi altinda analizler igin

intrakardiyak kan alind1 ve sakrifiye edildikten sonra doku 6rnekleri alindi.

Grup II; kontrol grubu: bu gruptaki deney hayvanlarina herhangi bir islem
uygulanmadi ve hesperidin verilmedi, yedinci giinde anestezi altinda analizler i¢in

intrakardiyak kan alind1 ve sakrifiye edildikten sonra doku 6rnekleri alindi.

Grup I11; sham grubu: bu gruptaki deney hayvanlarina hesperidin verilmedi travma
sonrast birinci giinde anestezi altinda analizler i¢in intrakardiyak kan alindi ve sakrifiye

edildikten sonra travma bolgesinden doku 6rnekleri alindi.

Grup IV; sham grubu: bu gruptaki deney hayvanlarina hesperidin verilmedi travma
sonrasi yedinci giinde anestezi altinda analizler i¢in intrakardiyak kan alindi ve sakrifiye

edildikten sonra travma bdlgesinden doku 6rnekleri alind.
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Grup V; 6n kosullama grubu, travma oncesi 7 giin 200 mg/kg/giin PO hesperidin
verildi ve travma sonrasi birinci giinde anestezi altinda analizler i¢in intrakardiyak kan

alind1 ve sakrifiye edildikten sonra travma bolgesinden doku 6rnekleri alindi.

Grup VI; 6n kosullama grubu, travma oncesi 7 giin 200 mg/kg/giin PO hesperidin
verildi ve travma sonras1 7 giin 200 mg/kg/giin PO hesperidin devam edildi ve yedinci
giinde anestezi altinda analizler igin intrakardiyak kan alind1 ve sakrifiye edildikten sonra

travma bolgesinden doku drnekleri alindi.

Grup VII (tedavi grubu); Travma sonrasi 200 mg/kg PO hesperidin verildi birinci
giinde anestezi altinda analizler i¢in intrakardiyak kan alind1 ve sakrifiye edildikten sonra

travma bolgesinden doku drnekleri alindi.

Grup VIII (tedavi grubu); Travma sonrast 7 giin 200 mg/kg/giin PO hesperidin
verildi, yedinci giinde anestezi altinda analizler igin intrakardiyak kan alindi ve sakrifiye

edildikten sonra travma bolgesinden doku 6rnekleri alindi.

3.2. Anestezi

Cerrahi islem yapilacak olan tiim gruplardaki ratlara genel anestezi amagli 10 mg/kg
Ksilazin hidrokloriir (ip) (Alfazyne %2 enj. 50 ml, EGE-VET, Tiirkiye) ve 50mg/kg
Ketamin hidrokloriir (ip) (Alfamine %10 enj. 50 ml, EGE-VET, Tiirkiye) uygulandi.

3.3. Cerrahi islem

Anesteziye alinan siganlar sternal pozisyonda sabitlendikten sonra sirt bolgesi genis
olarak tiragland1 ve povidon iyot ile antisepsisi saglandi (Sekil 3. 3. 1). Cerrahi islem
yapilacak alan steril serviyet ile smirlandirild: (Sekil 3. 3. 2). Interskapular mesafe
referans alinarak (Sekil 3. 3. 3) T5-T12 seviyesinde iki cm’lik ensizyon ile deri ve deri
alt1 dokular gegildikten sonra paravertebral kaslara ulasildi. Paravertebral kaslar disseke

edilerek prosesus spinozuslar ile vertebral laminalara ulasildi. T7-T10 seviyesinde total
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laminektomi ile dura mater biitiinliigii bozulmadan spinal kord agiga ¢ikarildi (Sekil 3. 3.
4).

Sekil 3. 3. 1. Sirt bdlgesinin povidon iyot ile antisepsisinin saglanmasi
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Sekil 3. 3. 2. Cerrahi alanin steril serviyet ile sinirlandirilmasi
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Sekil 3. 3. 4. Dorsal laminektomi operasyonu ile spinal kordun agiga ¢ikarilmasi
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3.4. Omurilik Travmasiin Olusturulmasi

T7-T10 dorsal laminektomi sonrasi agiga ¢ikarilan spinal kord iizerine agirlik
diisiirme metodu ile spinal hasar olusturuldu. Spinal kord hasari i¢in; 10 g agirliginda 3
mm ¢apindaki metal gubuk 10 cm yiikseklikten (100 g/cm) (Sekil 3. 4. 1, Sekil 3. 4. 2)
birakildi ve ratlarin paraplejik olmalar1 saglandi. Hemostaz1 takiben paravertebral kaslar
ve deri anatomik katlarina uygun olarak dikildi (Sekil 3. 4. 3). Operatif girisimden sonra

ratlar sabit oda sicakliginda uyanmaya birakildi.

Sekil 3. 4. 1. Spinal kordun iizerine agirlik diigiirme
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Sekil 3. 4. 2. 10 gr agirhiginda metal gubuk

Sekil 3. 4. 3. Cerrahi alanin dikislerle kapatilmasi
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3.5. Hesperidinin Hazirlanisi

Hassas terazide tartilan 1 gram toz hesperidin lizerine 20 ml i¢cme suyu ilave edildi

ve Iml’ de 50 mg etken madde olacak sekilde hesapland1 (Sekil 3. 5. 1).

Cizelge 3.5.1. Pratik doz hesaplama ¢izelgesi

Rat agirhg Verilecek hesperidin miktar:
250-260 g 1ml

260-280g 1.1ml

280-300 g 1.2 ml

Sekil 3. 5. 1. Hesperidin'in hassas terazide tartilmasi

3.6. Tla¢ Uygulanmasi

Grup V; 6n kosullama grubuna, travma oncesi 7 giin boyunca 200 mg/kg/giin PO
hesperidin (Hesperidin, SIGMA-ALDRICH, USA) verildi, Grup VI; én kosullama

grubuna, travma 6ncesi 7 giin boyunca 200 mg/kg/giin PO hesperidin verildi ve travma
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sonrast 7 giin 200 mg/kg/giin PO hesperidin devam edildi, Grup VII; travma
olusturulduktan sonra 1 giin (1 defa) 200 mg/kg PO hesperidin verildi, Grup VIII;
travma olusturulduktan sonra 7 giin boyunca 200 mg/kg/giin PO hesperidin verildi.

(Sekil 3. 6. 1)

Sekil 3. 6. 1. Ratlara oral gavaj yoluyla hesperidin igirilmesi
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Sekil 3. 6. 2. Hesperidin ticari preperati

3.7. Antibiyoterapi ve Postoperatif bakim

Postoperatif olarak bireysel kafeslere alinan ratlar serbest olarak beslendi,
antibiyoterapileri yapild: (sefazolin sodyum, 40 mg/kg/giin IM, 3 giin) ve travma sonrasi

idrar keseleri giinde iki kez manuel olarak bosaltildi (Sekil 3. 7. 1).
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Sekil 3. 7. 1. Ratlarm idrar keselerinin manuel olarak bosaltilmasi

Sekil 3. 7. 2. Postoperatif sekillenen hematiiri
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3.8. Norolojik Muayene Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Egik zemin testi: Deneysel spinal kord hasarlarinda Rivliv ve Tator’un tarif ettigi
egimli ylizey testi kullanild1 (Gale ve ark. 1985, Sirin ve ark. 2012). Bu yontem ile sigan
diiz zeminli plastik bir kutu i¢cine konuldu, kutu ilk olarak yere paralel iken daha sonra
egimi arttirilarak sicanin kutunun iginde tirmanmasi saglandi. Siganin egik zeminde 5
saniye boyunca diismeden durabildigi en yiiksek ag¢1 sicanin egik zemin agis1 olarak not
edildi (Sekil 3. 8. 1). Calismada cerrahi islem gegiren ve birinci giinde sakrifiye edilen
grup 3-5-7’ye sakrifikasyon Oncesi, cerrahi islem gegiren ve yedinci giinde sakrifiye
edilen grup 4-6-8’e de 1.,3. ve 7. giinlerde egik zemin testi uygulandi.

Sekil 3. 8. 1. Egik zemin testi uygulamasi

Klinik motor muayene: Motor muayene i¢in Modifiye Tarlov Skalasi (MTS)
kullanild1 (Gale ve ark. 1985, Sirin ve ark. 2012). Calismada cerrahi islem gegiren ve
birinci glinde sakrifiye edilen grup 3-5-7’ye sakrifikasyon dncesi, cerrahi igslem gegiren
ve yedinci giinde sakrifiye edilen grup 4-6-8’¢ de 1.,3. ve 7. giinlerde Modifiye Tarlov

Skalasina gére motor fonksiyonlar1 degerlendirildi.
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Cizelge 3.8.1. Modifiye Tarlov Skalasi (Gale ve ark. 1985)

Derece  Modifiye Tarlov Skalasi

0 Arka ekstremitelerde tam paraliz, arka ekstremitelerde hareket yok, agirlik tagima
yok

1 Farkedilebilir arka ekstremite hareketleri, agirlik tasima yok

2 Sik ve/veya giiclii arka ekstremite hareketi, agirlik bindirme veya lokomosyonla

sonuglanmayan belirgin arka ekstremite hareketleri
3 Arka ekstremiteler viicut agirligini destekler, bir veya iki adim atabilir
4 Yiriyiiste hafif bir kayip vardir
5 Normal yiiriiyiis

Parmak ag¢ma testi: Sican govdesinden kaldirilarak arka ekstremiteler asili
tutuldu ve parmaklarin agilmasi gézlemlenerek refleksler asagidaki gibi siniflandirildi
(Gale ve ark. 1985).

0- Parmaklarin agilmamasi; 1- Parmaklarin hafif agilmasi; 2- Parmaklarin tam

acgilmasi.

3.9. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme iki yontemle yapildi.
1. Rutin histopatolojik degerlendirme.

2. Immiinohistokimyasal ¢alismalar (GFAP ve Kaspaz 3).

3.9.1. Rutin Histopatolojik Degerlendirme

Tiim gruplardan alinan spinal kord 6rnekleri %10’luk formol ile fikse edilmesini
takiben bu drneklerden her bir lama 3 adet spinal kord 6rnegi gelecek sekilde kesitler

alindi. Travmanin oldugu yer, epicenter olarak kabul edildi. Burada, epicenterin 3 mm
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rostral ve 3 mm kaudal boliimlerinden olmak iizere 3 ana bolgeden kesitler alindi. Rutin
takip prosediiriinden sonra hazirlanan parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler
yapilarak elde edilen preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi ile boyandiktan sonra
patolog tarafindan kor olarak 1s1ik mikroskobu (Olympus BX53) altinda incelendi. 4X,
10X, 20X ve 40X objektif altinda omuriligin beyaz ve gri cevheri degerlendirildi.

Tiim omurilik 6rnekleri histopatolojik degisikliklere gore semikantitatif bir skorlama
sistemine gore O ila 3 aras1 skorlandi. Alt1 farkli parametre (hemoraji, laserasyon, nekroz,
0dem, noronal ve aksonal dejenerasyon, inflamatuar hiicre infiltrasyonu) histopatolojik
olarak degerlendirildi ve su sekilde skorlandi; O=yok, 1=hafif, 2=orta, 3=agir. Her bir
omurilik igin patoloji skoru bu alti parametre i¢in alinan skorlarin ortalamasi

hesaplanarak 6l¢iildii (Oztiirk ve ark. 2016).

Her grubu temsilen segilen preparatlar Olympus BX 53 immiinflorasan mikroskopta

Olympus DP2 BSW goriintii analiz sisteminde fotograflandi.

3.10. Immunohistokimyasal Analiz

Immiinohistokimyasal uygulamalar i¢in deneklere ait parafin bloklardan 4-5 mikron
kalinlikta rotary mikrotom cihazinda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler, streptavidin-
biotin-peroksidaz ve mikrodalga antigen retrieval kombinasyon metodu ile, Anti-glial
fibriler asidik protein GFAP (1:1000 diliisyon, Anti-GFAP antibody ab7260, ABCAM,
Cambridge, Ingiltere) ve Kaspaz 3 (1:1000 diliisyon, Anti-Caspase-3 antibody
[EPR18297](ab184787), ABCAM, Cambridge, Ingiltere) antikorlar1 kullanilarak
boyandi. Immiinhistokimyasal olarak boyanan lamlar, parlak alan 151k mikroskobunda
(Olympus BX53) patolog tarafindan kér olarak incelendi. Immiinohistokimyasal boyama

asamalart:

1. Bir gece onceden 5 mikron kalinlikta kesilip hazirlanan preparatlara etiivde 70

C°de 1 saat deparafinizasyon islemi uygulandi.

2. Kesitler, sicak ve soguk ksilen i¢inde beser dakika, absolii alkolde bes dakika
bekletildi ve distile su ile yikandi.
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3. Igerisinde %3 liik hidrojen peroksit soliisyonu bulunan salelerde yarim saat oda

sicakliginda bekletildi.
4. Ug defa distile su iginde, beser dakika siire ile yikand.

5. Etrafi kurulandiktan sonra icerisinde %10’luk sitrat buffer soliisyonlar1 bulunan
salelere yerlestirildi. Mikrodalga firinda orta (medium) derecede bes dakika kaynatildi.

Mikrodalga firindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda sogumaya birakildi.

6. Kesitler soguduktan sonra {i¢ defa distile suda beser dakika siire ile yikandi. Daha
onceden hazirlanmis olan fosfat buffered soliisyonunda (PBS 0,01 Ph 7.2) ii¢ defa beser
dakika siire ile yikandi.

7. Kesitler buharli kabine dizilerek iizerlerine kesitlerin {izerini tamamen kapatacak
sekilde Large Volume Ultra V Block (LabVision) soliisyonu damlatildi ve 10 dakika

bekletildi. Burada amag nonspesifik antikor baglanmasini engellemekti.

8. Kesitlerin iizerindeki PBS soliisyonunda ii¢ defa beser dakika siire ile salede

yikandi. Dokularin ¢evresindeki fazla soliisyon silinerek uzaklastirildi.

9. Kesitler buharli kabine dizilerek iizerlerini tamamen kapatacak sekilde primer
antikorlar GFAP (1:1000 diliisyon, Anti-GFAP antibody ab7260, ABCAM, Cambridge,
Ingiltere), ve Kaspaz 3 (1:1000 diliisyon, Anti-Caspase-3 antibody [EPR18297]
(ab184787), ABCAM, Cambridge, Ingiltere) damlatildi. Oda sicakliginda nemli ortamda
90 dakika bekletildi.

10. Kesitlerin tizerindeki fazla soliisyon dokiilerek, PBS soliisyonunda {i¢ defa beser

dakika salede yikandi. Dokular1 ¢evresindeki fazla soliisyon silinerek uzaklastirildi.

11. Kesitler buharli kabine dizilerek tizerlerini tamamen kapatacak sekilde sekonder
antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent/LabVision) damlatildi ve 20 dakika
bekletildi.

12. Kesitlerin tizerindeki fazla soliisyon ddkiilerek, PBS soliisyonunda ii¢ defa beser

dakika yikandi. Dokularin ¢evresindeki fazla soliisyon silinerek uzaklastirildi.
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13. Kesitler buharli kabine dizilerek iizerlerini tamamen kapatacak sekilde

Streptavidin peroksidaz soliisyonu damlatildi ve 30 dakika bekletildi.

14. Kesitlerin tizerindeki fazla soliisyon dokiilerek PBS soliisyonunda ii¢ defa beser

dakika salede yikandi. Dokularin ¢evresindeki fazla soliisyon silinerek uzaklastirildi.

15. Kesitlere tarife gore hazirlanan AEC substrat iginde AEC kromojen (3- amino-9-
ethyl karbazol) (AEC Substrat Sistem, LabVision TA-125-HA) bol miktarda damlatildi
ve 10 dakika bekletildi.

16. Kesitler PBS soliisyonunda, ardindan da distile suda yikandi.
17. Mayer Hematoksilen ile 30-60 saniye siireyle zemin boyanmasi yapildi.
18. Daha sonra ¢esme suyunda yikandi.

19. Oda sicakliginda kurumaya birakilan kesitler 6zel kapama maddesiyle (Large
volume ultramaunt/LabVision) ile kapatilarak mikroskobik incelemeye hazir hale

getirildi.

3.10.1. Kaspaz 3 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kaspaz 3 pozitif hiicrelerin sayisi, yiiksek giiclii bir alan (x 400) altinda manuel
olarak sayildi ve her slayttan alt1 farkli {ist liste binmeyen goriis alanlarinda (ii¢ gri
madde ve {i¢ beyaz madde alan1) ortalama pozitif hiicrelerin sayisal degerleri hesapladi
(Lin ve ark., 2011). Her grubu temsilen secilen preparatlar Olympus BX 53
immiinflorasan mikroskopta Olympus DP2 BSW goriintii analiz sisteminde

fotograflandi.
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3.10.2. GFAP (Anti-glial fibriler asidik protein) Ekspresyonunun
Degerlendirilmesi

Isik mikroskobunda (Olympus BX53) x100, x200 biiyiitme alanlarinda GFAP
(astrositler i¢in isaretleyici) eksprese eden reaktif astrositlerin yogunlugu semikantitatif
olarak 4 grupta (0: yok, 1: hafif, 2:orta, 3:siddetli yogunlukta olarak) skorlandi. Her
grubu temsilen segilen preparatlar Olympus BX 53 immiinflorasan mikroskopta
Olympus DP2 BSW Goriintii analiz sisteminde fotograflandi.

3.11. Biyokimyasal Analizler

Arastirmada deney hayvanlarindan alinan plazma Orneklerinde hesperidinin
oksidatif stres ve inflamasyon iizerine biyoetkinligi arastirildi. Bu amagla oksidatif stres
parametreleri olan total antioksidan ve oksidan kapasite spektrofotometrik analizlerle,
yangisal parametrelerden interlokin 1-beta (IL-1B) ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-or)
protein diizeyleri ELISA metodu ile aragtirilds.

3.12. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Bu yontemin prensibi; boya olarak kullanilan Coomassie brilliant blue G-250,
negatif bir yiike sahip oldugundan protein iizerindeki pozitif yiike baglanmasidir. Bu
boyanin kirmizi (Amax = 465nm) ve mavi (Amax = 595nm) olmak {iizere iki formu
bulunmaktadir. Protein baglanmasinin gostergesi, kirmizi formun mavi forma
doniistidiir. Yontem: deney gruplarindaki alinan kan 6rneklerinden 20 pl alinarak {izerine
200 pl Bradford ayraci ve 580 pl distile su ilave edilerek test tiipleri hazirlandiktan sonra
spektrofotometrede 595 nm 151k dalga boyunda okunarak protein degerleri tespit edilerek
kaydedildi.
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3.13. Total Antioksidan (TAS) Analizi

Bu testin prensibi, +2 degerlikli demir-o-dianisidine, hidrojen peroksit ile Fenton
reaksiyon gerceklestirerek hidroksil molekiiliinii olusturur. Bu indirgen reaktif oksijen
molekiilii diisiik pH’da o-dianisidine ile reaksiyon olusturarak sari-kahverengi dianisidil
bilesigini olusturur. Dianisidil radikalleri oksidasyon ile renk olusumunu daha da
kuvvetlendirmektedir (Gutteridge ve Halliwell 2000). Alinan plazma 6rneklerinden, TAS
diizeyleri ticari kitlerle arastirildi (Rel Assay, TR). Kisaca bu yontemde, kitte bulunan
soliisyon 1’ den 800 pl alimarak {izerine 50 pl plazmalar eklendi. Sonrasinda
spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda ilk olgiimler yapildi. Devaminda, bu test
tiiplerine 125 pl soliisyon 2 eklenerek 10 dk oda 1sisinda inkiibe edilerek 2. okumayla
660 nm’de olgiildii. Aymi islemler standartlarda uygulandi. Alinan degerler kitteki
formiile uyarlanarak net degerler hesaplandi. Sonuglar pmol Trolox Eqiv./L birimiyle

ortaya konuldu.

3.14. Total Oksidan (TOS) Kapasite

Bu testin prensibini orneklerdeki oksidanlarin ferroz-iyon selatér kompleksini ferik
iyona okside edilmesi olusturmaktadir. Spektrofotometrik alinan renk, orneklerdeki
oksidanlarin toplam miktarin1 gostermektedir. Testte kalibrator, hidrojen peroksittir.
Sonuglar her litredeki esdeger um hidrojen peroksite ile tespit edilir (Erel 2005). Plazma,
TOS seviyeleri ticari Kitler (Rel Assay, TR) ile arastirildi. Kisaca, kitteki soliisyon 1’
den 1 ml alindi ve {izerine 150 pl Ornekler eklendi. Hazirlanan karigimlar
spektrofotometrik olarak 530 nm 1s1k dalga boyunda 6l¢iildii (1. 6l¢iim). Sonrasinda bu
test tiiplerine 50 pl soliisyon 2 eklenerek 10 d oda 1sisinda inkiibe edildi. Tekrar 530 nm
absorbans degerleri olciildii (2. 6l¢iim). Ayni islemler standartlara da uygulandi. Okunan

degerler kit formiiliine uyarlanarak net degerler umol H202 Eqiv./L birimi ile hesaplandi.

63



3.15. Protein Diizeyleri Analizleri

Elde edilen plazma Orneklerinden yangi onciilii (pro-inflamatuar) parametrelerden
interlokin 1-beta (IL-1B) ve Tiimér nekroz faktor alfa (TNF-o)’nin protein diizeyleri
hazir ticari kitlerin temini ve protokolleri takip edilerek ELISA metodu ile

gerceklestirildi.

3.15.1. iL-1p Diizeyinin Olciilmesi

Orneklerdeki IL-1p diizeyi “eBioscience, AU” kiti kullanilarak gerceklestirildi. Bu
testte oncelikle standartlar hazirlandi (31.3 - 2000 pg/ml). Herbir 6rnekten 50 pl alinarak
tizerlerine yine 50 pl biotin konjugat soliisyonu eklendi. Ve oda 1sinda 2 saat bekletildi.
Siire sonunda bu kuyucuklarin iizerine 100 pl streptavidin HRP eklenerek ve kuyucuklar
jelatin ile kaplanarak, oda 1s1sinda 1 saat bekletildi. Islem sonrasinda her kuyucuk kitteki
yikama soliisyonuyla 3 kez yikandi. Daha sonra her kuyucuga 100 ul TMB
(Tetramethylbenzidine) substrat soliisyonu eklendi ve oda isisinda 10 dk bekletildi.
Devaminda her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklenerek ELISA okuyucuda (puquant-
SK - 450 nm dalga boyu) okundu. Alinan degerler standart egrisi formiiliine

yerlestirilerek sonuglar, pg/ml birimi ile hesaplandi.

3.15.2. TNF-a Diizeyinin Olciilmesi

Plazma oOrneklerindeki TNF-o diizeyi hazir ELISA ticari kitiyle (Biont, PCR)
arastinldi. Bu testte oncelikle standartlar hazirlandi  (40-640 ng/ml). Ornek
kuyucuklarma, 40 pl 6rnek, 10 ul TNF-a antikor soliisyonu ve 50 pl streptavidin HRP
(Horseradish peroxidase) konjugat soliisyonu eklendi. Daha sonra kuyucuklar jelatinle
kaplanarak 37 “C’de 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Siire sonunda kuyucuklar 30x
yikama soliisyonuyla 5 kez yikandi. Devaminda herbir kuyucuga 50 pl kromojen A ve
50 ul kromojen B soliisyonundan eklenerak 37 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Siire
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sonunda her kuyucuga 50 ul stop soliisyonu eklenrek reaksiyon durduruldu. Son islem
olarak tiim kuyucuklar ELISA okuyucuda (pquant-SK - 450 nm dalga boyu) okundu.
Alman degerler standart egrisi formiliine yerlestirilerek sonuglar, ng/ml birimi ile

hesaplandi.

3.16. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiki analiz: Calismada elde edilen klinik bulgularm istatistiki analizleri SPSS
(version 17) bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Veriler ortalama + standart hata
olarak verildi. Grup i¢inde tekrar eden 6l¢timlerdeki farkliliklar Wilcoxon Signed Ranks
Test’1 ile, gruplar arasindaki farkliliklar ise One Way ANOVA Bonferroni Test’i ile

analiz edildi. istatistiki anlamliliklarin yorumlanmasinda p<0.05 diizeyi kullamild.
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4. BULGULAR

Her grupta 8 rat olmak tizere, sekiz grupta toplam 64 adet rat kullanildi.
Calismada yapilan klinik muayene sonucunda sistemik enfeksiyon veya akciger
enfeksiyonu ile karsilasilmadi fakat, Grup 3’te 2, Grup 4’te ikisi hafif olmak {izere 4,
Grup 5’te 1, Grup 6’da 1, Grup 7’de 3, Grup 8’de ise 2 olmak iizere toplam 11 ratta
hematiiri goriildii. Hesperidin icirilen Grup 5 ve Grup 6’daki ratlarin digkisinda
yumusama ve koku artis1 gézlendi. Bununla beraber Grup 3’te 2, Grup 4’te 2, Grup 5°te
1, Grup 6’da 1, Grup 7’de 2 ve Grup 8’de 1 rat ex oldu.

4.1. Rat agirhklan

Cizelge 4.1.1. Ratlarmn viicut agirlik ortalamalari (ort+SE), n:8

GRUPLAR RAT AGIRLIKLARI

Grup 1 287,5+ 12,21
Grup 2 284,0+ 13,10
Grup 3 281,1 + 14,37
Grup 4 275,3 £18,96
Grup 5 276,5 £19,51
Grup 6 274,1 £22,96
Grup 7 264,3+9,71
Grup 8 278,77+ 12,13

4.2. Norolojik muayene bulgular:

Norolojik muayene degerlendirmesi yaparken Modifiye Tarlov Testi, egik zemin
testi ve parmak a¢ma testi uyguland:r (1. giin akut, 3 ve 7. gilinler subakut olarak

degerlendirildi).
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4.2.1. Modifiye Tarlov Skalasi sonuclari

Hayvanlar spontan aktivitelerini rahat bir sekilde sergileyebilmeleri igin bireysel
kafeslere alinarak gozlemlendi. Modifiye Tarlov skalast degerleri, kontrol gruplari ile 1.
giinde sham gruplari, 6n kosullama gruplar1 ve tedavi gruplari arasindaki farklar 6nemli
bulundu (p<0.001). 1. giinde yapilan noérolojik muayenede, 6n kosullama gruplarindaki
degerler sham ve tedavi gruplarindan daha yiiksekti. 3. ve 7. giinde yapilan norolojik
muayenelerde de 6n kosullama (Grup 6) grubu degeri, sham (Grup 4) ve tedavi (Grup 8)
grubu degerinden yiiksek bulundu. Sham (Grup 4) grubunda 1., 3. ve 7. giinlerde 6lgiilen
Modifiye Tarlov degerlerinde 1limli bir yiikselme oldugu goézlenirken, 6n kosullama
(Grup 6) grubunda 1. ve 3. giinlerde gozle goriiliir bir artis olmayip 7. giinde yapilan
norolojik muayenede bariz bir yiikselme gozlendi. Tedavi (Grup 8) grubunda ise 3.
giinde yapilan muayenede 1. gline oranla bir azalma oldugu ancak 7. giinde dnemli
oranda artma goze carpti. 1., 3., ve 7. giinlerde yapilan norolojik muayenelerde,
hesperidin igirilen gruplarda, i¢irilmeyip sadece travma olusturulan sham grubundaki
(Grup 4) Modifiye Tarlov degerleri daha yiiksek bulundu. Modifiye Tarlov Skalasi
degerlerine bakilarak hesperidinin 6zellikle de subakut donemde klinik olarak bir

tyilestirme sagladig1 sdylenebilir.

Cizelge 4.2.1.1. Deneysel Spinal Kord Hasarinda Hesperidin’in Modifiye Tarlov Testi Uzerindeki Etkileri

GrUplar Modifiye Tarlov Modifiye Tarlov Modifiye Tarlov
1. giin 3. gin 7. gun
Ort £ SE Ort £ SE Ort £ SE
Grup 1: Kontrol (1. giin) 5.00+0,0
Grup 2: Kontrol (7. giin) 5,00+0,0
Grup 3: Sham (1. giin) 1,25+0,25+
Grup 4: Sham (7. giin) 1,75£0,49+ 1,87 0,47 2,3740,32

Grup 5: On kosullama (1. giin) 2.00£0,504

Grup 6: On kosullama (7. giin) 2,620,417 2,62 +0.49 3.3740,37
Grup 7: Tedavi (1. giin) 1,62+0,32+
Grup 8: Tedavi (7. giin) 1,75£0,31#,a 1,62 £0,26 3,1240,44, ab

#: Modifiye Tarlov Testleri, kontrol gruplar1 ile 1. giinde sham, 6n kosullama ve tedavi gruplar1 arasindaki
farklar 6nemli bulundu (p<0.001).
ab: Ayni satirdaki farkli harfler arasindaki farkliliklar 6nemli bulundu (SPSS, Wilcoxon, p<0.05).
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4.2.2. Egik zemin testi sonuclari

Yapilan istatistiksel incelemede egik zemin testi degerleri 1. glinde kontrol gruplari
ile 6n kosullama ve tedavi gruplar1 arasindaki farklar nemli bulundu (p<0.005). Yine 1.
ginde sham (Grup 3) ve tedavi grubu (Grup 7) arasindaki farklar 6nemli bulundu
(p<0.05). Egik zemin testinde sham (Grup 4) ve tedavi (Grup 8) gruplarina bakildiginda
3. giinde 1. giline oranla degerlerde hafif azalma goriiliirken, 6n kosullama (Grup 6)
grubunda hafif bir artis oldu. On kosullama (Grup 6), sham (Grup 4) ve tedavi (Grup 8)
grubu degerlerinde 7. giinde yapilan norolojik muayenede 1. gline gore kiyaslandiginda
ticiinde de artis olmakla beraber 6n kosullama (Grup 6) grubunda Onemli bir artig

goriildii.

Egik zemin testi degerlerine bakilarak hesperidin igirilen gruplarda, subakut
donemde ozellikle de 6n kosullama (Grup 6) grubunda icirilmeyen gruplara gore klinik
fayda sagladig soylenebilir.

Cizelge 4.2.2.1. Deneysel Spinal Kord Hasarinda Hesperidin’in Egik Zemin Testi Uzerindeki EtKileri

Gruplar Egik zemin testi Egik zemin testi Egik zemin testi
1. giin 3. glin 7. glun
Ort + SE Ort + SE Ort + SE
Grup 1: Kontrol (1. giin) 81.8742,03
Grup 2: Kontrol (7. giin) 82,75+1,99
Grup 3: Sham (1. giin) 69,5042,12
Grup 4: Sham (7. giin) 64,5043,05 60,8744,85 65,0044,03

Grup 5: On kosullama (1. giin) 63,87+3,93 B

Grup 6: On kosullama (7. giin) 64 374,60 65,25+3,35 72,62+4,56
Grup 7: Tedavi (1. giin) 55,12+3,67 B, 1
Grup 8: Tedavi (7. giin) 62,87+2,21 B 59,12+2,05 67,62+4,09

B : Egik Zemin Testi, 1. giinde kontrol gruplari ile 6n kosullama ve tedavi gruplar1 arasindaki farklar 6nemli
bulundu (p<0.005)
p :Egik Zemin Testi, 1. giinde sham ve tedavi grubu arasindaki farklar 6nemli bulundu (p<0.05).
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4.2.3. Parmak acma testi sonuclari

Parmak agma testi degerleri 1. giinde Kontrol gruplari ile sham, 6n kosullama ve
tedavi gruplart arasindaki farklar nemli bulundu (p<0.001). 1. giinde sham grubu (Grup
3) ile 6n kosullama (Grup 5) grubu arasindaki farklar 6nemli bulundu (p<0.05). Yine 7.
ginde sham (Grup 4) grubu ile 6n kosullama (Grup 6) ve tedavi (Grup 8) grubu
arasindaki farklar 6nemli bulundu (p<0.05). Parmak a¢ma testinde 1. giinde o6n
kosullama (Grup 6) grubu degeri diger gruplardaki degerlere oranla yiiksek oldugu
goriildii. 3. giindeki degerlerde 6n kosullama (Grup 6) degeri daha yiiksekken 7. gilinde
tedavi (8) grubunun daha yiiksekti.

Parmak agma testi sonuglarina bakilarak hesperidinin subakut donemde klinik fayda

sagladigi sdylenebilir.

Cizelge 4.2.3.1. Deneysel Spinal Kord Hasarinda Hesperidin’in Parmak Agma Testi Uzerindeki Etkileri

Gruplar Parmak acma testi Parmak agma testi Parmak agcma testi
1. giin 3. giin 7. glin

Ort + SE Ort £ SE Ort £ SE
Grup 1: Kontrol A 2 00+0.00
Grup 2: Kontrol B 2 00+0.00
Gl’up 3: Sham A 0.12+0.12 #
Grup 4: Sham B 0,62 £0,32 # 0,75 £0,31 0,62 £0,18
Grup 5: On kosullama A 0.50+0.32 #
Grup 6: On kosullama B 1,25¢0,31 #, | 1,12 +0,35 1,50 £0,26 =
Grup 7: Travma A 0.50+0 18 #
Grup 8: Travma B 0,75¢0,31 #, a 0,62 £0,26 1,62 0,18 =, ab

#: Parmak Ag¢ma Testi 1. giinde kontrol gruplari ile sham, 6n kosullama ve tedavi gruplari arasindaki farklar
o6nemli bulundu (p<0.001).

p: Parmak A¢ma Testi 1. Glinde sham (Grup 3) grubu ile 6n kosullama (Grup 6) arasindaki farklar 6nemli
bulundu (p<0.05).

oo: Parmak Ag¢gma Testi 7. Giinde sham (Grup 4) grubu ile 6n kosullama (Grup 6) ve tedavi grubu (Grup 8)
arasindaki farklar 6nemli bulundu (p<0.05).

ab: Aym satirdaki farkli harfler arasindaki farkliliklar 6nemli bulundu (SPSS, Wilcoxon, p<0.05).
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4.3. Biyokimyasal bulgular

Cizelge 4.3.1. Deneysel Spinal Kord Hasarinda Hesperidin’in IL-1B ve TNF-a diizeyleri {izerindeki etkileri

Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE
fL-1B 1. giin 6 84,33+397 107,0+7,03  85,16+1,53 ¢ 82,83+1,07 o
iL-1B7.giin 6 80,8342,48  82,00+2,16 82,3342,24 85,66+2,71
TNF-a 1.giin 6 446,0£59.8  593,66+80,7 = 565,0+48.4 533,5+45,6
TNF-a7.giin 6 285,6+51,4  289,5+17,4 366,3+15,5 482,5%35,0 o

(o Sham grubu ile karsilagtirildiginda p<0.01)

Calismamizin 1. giiniinde proinflamatuar sitokinlerden IL-1B diizeyi, sham
grubunda (107+£7.0) kontrol grubuna (84,33+3,97) gore artmistir. Hesperidin 6n
kosullamasi, IL-1B diizeyini kontrol grubu diizeyine diisiiriirek yangiyr baskilamistir
(85.16+1.53, p<0.01). Yine tedavi grubunda da anlamli diizeyde azalmistir (82.83+1.07,
p<0.01). Ozet olarak sham grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde, 6n
kosullama ve tedavi grubunda IL-1pB diizeyini diisiirerek yangiy1 azalttig1 ve terapotik
etkinlik gosterdigi bulunmustur (p<0.01).

Calismanin 7. giiniinde ise IL-1p diizeyi kontrol grubuna (80.83+2.49) gére sham
grubunda (82.0042.16) hafif diizeyde arttigi bulunmustur. Diger taraftan, hesperidin 7.
giinde hem 6n kosullama (82.33+2.24) hem de tedavi grubunda (85.66+2.71) IL-1B

diizeylerinde istatistiki olarak 6nemli diizeyde etkilemedigi tespit edilmistir (p>0.05).

Calisgmada TNF-a diizeyi, 1. giinde Kontrol grubuna (446.0£59.8) gore sham
grubunda (593.66+£80.7) artmistir. Buna karsin hesperidinin 7 giinliik 6n kosullu
uygulama ve travma sonrasi 1 giinliik “bir doz” hesperidin uygulanmasi TNF-a diizeyini
24 saat sonra distirmiistiir (565,0+48,4). Yine tedavi grubunda hesperidinin travma
sonrast 1 giinlik “bir doz” hesperidin uygulanmasi TNF-a diizeyini azaltmistir
(533.5+45.6). Deneyin 7. giiniinde TNF-a diizeyi Kontrol grubuna (285.6+£51.4) gore
sham grubunda (289.5+17.4) hafif diizeyde arttig1 tespit edilmistir. Ancak hesperidinin 7
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giinliik kullaniminin TNF-a diizeylerini artirarak hem 6n kosullama (366.3+£15.5) hem de
tedavi grubunda (482.5+35.0, p<0.01) etkisiz kaldig tespit edilmistir (Cizelge 4.3.1).

Cizelge 4.3.2. Deneysel Spinal Kord Hasarinda Hesperidin’in TAS ve TOS diizeyleri iizerindeki etkileri

Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE
TAS1.gin 6  0,650+0,08  0,661£0,03  0,952+0,06«  1,021%0,03 o
TAS7.gin 6  0679£0,01  0,777+0,03  0,572+0,04¢  0,663+0,05
TOS1.gin 6 7264026  7,70+0,50 7,50+0,56 8,20+0,55
TOS7.giin 6 6834064  6,76+0,15 7,24+0,50 6,57+0,80

(oi: Sham grubu ile karsilagtirildiginda p<0.01)

Calisgmanin 1. giiniinde TAS, Kontrol grubuna (0.650+0.08) gére sham grubunda
(0.661+0.03) hafif diizeyde artmigtir. Buna karsin hesperidin 6n kosullanmasi sham
grubu ile karsilagtirlldiginda TAS diizeyini anlamli diizeyde (0.952+0.06) arttirarak
olumlu etki gostermistir (p<0.01). Yine tedavi grubunda da anlamli diizeyde artis tespit
edilmistir (1.021+0,03, p<0.01) (Cizelge 4. 3. 2).

Calismanin 7. giiniinde ise TAS diizeyinin kontrol grubuna (0,679+0,01) goére sham
grubunda (0,777+0,03) arttig1 bulunmustur. Diger taraftan, hesperidin uygulanmasinin
on kosullama (0.572+0.04, p<0.01) ve tedavi (0.663+0.05) gruplarinda TAS diizeylerini
azalttig i¢in total antioksidan statiiyii etkilemedigi tespit edilmistir (Cizelge 4. 3. 2).

Calismada TOS diizeyi, 1. giinde kontrol grubuna (7,26+0,26) gore sham grubunda
(7,70+0,50) artmistir (p>0,05). Buna karsin hesperidinin 6n kosullu uygulanmasi TOS
diizeyini digiirmiistir (7.50+0.56). Yine tedavi grubunda ise 1 giinlik hesperidin
uygulanimi1 TOS diizeyini istatistiki olarak anlamli olmasa da 6nemli diizeyde arttirmigtir

(8,20+0,55, p>0.05, Cizelge 4. 3. 2).

Calismanin 7. giiniinde ise TOS diizeyi Kontrol grubuna (6,83+0,64) gore sham
grubunda (6,76+0,15) anlamli olmayan diizeyde azalmistir. Ancak hesperidin 7 giinliik

kullaniminin 6n kosullanma (7,24+0,50) grubunda oksidan kapasiteyi azaltmada yetersiz
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kalmistir. Buna karsin hesperidinin spinal hasar olusturulmus deneklerde 1 haftalik

uygulanmasi sonrasinda TOS seviyeleri azalmistir (6,57+0,80, p>0.05).

4.4. Histopatolojik bulgular

Rutin histopatolojik yontemle (H+E boyama) ile yapilan incelemede hemoraji,

laserasyon, nekroz, 6dem, noéronal ve aksonal dejenerasyon, ve inflamatuar hiicre

infiltrasyonu degerlendirildi.

Cizelge 4.4.1. Histopatolojik bulgulardaki verilerin istatistikleri

Kontrol

On kosullama

Tedavi

Hemoraji 1. giin

Hemoraji 7. giin

Laserasyon 1. giin

Laserasyon 7. giin

Aksonal ve Noronal Dej 1. giin
Aksonal ve Noronal Dej 7. giin
Nekroz 1. giin

Nekroz 7. giin

inflamatuar Reaksiyon 1. giin
Inflamatuar Reaksiyon 7. giin
Odem 1. giin

Odem 7. giin

Ort=SE

0,125+0,12

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

0,000+0,00

Ort£SE

2,857+0,142

1,625+0,182

2,857+0,142

2,125+0,226

2,857+0,142

2,750+0,163

2,857+0,142

2,375+0,182

2,857+0,142

2,625+0,182

2,714+0,184

3,000+0,000

Ort=SE

1,833+0,307 B

1,375+0,182

1,333+0,494 +

0,750+0,163 #

1,833+0,307 *

2,375+0,263

1,666+0,333 *

0,875+0,226 +

1,666+0,333 B

1,625+0,182 3

1,666+0,210 o

1,875+0,226 +

Ort+SE

1,857+0,260 B

1,000-+0,000

2,000+0,218

1,500+0,188

1,857+0,260 *

2,250+0,250

1,571+0,368 *

0,875+0,295 #

1,714+0,285 B

1,500+0,188 #

1,714+0,285 o

2,125+0,226 +

(Sham grubu ile kargilastirildiginda *: p<0.05, a: p<0.01, B: p<0.005, #: p<0.001)
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Kontrol gruplarinda 24. saat ve 7. giinde beklenildigi gibi normal bulgular
saptand1 (Sekil 4. 4. 1 ve Sekil 4. 4. 2)

Sekil 4. 4. 1. A-B: Kontrol (Grup 1) grubunda medulla spinalisin normal histolojik yapisinin
korundugu izlendi. (Ok isareti: nissle cisimlerinin gériindiigii ndron)

Sekil 4. 4. 2. A: Kontrol (Grup 2) grubunda medulla spinalisin normal histolojik yapisinin
korundugu izlendi (HEX40) B: Niikleusu ve nissle cisimcikleri segilen néron (Ok isareti)
HEX400
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Sham (Grup 3) grubunda 24. saatte H+E ile boyanmis kesitlerde nekrotik alan
(+++) olarak degerlendirildi. Gri cevherde belirgin laserasyon, yaygin hemoraji, yogun
0dem ve ndronlarda belirgin dejenerasyon (nissle kayiplari, kirmiz1 dejenerasyon) vardi.
Beyaz cevherde 6dem, yogun aksonal dejenerasyon ve sferiil yapilart mevcuttu (Sekil 4.
4. 3). PMNL infiltrasyonu yer yer izlendi ve akut donemde gérmemiz gereken bulgular
ile uyumlu idi.

Sekil 4. 4. 3. A: Sham (Grup 3) grubunda belirgin laserasyon, kanama ve hemorajik nekroz (Yildiz ile
isaretli) izlendi (HEX40). B: Odem, aksonal dejenerasyon, vakuolizasyon ve sferiiller goriildii (Ok ile
isaretli) (HEX200).

Sham (Grup 4) grubunda travma sonrasi 7. giinde H+E ile boyanan kesitlerde; gri
ve beyaz cevherde laserasyonun, hemorajinin ve 6demin kismen azaldigi ve nekroz ile
birlikte nekrotik hiicreler goriilmekteydi (++). Birkag ornekte kist formasyonu dikkati
¢ekti. Yogun makrofaj infiltrasyonu izlendi (Sekil 4. 4. 4). Noétrofil 16kosit infiltrasyonu
izlenmedi. Ciinkii nétrofil 16kosit infiltrasyonu 1. giin baslar, 2. giin pik yapar ve 3. giin
ortadan kalkar bu nedenle subakut dénemde notrofil 16kosit infiltrasyonu beklenmez.

Subakut donemde, mikroglialar gitter hiicrelerine doniislir, dolayisiyla gérmemiz
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gereken makrofajlar ve gitter hiicreleridir. Calismamizda da buna uyumlu sekilde
bulgular mevcuttur.

Sekil 4. 4. 4. A. Sham (Grup 4) grubunda 6zellikle episantral lokalizasyonda belirgin nekroz (yildiz ile
isaretli), aksonal dejenerasyon ve 6dem goriilmekte HEX40. B. Sham (Grup 4) grubunda nekroz ve
yogun makrofaj infiltrasyonu (Ok ile isaretli) goriilmekte HEX200.

On kosullama (Grup 5) grubunda 24. saatte H+E ile boyanan Kkesitlerde;
laserasyon, kanama, 6dem, nekroz, aksonal ve néronal dejenerasyon ile notrofil 16kosit

infiltrasyonu sham (Grup 3) grubuna goére daha azdi (Sekil 4. 4. 5).
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Sekil 4. 4. 5. A: On kosullama (Grup 5) grubunda 6dem, laserasyon, hemorajik nekroz daha hafif olarak
goriildi (Yildiz ile isaretli) HEX40. B: Hafif noronal ve aksonal dejenerasyon (Uzun ok isareti gri
¢evher ndronlari, kisa ok beyaz cevher ) HEX200

Hemoraji diizeyi, sham (Grup 3) 1.giin ile karsilastirildiginda 6n kosullama (Grup
5) grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.005). Sham (Grup 3) grubu
ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n kosullama (Grup 5) grubunda hemoraji

diizeyini azaltarak yangiy1 azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.005).

Laserasyon diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda 6n kosullama
(Grup 5) grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.001). Sham (Grup 3)
grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n kosullama (Grup 5) grubunda
laserasyon diizeyini azaltarak yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu

(p<0.001).

Aksonal ve néronal dejenerasyon, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda 6n

kosullama (Grup 5) grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05).
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Nekroz diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda 6n kosullama (Grup 5)
grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Sham (Grup 3) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n kosullama (Grup 5) grubunda nekroz
diizeyini azaltarak yangiy1 azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.05).

Inflamatuar reaksiyon, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda &n kosullama
(Grup 5) grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiikk bulundu (p<0.005). Sham (Grup 3)
grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n kosullama (Grup 5) grubunda
inflamatuar reaksiyon diizeyini azaltarak yangiy1 azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi
bulundu (p<0.005).

Odem diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda 6n kosullama (Grup 5)
grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.01). Sham (Grup 3) grubu ile
karsilagtirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n kosullama (Grup 5) grubunda 6dem
diizeyini azaltarak yangiy1 azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.01).

On kosullama (Grup 6) grubunda travma sonrast 7. giinde H+E ile boyanan
kesitlerde sham (Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda kanama ve aksonal ve ndronal
dejenerasyon agisindan belirgin fark bulunmadi. Ancak makrofaj infiltrasyonu, 6dem ve
nekroz On kosullama (Grup 6) grubunda daha azdi (Sekil 4. 4. 6). Nétrofil 16kosit

infiltrasyonu izlenmedi.
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Sekil 4. 4. 6. A. On kosullama (Grup 6) grubu nekroz ve makrofaj infiltrasyonu orta siddette (Y1ldiz
ile isaretli alan) HEx40. B. Aksonal dejenerasyon ve hemosiderin yiiklii makrofajlar izlendi (Ok ile
isaretli) HEx200.

Hemoraji diizeyi, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup 2)
grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiikk bulundu (p<0.001). Sham (Grup 4) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n kosullama (Grup 6) grubunda hemoraji

diizeyini azaltmakla birlikte bu azalmalar istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Laserasyon diizeyi, sham (Grup 4) 7. gin ile karsilastirildiginda 6n kosullama
(Grup 6) grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.001). Sham (Grup 4)
grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n kosullama (Grup 6) grubunda
laserasyon diizeyini azaltarak yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu
(p<0.001).

Aksonal ve Noronal Dejenerasyon, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda
kontrol (Grup 2) grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.001). Sham
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(Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n kosullama (Grup 6)
grubunda aksonal ve noéronal dejenerasyon diizeyini azaltmakla birlikte bu azalmalar

istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Nekroz diizeyi, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup 2), 6n
kosullama (Grup 6) grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.001). Sham
(Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n kosullama (Grup 6)
grubunda nekroz diizeyini azaltarak yangiyi azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi
bulundu (p<0.001).

Inflamatuar reaksiyon, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup
2), 6n kosullama (Grup 6) (p<0.005) grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu.
Sham (Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n kosullama (Grup
6) grubunda inflamatuar reaksiyon diizeyini azaltarak yangiy1 azalttifi ve terapotik

etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.005).

Odem, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup 2) ve 6n
kosullama (Grup 6) grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiikk bulundu (p<0.001). Sham
(Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n kosullama (Grup 6)
grubunda 6dem diizeyini azaltarak yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi

bulundu.

Tedavi (Grup 7) grubunda sham (Grup 3) grubu ile karsilastirildiginda kanama,
laserasyon, 6dem, aksonal ve noronal dejenerasyon hafif daha azdi (Sekil 4. 4. 7).
Notrofil 16kosit infiltrasyonu tedavi (Grup 7) grubunda sham (Grup 3) grubuna gore daha
az yogunluktaydi.
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Sekil 4. 4. 7. Tedavi (Grup 7) grubu: A: 6dem, laserasyon, hemorajik nekroz daha hafif olarak goriildi
(Yildiz ile isaretli) HEX40. B: Aksonal dejenerasyon ve sferiil olusumu hafif diizeyde HEX200

Hemoraji diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda tedavi (Grup 7)
grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiikk bulundu (p<0.005). Sham (Grup 3) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde tedavi (Grup 7) grubunda hemoraji diizeyini
azaltarak yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.005).

Laserasyon diizeyi, Sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda tedavi (Grup 7)
grubunda hesperidinin laserasyon diizeyini azalttigi ancak istatistiki olarak etkinlik
gostermedigi bulundu (p>0.05).

Aksonal ve noronal dejenerasyon, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda
tedavi (Grup 7) grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Sham
(Grup 3) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde tedavi (Grup 7) grubunda
aksonal ve ndronal dejenerasyonu diizeyini azaltarak yangiyr azalttifi ve terapotik

etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.05).
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Nekroz diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda tedavi (Grup 7)
grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05). Sham (Grup 3) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde tedavi (Grup 7) grubunda nekroz diizeyini

azaltarak yangiy1 azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.05).

Inflamatuar reaksiyon, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda tedavi (Grup 7)
grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.005). Sham (Grup 3) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde tedavi (Grup 7) grubunda inflamatuar
reaksiyon diizeyini azaltarak yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gdsterdigi bulundu

(p<0.005).

Odem diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda tedavi (Grup 7)
grubunda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.01). Sham (Grup 3) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde tedavi (Grup 7) grubunda &dem diizeyini
azaltarak yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.01).

Tedavi (Grup 8) grubu 7. giinde H+E ile boyanan kesitlerde sham (Grup 4) grubu
ile karsilastirildiginda kanama ve aksonal ve ndronal dejenerasyon agisindan belirgin

fark izlenmedi. Makrofaj infiltrasyonu, 6dem ve nekroz ise daha azd: (Sekil 4. 4. 8).
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Sekil 4. 4. 8. A. Tedavi (Grup 8)grubunda hasar bulgular1 hafifti HEX40. B. Hemosiderin yiikli
makrofajlar ok isaretli. HEX200.

Hemoraji diizeyi, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup 2)
grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiikk bulundu (p<0.001). Sham (Grup 4) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde tedavi (Grup 8) grubunda hemoraji diizeyini

azaltmakla birlikte bu azalmalar istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Laserasyon diizeyi, Sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda karsilastirildiginda
hesperidinin 7. giinde tedavi (Grup 8) grubunda laserasyon diizeyini azaltmakla birlikte

bu azalmalar istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Aksonal ve noronal dejenerasyon diizeyi, Sham (Grup 4) 7. gin ile
karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde tedavi (Grup 8) grubunda aksonal ve noronal
dejenerasyon diizeyini azaltmakla birlikte bu azalmalar istatistiki olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05).
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Nekroz diizeyi, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde
tedavi (Grup 8) grubunda nekroz diizeyini anlamli olarak azaltmistir (p<0.001). Sham
(Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde tedavi (Grup 8) grubunda
nekroz diizeyini azaltarak yangiyr azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu
(p<0.001).

Inflamatuar Reaksiyon, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup
2) ve tedavi (Grup 8) grubunda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.001).
Sham (Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde tedavi (Grup 8)
grubunda inflamatuar reaksiyon diizeyini azaltarak yangiy1 azalttig1 ve terapotik etkinlik

gosterdigi bulundu (p<0.001).

Odem, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda tedavi (Grup 8) gruplarinda 7.
ginde Onemli diizeyde disik bulundu (p<0.001). Sham (Grup 4) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde tedavi (Grup 8) grubunda 6dem diizeyini
azaltarak yangiy1 azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.001).

4.5, immunohistokimyasal Bulgular

45.1. Kaspaz 3’iin Immiinohistokimyasal Bulgular

Cizelge 4.5.1.1. Kaspaz 3'lin istatistiki verileri

Kontrol Sham On kosullama Tedavi

Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE

Kaspaz 3, 1. giin 4,500+0,327 28,71+2,168 14,50+2,012 # 12,42+1,797 #

Kaspaz 3, 7. giin 4,375+0,375 28,37+3,530 14,00+1,133 # 16,501,414 +

(#: kontrol ve sham grubu ile karsilagtirildiginda, p<0.001)
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24. saat ve 7. gilinlik kontrol gruplarinda Kaspaz 3 ile yapilan boyama
preparatlarinda birim alanda (x400) pozitif apoptotik hiicre sayist sirastyla 4,500+0,327
ve 4,375+0,375 bulundu (Sekil 4. 5. 1. 1 ve Sekil 4. 5. 1. 2).

Sekil 4. 5. 1. 1. Kontrol (Grup 1) grubu. Kaspaz 3 immiinohistokimyasal boyamasinda niikleuslari
kahverenkli isaretlenen hiicreler apoptotik hiicrelerdir. Kaspaz 3 x400
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Magnification: - 25.2x.
Obyective Lens: 40x/ 0,85

Sekil 4. 5. 1. 2. Kontrol (Grup 2) grubu, Kaspaz 3 ile niikleer boyanan az sayida apoptotik hiicre
goriilmekte. Kaspaz 3 x400.

Sham (Grup 3) grubunda birim alana diisen apoptotik hiicre sayis1 28,71+2,168
olarak bulundu (Sekil 4. 5. 1. 3).

Sekil 4. 5. 1. 3. Sham (Grup 3) grubu, belirgin derecede artmis apoptozis. Kaspaz 3 x400.
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On kosullama (Grup 5) grubunda birim alana diisen apoptotik hiicre sayis
14,50+2,012 olarak bulundu (Sekil 4. 5. 1. 4).

Sekil 4. 5. 1. 4. On kosullama (Grup 5) grubu, apoptotik hiicreler. Kaspaz 3 x400.

Tedavi (Grup 7) grubunda birim alana diisen apoptotik hiicre sayisi ise 12,42+1,797
olarak bulundu (Sekil 4. 5. 1. 5).

Sekil 4. 5. 1. 5. Tedavi (Grup 7) grubu, apoptotik hiicreler. Kaspaz 3 x400.
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Kaspaz 3 diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup 1), 6n
kosullama (Grup 5) ve tedavi (Grup 7) gruplarinda 1. giinde 6nemli diizeyde diisiik
bulundu (p<0.001). Sham (Grup 3) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n
kosullama (Grup 5) ve tedavi (Grup 7) grubunda kaspaz 3 diizeyini azaltarak yangiy1
azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.001). (Cizelge 4. 5. 1. 1).

Sham (Grup 4) grubunda birim alana diisen apoptotik hiicre sayist 28,37+3,530
olarak bulundu (Sekil 4. 5. 1. 6).
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Sekil 4. 5. 1. 6. Sham (Grup 4) grubu, belirgin derecede artmis apoptotik hiicreler. Kaspaz 3 x400.

On kosullama (Grup 6) grubunda birim alana diisen apoptotik hiicre sayisi
14,00+1,133 olarak bulundu (Sekil 4. 5. 1. 7).
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Sekil 4. 5. 1. 7. On kosullama (Grup 6) grubu, apoptotik hiicreler. Kaspaz 3 x400.

Tedavi (Grup 8) grubunda birim alana diisen apoptotik hiicre sayis1 16,50+1,414
olarak bulundu (Sekil 4. 5. 1. 8).

Sekil 4. 5. 1. 8. Tedavi (Grup 8) grubu, apoptotik hiicreler. Kaspaz 3 x400.
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Kaspaz 3 diizeyi, sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup 2),
On kosullama (Grup 6) ve Tedavi (Grup 8) gruplarinda 7. giinde énemli diizeyde diisiik
bulundu (p<0.001). Sham (Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n
kosullama (Grup 6) ve tedavi (Grup 8) grubunda kaspaz 3 diizeyini azaltarak yangiy1
azalttig1 ve terapotik etkinlik gosterdigi bulundu (p<0.001). (Cizelge 4. 5. 1. 1).

4.5.2. GFAP Immiinohistokimyasal bulgular

Cizelge 4.5.2.1. GFAP degerlerinin istatistiki verileri

Kontrol Sham On kosullama Tedavi

Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE
GFAP 1. giin 0,000+0,000 1,714+0,184 1,333+0,210 1,285+0,184
GFAP 7. giin 0,000+0,000 2,75040,163 1,750+0,250 B 2,125+0,226

(B: sham grubu ile karsilastirildiginda; p<0.005).

Astrositler, merkezi sinir sistemindeki noronlara destek ve beslenme saglayan
glial hiicrelerin en bol tiiridiir. Reaktif astrogliozis, aksonal rejenerasyonu ve
fonksiyonel noronal iyilesmeyi azaltabilir. Calismamizda kontrol gruplarinda GFAP ile

boyanan reaktif astrositler izlenmedi (Sekil 4. 5. 2. 1 ve Sekil 4. 5. 2. 2).
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Sekil 4. 5. 2. 1. Kontrol (Grup 1) grubunda GFAP ile boyanan reaktif astrosit gérilmemekte.
Normal (Ok ile isaretli) morfolojide astrositler izlenmektedir. GFAPX200

Sekil 4. 5. 2. 2. Kontrol (Grup 2) grubunda GFAP ile boyanan reaktif astrosit goriilmemekte.
Normal morfolojide astrositler izlenmektedir. GFAPX200
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Sham (Grup 3) grubunda orta derece astrogliozis goriiliirken 6n kosullama (Grup
5) ve tedavi (Grup 7) gruplarinda ¢ogunlukla hafif derecede astrogliozis goriildii (Sekil
4.5.2.3,Sekil 4. 5. 2. 4 ve Sekil 4. 5. 2. 5).

Sekil 4. 5. 2. 3. Sham (Grup 3) grubunda GFAP ile boyanan reaktif astrogliozis goriilmekte (ok ile isaretli
yildizsi uzantilar olan astrositler) .GFAPX200
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Sekil 4. 5. 2. 4. On kosullama (Grup 5) grubunda GFAP boyanan ile hafif siddette reaktif
astrogliozis goriilmektedir. GFAPX200
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Sekil 4. 5. 2. 5. Tedavi (Grup 7) grubunda GFAP ile boyanan hafif siddette reaktif astrogliozis
goriilmektedir. GFAPX200
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GFAP diizeyi, sham (Grup 3) 1. giin ile karsilagtirildiginda 6n kosullama (Grup 5)
ve tedavi (Grup 7) gruplarinda 1. gilinde istatistiki olarak énemli bir degisiklik bulunmadi
(p>0.05). (Cizelge 4. 5. 2. 1).

Sham (Grup 4) grubunda yogun astrogliozis izlendi (Sekil 4. 5. 2. 6). On kosullama
(Grup 6) ve tedavi (Grup 8) gruplarinda ise astrogliozisin azaldig1 saptandi. (Sekil 4. 5.
2.7 ve Sekil 4. 5. 2. 8). (Cizelge 4. 5. 2. 1).

Sekil 4. 5. 2. 6. Sham (Grup 4) grubunda GFAP ile boyanan siddetli astrogliozis goriilmektedir.
GFAPX200
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Sekil 4. 5. 2. 8. Tedavi (Grup 8) grubunda GFAP ile boyanan orta siddette reaktif astrogliozis goriilmekte
(ok ile isaretli y1ldizs1 uzantilari olan astrositler) .GFAPX200

GFAP diizeyi, Sham (Grup 4) 7. giin ile karsilastirildiginda kontrol (Grup 2) ve
on kosullama (Grup 6) gruplarinda 7. giinde 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.005).
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Sham (Grup 4) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 7. giinde 6n kosullama (Grup
6) grubunda GFAP diizeyini azaltarak yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi
bulundu. (Cizelge 4. 5. 2. 1).
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5. TARTISMA

Bu calismada, deneysel omurilik hasarinda hesperidin kullaniminin néroprotektif
ve terapétik etkinliginin olup olmadigi arastirilmistir. Hesperidin ile yapilmis birgok
dokuda bir¢ok c¢alisma vardir ancak omurilik yaralanmalar1 sonrasi ortaya ¢ikan
sekonder hasara karsi etkinligi degerlendirilmis bir calisma yoktur. Bu calisma 6n
kosullu bir c¢alismadir ve omurilik travmasi oncesinde ve sonrasinda kullanilan
hesperidinin ndorolojik, histopatolojik, biyokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak

degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.

Omurga hasarlari, hasta, aile ve iilke ekonomisi tizerinde olumsuz etkilere sahip
onemli bir saglik problemidir. Diinyadaki birgok iilkede genel olarak insidans: yaklasik
milyonda 20-40’tir (Ak ve ark. 2015). Yapilan ¢alismalar sonucunda halen evrensel
diizeyde kalic1 ve etkili bir tedavi protokolii olusturulamamistir (Sengul ve ark. 2013,
Istan ve ark. 2014, Rouanet ve ark. 2017). Bununla birlikte medikal ve cerrahi anlamda
cok ileri gelismeler olmasina ragmen tedavi edilemez bir durum olarak kabul edilmistir
(Kim ve ark. 2017). Ancak yapilan caligmalar sonucunda, motor ya da duyusal
fonksiyonlarda ¢ok az bir iyilesmenin bile hastanin yasami {izerinde ¢ok 6nemli etkileri

olacag bilinmektedir (Rouanet ve ark. 2017).

Sengul ve ark. (2013), birincil yaralanmayi onlemenin imkansiz oldugunu, bu
nedenle omurilik yaralanmalarinda tedavi stratejilerinin sekonder hasarin Onlenmesi
tizerinde yogunlasildigini vurgulamislardir. Calismamizda spinal kord hasar1 sonrasinda
olusacak sekonder hasarlarin hesperidin ile ne dlgiide onlenebilecegi ve klinik anlamda

ne kadar fayda saglayabilecegi arastirilmistir.

Sekonder hasarlar1 azaltmay1 amaglayan noroprotektif ajanlar spinal kord hasarinda
onemli bir yer tutar (Rouanet ve ark. 2017). Bilim insanlar1 spinal kord yaralanmasinin
patofizyolojisini anlayabilmek i¢in uzun silire hayvan omurilik kontiizyon modellerini
kullanmiglardir. Kontiizyon modelleri omurilik yaralanmasinda progresif sekonder doku
hasar1, demiyelinizasyon ve apoptozisin kesfedilmesinde O6nemli bir rol oynamistir

(Young 2002). Parhiz ve ark. (2015), kullanilan deney modelindeki farkliliklarin,
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hesperidin ile ilgili ¢alismalarin sonuglarini etkileyebilecegini ve ayri bir yorumlama

gerektirebilecegini vurgulamiglardir.

Omurilik yaralanmasinin rat modelleri, tedavi stratejilerini degerlendirmek ve
omurilik yaralanmalarinin patolojik temelini anlayabilmek i¢in Onemli memeli bir
modeldir ve lokomotor ve duyusal islevlerin geri kazanimini1 degerlendirmek i¢in saglam
testlerin gelistirilmesini kolaylagtirmistir (Kjell ve Olson 2016). Ayrica ratlar, nispeten
ucuz ve halihazirda kolay bulunduklar1 ve spinal kord yaralanmasi sonrasi insanlara
benzer islevsel, elektrofizyolojik ve morfolojik sonuglar ortaya c¢iktigi i¢in On
caligmalarda yaygin olarak da tercih edilir (Cheriyan ve ark. 2014). Kjell ve Olson
(2016), rat omuriliginde farkli seviyelerde tam ve tam olmayan omurilik yaralanma
modelleri olusturulabilecegini, bununla birlikte, servikal diizeyde olusturulacak iki tarafli
yaralanmalara hem 6n hem de arka ayaklari fel¢ edecegi icin etik olarak sicak
bakilmadigini bildirmislerdir. Cheriyan ve ark. (2014) ise bunun aksine omurilik hasar
olusturulacaginda daha c¢ok torakal seviye tercih edilmekle birlikte klinik 6neminden
dolayr servikal diizeydeki omurilik yaralanma modellerine odaklanildigini
bildirmislerdir. Yine Kjell ve Olson (2016), asag:1 torakal seviyelerde olusturulan tam
omurilik yaralanmasinin arka ayaklarda kalict fel¢ olusturdugunu ve duyusal ve
otonomik sistem fonksiyonlarin1 bozdugunu sdéylemislerdir. Mesanenin manuel olarak
bosaltilmasi1 ve iiriner enfeksiyonlarin ve yaralarin tedavisinin saglanmasi sartiyla, bu

hayvanlarin birkag ay boyunca kontrol edilmesi gerektigini vurgulamislardir.

Sharif-Alhoseini ve ark. (2017), spinal kord hasar1 hayvan modellerini
degerlendirdikleri bir ¢aligmada yapilan 2209 adet deneysel spinal kord hasarinin
1599’unda (%72.4) rat kullanildigin1 bildirmislerdir. Kjell ve Olson (2016), kontiizyon
yaralanmalarinin tipik olarak bir agirlik cihazi kullanilarak gerceklestirildigini ve
omurilige etki eden hizlanan bir ¢ubugun neden oldugu bir kontiizyon yaralanmasi,
insanlarin maruz kaldig1 yaralanmalara model olarak daha yakin oldugunu
belirtmislerdir. Ancak Cheriyan ve ark. (2014), insan spinal kord yaralanmasinin
karmagikligi g6z Oniline alindiginda, hi¢cbir modelin yaralanmalarin tim yonlerini
kapsayamadigini belirtmisler ve kullanilacak modelin ¢alisma hedeflerine, spesifik

parametrelere ve arastirmanin kaynaklarina bagli oldugunu bildirmislerdir. Bizim
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calismamizda hayvan tiirii olarak rat kullanildi, yaralanma modeli olarak ise agirlik

diisiirme ile olusturulan kontiizyon modeli tercih edildi.

Calisilan en yaygin omurga bolgesi torasik (1790,% 81) bolgedir, sonra servikal
(265,% 12), lomber (113,% 5.1), sakral (16,% 0.7), diger (16,% 0.7) ve bilinmeyen
(64,% 2.9) seklinde devam etmektedir. Literatiir temelinde, torasik spinal kord hasar
modellerinin gilivenilir ve yeniden yapilabilirligi kolaydir. Yaralanma mekanizmasi
olarak ise, mekanik travmatik yaralanma (% 94.5) ve mekanik olmayan yaralanma (%
5.5) olarak smiflandirilmistir (Sharif-Alhoseini ve ark. 2017). Calismamiz da
literatiirlerle uyumlu olarak T7-T10 torakal vertabra seviyesi tercih edilerek agirlik

diisiirme yoluyla mekanik yaralanma olusturulmustur.

Tiim ratlarda travma olusturulduktan sonra aymi diizeyde norolojik defisit
sekillenmesi ve akut donemde kontrol gruplari ile sham gruplar1 degerleri arasindaki

anlamli farkliliklar (p<0.05), deneysel modelin giivenilir oldugu anlamina gelir.

Hesperidin (3, 5, 7-trihydroxyflavanone 7-rhamnoglucoside), 6zellikle narenciye
tiirlerinde (Citrus aurantium, Citrus sinensis ve Citrus unshiu) yogun olarak bulunan
gikozidik yapili bir flavonoiddir (Crozier ve ark. 2009). Hesperidinin antinflamatuar,
analjezik, sedatif (Carballo-Villalobos ve ark. 2016), hipolipidemik (Kalpana ve ark.
2009), hiperkolesterolemik (Chen ve ark. 2010) antidepresan, hipoglisemik,
hepatoprotektif, hiyaliironidaz inhibisyonu (Duganath ve ark. 2014), antiatherojenik
(Visnagri ve ark. 2014), antimikrobiyal, antiplatelet, antiradikal, antimutajenik (Guo ve
ark. 2014), antiviral, antifungal (Kaur ve ark. 2006), antiiilser (Suarez ve ark. 1998),
noroprotektif (Hwang ve Yen 2008), antialerjik, antihipertansif (Ciftci ve ark. 2015),
vazodilatatér (Wilmsen ve ark. 2005), antilipoperoksidan, antiiskemik (Cao ve ark.
1997), kemik kaybin1 6nleme (Xiong ve ark. 2016), antihemoroidal (Alam ve ark. 2014),
antidiyabetik, antiinflamatuar,  antiproliferatif,  antitrombotik, antitiroidojenik,
hepatoprotektif, dstrojenik, bocek oldiirlici ve antioksidan aktiviteler de dahil olmak
izere ¢ok cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduklari gosterilmistir (Orhan ve ark.
2010). Epidemiyolojik c¢alismalar, antioksidanlarin norodejenerasyonun ilerlemesini
geciktirebilecegini gostermistir (Banji ve ark. 2014). Hosseinimehr ve Nemati (2006) ise
hesperidin’in antioksidan kapasitesinin baska bir flavonoid olan Quercetin kadar yiiksek

etkili olmadigini s6ylemislerdir. Calismamizda da 6zellikle akut evrede TAS diizeylerini
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anlamli Olclide artirarak (p<0.01) antioksidan o6zellik gostermistir (Cizelge 4. 3. 2).
Yapilan deneysel caligmalarda hesperidinin bir¢ok dokuda olumlu yonde etkinligi
gosterilmistir. Ancak spinal kord iizerindeki etkinligi heniliz degerlendirilmemistir.
Calismamizda spinal kord travmalar1 sonrasi olusan hasarda hesperidinin koruyucu ve

tedavi edici etkinligi arastirild.

Onifer ve ark. (2007) spinal kord hasarlarinda, fonksiyonel sonuclarin
degerlendirilmesinde bir¢ok analiz yonteminin kullanildigini ve bunlar arasinda Gale ve
ark. (1985) modifiye ettigi Modifiye Tarlov Skalasi, Basso, Beattie ve Bresnahan (BBB)
lokomotor degerlendirme 6lgegi, ayak izi analizi, yliriime analizi ve kinematik oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda Modifiye Tarlov Skalasi kullanilmistir. Gale ve ark.
(1985) yaptigr bir spinal kord yaralanma modelinde, 10 g agirhgindaki bir metal,
sekizinci torakal omur seviyesine 2.5, 5, 10 ve 17.5 cm yikseklikten diistiriilerek
norolojik fonksiyonlari degerlendirilmistir. Degerlendirme kriterlerini Modifiye Tarlov
Skalasi, egik zemin testi, parmak a¢ma testi, ayak yerlestirme refleksi, ¢cekme refleksi,
dogrulma refleksi, sicak zemin ve yiizme refleksleri olusturmustur (Gale ve ark. 1985).
Caligmamizda spinal kord hasar1 sonrasi ndrolojik bozuklugun derecesini
degerlendirmek i¢in Modifiye Tarlov Skalasi, egik zemin testi ve parmak agma testlerini
kullanildi.

Sirin ve ark. (2012) yapmis olduklar1 bir rat spinal hasar ¢alismasinda operasyon
sonras1 higbir grupta Modifiye Tarlov Skalasi degerlerinde degisiklik olmadigini
bildirmislerdir. Zhang ve ark. (1997) ratlarda yapmis olduklar1 bir ¢aligmada T8
seviyesinden omurilige kompresyon uygulamislar ve kombine antiinflamatuar tedavisi
ile Tarlov Skalasinda lokomotor iyilesme sagladiklarini belirtmislerdir. Caligmamizda
Modifiye Tarlov Skalasi degerleri, kontrol gruplari ile 1. giinde Sham gruplari, 6n
kosullama gruplar1 ve tedavi gruplar1 arasindaki farklar 6nemli bulundu (p<0.001).
Modifiye Tarlov Skalas1 (MTS) degerlerine bakildiginda, 6n kosullama gruplarinda MTS
degerlerinin diger gruptakilerden yiiksek ¢ikmasi, travma Oncesi igirilen hesperidinin
travmay1 takiben klinik anlamda etkili olabilecegini ortaya koymustur. Sham gruplari
arasindaki degerler kiyaslandiginda MTS degerlerinde artis olmasi travmanin hemen
sonrasinda sekillenen hasarin bir haftalik siiregte viicudun antiinflamatuvar yanitina

baglanabilir. Sham (Grup 3) ile 6n kosullama (Grup 5) ve tedavi (Grup 7) gruplari

99



karsilastirildiginda hesperidinin  birinci glinde klinik yararinin olabilecegi ortaya
konmustur. Sham (Grup 4) ile 6n kosullama (Grup 6) ve tedavi (Grup 8) gruplar
karsilastirildiginda hesperidin birinci giinde 6n kosullama (Grup 6) grubunda 6énemli bir
klinik yarar saglarken, tedavi (Grup 8) grubunda ise bir fark gériilmemistir. Sham (Grup
4), on kosullama (Grup 6) ve tedavi (Grup 8) gruplari, {iglincli ve yedinci giinde
kiyaslandiginda MTS degerlerinin 6n kosullama (Grup 6) gubunda digerlerinden daha
yiiksek bulunmasi travma oncesi igirilen hesperidinin klinik anlamda fayda sagladigini

ortaya koymustur.

Bircok c¢alismada, spinal kord hasarindan sonra ratlarda fonksiyonel sonucu
degerlendirmek igin egimli diizlem kullanilmigtir (Onifer ve ark. 2007, Sharif-Alhoseini
ve ark. 2017). Gale ve ark. (1985) deneysel spinal kord travmalarinda egik zemin
testinde saglikli hayvanlardaki egik zemin acisinin 50°-60° oldugunu bildirmislerdir.
Onifer ve ark. (2007) ise egik zemin testinde egik zeminin normal agisinin 80° oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda bu deger kontrol gruplarinda sirasiyla 81,87+2,03;
82,75+1,99 ¢ikmustir (Cizelge 4. 2. 2. 1). Egik zemin testi degerlerinde 1. giinde kontrol
gruplar1 ile on kosullama ve tedavi gruplari arasindaki farklar onemli bulunmustur
(p<0.005). Yine 1. giinde sham (Grup 3) ve tedavi (Grup 7) grubu arasindaki farklar
onemli bulunmustur (p<0.05). Hesperidin kullanimi klinik anlamda birinci giinde fayda

saglamazken, yedinci giinde yararli etkileri oldugu sdylenebilir (Cizelge 4. 2. 2. 1).

Sharif-Alhoseini ve ark. (2017) 2209 g¢alismanin dahil edildigi bir derlemede
refleks degerlendirilmesinde parmak a¢gma refleksinin 6nemini vurgulamiglardir. Berg ve
Rucker (1985) 50 g/cm ile olusturduklar1 spinal kord hasarindan 4 hafta sonra parmak
agma testi degerlerinde bir degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Gale ve ark. (1985) 175
g/cm ile olusturduklar1 spinal kord hasarindan 4 hafta sonra parmak agma testi
degerlerinde azalma oldugunu vurgulamislardir. Sirin ve ark. (2012) 50 g/cm ile
olusturduklart spinal kord hasarindan sonra parmak a¢ma testi degerlerinde belirgin
azalma gorildiigiini sOéylemislerdir. Calisgmamizda da parmak agma testi degerlerinde
travma sonrasi azalma goriiliirken, hesperidin kullanilan gruplarda artis gorilmiistiir
(Cizelge 4. 2. 3. 1). 1. giinde Kontrol gruplari ile sham, 6n kosullama ve tedavi gruplari
arasindaki farklar 6nemli bulunmustur (p<0.001). 1. giinde sham (Grup 3) grubu ile 6n

kosullama (Grup 5) grubu arasindaki farklar 6nemli bulunmustur (p<0.05). Yine 7.
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giinde sham (Grup 4) grubu ile 6n kosullama (Grup 6) ve tedavi (Grup 8) grubu
arasindaki farklar 6nemli bulunmustur (p<0.05). Parmak agma testi degerlerine
bakildiginda sham grubu ile karsilagirildiginda hesperidin kullaniminin klinik anlamda

fayda sagladigi sOylenebilir.

Serbest radikal iiretiminindeki artma ve antioksidan mekanizmadaki azalma
oksidatif stres ile sonuglanir. Bundan dolayi, antioksidan seviyelerindeki azalma veya
metabolitlerindeki artma oksidatif stresi gosterebilir (Eken 2016). Ancak, bu tiir
degisiklikler klinik olarak anlamli veya patojenik bir olay1r yansitmayabilir ve sadece
antioksidan savunma sisteminin calistigin1 gosterir (Blumberg 2004). Antioksidan
mekanizma reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkisini azaltmak veya tamamen yok etmek
icin vardir. Bunu enzimatik ve nonenzimatik olmak iizere iki sekilde yapar. Enzimatik
olarak, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim sistemleri ile
nonenzimatik olarak ise 6zellikle C ve E vitaminleri, proteinler, indirgenmis glutatyon ve
B-karoten gibi maddeler ile saglar (Kilig ve ark. 2015). Tamilselvam ve ark. (2013),
yaptiklari in vitro nérodejenerasyon modelinde hesperidinin ROS iiretimini baskiladigi,
antioksidan enzimlerden GPx (Glutatyon peroksidaz), SOD (Siiperoksit dismutaz) ve
CAT (Katalaz) aktivitesini arttirirken, hiicrei¢i antioksidan molekiil olan GSH
(Glutatyon) diizeyini ise anlamli derecede arttirdigini rapor etmislerdir. Yine Khan ve
Parvez (2015), noronal metal toksikasyonu modelinde hesperidinin hiicrelerde GSH
seviyelerini anlamli derecede arttirarak noroprotektif etki gosterdigini rapor etmislerdir.
Yine ayni sekilde Javed ve ark. (2015), yaptiklari streptozotosin uyarimli fare duyu kaybi
modelinde hesperidinin artan konsantrasyonlarda GSH seviyesini onemli seviyelerde
arttirarak koruyucu etki gosterdigini bildirmiglerdir. Liu ve ark. (2017), yaptiklari rat
diabetik retinopati modelinde hesperidinin 6zellikle SOD, CAT enzim ve GSH
miktarlarmi arttirarak antiapoptotik etkinlik gosterdigini ortaya koymuslardir. Selmi ve
ark. (2017), in vivo alkol uyarimli oksidatif stres ve peptik iilser modelinde, hesperidinin
50 mg/kg/giin uygulanimi sonrasi artan hidrojen peroksit ve malondialdehit (MDA) gibi
total oksidan kapasiteyi yansitan parametre degerlerini anlamli derecede azalttigini tespit
etmislerdir. Bununla birlikte hesperidinin, antioksidan kapasite parametrelerinden SOD,
CAT ve Gpx enzim aktivitesini anlamli derecede arttirdigini bildirmislerdir. Li ve ark.
(2016), in vitro UV uyarimli deri oksidatif stress ve yangi modelinde, hesperidinin SOD

aktivitesini arttirarak antioksidan etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir. Ansar ve ark.
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(2017), yaptiklari ¢inko oksit nanopartikiilii uyarimli ndrotoksititede hesperidinin CAT,
GPx ve GR (Glutatyon rediiktaz) enzim aktivitesi ile hiicrei¢i GSH miktarin arttirarak
antioksidan etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir. Antunes ve ark. (2014), yash
farelerde 6-hidroksidopamin ile Parkinson hastalig1i olusturmuslar ve hesperidinin,
dopamin seviyesini artirarak ve reaktif oksijen tilirlerini azaltarak davranissal
parametrelerde iyilesme saglandigini bildirmiglerdir. Tirkey ve ark. (2005), ratlarda
karbon tetraklorid ile karaciger ve bobrek tizerinde olusan oksidatif stresin hesperidin ile
azaldigin1 bildirmislerdir. Ciftci ve ark. (2015), farelerde deneysel olusturduklar
otoimmun ensefalomyelitis’in tedavisinde hesperidinin antioksidatif ve radikal siipiiriicii
etkilerinde dolayr yarar sagladigi sonucuna varmiglardir. Michel de Oliveira ve ark.
(2013), ratlar tizerinde yapmis olduklar1 bir caligmada egzersiz ile artan oksidatif strese
kars1 hesperidinin antioksidan kapasiteyi artirdigini ortaya koymuslar ve kalp sagligi
acisindan da faydali olabilecegi kanisina varmiglardir. Yine Bensaoula ve ark. (2016) da,
diyabetik ratlarda kullanilan hesperidinin antioksidan ozelligi ile serbest radikalleri
notralize ederek sinirsel davranis bozukluklarinda faydali olabilecegini vurgulamistir.
Cho (2006), yapmis oldugu in vitro bir calismada hesperidin ve hesperetinin,
noroprotektif etkilerini incelemek i¢in noronal ve néronal olmayan hiicreleri igeren sigan
kortikal hiicrelerinin birincil kiiltiirleri kullanmis ve kiiltiirlenmis hiicreleri H20> veya
X/XO'ya maruz birakarak oksidatif ndronal hiicre hasar1t olusturmustur. Hem
hesperidinin hem de hesperetinin, H>O> kaynakli oksidatif hasar1 6nemli 6lgiide
azalttigim1 ama hesperidinin X/XO kaynakli oksidatif hasarda etkisiz kaldigini tespit
etmistir. Bununla beraber radikal siipiiriicii aktivite sergiledigini bildirmis, ancak
hesperetinin hesperidin'den biraz daha giiglii oldugunu sdylemistir. Parhiz ve ark. (2015),
yeni bulgularin hesperidinin antioksidan aktivitesinin sadece radikal siipiiriicii
aktivitesiyle sinirli kalmayip, ERK/Nrf2 sinyal yolu ile antioksidan hiicresel savunmalari
da arttirdifim1 ortaya koydugunu ve enflamasyonun ise, farkli sinyal yollarmin
aktivasyonu yoluyla cesitli proenflamatuar mediyatorlerin veya sitokinlerin agiri
iiretimini iceren karmasik bir biyolojik siire¢ oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda,
hesperidinin oksidatif stres indeksi lizerine etkileri zaman bagimli olarak degisiklik
gostermistir. Deneyin birinci giiniinde hesperidinin total antioksidan kapasiteyi (TAS),
sham grubu ile karsilagtirildiginda hem 6n kosullamada (Grup 5) (p<0.01) hem de tedavi
(Grup 7) (p<0.01) grubunda anlamli diizeyde arttirdigi bulunmustur. Bununla birlikte, 1
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haftalik uygulanimi, TAS seviyelerinde ne 6n kosullamada (Grup 6) ne de tedavi (Grup
8) grubunda olumlu etkiler gostermemistir. Buna karsin hesperidinin oksidan kapasiteyi
1. giinde 6n kosullama ile geriletirken, 1 haftalik periyotda 6n kosullama (0.572+0.04,
p<0.01) ve tedavi (0.663+0.05) gruplarinda TAS diizeylerini azalttigi igin total
antioksidan statiiyl etkilemedigi tespit edilmistir. TOS diizeyi, 1. giinde kontrol grubuna
(7,26+0,26) gore sham grubunda (7,70+£0,50) artmistir (p>0.05). Buna Kkarsin
hesperidinin 6n kosullu uygulanmasi TOS diizeyini diistirmiistiir (7.50£0.56). Yine
tedavi grubunda 1 giinliik hesperidin uygulanimi TOS diizeyini istatistiki olarak anlamli
olmasa da oOnemli diizeyde arttirmistir (8,20+0,55, p>0.05, Cizelge 4. 3. 2).
Calismamizin 7. giiniinde ise TOS diizeyi kontrol grubuna (6,83+0,64) gére sham
grubunda (6,76+0,15) anlamli olmayan diizeyde azalmistir. Ancak hesperidin 7 gilinliik
kullaniminin 6n kosullama (Grup 6) (7,24+0,50) grubunda oksidan kapasiteyi azaltmada
yetersiz kalmasina ragmen tedavi grubunda (Grup 8) TOS seviyeleri azalmistir
(6,57+0,80, p>0.05).

Kumar ve ark. (2013), IL-1B ve TNF-a gibi sitokinlerin, kaspaz da dahil olmak
lizere bircok apoptoz diizenleyici genin aktivasyonunda yer aldigini bildirmislerdir.
Selmi ve ark., (2017), in vivo alkol uyarimli oksidatif stres ve peptik iilser modelinde,
hesperidinin 50 mg/kg/giin uygulanimi sonucu, alkol wuyarimli artan TNF-a
ekspresyonlarini ise hesperidinin anlamli derecede baskiladigini rapor etmislerdir. Cheng
ve ark. (2017), yaptiklart LPS uyarimli in vitro makrofaj caligmasinda, sitrus
flavonoidlerinin tiimor nekrozis faktsr alpha (TNF-alfa), interleukin-1 beta (IL-1p) ve
IL-6 diizeylerini azaltarak anti inflamatuar etki gdsterdigini rapor etmislerdir. Carballo-
Villalobos ve ark. (2017), yaptiklar1 in vivo calismada, hesperidinin (100 mg / Kkg)
antihiperallere kars1 yanit1 esas olarak omuriligin birka¢ boliimiinde sitokinlerin (TNF-
alfa ve IL-1B) varligi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Rotimi ve ark. (2016),
yaptiklar1 endotoksin uyarimli in vivo inflamasyon calismasinda 15 giin hesperidinin
uygulanimi sonrast doz bagimli olarak (50, 100 ve 200 mg/kg) interlokin 1, interlokin 1
resepto, interlokin 6 ve timor nekrozis faktor-a (TNF-a) gen ekspresyonlarini anlaml
olarak baskiladigini rapor etmislerdir. Yine ayn1 ¢calismada hesperidinin glutatyon hiicre
i¢i diizeyini ve glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ile glutatyon-S-transferaz enzim
aktivitelerini arttirarak antioksidan 6zellik gosterdigini bildirmislerdir. Martinez ve ark.

(2016), yaptiklar1 UV-B irradyasyon uyarimli inflamasyon modelinde, hesperidinin metil
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kalkon derivatinin, GSH miktarinin azalmasmi o6nledigi ve TNF-a ve IL-1B gen
ekspresyonlarint baskiladigini rapor etmislerdir. Li ve ark. (2016), in vitro UV
(ultraviole) uyarimli deri oksidatif stress ve yangi modelinde, hesperidinin TNF-alfa ve
IL-1B gen ekspresyon diizeyini ve hiicre igi protein diizeyini de azaltarak yangiyi
onledigini rapor etmislerdir. Ansar ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢inko oksit nanopartikiilii
uyarmli nérotoksititede hesperidinin TNF-a ve IL-1B gen ekspresyonunu baskilayarak
yangi Onleyici etkilerinin oldugunu rapor etmislerdir. Raza ve ark. (2011) ratlarda orta
serebral arterde 2 saat okliizyon ve 22 saat reperfiizyon ile fokal serebral iskemi
olusturmus ve reperfiizyon siiresinin bitiminde ndrolojik durumlar1 degerlendirildikten
sonra sakrifiye edilmistir. iskemi 6ncesi 15 giin boyunca giinde bir kez hesperidin (50
mg/kg PO) igirilmistir. MCAO (orta serebral arter okliizyonu) grubunda antioksidan
enzimler olan, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) aktivitelerinin 6nemli dlglide azaldigy,
hesperidin ile 6n kosullama yapilan MCAO grubunda ise belirgin sekilde korundugu
goriilmiistiir. HesperidintMCAO grubunda, TNF-o ve IL-1B gibi inflamatuar
mediatorler, MCAO grubu ile karsilastirildiginda belirgin olarak azaldigi goriilmiistiir.
Calismamizda sham grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n kosullama ve
tedavi grubunda IL-1B diizeyini diisiirerek yangiyr azalttigi ve terapotik etkinlik
gosterdigi bulunmustur (p<0.01). 7. giinde ise hem o6n kosullama hem de tedavi
grubunda IL-1B diizeylerini istatistiki olarak ©nemli diizeyde etkilemedigi tespit
edilmistir (p>0.05). Sham grubu ile karsilagtirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n
kosullama ve tedavi grubunda TNF-a diizeyini diisiirerek yangiyr azalttigi ve terapotik
etkinlik gosterdigi bulunmustur. Ancak hesperidin kullaniminin 7. giinde hem 6n
kosullama (366.3+15.5) hem de tedavi grubunda (482.5+35.0, p<0.01) etkisiz kaldig
tespit edilmistir (Cizelge 4. 3. 1). Arastirmada hesperidinin proinflamatuar sitokinler
tizerine etkileri zaman bagiml olarak degisiklik gdstermistir. Deneyin birinci giiniinde
hesperidinin yangi giderici etkileri bulunmusken, bir haftanin sonunda bu etkilerin

kalmadigi tespit edilmistir.

Doku onarimi, sagkalim ic¢in ¢ok Onemli ve olduk¢a korunmus evrimsel
mekanizmalardan biri oldugu i¢in, diger organlarda oldugu gibi omurilikte de benzer bir
yara onarimi siireci bulunur (Zhang ve ark. 1997). Sharif-Alhoseini ve ark. (2017),

caligmaya dahil ettikleri yapilan 2209 spinal kord travma modeli ¢alismasimnin
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%46.9’unda Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi kullanildigi1 ve Hematoksilen-Eozin
boyasiin iyi bilinen genel yapisal bir boyama yontemi oldugunu vurgulamislardir.
Calismamizda da dokularin boyanmasinda Hematoksilen-Eozin basarili bir sekilde

kullanilarak benzer kanaate varilmistir.

Sengul ve ark. (2013), yapmis olduklar1 bir spinal kord hasar modelinde fizyolojik
salin grubunda histopatolojik degerlendirmede hemoraji, ddem, néron dejenerasyonu ve
inflamatuar hiicrelerde belirgin bir artis gozlendigini bildirmislerdir. Calismamizda da
sham grubunda, gri cevherde belirgin laserasyon, yaygin hemoraji, yogun 6dem ve
noronlarda belirgin dejenerasyon (nissle kayiplari, kirmiz1 dejenerasyon) vardi. Beyaz
cevherde 6dem, yogun aksonal dejenerasyon ve sferiil yapilar1 mevcuttu (Sekil 4. 4. 3).
PMNL (Polimorf nétrofil 16kositleri) infiltrasyonu yer yer izlendi ve akut dénemde
gormemiz gereken bulgular ile uyumlu idi. Hesperidin bu bulgularin hepsinde iyilesme

sagladi.

Ahuja ve ark. (2017), primer spinal kord hasarimi takiben sekonder spinal kord
hasar1 basladigini, kan-omurilik bariyerinin bozulmasinin bir sonucu olarak yaralanma
alanina, makrofajlar, mikroglialar, T-hiicreleri ve nétrofiller gibi inflamatuar hiicrelerin
sizdigini bildirmislerdir. Kjell ve Olson (2016) ise spinal kord hasarindan sonraki ilk 3-6
saat yaralanma bolgesine notrofillerin sizdigini, yaralanma sonrasi 3. giin monositlerin
sizmaya basladigini ve muhtemelen apoptozis sebebiyle de bolgede artik nétrofillerin

goriilmeyecegini soylemislerdir.

Ahuja ve ark. (2017), travmadan sonraki 0-48 saat arasi siireyi akut yaralanma, 2-
14 giin arasi slireyi subakut yaralanma, 2 hafta-6 ay arasi siireyi intermediat yaralanma
ve 6 ay1 asan siireyi de kronik yaralanma olarak nitelendirmislerdir. Akut yaralanma
doneminde (0-48 saat), kanama, ddem ve proapoptotik faktérlerin (6rn., Sitokinler, K,
DNA, nekrotik doku, vb) devam eden hiicre Oliimiine katkida bulunacagini
bildirmiglerdir. Calismamizda akut yaralanma sonrasi kanama, 6dem, laserasyonlar,
noronal dejenerasyon belirlenirken subakut donemde ise yogun makrofaj infiltrasyonu ve

nekroz agirlikli alanlar goriildii.

Kjell ve Olson (2016), spinal kord hasarinin, kan-beyin bariyerini bozarak kanama

ve 0deme yol acacagini ve bunlarin kan dolasimini bozacagini ve hasar gormiis kan
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damarlart ile dura mater igindeki artan basing nedeniyle de iskemi olusacagini

sOylemislerdir. Calismamizda da uyumlu bulgular goriildii.

Lin ve ark. (2011), spinal kord hasarinin altta yatan patolojilerinde hipoksi, iskemi,
lipit peroksidasyonu, serbest radikal iiretimi, nétral proteaz aktivasyonu, prostaglandin
iiretimi ve programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz gibi ¢esitli molekiiler yollarin rol
oynayabilecegini belirtmislerdir. Omurilikte sekillenen primer hasarin hiicre zarlarini
bozdugunu, miyelin ve aksonlari tahrip ettigini ve mikro dolasimi bozarak yikici etki
yaratan sekonder hasari tetikledigini sdylemislerdir. Sekonder hasar kaskadlarinin ise,
lokal inflamasyon, serbest radikallerin iiretimi ve hiperoksidasyon da dahil aktif
biyolojik stirecler oldugu ve sonug olarak, hastalarin spinal kord hasarindan giinler veya
haftalar sonra sekillenen hasardan kurtulmus olsalar bile, bazi noéronlarin ve glial

hiicrelerin 61diigiinii vurgulamiglardir.

Oztanir ve ark. (2014) farelerde karotis arteri 15 dakika siireyle klempledikleri bir
iskemi-reperfiizyon (I/R) modelinde islem sonrast 10 giin boyunca hesperidin (100
mg/kg) uygulamislar ve hesperidin ile tedavi edilen grupta, I/R'nin oksidatif etkilerini
onemli Olgiide tersine ¢evirdigini Ve histopatolojik olarak norodejeneratif etkileri inhibe
ettigini bildirmislerdir. I/R grubunda, Sham (SH) grubuna gore kapsamli histolojik hasar
tespit edilmis olup, I/R grubunda, vaskiiler konjesyon, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
sitoplazmik biizligme ve genis koyu renkli piknotik noronal ¢ekirdeklerin varligina ek
olarak, serebral kortekste fokal iskemik alanlarin tespit edildigi bildirilmistir. I/R+HP
grubunda, bu histolojik degisikliklerin azaldigi ve histolojik goriiniimde bir iyilesme
gozlendigi goriiliip hesperidinin, iskemiye bagli histolojik degisikliklere kars1 6nemli bir

koruyucu etkiye sahip oldugu sdylenmistir.

Gaur ve Kumar (2010), ratlarda iki tarafli karotis damarinm1 30 dakika siireyle
klempleyip 24 saat reperfiizyon uyguladiklar bir iskemi/reperfiizyon (I/R) ¢aligmasinda,
yedi giin boyunca hesperidin (50 ve 100 mg/kg, PO) ile 6n tedavi yapmislar ve I/R hasar
grubu ile karsilastirdiklarinda bellegin geri gelmesinde anlamli bir iyilesme oldugunu
gostermislerdir. Ayn1 zamanda histopatolojik olarak da hesperidin ile tedavi edilen
grupta (100 mg/kg), gozle goriilebilir hiicre ¢ekirdegi ve siirekliligi olan hiicre zarlar ile
optimum boyutlu ve hasarsiz noronal hiicreler goézlemlemislerdir, bu dogrultuda da

hesperidinin serebral iskemi durumlarinda koruyucu etkisi oldugunu belirtmislerdir.
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Raza ve arkadaslar1 (2011) erkek wistar irki ratlarda orta serebral arterde bir
okliizyon-reperfiizyon ¢alismast yapmislar ve 15 giin boyunca giinde bir kez 50 mg/kg
dozunda hesperidin vererek enfarktiis boyutunu kiicliltmiis ve ndrolojik defisitleri
azaltigini1 gozlemlemislerdir. Kamisli ve ark. (2015) yapmis olduklar1 bir nérotoksisite
calismasinda ratlara tek doz sisplatin (CP) ve 14 giin boyunca da hesperidin vermisler
(swrastyla 7 mg/kg ve 50 mg/kg), sisplatinin lipit peroksidasyonunu onemli olgiide
indiikledigini ve beyin ile siyatik sinirde antioksidan savunma sisteminin giiciinii
zayiflattigim1  sOylemislerdir. Buna ragmen hesperidinin, bu etkileri Onledigi
gosterilmistir. Ayrica, sisplatin siyatik sinirde elektromiyografik (EMG) degisikliklerin
yant sira basta apoptoz olmak iizere histopatolojik hasara yol agmasma ragmen
hesperidin bu etkileri geri ¢evirdigini belirtmislerdir. Zhang ve ark. (1997), spinal kord
hasarlarinda akut inflamatuar yanitin, endotelyal hiicre hasarina ve vaskiiler biitiinliigiin
kaybina yol acan bir baslangi¢ reaksiyonu oldugunu ve ardindan nétrofil aktivitelerinin
baskin oldugu bir agama ile karakterize oldugunu bildirmisler ve ileriki donemde nekroz
ve kavitasyonlarin olustugunu sdylemislerdir. Norenberg ve ark. (2004) spinal kord
hasar1 sonrasi olusan kanamanin gri cevherde postkapiller veniillerin ve sulkal
arteriollerin yirtilmasi sonucu ortaya ¢iktigini spinal kordda hematom olusturabilecegini
soylemislerdir. Yine, Norenberg ve ark. (2004), progresif iskemik nekrozda, omurilik
lezyonlarinin giderek arttigin1 ve sivilagma nekrozuna maruz kaldigimi ve sonugta
omurilikte yavas yavas kavitasyonlarin olustugunu bildirmislerdir. Calismamizda da
buna uyumlu olarak akut donemde yaygin hemoraji ve nétrofil infiltrasyonu goriiliirken
progresif donemde kavitasyonlar ortaya ¢ikmistir. Bu histopatolojik reaksiyonun, rat,
yaban gelincigi, kedi, kopek ve maymun gibi bircok memeli tiirlinde ortaya ¢iktigini
sOylemisler, farelerde ve kis uykusundaki sincaplarinda ise, omurilik yaralanmasi sonrasi
iskemik nekroz ve kavitasyon gelismedigini sOylemislerdir. Mevcut calismada da
ratlarda subakut donemde kistik bosluklar mevcuttur. Norenberg ve ark. (2004) akut
yaralanmalardan sonra aksonal sislikler olan sferoid yapilarimin olustugunu
sOylemiglerdir. Caligmamizda da sham (Grup 3) grubunda beyaz cevherde 6demle
birlikte aksonal dejenerasyon ve sferiil yapilar1 mevcuttur (Sekil 4. 4. 3). Grup 5 6n
kosullama (1. giin) grubunda sham (Grup 3) grubuna gore laserasyon, kanama, 6dem,
nekroz, aksonal ve noronal dejenerasyon ile noétrofil 16kosit infiltrasyonun azaldigi

goriilirken Grup 6 on kosullama (7. giin) grubunda sham (Grup 4) grubu ile
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kiyaslandiginda kanama ve aksonal ve noronal dejenerasyon agisindan belirgin fark
bulunmadi. Ancak makrofaj infiltrasyonu, 6dem ve nekroz nispeten daha az olarak
belirlendi. Grup 7 tedavi (1.giin) grubunda Grup 3 sham grubuna goére kanama,
laserasyon, ddem, aksonal ve néronal dejenerasyon hafif daha azdi. Bununla beraber
Grup 8 tedavi (7. giin) grubu sham (Grup 4) grubu ile kiyaslandiginda kanama ve
aksonal ve noronal dejenerasyon agisindan belirgin fark izlenmezken, makrofaj
infiltrasyonu, ddem ve nekrozun daha az oldugu tespit edildi (Cizelge 4. 4. 1). Ozet
olarak hesperidin kullanimi histopatolojik olarak bakildiginda hemoraji, laserasyon,
aksonal ve noéronal dejenerasyon, nekroz, inflamatuar reaksiyon ve Odem gibi
parametrelerin hepsinde azalma saglayarak hem 6n kosullama gruplarinda hem de tedavi

gruplarinda terapétik etkinlik gdstermistir.

GFAP, omuriligin klasik histolojik gostergelerinden birisidir ve GFAP monoklonal
antikoru, normal ve reaktif astrositleri ve omuriligin retikiiler yapisini agik¢a gdsterebilir
(Liu ve ark. 2016). Omurilik yaralanmasi, mikrogliyalarin, makrofajlarin ve astrositlerin
aktivasyonu ile inflamatuar bir tepkiye yol agar. Mikroglia ve astrositler aktive olurlar,
cogalirlar ve spinal kord hasarindan sonra boyutlar1 artar. Artmig glial fibriler asidik
protein (GFAP) ekspresyonu reaktif astrositlerin ayirt edici bir ozelligidir ve bu
sitoskeletal protein, aksonal genislemeyi azaltan glial skarin {irettigi bariyer etkisine
katkida bulunur. Bu nedenle, astrositler reaktif astrogliozise ugrayarak noronlarin
rejenerasyonunu inhibe eden bir gliyal skar {retir. Astrositlerin ndronlarin
korunmasindaki rolli, 6nemli bir arastirma alani olmustur ve spinal kord hasari

tedavisinde potansiyel bir terapotik hedef olarak ortaya ¢ikmigtir (Lin ve ark. 2011).

En agir yaralanmalardan biri olan omurilik yaralanmasi, ndronlar, oligodendrositler
ve astrositler gibi bir¢ok tiirde hiicrenin 6liimiine neden olur. Astrositler, toplam glial
hiicre sayisinin % 50'sinden fazlasini iceren merkezi sinir sistemindeki en bol hiicre
tipidir. Astrosit proliferasyonuna astrositozis, astrosit hipertrofisine ise astrogliozis
denmektedir. Astrogliozis, CAMP, STAT3, NF-kB, Rho-kinaz, JINK ve mTOR gibi iyi
bilinen birgok yolla diizenlenir (Li ve ark. 2016).

Astrositler, merkezi sinir sisteminde en ¢ok sayida bulunan ve néronlara destek ve
besin saglayan glial hiicrelerdir. Omurilik yaralanmasi, astrositlerin aktivasyonu ile

karakterize, reaktif astrogliozise yol agan bir inflamatuvar yanit ile sonuclanir. Reaktif
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astrositler 2-3. haftada pik yaparlar. Reaktif astrogliyozis ise, glial skar olusturarak
aksonal rejenerasyonu ve fonksiyonel noronal iyilesmeyi azaltabilir. GFAP ekspresyonu,
norolojik hasardan sonra hipertrofi ve astrositlerin proliferasyonunu gosterir (Lin ve ark.
2011). Calismamizda kontrol gruplarinda GFAP ile reaktif astrositler izlenmedi (Sekil 4.
5.2.1veSekil 4.5.2.2).

Raza ve ark. (2011) ratlarda orta serebral arterde 2 saat okliizyon ve 22 saat
reperfiizyon ile fokal serebral iskemi olusturmuslar ve reperfiizyon siiresinin bitiminde
sakrifiye etmislerdir. Iskemi 6ncesi 15 giin boyunca giinde bir kez hesperidin (50 mg/kg
PO) verilmistir. Sekillenen astrosit upregiilasyonunun aktivasyonu, serebral iskemide
olusan noéronal hiicre oOliimiyle iligkilendirilmigtir. MCAO grubunun iskemik
hemisferinde GFAP ekspresyonunun belirgin olarak yiiksek (p<0.001) oldugu
bulunmustur. Hesperidin ile 6n kosullama yapilan grupta, MCAO grubu ile
karsilastirildiginda, GFAP ekspresyonunda gozle goriliir bir azalma (p<0.01) oldugu
gbzlenmistir. Calismamizda GFAP ekspresyonu spinal kord hasari sonrasi immun
boyama yapilarak arastirildi ve GFAP ile reaktif astrosit aktivasyonu gosterildi ve
hesperidinin astrogliozisi azalttigi belirlendi. Sham (Grup 3) grubunda orta derece
astrogliozis goriiliirken 6n kosullama (Grup 5) ve tedavi (Grup 7) gruplarinda ¢ogunlukla
hafif derecede astrogliozis goriildii. Ancak GFAP diizeyleri, sham (Grup 3) 1. giin ile
karsilastirildiginda 6n kosullama (Grup 5) ve tedavi (Grup 7) gruplarinda istatistiki
olarak onemli bir degisiklik gostermedi (p>0.05). Sham (Grup 4) grubunda yogun
astrogliozis izlenirken, on kosullama (Grup 6) ve tedavi (Grup 8) gruplarinda
astrogliozisin azaldigr saptandi. GFAP diizeyi, sham (Grup 4) 7. gin ile
karsilastirildiginda 6n kosullama (Grup 6) grubunda 6nemli diizeyde diisilk bulundu
(p<0.005) (Cizelge 4. 5. 2. 1). Boylelikle hesperidin tedavisi ile inflamatuar
reaksiyonlarin kontrol edilebilecegi, travma sonrasi ndronal doku onarimmina katkida
bulunabilecegi ve norolojik muayene bulgularina da dayanarak fonksiyonel iyilesme

saglayabilecegi soylenebilir.

Sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin, apoptozun efektor evresinde 6nemli rol
oynadigi, ozellikle de kaspaz-3’iin, sinirsel gelisim ve spinal hasarda 6nemli oldugu
gosterilmistir (Emery ve ark. 1999). Yilmaz ve ark. (2014), kaspazlarin apoptozu aktive

eden sinyaller tarafindan tetiklendigini ve omurilik hasarinda kaspaz aktivasyonunun
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asir1 derece ylikseldigini ve apoptozun en belirleyici molekiiler isaretleyicisi oldugunu

belirtmislerdir.

Oztanir ve ark. (2014), farelerde karotis arteri 15 dakika siireyle klempledikleri bir
iskemi-reperfiizyon (I/R) modelinde, kaspaz 3 i¢in pozitif boyanan hiicre sayisi, IR
grubunda belirgin olarak arttig1 gézlemlenmistir. Immiinhistokimyasal kaspaz 3 pozitif
boyanan hiicrelerin oran1 IR+hesperidin grubunda IR grubuna gore azaldigi, bu nedenle
de hesperidin tedavisinin, kaspaz 3 pozitif hiicrelerde IR ile indiiklenen artis1 onemli

Ol¢iide azalttigini soylemislerdir.

Roohbakhsh ve ark. (2014), insanlarda yaptiklar1 ¢alismalarinda bazi flavonoidlerin
eksik alinmasi sonucu Parkinson hastaligina yakalanma riskinin artabilecegini ve
Alzheimer hastali§i olan hastalarin dortte birinde de flavonoid eksikligi oldugu
bildirmislerdir. Mevcut c¢alismada spinal kord hasar1 modelinde ©6n kosullama
gruplarinda 7 gilin boyunca hesperidin uygulamasinin kaspaz 3 ile boyanan hiicrelerde
birim alanda apoptotik hiicre sayisindaki azalmalar ile GFAP ile daha az derecede
astrogliozis goriilmesi hesperidinin antiapoptotik koruyucu etkinligini gdstermektedir
(Cizelge 4. 5. 1. 1; Cizelge 4. 5. 2. 1). Roohbakhsh ve ark. (2014), hesperidinin,
noroprotektif etkisini esas olarak antioksidan ve antienflamatuar aktiviteleri iizerinden
sagladigini, bununla birlikte, kaspaz-3 aktivitesinin zayiflatilmasini, kalsiyum iyonu
reglilasyonunu, ndronal enerji metabolizmasinin iyilestirilmesini ve mitokondriyal
disfonksiyonun tersine c¢evrilmesini de noroprotektif etkilerine bagladigini bildirmeleri
mevcut ¢alismadaki 6n Kosullama 1. giindeki IL-1B daki énemli diizeydeki ve TNF-a

diizeylerindeki azalmalar ile TAS diizeyindeki artiglar ile uyumlu bulunmustur.

Kamisli ve ark. (2015) yapmis olduklar1 bir norotoksisite ¢alismasinda ratlara tek
doz sisplatin (CP) ve 14 giin boyunca da hesperidin vermisler (sirasiyla 7 mg/kg ve 50
mg/kg) ve immunohistokimyasal analizlerde beyinde sisplatin grubundaki kaspaz-3
pozitif hiicrelerin yiizdesinin diger gruplardan anlamli olarak daha yiiksek oldugunu ve
CP+HP grubunda ise kaspaz-3 boyali hiicrelerin yogunlugunun minimal oldugunu
vurgulamislardir. Siyatik sinir enine kesit olarak degerlendirildiginde de CP ve CP+HP
gruplarinda siyatik sinir dejenerasyonu (aksonal dejenerasyon ve demiyelinizasyon)
belirlenmis ve CP grubuyla karsilastirildiginda CP+HP gruplarinda dejenerasyonun

azaldigim gormiislerdir.
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Hwang ve Yen (2008), H.O: ile olusturduklar1 PC12 hiicrelerindeki in vitro
sitotoksite modelinde hesperidin, hesperetin ve neohesperidinin, kaspaz-3 aktivitesindeki

artis1 zayiflattigini ve noroprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir.

Ciftci ve ark. (2015), bir Citrus flavonoidi olan hesperidinin (HP), C57BL / J6 fare
modelinde deneysel otoimmiin ensefalomiyelitin  (EAE) iyilestirici etkilerini
arastirmiglardir. 40 fare tizerinde yapmis olduklart c¢alismada olusturduklar
ensefalomiyelit sonras1 7 giin 100 mg/kg/glin miktarinda hesperidin kullanmiglar ve
yedinci giin sonunda sakrifiye etmislerdir. Immiinhistokimyasal olarak EAE grubunda
kaspaz-3 benzeri immiinreaktivite sayisinin yiiksek oldugunu ancak, EAE+HP grubunda
kaspaz-3 benzeri immiinreaktivite hiicrelerinin  oraninin  minimal  oldugunu
bildirmislerdir. Diger taraftan histopatolojik degerlendirmede EAE grubunda diger
gruplarla karsilastirildiginda histolojik hasarin 6nemli 6lglide arttigini hesperidin verilen
grupta ise, histolojik ve immiinohistolojik hasarlarin skorlanmis degerler agisindan
anlamli olarak azalttigin1 belirtmislerdir. Tamilselvam ve ark. (2013) ise, hesperidinin,
Akt ve ERK1/2 gibi sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile apoptoz sinyal diizenleyici kinaz
1 (ASK1), BAD, kaspaz 3 ve 9 gibi proapoptotik proteinlerin salinmasinin 6nlenmesinde
rol oynayarak noroprotektif etki gosterdigini rapor etmislerdir. Caligmamizda, sham
(Grup 3) grubu ile karsilastirildiginda hesperidinin 1. giinde 6n kosullama (Grup 5) ve
tedavi (Grup 7) grubunda kaspaz 3 diizeyini azaltarak yangiyi azalttigi ve terapotik
etkinlik gosterdigi bulunmustur (p<0.001). 7. giinde ise, sham (Grup 4) grubu ile
karsilastirildiginda hesperidinin 6n kosullama (Grup 6) ve tedavi (Grup 8) grubunda
kaspaz 3 diizeyini azaltarak yangiy: azalttig1 ve terapdtik etkinlik gosterdigi bulunmustur
(p<0.001). Sonug olarak birinci ve yedinci giinde hesperidin apoptotik hiicre sayisinda
azalma saglayarak apoptozisi azalttig1 ve noroprotektif etki sagladigi s6ylenebilirken, 6n

kosullama ile tedavi gruplari arasinda belirgin fark olmadigi tespit edildi.
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6. SONUC

Bu calisma ile ratlarda deneysel spinal kord yaralanmasi sonucu sekillenen
sekonder hasarin Oniine gecilmesi veya minimuma indirilmesi amaglandi. Travma Oncesi
ve travma sonrasi kullanilan hesperidinin nérolojik, biyokimyasal, histopatolojik ve
immunohistokimyasal degerler {izerine etkileri arastirildi. Bu ¢alisma deneysel spinal kord
hasar1 sonrasi ortaya ¢ikan sekonder hasarda hesperidinin etkilerinin degerlendirildigi ilk

calisma olup varilan sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Modifiye Tarlov Skalasi, Egik zemin testi ve Parmak agma testi degerlerine bakilarak

hesperidinin 6zellikle de subakut déonemde klinik olarak bir iyilesme sagladigi sdylenebilir.

2. Hesperidinin akut dénemde, 6n kosullama ve tedavi grubunda IL-1B diizeyini diisiirerek
yangiy1 azalttifi ve terapotik etkinlik gdsterdigi sdylenebilir. Ancak subakut donemde

etkisiz kalmistir.

3. Hesperidinin akut donemde, on kosullama ve tedavi grubunda TNF-a diizeyini
diistirerek yangiy1 azalttigi ve terapotik etkinlik gosterdigi sdylenebilir. Ancak subakut
donemde etkisiz kalmstir.

4. Hesperidin 6n kosullanmasi akut donemde sham grubu ile karsilastirildiginda TAS

diizeyini arttirarak antioksidan etkinlik gostermistir.

5. Hesperidinin 6n kosullu uygulanmasi akut donemde TOS diizeyini diisiirerek oksidatif

stresi azalttigi gosterilmistir.

6. Histopatolojik olarak akut ve subakut donemde hemoraji, laserasyon, aksonal ve
noronal dejenerasyon, nekroz, inflamatuvar reaksiyon ve 6demi azaltarak terapdtik etkinlik

gosterdigi sdylenebilir.

7. Hesperidinin akut ve subakut donemde 6n kosullama ve tedavi gruplarinda apoptotik

hiicre sayisin1 azaltarak terapotik etkinlik gosterdigi soylenebilir.

8. Hesperidinin subakut déonemde 6n kosullama (Grup 6) grubunda astrogliozisi azaltarak

terapotik etkinlik gosterdigi sdylenebilir.
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Bu bilgiler 1s181nda sonug olarak;

1. Spinal kord yaralanmalarinda sekillenen sekonder hasarin etkilerini minimuma

indirmede bir flavonoid olan hesperidinin kullanimi 6nerilebilir.

2. Hesperidinin spinal kord travmalar1 sonrasinda olusan sekonder hasara karsi etkinligi ilk
defa bu calismada arastirilmis olmasi daha sonraki siireglerde yapilacak spinal kord
travmasi hasarina karsi hesperidin kullanilan c¢alismalara referans olma niteligi

tasimaktadir.

3. Daha sonraki hesperidin ile ilgili yapilacak g¢alismalarda spinal kord hasarlarinda
hesperidinin etkinliginin tam olarak ortaya konmasi i¢in farkli travma modelleri, farkli doz

kullanimlari ve uzun dénem takiplerin yapilmasinin da faydali olacagi diisiiniilmektedir.
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