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UZMANLIK TEZI

KONYA, 2023

Amag¢ : Bu projemizde antioksidan 6zelliklere sahip flavionid polifenolik bilesik
smifinin bir liyesi olan Myricetin’i travmatik spinal kord hasar1 olusturulan ratlara
uygulayarak Myricetin’in travma sonrasi spinal korddaki serbest radikallere bagli gelisen

sekonder hasara yonelik néroprotektif etkilerini degerlendirdik.

Yontem : 45 adet wistar albino cinsi rat her grupta 9 adet olmak iizere 5 gruba ayrilarak
randomize edildi. Travmatik spinal kord hasar1 titanyum c¢ubuklar vasitasi ile agirlik

diisiirme teknigi ile gerceklestirildi.

Grup-1 (sham) ratlara 1.glin laminektomi yapildi. 7.giin kan ve doku 6rnekleri alind1.

Grup-2 ratlara 1.glin laminektomi yapildi. 7 giin boyunca oral gavaj (OG) ile %0,9 luk
serum fizyolojik (SF) verildi. 7.giin kan ve doku 6rnekleri alindi.

Grup-3 ratlara 1.glin laminektomi yapildi. Titanyum c¢ubuklar ile spinal travma
olusturuldu. 7 giin boyunca oral gavaj (OG) ile %0,9 luk serum fizyolojik (SF) verildi. 7.glin
kan ve doku 6rnekleri alind1.

Grup-4 ratlara 1.giin laminektomi yapildi. Titanyum g¢ubuklar ile spinal travma
olusturuldu. 7 giin boyunca oral gavaj (OG) ile diisiikk doz myricetin (Smg/kg/giin) verildi.
7.glin kan ve doku ornekleri alindi.

Grup-5 ratlara 1.glin laminektomi yapildi. Titanyum cubuklar ile spinal travma
olusturuldu. 7 giin boyunca oral gavaj (OG) ile ylksek doz myricetin (25mg/kg/gun) verildi.

7.glin kan ve doku 6rnekleri alindi.



Deneyin 1. ve 7. giinlerinde ratlarmn motor muayeneleri i¢in Basso Beattie and
Bresnahan (BBB) ve Modifiye Tarlov Skalas1 testleri uygulandi. Ratlardan elde edilen
hasarli spinal kord dokusu ve kandan interlokin-1beta (IL-1b), interlokin-10 (IL-10), total
antioksidan status (TAS), total oksidatif status (TOS), malonildialdehit (MDA) seviyeleri
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile faktltemiz T1bbi Biyokimya A.D.
Aragtirma Laboratuvarinda calisilmistir. Fakiltemiz Histoloji ve Embriyoloji A.D.
laboratuarinda ratlardan elde edilen spinal kord Kkesitleri hematoksilen eozin (H-E) boyasi
kullanilarak histoloji laboratuarinda 1sik mikroskobu altinda incelenmistir. Apoptotik
hicreler TUNEL yontemi ile ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore)
kullanilarak etiketlenmistir. TUNEL pozitif hiicreler gri maddede 4 mikronluk kesitlerde 151k
mikroskobunda 20'lik objektifde sayilarak yiizdeleri almmustir. Histopatoloji skoru ve
TUNEL pozitif hiicre sayisi, TUKEY testi ile tek yonli varyans analizi (ANOVA)

kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir.

Bulgular : Myricetin, serum ve dokuda dozdan bagimsiz olarak 1L-10 seviyelerinde
artisa sebep oldu. Serum IL-1beta seviyelerinde ilag dozundan bagimsiz diisiis goriiliirken,
doku orneklerinde yiiksek doz ila¢ grubunda IL-1beta seviyesinde anlamli diisiis goriildii.
Myricetin’in uygulama dozu arttiginda daha belirgin antioksidan yanit olusturarak TOS
seviyesinde diislise, TAS seviyesinde yiikselise yol agtig1 tespit edildi. Yine Myricetin’in
uygulama dozu arttiginda oksidatif stresin giiclii belirteglerinden olan MDA seviyelerinde
anlamli gerilemeye neden oldugu goriildii. Histopatolojik incelemede Myricetin etkisi ile
TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve apoptotik indeksin anlamli olarak azaldigi tespit edildi.
Yiiksek doz ilag grubunda diger deney gruplarina gore en diisiik apoptotik indeks tespit
edildi. Klinik olarak Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) lokomotor derecelendirme 6lgegi ve
Modifiye Tarloc Skalasi, travma sonras1 Myricetin’in ndrolojik muayenede iyilesme

gosterdigi goriildii.

Sonug : Elde ettigimiz biyokimyasal veriler, histopatolojik degerlendirme ve norolojik
muayene sonuglarina gére Myricetin travma sonrasi goriilen sekonder spinal kord hasarinda
antiinflamatuar, antiapoptotik, antioksidan ve noroprotektif etki gdstermistir.

Anahtar kelimeler : Deneysel, myricetin, rat, spinal kord, travma



ABSTRACT

MYRICETIN IN EXPERIMENTAL ACUTE SPINAL CORD DAMAGE
EVALUATION OF NEUROPROTECTIVE EFFECTS
DR SERDAR KAPLAN
MASTER THESIS
KONYA, 2023

Objective : In this project, we aimed to identify a class of flavonoid polyphenolic
compounds with antioxidant properties. By applying Myricetin, which is a member of the
family, to rats with traumatic spinal cord injury. Myricetin has a secondary effect on free
radicals in the spinalcord after trauma. We evaluated its neuroprotective effects on injury.

Method: 45 Wistar albino rats were randomized into 5 groups, 9 in each group was
done. Traumatic spinal cord injury, weight reduction model with titanium rodscarried out.

Group-1 (sham), rats underwent laminectomy. 7th day spinal cord sample, blood and
tissue samples were taken.

Group-2, rats underwent laminectomy. 0.9% saline with oral gavage (OG) done. On the
7th day, spinal cord sample, blood and tissue samples were taken.

Group-3, rats underwent laminectomy. Spinal trauma was created with metal rods. With
OG 0.9% saline was applied. On the 7th day, spinal cord sample, blood and tissue samples
were taken.

Group-4, rats underwent laminectomy. Spinal trauma was created with metal rods. with
OG low dose myricetin (5mg/kg/day) was administered. 7th day spinal cord sample, blood
and tissue samples were taken.

Group-5 rats underwent laminectomy. Spinal trauma was created with metal rods. With
OG high dose myricetin (25mg/kg/day) was administered. 7th day spinal cord sample, blood

and tissue samples were taken.



Basso Beattie and Bresnahan (BBB) for motor examinations of the rats on the 1st and
7th days of the experiment and Modified Tarlov tests were applied. Interleukin-1beta (1L1b)
from damaged spinal cord tissue and blood obtained from rats,interleukin-10 (IL-10), total
antioxidant status (TAS), total oxidative status (TOS), malonyldialdehyde (MDA) levels
were determined by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) method our faculty
Medical Biochemistry A.D. Worked in the Research Laboratory. Our Faculty Histology and
Embryology A.D. spinal cord obtained from rats in the laboratorysections were examined in
the histology laboratory using hematoxylin-eosin stain (H-E) examined under the light
microscope. Apoptotic cells, ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit by TUNEL method
(Millipore). TUNEL positive cells are 4 microns in gray matter. The percentages were taken
by counting the sections with a 20 objective lens under the light microscope. Histopathology
score and TUNEL positive cell count, one-way variance with TUKEY test statistical analysis
was performed using ANOVA.

Results: Myricetin caused an increase in IL-10 levels in serum and tissue independent
of dose. While a decrease was observed in serum IL-1 beta levels independent of the drug
dose, a significant decrease was observed in IL-1beta levels in the high-dose drug group in
tissue samples. It was determined that when the application dose of myricetin increased, it
created a more pronounced antioxidant response, causing a decrease in TOS level and an
increase in TAS level. Again, when the application dose of Myricetin was increased, it was
observed that MDA levels, which are strong markers of oxidative stress, caused a significant
regression. In the histopathological examination, it was determined that TUNEL positive
cell count and apoptotic index were significantly reduced by the effect of Myricetin. The
lowest apoptotic index was determined in the high-dose drug group compared to the other
experimental groups. Clinically, Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) locomotor rating scale and
Modified Tarloc Scale, post-traumatic Myricetin showed improvement in neurological

examination.

Conclusion: In the light of the biochemical, histopathological and neurological
examination results we obtained, myricetin has shows anti-inflammatory, antioxidant,
antiapoptotic and neuroprotective activity on secondary spinal cord injury.

Keywords : Experimental, myricetin, rat, secondary injury, spinal cord, trauma
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TEZ METNI

1. GIRIS VE AMAC

Spinal kord omurga kanali iginde seyreden viicuttan gelen iletileri beyne beyinden gikan
iletileri vicuda ileten santral sinir siteminin (SSS) bir parcasidir. Omurga kemikleri ile
muhafaza halinde oldugu halde yiiksek enerjili travmalarda hasar prevalansi artmaktadir.

Posttravmatik spinal kord hasarinin mortalite ve morbiditesi yiiksektir. Giiniimiizde
travmatik spinal kord hasarmmn en 6nemli nedeni halen trafik kazalaridir. (Barbiellini
Amidei ve ark, 2022)

Posttravmatik primer spinal kord hasarmin cerrahi ve medikal yontemler ile bilinen bir
tedavisi yoktur. Lakin travmadan sonra ilk dakikalarda goriilmeyen ve ilerleyen zamanda
ortaya c¢ikan sekonder hasar, tedavi edilebilirse mortalite ve morbidite ciddi bir sekilde
azalmaktadir. Postravmatik sekonder spinal kord hasarinin patofizyolojisine baktigimizda,
antiinflamatuar, antioksidan, antiapoptotik ve noroprotektif etkinlik gdsteren Myricetin
molekiliine, kan-beyin bariyerini de gegmesi sebebi ile calismamizda yer verilmistir. (Song
Zhang ve ark)

Deneyimizde 5 grup halinde toplam 45 adet rat kullanildi. Grup-3, grup-4 ve grup-5 e
titanyum ¢ubuklar ile spinal hasar olusturuldu. Grup-4 ve grup-5 e oral gavaj ile yiksek ve
diistik doz Myricetin verildi. 7 gin sonra hasarli kord bolgesi biyokimya ve histoloji
laboratuarlarinda ¢aligilmak {izere ¢ikartildi. Deney sonrasi ratlar intrakardiyak kan alinarak
sakrifiye edildi. Alinan kan ve doku 6rneklerinde Myricetin’in antiinflamatuar, antioksidan,
antiapoptotik ve noroprotektif etkileri gozlemlendi.

Bu projenin amaci; Myricetin’in posttravmatik spinal kord hasar1 tizerindeki etkilerini

inceleyip bu hususta yapilacak sonraki bilimsel ¢aligmalara 11k tutmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Spinal Kord Hasarmmin Tarihgesi

Spinal kord hasar1 ile ilgili en eski yazili kaynaklar M.O. 3500-2000 yillarinda
Misirhilar’a dek uzanmaktadir. M.O. 460-375 yillar1 arasinda yasamus olan Hipporacrates,
spinal dislokasyonlarda rediiksiyon i¢in 6zel bir traksiyon masast kullanmistir. Eczaciligin
babasi1 olarak bilinen Galen, omuriligin anatomik fizyolojik fonksiyonlari iizerine deneyler
yapmis ve mikroskobik anatomi iizerine tanimlamalar yapmis, duramater ve piamateri tarif
etmistir. Ayrica kifoz, lordoz, skolyoz gibi tanimlamalar1 yine Galen yapmustr.
(Biiytikkinact ve ark.)

M.S. 625-690 yillar1 arasinda yasamis olan Paulus, spinal fraktiir sonrasi laminektomi
yaparak posterior dekompresyon saglayan ilk hekimdir. Ayrica rediiksiyon ve stabilizasyon
icin tasarladigi ortezler giiniimiizde kullanilanlara 6nciiliik etmistir. (Biiylikkinaci ve ark.)

Benedict Stilling ilk kez spinal kordu seri kesitler lizerinde 1842°de ¢calismistir. Marshal
Hail ilk kez spinal sok terimini 1850°de kullanmustir. (Koehler ve ark 1992)

Allen 1911° de laminektomi sonrasi spinal kordun iizerine agirhik diisiirme testini
tanimlamistir. Bu test deney hayvanlari {izerinde primer ve sekonder hasar iizerine calisma

yapilabilmesini saglamistir. (Ruifeng Yang ve ark)

2.2. Omuriligin Embriyolojisi

Sinir sisteminin tamami ektodermden kaynaklanir. Norllasyon, noral plagin noral tiipe
doniisme siirecidir ve 28. giin kaudal noroporun kapanmasi ile sonlanir. Notokord
olusturdugu nérostimiilanlar nedeni ile noral olugun ve sonrasinda néral tiipiin olusmasinda
onemlidir. Noral tiipiin genis olan kranial bolgesinden beyin kesecikleri dar olan kaudal
bolgesinden ise medulla spinalis gelisir. (Ozer ve ark 2016, Erzurumlu ve ark 2019)

[k somit ¢ifti, 20. giinde embriyonun servikal bdlgesinde olusur ve kraniokaudal yonde
ilerleyerek 5. haftanin sonuna kadar her giin 3 ¢ift olmak tizere 42 — 44 cift olusur. Medulla
spinalis 4. ¢ift somitin kaudalinde kalan ndral tiipten gelisir. 9. ve 10. haftalarda noral tiipiin
duvarlar1 kalinlasir ve genisligi kiiciilerek santral kanali olusturur.

6. ve 9. haftalarda ndroepitel hiicrelerin ¢ogalmasiyla medulla spinalis duvari kalinlasir,
tavan ve taban plaklar1 incelir. Kalinlasan duvarlarda iki tarafta sulcus limitans adi1 verilen
s1g longitudinal oluk olusur. Bu oluk dorsal kisimda alar plagi ventral kisimda bazal plag:

olusturur. (Ozer ve ark 2016, Erzurumlu ve ark 2019)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yang+R&cauthor_id=31680116

Meural plate eIk Mewural groove

Meural groove

Meural crest

Anterior neuropore

I . Meural tube
Surface ectoderm
’,/ / Notochord

>

|
L PPN

. Neurapore /
* Schwann cells
Cranial semsory

analion cells Posterior root Cells of suprarenal medulla
gand ganglion cells Automomic ganglion cells

Resim-1: Sinir Sistemi’nin embriyoloik kokeni
Noral plak, noral oluk ve noral tiip olusumu. Noral krest hiicreleri posterior root ganglion
hicrelerine, kraniyel sinirlerin duyu ganglionlarina, otonomik ganglionlara, nérilemmal
hiicrelerine (Schwann hiicrelerine), suprarenal medulla hiicrelerine ve melanositlere
farklilagir. (Necdet Ersoz, Ekim 2015, Gazi Uni. Tip Fak.)



Spinal gangliyonlar1 meydana getiren hiicreler T bi¢iminde unipolar ndronlar noral
krestten olusurlar. Noronlarin her iki uzantis1 aksonal 6zellik gdsterir fakat periferik uzantida
sinyal hiicre govdesine iletildigi i¢in dentrit olarak gérev yapmaktadir. Periferik uzantilar
spinal sinirlere dogru ilerleyerek duysal sonlanmalar yaparlar. Santral uzantilar ise spinal

sinirlerin dorsal koklerinden medulla spinalise girer.

2.3. Omuriligin Anatomik Yapisi

Omurilik, vertebral kemiklerin ortasinda bulunan canalis vertebralis igerisinde
yerlesmistir ve 1. ve 2. lomber vertebra (L1-L2) seviyesinde sonlanir. Medulla spinalisin
uzunlugu ortalama 43-45 cm, kutlesi 27-30 gr civarindadir. (Ersoy 1996, Erzurumlu 2019)

Omurilik, beyinde oldugu gibi en igte piamater sonra araknoidmater ve en dista
duramater ile sarilmistir. Ligamentum denticulatum’lar piamater ile duramater arasindaki
baglantilardir. Omuriligin alt ucuna conus medullaris denir. Bu seviyeden sonra cauda
equina lifleri devam ederek segmental olarak noral foramenlerden ¢ikar. (Erzurumlu ve ark
2019)

Omuriligin 6n yiiziinde fissura mediana anterior, arka yiiziinde sulcus medianus
posterior adinda iki oluk bulunur. On kokler anterolateralde bulunan sulcus lateralis
anteriordan, arka kokler posterolateralde bulunan sulcus lateralis posteriorda medulla
spinalise dahil olur. (Netter 2007)

Medulla spinaliste makroskopik olarak ayirt edilebililen gri ve beyaz cevher bulunur.
Gri cevherde noron gdévdeleri ve dentritler bulunur. Cornu anterius gri cevherde 6ne dogru
¢ikint1 yapan boynuzsu yapilardir. Cornu posterius ise arkaya ¢ikint1 yapan uzantilardir.

Gri cevherin ortasinda canalis centralis bulunur, epandim hiicreleri ile doselidir ve
burada beyin-omurilik sivis1 (BOS) bulunur.

Beyaz cevherde inen ve ¢ikan néron aksonlari, néroglialar ve vaskiiler yapilar bulunur.
Miyelin kilif agisindan oldukg¢a zengin oldugu icin beyaz renkli goriiliir. Beyaz cevherdeki
kisa yolaklar gri cevhere yakin seyrederken uzun yolaklar (traktus) gri cevhere uzak
seyreder. (Netter 2007)

Medulla spinalisin beslenmesi vertebral arterin dallari olan, anterior spinal arter (1adet),
posterior spinal arter (2 adet) ve radikiiler arterler ile saglanir. Anterior spinal arter, fissura
mediana anteriorda ilerleyerek cauda equina’ya kadar uzanir. Radikiiler arterlerin en bityigii

Adamkiewicz arteri (arteria radikileris magna) olup, T9-L2 vertebra segmentlerinde

medulla spinalisin 6n tarafini besler. (Zhang ve ark 1995)



Medulla spinalis venleri de arterlere paralellik gdsterir. Ust segmentlerin drenaj1 vena

jugularis interna ve vena cava superior’a olurken, alt segmentlerin drenaji1 vena cava inferior’

a olmaktadir. (Zhang ve ark 1995)
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Resim-2: Omuriligin Anatomisi (Gray's Atlas of Anatomy, 2nd Education)



2.4. Spinal Kord Hasarinda Etyoloji ve Epidemiyoloji

Barbiellini Amidei ve ark yaptiklar1 bir retrospektif ¢alismada gegtigimiz on yilda yas-
cinsiyete gore standardize edilmis spinal kord hasar1 insidans oranlarini 1.000.000 kisi bagina
26,5 vaka olarak (ortalama yas 59) tespit etmisler ve vakalarin ¢cogunun erkek (%68,3) oldugu
bildirilmistir. insidans dogrudan yasla iliskiliyken erkek/kadm orani ters orantiliydi. Spinal
kord hasar1 hastalarinin ¢ogunu servikal travmalar (%52,1) olustururken en sik goriilen
yaralanma nedeni trafik kazalar1 (%29,9) ve bunu is kazalari (%29,8) izlemistir. Oliim
oranlarmin servikal travmalar i¢in daha ylksek oldugu ve yasla birlikte arttig1 tespit edilmistir..
Bir aylik mortalite riski 75 yas iistli yas grubunda 55 yas alt1 ile karsilastirildiginda anlaml
derecede yuksek oldugu bildirilmistir. (Barbiellini Amidei ve ark, 2022)

Lezyonun seviyesi lezyonun komplet veya inkomplet olup olmadigi baslangigtaki
parezinin derecesi gibi faktorler prognoz acisindan oldukca 6nemlidir (Ditunno ve ark. 2002)

Spinal kord yaralanmasi tedavisindeki gelismelere ragmen genitoiiriner sistem, solunum
sistem komplikasyonlar1 ve dermatolojik hastaliklar1 (basing tiilserleri dahil) ile iliskili
durumlarda artan insidansla birlikte yeniden hastaneye yatis oranlar1 yliksek kalmaktadir. Akut
spinal kord yaralanmali hastalarin morbiditeyi ve yeniden hastaneye yatislar1 azaltmak i¢in

yakin takibe ihtiyaglar1 oldugu bildirilmistir. (Cardenas DD ve ark, 2004)

2.5. Spinal Kord Hasarinda Fizyopatoloji
2.5.1. Primer Hasar

Primer yaralanmada karakteristik 4 adet mekanizma vardir;

a) travma ve kalic1 kompresyon : i1k ve en yaygin mekanizmadir. Omurilige bask1 yapan
kemik fragmanlar, akut disk hernileri burst fraktirlerinde belirgindir.

b) gecici kompresyon : Travma zemininde eslik eden baska bir omurga hastaligi olan
hastalarda hiperekstansiyon yaralanmalarinda gozlenir.

c) distraksiyon : Spinal kordun vertikal dizlemde gerilmesidir. Bu da spinal kord
perflizyonunu ciddi anlamda bozmaktadir. Bu mekanizma kas sistemi ve ligamanlarin gevsek
oldugu pediatrik yas grubunda daha sik gorular.

d) transeksiyon/laserasyon : Travma ile olusan serbest kemik fragmanlar1 spinal kordda
laserasyona sebep olabilir. Lokal laserasyondan tam transeksiyona kadar tablo degisebilir.
(Randall ve ark 2001)



Mekanik etkenler ilk olarak gri cevhere zarar verir. Bunun nedeni yumusak kivamli ve
vaskiiler yapilarin fazlaligidir. Posttravmatik hemoraji erken donemde goriiliir. Perflizyonun
bozulmasi, hipoksi ve iskemiye yol acarak lokal enfarktiis ile sonuglanir. Ayrica hemorajiye
bagli 6dem sonrasi sinir iletisi bozulmaktadir. (Lapchak ve ark 2001)

2.5.2. Sekonder Hasar
Primer hasar mekanizmalarinin uzamasi halinde sekonder hasar mekanizmalar1 olusmaya

baglar.

2.5.2.1. Hemoraji, iskemi ve Reperfiizyon

Travma bolgesindeki mikrosirkiilasyonun bozulmasi ile hemorajik nekroz belirginlesmeye
baglar. Devaminda olusan iskemi ise Ozellikle kapiller ve veniillerdeki kan akimi azliginin
sonucu ortaya ¢ikar.

Olusan hipoperfiizyonun ardindan laktat gibi asidik metabolitlerin asir1 birikmesi ile
perivaskiiler pH azalir ve savunma mekanizmalarmin uyarilmasi ile asir1 perflizyon hali
gorulir. (Koyanagi ve ark 1993)

Reperflizyon asamasinda olusan serbest radikaller mevcut hasar1 daha da siddetlendirir.
Erken reperflizyon déneminde superoksit, hidroksil radikalleri, nikrik oksit gibi oksijen turevi
serbest radikaller en belirgin artis gosterenlerdir. Olusan oksidatif stres koruyucu hiicresel
antioksidan kapasiteyi astiginda, bu reaktif molekiiller proteinlerin, lipitlerin ve niikleik
asitlerin oksidasyonuna neden olur. Bu durum, serbest radikallerin gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenazi, Na-K ATPazi, mitokondrial enzimleri ve Na membran kanallarini inhibe etmesi
ile olusmaktadir. (Cuzzocrea ve ark 2001)

Total Oksidatif Status (TOS) : Serum veya plazmada bulunan farkli oksidan tiirlerinin
toplamidir. Erel Ozcan tarafindan gelistirilmis tam otomatik kalorimetril bir ydntemdir.
Numuneden bulunan oksidan bilesikler, ferr6z iyon-odianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Eklenen gliserol reaksiyon hizini yaklasik ti¢ katina ¢ikarir. Asidik ortamda xylenol
orange ile renkli bir kompleks olustururlar. Numunede bulunan oksidan bilesiklerin miktariyla

iliskili olan rengin siddeti pektrofotometrik olarak &lciilmektedir (Erel O. 2005)



Total Antioksidan Status (TAS): Erel O. tarafindan gelistirilmis tam otomatik bir yontem
olup giiglii serbest radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini dlger. Bu yontemde
Fe2+-O-dianisidin kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak OH
radikalini olusturur. Bu giiglii reaktif oksijen materyali diisiik pH'da renksiz o-dianisidin
molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini olusturur. Dianisidil
radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu artirir. Ancak 6rneklerdeki
antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu durdururlar. Bu
reaksiyon otomatik analizérde spektrofotometrik olarak 6lcilerek sonug verilmektedir. (Erel O.
2005)

Malonildialdehit (MDA) : MDA 6lgtimu lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi
icin en sik bagvurulan testtir. MDA OGlglimii en yaygin olarak tiyobarbitiirik asit (TBA)
yontemiyle yapilir. Serbest MDA'nin direkt tayini en giivenilir sekilde yliksek performans likit
kromatografisi (HPLC) yontemiyle yapilir. HPLC cok hassas ve hizli bir metottur ve az
numune gerektirir.

Interlokin-1beta (IL-1R) : IL-1, mononikleer fagositlerden salgilanan 2 temel
polipeptidden olusur.Bunlardan biri IL-1alfa digeri IL-1betadir. Dolasimdaki IL-1 aktivitesinin
cogu IL-1B’dwr. Disiik yogunlukta bolgesel inflamatuar olaylara aracilik eder. Endotel
hicrelerine etkiyle pihtilasmay: arttirir. Lokositlerin birbirlerine yapismasina aracihk eden
yuzey molekdllerinin ekspresyonunu arttirir. Mononikleer ve endotel hiicrelerine etki ederek
I6kositleri aktive eden kemokinlerin sentezine neden olur.

Interlokin-10 (IL-10) : CD4+ yardimet hiicrelerinin TH2 alt grubu tarafindan iiretilir. 1L-
10’un iki onemli etkisi vardir. Birincisi; makrofajlar tarafindan sitokinlerin (6rn: TNF, IL-1,
IL-12, kemokin) Gretimini engellemek ikincisi ise makrofajlarin T hiicresi aktivasyonundaki
islevlerini engellemektir. Bu ikinci etkiyi class 1l MHC molekillerinin ve bazi ko-
stimulatorlerin ekspresyonunu azaltarak yapar. Bu etkilerin sonucunda T hiicresi aracilig ile
gelisen immiin yanit inhibe edilir. Makrofajlar tizerine inhibitor etkilerine ek olarak IL-10’nun

B lenfositleri Gizerine uyarici etkileri vardir.

2.5.2.2. Norojenik Sok

Vazomotor ndron paralizisi vazodilatasyona neden olur ve bu durum perfiizyonu bozar.
Ayrica mikrodolagimdaki vazodilatasyon/vazokonstriiksiyon dengesinin bozulmas1 sonucu
vagal tonus artar ve bu da miyokard depresyonuna neden olur. Miyokard fonksiyon bozuklugu

perflizyonu daha da bozar. (Guha ve ark 1989)



2.5.2.3. Eksitotoksisite

SSS’in ana uyarict nérotransmitteri olan Glutamat hasardan sonra asir1 salinir. Bu durum
mikrosirkiilasyonu bozar ve serbest radikallerin olusumu artirir. Glutamat hiicre reseptori
aktivasyonu 6zellikle N-methyl-D-aspartate (NMDA) ve a-amino 3 hydroxy 5 methylisoxazole
4 propionate (AMPA) iskemik hasarda kritik rol oynar. (Koyanagi ve ark 1993, Von Euler
1997)

“Eksitotoksisite” terimi ilk kez Olney tarafindan kullanilmig ve glutamat reseptorlerinin
asir1 aktivasyonu ile ndronal hasari tanimlanmstir. (Olney 1994)

Glutamat reseptori aktivasyonu daha sonra sitotoksik 6dem ve hiicre i¢i asidoz olusumuna
neden olan hiicre i¢i sodyumun erken birikmesine neden olur. Na+ K+ ATP’azim inhibe olmasi
hiicre icinde sodyum ve su birikimini ve hiicre digina potasyum kaybin1 siddetlendirir.

Eksitotoksisite  (6zellikle NMDA  reseptdr tarafindan aracilikk edilir) lipid
peroksidasyonunun baslatilmasi, Na+ K+ ATP’az aktivitesinin inhibisyonu, membran sodyum
kanallarmin  etkisizlestirilmesi, mitokondriyal enzimlerinin dogrudan inhibisyonu,
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenazin etkisizlestirilmesi vasitasiyla noronal Oliime katkida

bulunan reaktif molekiillerin ortaya ¢ikmasina neden olur. (Beckman 1994)

2.5.2.4. immiin Aktivasyon Hasan

Spinal kord hasarmin ardindan glial hiicrelerin hiicresel kalintilar1 giderme esnasinda bazi
oksidatif ve lizozomal enzimleri aktive ettigi goriilmiistiir. Spinal kord hasar1 sonras1 2 fazl
lokosit yanit1 vardwr. ilk basta notrofil hakimiyeti goriilir. Daha sonra hasarli hiicrelerin
fagositozu icin makrofaj aktivasyonu gorulur (Schwab ve ark 1996).

Bahsi gecen 2 fazli yanitin primer hasardan sonraki 24 saat icinde basladig1 ve dejenere
aksonlarin demiyelinizasyonuna katki sagladigi diisiiniilmektedir (Rhoney ve ark 1996).
Immiinitede gorevli olan bu hiicrelerin hasarli dokuya alimi1 ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1) tarafindan yonetilir. ICAM-1, notrofillerin dokuya infiltrasyonunu indikler.

Spinal kord hasarindan sonra ICAM-1 e kars1 gelisen 6zel bir monoklonal antikorun
miyeloperoksidazi ciddi sekilde inhibe ettigi, 6demi azalttig1 ve spinal kan akimmi diizelttigi
goriilmiistiir (Hamada ve ark 1996). Ayrica IL-10 un TNF-alfa iiretimini azalttig1 ve monosit

gibi immiin hiicreleri inhibe ettigi goriilmiistiir (Brewer ve ark 1999).



2.5.2.5. Apoptozis

Son yillarda yapilan deneysel caligmalarda 6zellikle kaspaz aktivasyonu ile apoptozisin
sekonder spinal kord hasarinda ciddi rol oynadig1 gosterilmistir (Arnold ve ark 2000).

Spinal kord hasar1 sonrasi ndronlardaki apoptozis makrofajlarin aracilik ettigi ekstrinsik
(reseptdr bagimli) ve dogrudan kaspaz-3 proenzim aktivasyonu ile mitokondrial hasarm oldugu
intrinsik (reseptor bagimsiz) yolaklar ile olmaktadir. Ayrica bazi ¢aligmalarda kaspaz
inhibitorlerinin  apoptozisi engelleyerek sekonder hasarin progresyonunu engelledigi

gosterilmistir (Li M ve ark 2000). Ekstrinsik yolakta en gicli sinyali TNF-alfa Uretir.

Intrinsik yolak hiicre i¢i sinyaller tarafindan indiiklenir. Burada néron i¢inde biriken
yuksek Ca seviyesi mitokondrial hasara, sitokrom-c salinimma ve kaspaz-9 aktivasyonu ile

apoptozisin baslamasima neden olur (Eldadah ve ark 2000)

2.5.2.6. Kalsiyum Aracih Hasarlanma ve Sivi-Elektrolit Dengesizligi

Hicre ici yiksek Ca seviyesinin apoptozisi baslatmasinda bilinen en 6nemli mekanizma
mitokondrial hasar, sitokrom-c salinimi ve kaspaz-9 aktivasyonudur. Yukselen hicre ici Ca
calpain, fosfolipaz-Az2, siklooksijenaz ve lipooksijenazlar1 uyarir (Bracken ve ark 1997). Ayrica
artan calpain akson ve myelin kilifin 6nemli yapisal proteinlerinin yapisini bozar. Ca ile
aktivitesi artan lipaz, lipooksijenaz ve siklooksijenazlar (COX); arasidonik asidi tromboksana,
prostaglandine ve lokotriene doniistiiriir. Olusan bu bilesikler, trombosit agregasyonuna ve
vazokonstriiksiyona neden olarak hasar1 daha da artirir (Schwab ve ark 2000).

Spinal kord hasar1 sonrasi hiicre disinda artan K noronal iletimi bozar ve néronun asir1
depolarizasyonuna neden olur. Ayrica asir1 miktarda Mg hiicre disina ¢ikar ve hiicre i¢i Mg
seviyesinde ciddi azalma olur. Bu da glikoliz ve oksidatif fosforilasyonda goérevli ve Mg’ u

kofaktor olarak kullanan bir¢ok enzimin inhibe olmasi demektir (Rhoney ve ark 1996)
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2.6. Myricetin
2.6.1. Myricetin’in Molekiiler Yapisi

Resim-3 : Myricetin’ in molekiiler yapist (C15H100sg)

Myricetin, antioksidan 6zelligi olan dogal olarak olusan bir flavonoldiir. Orta derecede
membran gegirgenligi gosterir ve yliksek pH’ta hizla bozulur. Myricetin, yenilebilir bitkilerde
bulunan baslica flavonoidlerden biridir ve antikanserojenik ve antimutajenik islevsellige
sahiptir. iki benzen halkas1 A ve B’den olusur. B halkasi, niikleotit istifleme ile araya girer ve
bakteriyel DNA sentezini inhibe eder. Myricetin, diyabetik siganda tert-bitilhidroperoksit (t-
BHP) tarafindan iiretilen oksidatif strese karsi koruyucu islevi ortaya cikarir ve glutatyon
peroksidaz (GPx) ve ksantin oksidaz (XO) enzim aktivitesini gelistirir. Diisiikk yogunluklu
lipoproteinin glikasyonunu da azaltir (Yasaman T ve ark 2020).

Yaygm beslenme kaynaklar1 arasinda; sebzeler (domates dahil), meyveler (portakallar
dahil), findik, ¢ilek, ¢ay ve kirmizi sarap bulunur. Ayn1 zamanda bal, myricetin basta olmak
tizere bir flavonoid kaynagidir (Yasaman T ve ark 2020).

Myricetin yapisal olarak fisetin, luteolin ve quercetin’e benzer. Giinde bildirilen ortalama

myricetin alimi diyete bagli olarak degisir, ortalama 23 mg/giin olarak gosterilmistir.

11


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O8

Myricetin, dihidromyricetin ara {riinii araciligiyla ana bilesik taksifolinden iretilir.
Dihidromyricetin kismi bir GABA-A reseptor agonisti ve Alkol Kullanim Bozuklugunda
(AKB) tedavide kullanilmaktadir. Myricetin alternatif olarak dogrudan baska bir flavonol olan

kaempferolden dretilebilir.

2.6.2. Myricetin’ in Biyokaktivitesi

Direkt olarak peroksil ve hidroksil uzaklastirict etki ile iskemi reperfiizyon siresince
gelisen oksidatif stresi azaltmada aracilik edebilecekleri bildirilmistir (Huk | ve ark 1998).
Serbest radikal uzaklastirici (antioksidan), antitrombotik, antihipertansif, antialerjik,
antienflamatuar, antiapoptotik ve son zamanlarda da antikanserojen aktiviteleri gosterilmistir
(Yasaman T ve ark 2020).

Etki mekanizmasini daha ayrmntili bir sekilde ele alirsak ; OH, O2— ve H202 gibi ROS
(reactive oxygen species), hiicresel metabolizma surecleri (aerobik solunum) sirasinda tiretilir.
ROS lipidlere, DNA'ya ve proteinlere zarar verebilir. Bu tiir bir hasarin kademeli ancak
istikrarl bir sekilde artmasi, tromboz, diyabet, kalic1 iltihaplanma, kanser ve ateroskleroz dahil
olmak tiizere birgok hastalik ve durumun gelismesine yol acabilir. Myricetin dahil olmak lizere
flavonoidler, ROS'u temizleyebilir ve sonugta ROS iireten hiicre i¢i ge¢is metali iyonlarini
selatlayabilir. Myricetin ayrica diger antioksidanlarin etkilerini de arttirir. Myricetin, glutatyon
S-transferaz (GST) enzimini indiikleyebilir. GST'nin hiicreleri serbest radikallere karsi
koruyarak oksidatif strese karsi korudugu 6ne siiriilmiistiir. In vitro ¢alismalar, Myricetin'in
GST aktivitesini onemli Olglide arttirdigin1 gostermistir. ROS (reactive oxygen species)
olusumunu engelleyerek antioksidan etkilerini  gOsterebilir, ROS‘u direkt olarak
uzaklastirabilir, indirekt olarak hiicrelerin antioksidan enzimlerini arttrma ve lipofilik

antioksidanlar1 koruma yoluyla fonksiyon yapar (Yamazaki ve ark 2008).

Mpyricetin'in preklinik immiinomodiilator 6zellikleri artik giderek daha fazla taninmaktadir.
Myricetin'in ratlarda immobilize edilmis anti-CD3 ve anti-CD28 monoklonal antikorlara
baglanarak T-lenfosit stimiilasyonunu onleyebilecegi bildirilmistir.. Bu ¢aligmada agiklanan
Myricetin'in T hiicreleri lizerindeki inhibitor etkisinin hiicre dist H202 iiretimi araciligiyla
yaptigi bildirilmistir. (Li Y ve Ding Y, 2012)
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Myricetin'in noronlar1 oksidatif stresorlere karsi korumada etkili oldugu da gosterilmistir.
Aragtirmacilar oksidatif stresor olarak hidrojen peroksit (H202) ile tedavi edilen PC12
hiicrelerinin apoptoz nedeniyle hiicre 6limii yasadigimi gostermistir. Myricetin ile tedavi
edildiginde oksidatif olarak strese giren bu hucreler, istatistiksel olarak 6nemli dlciude artan
hiicre sagkalimi sergilemistir. Myricetin'in yalnizca oksijen radikali temizleme yeteneklerine
sahip olmadig1 ayni1 zamanda dogal spesifik hiicre hayatta kalma kapasitelerine de sahip oldugu
oOne sitiriilmiistiir. Oksijen radikali temizleme 6zelligiyle bilinen diger molekiiller (E vitamini ve
boldin), hiicre modellerini oksidatif strese ve nihai hiicre 6liimiine kars1 Myricetin ve diger
biyokimyasal olarak ilgili molekiiller kadar etkili bir sekilde koruyamadigi bildirimistir. (Dajas
F ve Rivera-Megret, 2003)

Myricetin'in anti-enflamatuar 6zelligi iltihaplanma sirasinda ortaya ¢ikan artmig sitokin
iiretimini engelleme kabiliyetinde yatmaktadir. Cesitli makrofaj hiicreleri ve insan sinoviyal
hiicreleri lizerinde yapilan testler, transkripsiyon faktorlerinin ve aracilarin asagi regiilasyonu
yoluyla interlékin-12 ve interlokin-1p gibi gesitli sitokin tiirlerinin inhibisyonunu gostermistir.
(Gupta SC, Tyagi AK ve ark. 2014)

Myricetin gibi polifenoller oksidatif stres kaynakli trombosit aktivasyonunu 6nleyebilir.
Peroksit radikallerini notralize ederek koruma saglamanin ve  tromboksan {iretimini
etkilemenin yani swra Myricetin gibi polifenoller diger trombosit aktivasyon yollarini

hedefleyerek fibrinojenin trombosit ylizey reseptorlerine baglanma yetenegini sinirlayabilir.

(Santhakumar AB, Bulmer AC, Singh I, 2013)

Myricetin'in moloney murin lésemi virtisti, Rauscher murin I6semi virlisi ve insan immiin
yetmezlik virist dahil olmak f{izere bir dizi virlise karsi antiviral aktivite gosterdigi
gorilmiistiir. Virislerin gogalmasina kars1 etkilerinin Myricetin'in ters transkriptazin diizgiin
calismasini engelleme yeteneginin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Myricetin, Rauscher
murin l6semi virlisiiniin ters transkriptazinin rekabetci bir inhibitorii ve insan immiin yetmezlik
viriisiine gore kismi bir rakip olarak tanimlandi. Gézlenen antiviral etkilere sahip Myricetin ve
diger flavonoidlerin yapisal analizi, inhibisyondan muhtemelen 3,4' serbest hidroksil

gruplarmin sorumlu oldugunu géstermektedir. (Ong KC, Khoo HE, 1997)
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3. GEREC VE YONTEM

Gergeklestirdigimiz bu proje, 13/04/2022 tarih ve 2022-017 karar numaralit Necmettin
Erbakan Universitesi Kontidam Deneysel Tip Uygulama ve Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onay1 ve 221518033 proje numarali Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’niin destegi alinip, Nisan 2023’te Necmettin Erbakan
Universitesi Koniidam Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde uygulanmistir.

Deneyde kullandigimiz 45 adet Wistar Albino cinsi disi rat ayn1 merkezden temin
edilmistir. Deney sonucu elde edilen kan ve spinal kord doku drnekleri Universitemiz Tibbi
Biyokimya A.D. laboratuvarinda calisilmistir. Yine elde edilen spinal kord Ornekleri
histopatolojik inceleme icin Universitemiz Histoloji ve Embriyoloji A.D. laboratuvarinda
incelenmistir.

45 adet, 200-300 mg agirliginda albino wistar cinsi disi rat randomize olarak her biri 9 rat

iceren 5 gruba ayrildi;

Grup-1 (n:9) Ratlara 1.ve 7. glinde Basso Beattie and Bresnahan(BBB) ve Modifiye Tarlov
testleri uygulandi. Ratlar intramuskiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile T5-12 arasi
sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltalt
gecilerek bilateral paraspinal adeleler laretalize edilip laminalar gosterildi. Bistiiri yardimiyla
T7-9 total laminektomi uygulandi. 7.glin T7-9 arasi spinal kord eksize edildikten sonra
intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alinan kan numunesi biyokimayasal
incelemede kullanildi. Cikarilan spinal kord horizontal olarak eksize edildi. Kordun bir yaris1
%10 luk formaldehid icine konularak histopatolojik incelemeye yollandi. Diger yarisi

biyokimyasal inceleme icin SF icinde -80 santigrad derecede sakland:.

Grup-2 (n:9) Ratlara 1. ve 7. giinde Basso Beattie and Bresnahan(BBB) ve Modifiye Tarlov
testleri uygulandi. Ratlar intramuskiiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile T5-12 aras1
sterilize edildi. 15 numara bisturi yardimiyla T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltalt1
gecilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar gosterildi. Bistiiri yardimiyla T7-
9 total laminektomi uygulandi. Rat halen anestezi altindayken supin pozisyona getirilerek oral
gavaj ile 0.5cc/kg/gun %0,9 luk SF uygulandi.
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7. giin sonunda ratlar intramusktler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edilerek T7-9 aras1 kord eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi.
Alman kan numunesi biyokimayasal incelemede kullanildi. Cikarilan spinal kord horizontal
olarak eksize edildi. Kordun bir yarisi %10 luk formaldehid igine konularak histopatolojik
incelemeye yollandi. Diger yaris1 biyokimyasal inceleme i¢in SF iginde -80 derecede saklandi.

Grup-3 (n:9) Ratlara 1. ve 7. glinde Basso Beattie and Bresnahan(BBB) ve Modifiye Tarlov
testleri uygulandi. Ratlar intramuskiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile T5-12 arasi
sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltalt1
gecilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar gosterildi. Bistiiri yardimiyla T7-
9 total laminektomi uygulandi. Ardindan yiiksekligi 5 cm ve ¢api 10 mm olan metal tip
yerlestirilerek tupun icinden agirlig1 5 g, cap1 9 mm olan titanyum ¢ubuk birakilarak spinal kord
travmasi olusturuldu. ipek siitiirler ile cilt kapatildi. Rat halen anestezi altindayken supin
pozisyona getirilerek oral gavaj ile 0.5cc/kg/glin %0,9 luk SF uygulandi. 7. giin sonunda ratlar
intramuskdiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize edildi. Hemen arkasindan ipek
stitiiler alinarak T7-9 arasi1 kord eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye
edildi. Alinan kan numunesi biyokimayasal incelemede kullanildi. Cikarilan hasarli spinal kord
horizontal olarak eksize edildi. Kordun bir yarisi %10 luk formaldehid i¢ine konularak
histopatolojik incelemeye yollandi. Diger yaris1 biyokimyasal inceleme i¢in SF i¢inde -80

derecede saklandi.

Grup-4 (n:9) Ratlara 1. ve 7. giinde Basso Beattie and Bresnahan(BBB) ve Modifiye Tarlov
testleri uygulandi. Ratlar intramuskiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile T5-12 aras1
sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltalt1
gecilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar gosterildi. Bistiiri yardimiyla T7-
9 total laminektomi uygulandi. Ardindan yiiksekligi 5 cm ve ¢apt 10 mm olan metal tiip
yerlestirilerek tupun i¢cinden agirlig1 5 g, ¢ap1 9 mm olan titanyum g¢ubuk birakilarak spinal kord
travmas1 olusturuldu. Ipek siitiirler ile cilt kapatildi. Rat halen anestezi altindayken supin
pozisyona getirildikten sonra oral gavaj ile 5mg/kg/giin  Myricetin 7gin boyunca

uygulandi(total doz 126mg).

15



7. giin sonunda ratlar intramuskuler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edildi. Hemen arkasindan ipek siitiiler alinarak T7-9 arasi kord eksize edildi ve intrakardiyak
kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alinan kan numunesi biyokimyasal incelemede kullanildi.
Cikarilan hasarli spinal kord horizontal olarak eksize edildi. Kordun bir yarist %10 luk
formaldehid icine konularak histopatolojik incelemeye yollandi. Diger yaris1 biyokimyasal
inceleme icin SF icinde -80 derecede sakland:.

Grup-5 (n:9) Ratlara 1. ve 7. giinde Basso Beattie and Bresnahan(BBB) ve Modifiye Tarlov
testleri uygulandi. Ratlar intramuskiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile T5-12 aras1
sterilize edildi. 15 numara bisturi yardimiyla T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltalti
gecilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar gosterildi. Bistiiri yardimiyla T7-
9 total laminektomi uygulandi. Ardindan yiiksekligi 5 cm ve ¢api 10 mm olan metal tip
yerlestirilerek tupun icinden agirlig1 5 g, cap1 9 mm olan titanyum ¢ubuk birakilarak spinal kord
travmasi olusturuldu. Ipek siitiirler ile cilt kapatildi. Rat halen anestezi altindayken supin
pozisyona getirildikten sonra oral gavaj ile 25mg/kg/gtin Myricetin 7giin boyunca uyguland:
(total doz 630mg). 7. giin sonunda ratlar intramuskuler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin
ile sedatize edildi. Hemen arkasindan ipek siitiiler alinarak T7-9 arasi kord eksize edildi ve
intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alman kan numunesi biyokimyasal
incelemede kullanildi. Cikarilan hasarl spinal kord horizontal olarak eksize edildi. Kordun bir
yarist %10 luk formaldehid i¢ine konularak histopatolojik incelemeye yollandi. Diger yarisi

biyokimyasal inceleme icin SF icinde -80 derecede saklandi.

Ratlardan elde edilen hasarli spinal kord dokusu ve kandan interlokin-1beta, interlokin-10,
TAS (total antioksidan status), TOS (total oksidatif stres), MDA (malonildialdehit) seviyeleri
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile Tibbi Biyokimya AD Arastirma
Laboratuvarinda c¢alisildi.

Fakiiltemiz Histoloji ve Embriyoloji A.D laboratuarinda ratlardan elde edilen spinal kord
kesitleri hematoksilen eozin boyasi kullanilarak histoloji laboratuarmnda 1s1k mikroskobu altinda
incelendi.

Spinal kordun tiim Orneklerinde, histopatolojik degisikliklerin siniflandirilmasinda 0 ve 3
arasinda degisen skorlama sistemi kullanildi. 6 farkli parametre (yangi, hemoraji, aksonal

sisme, konjesyon, ndron dejenerasyonu ve vakuol) degerlendirildi ve skorlandu.
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O=yok, I=hafif, 2=orta, 3=yaygin. Her omurilik i¢in histopatolojik puan, bu alt1
parametrenin puanlarinin ortalamasi alinarak hesaplandi. En yliksek puan her bir kesit i¢in 18
olacaktir. Apoptotik hiicreler, bir ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore)
kullanilarak etiketlendi. TUNEL pozitif hiicreler gri maddede 4 mikronluk kesitlerde 151k
mikroskobunda 20°1ik objektifde sayildi ve ylizdeleri alindi.

3.1. Basso Beattie and Bresnahan (BBB) Testi

Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) lokomotor derecelendirme &lgegi torakolomber spinal
kord hasarinin sigan modellerinde kullanilmak iizere gelistirilmis 21 puanlik bir 6lcektir. BBB,
klinik iyilesmenin iki 6nemli 6zelligi olan yaralanma siddetine ve/veya yaralanmadan sonraki
siireye dayali olarak iyilesme agamalarini ayirt eder. Yiiksek duyarliliga ve degerlendirme ici
giivenilirlige ve giiglii gegerlilige sahiptir. Spinal kord hasarindan sonra gdzlenen histopatolojik
degisikliklerle korele olan tek lokomotor skaladir. Ek olarak bu testteki son derece spesifik
operasyonel tanimlar puanlamanin 6znelligini azaltarak yonetim kolayligini ve degerler

arasida aslina uygunlugu artirir. (Rachel B.Song ve ark 2016)

Puan | Klinik Muayene

o

Gozlenebilir arka bacak (HL) hareketi yok

Genellikle kalga ve/veya diz olmak lzere bir veya iki eklemin hafif hareketi

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

Iki eklemin kapsamli hareketi

HL’nin Ug ekleminin de hafif hareketi

Iki eklemin hafif hareketi ve {i¢iincii eklemin genis hareketi

Iki eklemin genis hareketi ve iiciincii eklemin hafif hareketi

HL’nin ii¢ ekleminin tamaminin kapsamli hareketi

Agirlik destegi olmadan siipiirme veya agirlik destegi olmadan pencenin plantar yerlesimi

O| O N| o O | W N

Sadece durusta agirlik destegi ile patinin plantar yerlesimi (yani sabitken) veya ara sira, sik veya

tutarli agirlik destekli dorsal adimlama ve plantar adimlama yok

10 Ara sira agirlik destekli plantar adimlar, 6n ayak yok (FL)-HL koordinasyonu

11 Sik ve tutarh agirlik destekli plantar adimlar ve FL-HL koordinasyonu yok

12 Sik ila tutarli agirlik destekli plantar adimlar ve ara sira FL-HL koordinasyonu

13 Sik ila tutarli agirlik destekli plantar adimlar ve sik FL-HL koordinasyonu




14

Tutarli agirlik destekli plantar adimlar, tutarli FL-HL koordinasyonu; ve hareket sirasinda baskin
pence pozisyonu, hareket ettiginde (igten veya distan) dondiiriiliir. yiizeyle ilk temas ve durusun
sonunda kaldirilmadan hemen 6nce veya sik plantar adimlama, tutarli FL-HL koordinasyonu ve ara

sira dorsal adim atma

15

Tutarli plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu; ve 6n uzuv ilerlemesi sirasinda parmak

aciklig1 veya ara sira parmak agikligi yok; Baskin penge pozisyonu, ilk temasta viicuda paraleldir

16

Yiiriiyiis sirasinda tutarli plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu; ve ayak parmag: agikligi,
6n uzuv ilerlemesi sirasinda siklikla meydana gelir; Baskin penge konumu, ilk temasta paraleldir ve

kalkista dondiiriiliir

17

Yiiriiyiis sirasinda tutarli plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu; ve ayak parmagi agikligi,
6n uzuv ilerlemesi sirasinda siklikla meydana gelir; Baskin pencge pozisyonu ilk temasta paraleldir

ve kalkar

18

Yiiriiylis sirasinda tutarli plantar adim ve tutarhi FL-HL koordinasyonu; ve ayak parmagi agikligi,
ileri uzuv ilerlemesi sirasinda tutarh bir sekilde meydana gelir; Baskin pence konumu, ilk temasta

paraleldir ve kalkista dondiiriiliir

19

Yiiriiylis sirasinda tutarli plantar adim ve tutarlit FL-HL koordinasyonu; ve ayak parmagi agikligi,
ileri uzuv ilerlemesi sirasinda tutarl bir sekilde meydana gelir; baskin pence konumu, ilk temasta

paraleldir ve kalkar ve kuyruk kismen veya her zaman asagi

20

Tutarli plantar adim ve tutarli koordineli yiiriiyiis; tutarli ayak agikligi; baskin penge konumu, ilk

temasta paraleldir ve kalkar; kuyruk siirekli yukari ve gévde kararsizligi

21

Tutarli plantar adim ve koordineli yiiriiyiis, tutarli parmak agikligi, baskin penge pozisyon durus

boyunca paralel, tutarli gévde dengesi, kuyruk siirekli yukar1

Tablo-1: Basso Beattie and Bresnahan (BBB) Testi

(A Sensitive and Reliable Locomotor Rating Scale for Open Field Testing in Rats, d. michele basso,

michael s. beattie, and jacqueline c. bresnahan, 1995)

Her rat daha sonra puanlarma bagh olarak {i¢ kategoriden birine atanir:

Agir Omurilik Hasar (0 - 7 puan): Cok az arka bacak hareketi olan veya hi¢ olmayan

izole eklem hareketlerinden olusur

Orta Omurilik Hasan (8 - 13 puan): Koordine edilmemis adim araliklari

Hafif Omurilik Hasar (14 - 21 puan): On ve arka ayak koordinasyonu

Calismada elde edilen veriler bilgisayar ortaminda giincel SPSS (Statistical Package for

Social Sciences) 18.0 paket programi kullanilarak gruplar aras: farkliliklar tespit edildi.

18



3.2. Modifiye Tarlov Skalasi

Deney hayvanlarinin arka ekstremite motor muayenesi i¢cin deneysel c¢alismalarda sik

kullanilan 6 parametreli, gozleme dayal klinik bir testtir.

Puan

Klinik Muayene

0

spontan arka bacak hareketi yok.

eklemlerin hareketi algilanabilir.

aktif hareket, ancak yardimsiz arka bacak iizerine kalkamaz.

arka bacak iizerine kalkabiliyor ama ziplayamiyor.

zayif atlama.

b Wl N -

arka bacak fonksiyonlari tamamen normal.

Tablo-2: Modifiye Tarlov Skalast

3.3. Istatiksel analiz

Arastirma sonucu elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS (Statistical Package for

Social Sciences) 18.0 paket programu ile analiz edildi. Sayisal verilerin normal dagilima

uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Ikiden fazla grupta sayisal verilerin

dagilimi One-Way ANOV A testi ile degerlendirildi. ANOVA testi anlamli bulunan degiskenler

icin Tukey veya Tamhane Post Hoc analizi kullanildi. Sonuglar %95°lik giiven araliginda,

anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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Resim-5: T7 total laminektomi
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Resim-6: Titanyum gubuk kullanilarak spinal kord travmasi




Resim-7: Ipek siitiirler ile cildin kapatilmasi




4. BULGULAR

4.1. Serum Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

Grup Rat No IL-10 IL-1Beta TAS TOS MDA
1 1 15,11 2,98 1,93 7,46 3,39
1 2 13,46 2,94 2,21 6,69 3,64
1 3 16,06 3,39 2,02 6,53 3,27
1 4 17,32 3,05 1,57 9,52 3,19
1 5 15,59 3,21 1,57 7,89 4,65
1 6 15,41 3,49 2,11 9,38 3,86
1 7 19,25 4,12 1,97 7,92 4,58
1 8 16,35 3,87 1,67 8,23 4,19
1 9 16,83 3,09 1,84 6,61 3,87
2 1 10,92 4,48 1,58 10,69 3,32
2 2 12,05 4,02 1,66 9,62 4,11
2 3 12,43 3,92 1,13 8,97 3,69
2 4 13,98 5,72 1,26 11,3 3,45
2 5 12,99 4,74 1,23 12,88 4,34
2 6 14,83 5,63 1,13 10,55 4,95
2 7 13,56 4,76 1,26 7,52 4,05
2 8 10,55 3,97 1,23 8,42 2,88
2 9 10,55 3,76 1,17 8,31 3,24
3 1 15,4 571 1,06 12,7 5,38
3 2 15,18 5,13 1,14 11,43 5,71
3 3 14,21 4,79 1,23 12,01 4,17
3 4 12,32 6,03 1,07 13,07 4,52
3 5 16,32 6,88 0,99 15,33 3,78
3 6 17,18 5,63 0,94 11,57 3,95
3 7 11,67 4,01 0,99 11,43 53
3 8 13,02 4,52 1,04 12,29 3,95
3 9 12,75 4,44 0,99 11,02 5,09
4 1 17,39 2,69 1,48 8,38 4,61
4 2 19,57 3,67 1,56 12,22 4,02
4 3 21,12 4,26 1,63 10,14 4,04
4 4 22,75 4,53 1,27 12,03 3,63
4 5 19,88 3,31 1,27 10,16 4,22
4 6 18,33 3,58 1,61 8,48 4,48
4 7 17,39 3,01 1,59 8,03 3,27
4 8 18,33 3,13 1,49 9,92 3,54
4 9 19,26 4,25 1,29 8,91 2,97
5 1 20,83 2,88 1,95 7,73 2,93
5 2 23,04 3,71 2,05 9,69 3,93
5 3 24,36 4,27 141 7,03 2,93
5 4 23,34 3,74 1,56 9,42 3,77
5 5 22,89 3,76 1,52 7,03 4,35
5 6 22,24 2,87 1,45 9,05 3,83
5 7 18,01 2,68 1,63 10,43 3,82
5 8 21,45 2,88 1,76 9,13 3,05
5 9 22,6 2,98 1,89 7,03 2,72

Tablo-3: Serum Biyokimya Verileri
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4.1.1 Serum IL-10 Duzeyleri
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Grafik-1: Serum biyokimya verilerinde grup ici IL-70 degerlerinin dagilimi

Gruplarm IL-10 diizeyleri 5 grupta da birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkl
bulundu. Grup-5’teki ratlarin IL-10 diizeyi diger gruptakilere gore istatistiksel olarak anlamli
yuksek, Grup-2’deki ratlarin ise IL-10 diizeyin diger gruplardaki ratlara gore istatistiksel olarak
anlaml diisiik oldugu saptandi (p<0,05)

Tablo-4: Gruplarin IL-10 Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) P
Arit.Ort.+SS  Arit.Ort.2SS  Arit.Ort.2SS  Arit.Ort.2SS  Arit.Ort.£SS  degeri
16,12+£1,71*  12,42+1,55* 14,22+1,91* 19,33%£1,76* 22,08%+1,84* <0,05
*: Farkin kaynaklandigi gruba isaret etmektedir.
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4.1.2 Serum IL-1Beta Duzeyleri

6.00

5.00=
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Grafik-2: Serum biyokimya verilerinde grup ici IL-1Beta degerlerinin dagilimi
Grup-2’deki ratlarin IL-1p diizeyinin Grup-1, Grup-4 ve Grup-5’teki ratlardan istatistiksel

olarak anlamli yliksek oldugu, Grup-3’teki ratlarin IL- 1 diizeyinin Grup-2 ve diger gruplardaki
ratlarm IL-1p diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu saptandi. (p<0,05)

Tablo-5: Gruplarin IL- 15 Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) P
Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.+SS  Arit.ort.£SS  degeri

3,28+0,38 4,55+0,72*  5,23+0,90* 3,60+0,63 3,30+0,56  <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.1.3 Serum TAS Duzeyleri
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Grafik-3: Serum biyokimya verilerinde grup ici TAS degerlerinin dagilimi

TAS duzeyinin Grup-1 ve Grup-5’teki ratlarda diger gruplardaki ratlara gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek saptandi. (p<0,05)

Tablo-6. Gruplarin TAS Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) P
Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.+SS  Arit.ort.£SS  degeri

1,90+0,23* 1,29+0,19 1,05+0,08 1,46+0,15 1,69+0,23* <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.1.4 Serum TOS Duzeyleri
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Grafik-4.: Serum biyokimya verilerinde grup ici TAS degerlerinin dagilimi

TOS dizeyleri Grup-1’deki ratlarda diger gruplara gére anlamli diisiik, Grup-3’teki
ratlarda ise istatistiksel olarak anlamli yiiksek tespit edildi. (p<0,05)

Tablo-7: Gruplarin TOS Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) P
Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.+SS  Arit.ort.£SS  degeri

7,75+1,18* 9,80+1,70  12,31+1,30*  9,80+1,53 8,50+1,31  <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.1.5 Serum MDA Duzeyleri

550

5.007

4.507]

MDA
I
|
I
I
|
I

4.007]

3.50 q

3.005

T T T
grup 1 grup 2 grup 3 grup 4 grup 5

Grafik-5: Serum biyokimya verilerinde grup ici MDA degerlerinin dagilimi

MDA duzeyi Grup-5’teki ratlarda diger gruplardaki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli
diistik saptand1. (p<0,05)

Tablo-8: Gruplarin MDA Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) P
Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.£SS  Arit.ort.+SS  Arit.ort.£SS  degeri

3,80+0,55 3,78+0,64 4,65%0,72 3,86+0,55 3,48+0,57* <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.1.6 Serum Biyokimyasal Verilerin Analizi

Aragtirma sonucu elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 18.0 paket programi ile analiz edildi. Sayisal verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. ikiden fazla grupta sayisal verilerin
dagilim1 One-Way ANOVA testi ile degerlendirildi. ANOVA testi anlamli bulunan degiskenler
icin Tukey veya Tamhane Post Hoc analizi kullanildi. Sonuglar %95°lik giiven araliginda,
anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi

Calismada toplam 45 tane wistar albino cinsi rat kullanildi. Calismaya dahil edilen 45 rat
5 gruba ayrildi. Gruplarin IL-10 diizeyleri 5 grupta da birbirinden istatistiksel olarak anlamli
farkli bulundu. Grup-5’teki ratlarin IL-10 diizeyi diger gruptakilere gore istatistiksel olarak
anlamli yiiksek, Grup-2’deki ratlarm ise IL-10 diizeyin diger gruplardaki ratlara gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu saptandi (p<0,05). Grup-2’deki ratlarin IL-1B
dizeyinin Grup-1, Grup-4 ve Grup-5’teki ratlardan istatistiksel olarak anlaml1 yiiksek oldugu,
Grup-3’teki ratlarin IL-1B diizeyinin Grup-2 ve diger gruplardaki ratlarin IL-1f diizeyine gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu bulundu (p<0,05). TAS diizeyin Grup-1 ve Grup-
5’teki ratlarda diger gruplardaki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli yiliksek saptandi
(p<0,05). TOS diizeyleri Grup-1’deki ratlarda diger gruplara gore anlamh diisiik, Grup 3’teki
ratlarda ise istatistiksel olarak anlamli yiiksek tespit edildi (p<0,05). MDA diizeyi Grup 5’teki
ratlarda diger gruplardaki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik saptandi (p<0,05)
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4.2. Doku Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

Grup Rat No IL-10 IL-1Beta TAS TOS MDA
1 1 2,08 1,94 1,74 16,63 5,45
1 2 2,01 1,96 1,81 17,10 6,03
1 3 2,08 1,75 1,74 15,54 6,08
1 4 1,86 2,03 1,86 18,03 5,24
1 5 2,01 1,82 1,68 16,16 5,98
1 6 1,93 2,03 1,74 18,03 5,66
1 7 2,01 1,89 161 16,78 5,87
1 8 2,12 191 1,72 16,52 5,23
1 9 2,15 2,05 161 16,21 5,24
2 1 1,69 3,12 1,15 22,57 7,46
2 2 1,57 3,25 1,20 25,28 7,74
2 3 1,63 2,99 1,24 24,38 7,46
2 4 1,67 3,12 1,10 26,18 6,91
2 5 1,63 3,25 1,14 22,57 7,18
2 6 1,51 3,38 1,19 24,38 7,46
2 7 1,46 3,51 1,06 23,47 6,91
2 8 1,57 3,12 1,23 23,54 8,01
2 9 1,63 3,12 1,20 23,47 7,46
3 1 1,74 3,40 0,98 29,56 7,81
3 2 1,61 3,93 0,98 29,69 8,02
3 3 1,67 3,70 1,09 27,92 7,81
3 4 1,74 3,84 1,02 29,02 7,25
3 5 1,61 3,55 1,06 26,81 6,97
3 6 1,74 3,81 1,02 28,79 7,25
3 7 1,71 3,64 0,93 22,26 5,79
3 8 1,56 3,39 0,86 27,51 6,04
3 9 1,75 3,44 0,96 25,63 7,46
4 1 1,80 2,19 1,22 20,28 6,45
4 2 2,30 2,64 1,30 20,90 7,50
4 3 2,14 2,97 1,30 23,49 7,50
4 4 2,22 2,53 1,35 20,04 6,73
4 5 1,98 2,75 1,20 21,77 6,99
4 6 1,98 2,75 1,20 21,77 7,57
4 7 2,06 2,76 1,25 22,63 6,99
4 8 2,30 2,53 1,40 20,04 7,24
4 9 2,14 2,83 1,30 22,45 6,73
5 1 2,39 2,15 1,52 18,59 6,12
5 2 2,41 2,23 1,46 19,31 6,35
5 3 2,08 2,15 1,57 17,88 5,67
5 4 2,37 2,23 1,58 20,18 6,12
5 5 2,24 2,31 1,65 20,95 5,90
5 6 2,33 2,15 1,52 21,72 6,12
5 7 2,08 2,23 1,46 19,41 6,58
5 8 2,41 2,24 1,68 20,02 5,90
5 9 2,24 2,33 1,58 17,88 6,58

Tablo-9: Doku Biyokimya Verileri



4.2.1 Doku IL-10 Duzeyleri
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Grafik-6: Doku biyokimya verilerinde grup ici IL-10 degerlerinin dagilimi

Doku IL-10 duzeyi Grup-1 ve Grup-4’teki ratlarda Grup-2 ve Grup-3’teki ratlara gore

istatistiksel olarak anlamli yliksek, Grup-5’teki ratlara gore ise istatistiksel olarak anlamli diisiik

saptand1. (p<0,05)

Tablo-10: Gruplarin IL-10 Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(n=8) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) p
Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS
2,01+0,09* 1,59+0,07 1,68+0,07 2,10+0,16* 2,28+0,13 <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.2.2 Doku IL-1Beta Duzeyleri
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Grafik-7: Doku biyokimya verilerinde grup ici IL-1beta degerlerinin dagilimi

Doku IL-1p diizeyleri tiim gruplarda birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkl tespit

edildi. (p<0,05)

Tablo-11: Gruplarin IL-1beta Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(n=8) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) p
Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS Arit.ort. =SS Arit.ort. =SS Arit.ort.£SS
1,93+0,10* 3,20+0,15* 3,63+0,20* 2,66+0,22* 2,22+0,06* <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.2.3 Doku TAS Duzeyleri
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Grafik-8: Doku biyokimya verilerinde grup ici TAS degerlerinin dagilimi

Doku TAS diizeyleri tiim gruplarda birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkli tespit

edildi. (p<0,05)

Tablo-12: Gruplarin TAS Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(n=8) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) p
Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS Arit.ort. =SS Arit.ort. =SS Arit.ort.£SS
1,72+0,08* 1,16+0,06* 0,98+0,06* 1,28+0,06* 1,55+0,07* <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.2.4 Doku TOS Duzeyleri
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Grafik-9: Doku biyokimya verilerinde grup ici TOS degerlerinin dagilimi

Doku TOS dizeyleri Grup-4 ve Grup-5’teki ratlarda Grup-2 ve Grup-3’teki ratlara gore

istatistiksel olarak anlamli diisiik, Grup-1’deki ratlara gore ise istatistiksel olarak anlamli

yuksek saptandi. (p<0,05)

Tablo-13: Gruplarin TOS Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(n=8) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) p
Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS Arit.ort. =SS Arit.ort. =SS Arit.ort.£SS
16,81+0,88* 23,98+1,20* 27,46%2,36* 21,48+1,24 19,54+1,31 <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.2.5 Doku MDA Duzeyleri
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Grafik-10: Doku biyokimya verilerinde grup ici MDA degerlerinin dagilimi

Grup-1 ve Grup-5’teki ratlarin MDA diizeyleri Grup-2, Grup-3 ve Grup-4’teki ratlara gore

istatistiksel olarak anlamli diistiik bulundu. (p<0,05)

Tablo-14: Gruplarin MDA Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

(n=8) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) p
Arit.ort.£SS Arit.ort.£SS Arit.ort. =SS Arit.ort. =SS Arit.ort.£SS
5,69+0,34* 7,3940,35 7,15+0,77 7,07+0,39 6,14+0,30* <0,05

*: Farkin kaynaklandig1 gruba isaret etmektedir.
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4.2.6 Doku Biyokimyasal Verilerin Analizi

Aragtirma sonucu elde edilen veriler bilgisayar ortaminda SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) 18.0 paket programi ile analiz edildi. Sayisal verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. ikiden fazla grupta sayisal verilerin
dagilim1 One-Way ANOVA testi ile degerlendirildi. ANOVA testi anlamli bulunan degiskenler
icin Tukey veya Tamhane Post Hoc analizi kullanildi. Sonuglar %95’lik giiven araliginda,

anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi

Doku IL-10 duzeyi Grup-1 ve Grup-4’teki ratlarda Grup-2 ve Grup-3’teki ratlara gore
istatistiksel olarak anlamli yliksek, Grup-5’teki ratlara gore ise istatistiksel olarak anlamli diisiik
saptand1 (p<0,05). Doku IL-1pB ve TAS diizeyleri tiim gruplarda birbirinden istatistiksel olarak
anlamli farkli tespit edildi (p<0,05). Doku TOS diizeyleri Grup-4 ve Grup-5’teki ratlarda Grup-
2 ve Grup-3’teki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik, Grup 1’deki ratlara gore ise
istatistiksel olarak anlamli yuksek saptandi (p<0,05). Doku TOS diizeyleri tim gruplarda
birbirinden istatistiksel olarak anlamli farkl tespit edildi (p<0,05). Grup-1 ve Grup-5’teki
ratlarm MDA diizeyleri Grup-2, Grup-3 ve Grup-4’teki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli
diisiik bulundu (p<0,05)

4.3. Histolojik prosedtrler

Dokular ¢ikarildiktan sonra 2 giin %10'luk formaldehitte tespit edildi. Alkol takibinden
sonra parafine gomiildii ve 4 mikronluk kesitler alind1. Kesitler Hematoksilen Eozin ile boyandi
ve 1sitk mikroskobunda degerlendirildi. Spinal kordun tiim &rneklerinde histopatolojik
degisikliklerin (hemoraji, nekroz, akson dejenerasyonu, vakuol, noron hasar1) tespiti
gergeklestirildi. Histopatolojik degisikliklerin derecesine gére yok (0), hafif (1), orta (2) ve
siddetli (3) olarak skorlandi. Maksimum skor:15 olarak belirlendi.

4.3.1. TUNEL Methodu ve Istatistiksel Analiz

Apoptotik hiicreler, bir ApopTag In Situ Apoptoz Tespit Kiti (Millipore) kullanilarak
etiketlendi. DNA fragmanlar1 terminal deoksintikleotidil transferazin etkisiyle modifiye edildi.
Tiim prosediirler {ireticinin talimatlarmi izledi. TUNEL pozitif ve toplam hiicreler gri maddede
4 mikronluk kesitlerde 20'lik objektifde sayild1 ve yiizdeleri alindi. Boylece apoptotik indeks
(TUNEL pozitif hiicrelerin tiim hiicrelere orani) hesapland1. Olgiim i¢in her grubun sekiz kesiti

kullanild1 ve her kesitten 5 alan hesaplamada kullanildi.
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TUNEL pozitif hiicre sayisi, histopatolojik skor, Biyokimya serum ve doku degerleri

(TUKEY HST) ile tek yonlu varyans analizi (ANOVA) kullanilarak karsilagtirildi.

Tablo-15: Gruplar Aras: Apoptotik Indeks Degerlendirilmesi

Grup n Apoptotik indeks
Grupl 9 14,317+2,68
Grup2 9 62,24° £5,14
Grup3 9 59,83 47,37
Grup4 9 50,17 +4,95
Grup5 9 32,169 45,74

Resim-8: Grup 1'e ait TUNEL pozitif hiicreler
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Resim-9: Grup 2'e ait TUNEL pozitif hiicreler

Resim-10: Grup 3'e ait TUNEL pozitif hiicreler



Resim-11: Grup 4'e ait TUNEL pozitif hlcreler

Resim-12: Grup 5'e ait TUNEL pozitif hicreler
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Grup-1'e gore diger gruplarda anlamli olarak TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve apoptotik
indeksin arttig1 gozlendi. Grup-2 ve Grup-3'te ise TUNEL pozitif hicre sayist ve apoptotik
indeksin ortalamasi istatistiksel olarak benzer olarak tespit edildi. Grup-4 ve Grup-5'te ilacin
etkisi ile TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve apoptotik indeksin anlamli olarak Grup-2 ve Grup-3'e
gore gore azaldig tespit edildi. Grup-5'te diger deney gruplarina gore en diisiik apoptotik indeks
tespit edildi.

HISTOPATOLOJIK SKOR

b
c
12
10
8 or
) d +SD
4
2 a
0o -+ T T T

I i : Grup1l Grup 2 Grup3 Grup4 GrupS

...
)
et &

Resim-13: Hematoksilen Eozin boyanmus kesitler

Hematoksilen Eozin boyanan kesitlerde spinal kord hasarinin en siddetli oldugu grup,
Grup-2 ve Grup-3 olarak gozlendi ve istatistiksel olarak ortalamalar1 benzer tespit edildi.
Deney gruplar1 arasinda en diisiik histopatolojik skor Grup-5'te ve daha sonra Grup-4'te tespit
edildi. Hemoraji, nekroz, akson dejenerasyonu, gri maddede notrofil vakuolizasyonu ve gri
maddede nekrotik néronlar gozlendi.
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4.4. Fiziksel Test Verileri
No| Grup | Rat | BBB testi (d.6.) | BBB testi (d.s.) | Modifiye T.S. (d.6.) | Modifiye T.S. (d.s.)
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Tablo-16: Deney Oncesi (d.6.) ve Deney Sonrasi (d.s.) Fiziksel Test Verileri
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4.4.1. Modifiye Tarlov Skalas1

Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda gruplar
arasinda anlamli fark oldugu goriildii. (p=0.008)

Her grupta modifiye tarlov skalasi deney 6ncesi ve sonrasi tekrar edildiginden ve veriler
bagimli nonparametrik degiskenlerden olustugu i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test grup ici
karsilastirmalar uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilmistir.

Grup-1: modifiye tarlov skalasinda, deney dncesi ve sonrasinda anlamli farklilik yoktur.
(p=1.0)

Grup-2: modifiye tarlov skalasinda, deney oncesi ve sonrasinda anlamli farklilik yoktur.
(p>0.05)

Grup-3: modifiye tarlov skalasinda, deney dncesi ve sonrasinda anlamli farklilik goriildii.
(p<0.05)

Grup-4: modifiye tarlov skalasinda, deney Oncesi ve sonrasinda anlamli farklilik géralda.
(p<0.05)

Grup-5: modifiye tarlov skalasinda, deney oncesi ve sonrasinda anlamli farklilik géraldu.

(p<0.05)

Gruplar aras1 ikili karsilastirma igin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
uygulandiginda;

Grup 1 ve grup 2 arasinda; anlaml farklilik olmadig: (p>0.05) goérulda.
Grup 1 ve grup 3 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 1 ve grup 4 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 1 ve grup 5 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 2 ve grup 3 arasinda; anlamh farklilik oldugu (p<0.05) gorild.
Grup 2 ve grup 4 arasinda; anlamh farklilik oldugu (p<0.05) gorild.
Grup 2 ve grup 5 arasinda; anlamh farklilik oldugu (p<0.05) gorild.
Grup 3 ve grup 4 arasinda; anlaml farklilik olmadigi (p>0.05) gorald.
Grup 3 ve grup 5 arasinda; anlaml farklilik olmadigi (p>0.05) goraldi.
Grup 4 ve grup 5 arasinda; anlaml farklilik olmadigi (p>0.05) goraldi.
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4.4.2. Basso,Beattie and Bresnahan(BBB) testi

Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda gruplar

arasinda anlamli fark oldugu goriildi. (p=0.01)

Grup-1: BBB testinde, deney oncesi ve sonrasinda anlamli farklilik yoktur. (p=1.0)
Grup-2: BBB testinde, deney 6ncesi ve sonrasinda anlamli farklilik yoktur. (p>0.05)
Grup-3: BBB testinde, deney 6ncesi ve sonrasinda anlamli farklilik géraldi. (p<0.05)
Grup-4: BBB testinde, deney 6ncesi ve sonrasinda anlamli farklilik goriildii. (p<0.05)
Grup-5: BBB testinde, deney 6ncesi ve sonrasinda anlamli farklilik goriildii. (p<0.05)

Gruplar aras1 ikili karsilastirma igin Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi

uygulandiginda;

Grup 1 ve grup 2 arasinda; anlaml farklilik olmadig: (p>0.05) gorildi.
Grup 1 ve grup 3 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 1 ve grup 4 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 1 ve grup 5 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 2 ve grup 3 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) géraldu.
Grup 2 ve grup 4 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 2 ve grup 5 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 3 ve grup 4 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 3 ve grup 5 arasinda; anlaml farklilik oldugu (p<0.05) goraldu.
Grup 4 ve grup 5 arasinda; anlaml farklilik olmadigi (p>0.05) goérulda.
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5. TARTISMA

Spinal kord yaralanmasi, primer hasar sonrasi goriilen sitotoksik 6dem, vaskiiler
disfonksiyon ve hiicre i¢i tampon mekanizmasinin bozuldugu c¢ok sayida bilesenden olusan
multidisipliner yaklasim gerektiren bir durumdur. (Sekhon ve ark, 2001)

Akut spinal kord yaralanmasinda, posttravmatik birka¢ dakika sonra baslayan sekonder
mekanizmalar; sitotoksisite, kord 6demi ve iskemisi, serbest radikal etkisi gibi bilesenleri igerir.
(Pinchi ve ark, 2019)

Bahsi gecen sekonder mekanizmalarin kismi de olsa geri dondiiriilebilmesi ve farkli tedavi
modellerinin denenmesinde esas hedeftir. Deneyimizde antiinflamatuar, antioksidan,
antiapoptotik etkinligi bilinen Myricetin molekiiliinii kullandik. Biyokimyasal olarak
serumdaki ve dokudaki analizini yaptigimiz I1L-10, IL-1beta, TAS, TOS, MDA seviyeleri ile
Mpyricetin’in antioksidan ve antiinflamatuar o6zelliklerini goézlemledik. Hiicre hasarini 1s1k
mikroskopu altinda gdzlemlemek i¢in malinowsky skorunu kullandik. Ayrica Modifiye Tarlov
Skalas1 ve Basso,Beattie and Bresnahan (BBB) testi ile klinik olarak ayrintili gézlem sansina
sahip olduk.

Serum ve dokuda, IL-10’un inflamasyon varliginda diisiik, antiinflamasyon durumunda
yiiksek titrelerde oldugu goriilmektedir. Grup-1 verileri baz degerler olarak kabul edildiginde,
ilag verilmeyen gruplar (grup-2 ve grup-3) arasinda IL-10 diizeyleri kiyaslandiginda
istatistiksel anlamda farklilik olmadigi, matematiksel anlamda beklenen diisiisiin oldugu
goriildii. Bunun nedeni, deney esnasinda grup-2 ye laminektomi yapilirken birka¢ deney
hayvanin zarar gormesi, 1 haftalik takip siiresinde enfeksiyon gelisi ve istatistiksel olarak
nonparametrik testlerin uygulanmasindaki zorluktur. Grup-1 ile ila¢ gruplar1 (grup-4 ve grup-
5) kiyaslandiginda, istatistiksel anlamda belirgin fark gériildii. Ila¢ verilmeyen gruplar (grup-2
ve grup-3) ile ila¢ gruplar1 (grup-4 ve grup-5) karsilastirildiginda antiinflamasyonun hakim
oldugu ilag gruplarinda IL-10 diizeyleri daha yiiksek goriilmiistiir. Grup-4 ve grup-5 kendi
aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel anlamda belirgin fark olmadigi lakin IL-10 titrelerinde
matematiksel anlamda fark oldugu goriildii. Sonug olarak Myricetin, IL-10 araciligi ile belirgin
antiinflamatuar etkinlik gostermis fakat ilacin yiiksek/diisiik doz uygulanmasi arasinda belirgin
fark yoktur sonucuna varilmistir. Xinyan Qu ve ark. 2019’da Journal of Pharmacy and
Pharmocology dergisinde yayinlanan “Dekstran siilfat sodyumun neden oldugu akut iilseratif
kolitte Myricetin'in bagigiklik dengesini geri kazandirma potansiyeli” adli ¢aligmalarinda,
ratlara 80mg/kg Myricetin uygulamasi sonrast IL-10 seviyelerinin anlaml yiikseldigini tespit

etmislerdir. Bizim ¢alismamizda saptanan IL-10 artis1 bu calisma ile uyumluluk gdstermistir.
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Inflamasyonda yiiksek, antiinflamasyon durumunda diisiik seviyede izlenen IL-1beta’nin
serum verilerine bakildiginda,grup-1 verileri baz olarak alindiginda, grup-2 IL-1B diizeyinin
grup-1, grup-4 ve grup-5’ten istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu, grup-3 IL-1p diizeyinin
grup-2 ve diger gruplardaki IL-1P diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu
bulunmustur. ilag gruplar1 (grup-4 ve grup-5) ile ilag verilmeyen gruplar (grup-2 ve grup-3)
aras1 IL-1beta diizeyleri kiyaslandiginda istatistiksel ve matematiksel anlamda fark oldugu
saptandi. Ek olarak grup-1 ile ila¢ gruplari (grup-4 ve grup-5) karsilastirildiginda Myricetin
etkisi ile IL-1beta seviyeleri baz degerlere yaklagsmustir. Grup-4 ve grup-5 kendi aralarinda
degerlendirmeye alindiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. IL-1beta’nin
dokudaki degerlerine bakildiginda tiim gruplarimn verileri birbirinden istatistiksel olarak anlamli
farkh tespit edildi. Ozellikle yilksek doz ilag verilen grup-5 te IL-1beta titrelerinin diger
gruplara nazaran istatistiksel ve matematiksel olarak anlamli diisiik oldugu saptandi. Long Sun
ve ark. 2017°de Molecular Medicine Reports dergisinde yayinlanan “Ratlarda, orta serebral
arter okliizyonuna bagli serebral iskemisinde Myricetin’in etkisi” baslikli ¢aligmalarinda,
ratlara Myricetin uygulamast sonrasi IL-lbeta seviyelerinde anlamli diisiis oldugunu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda IL-1 Beta degerinin diismiis olmasi literatiirle uyumludur.
Sonug olarak Myricetin IL-1beta araciligi ile belirgin antiinflamatuar etkinlik gostermis fakat
serumda ilacin yiiksek/diistik doz uygulanmasi arasinda belirgin fark yok iken hiicresel boyutta
yiiksek doz Myricetin’in IL-1beta araciligi ile belirgin antiinflamatuar etki gosterdigi

gorilmiistiir.

Total Antioksidan Status (TAS), antioksidan ortamda yiiksek, oksidatif streste diisiik
seviyelerde seyreder. Calismamizda serum ve doku TAS dizeylerinin Grup-1 ve Grup-5’teki
ratlarda diger gruplardaki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi. Yine elde
ettigimiz veriler 1s1g1inda en fazla oksidatif stresin grup-2 ve grup-3 te oldugu goriildii. YUuksek
doz Myricetin verdigimiz grup-5 te, disik doz ila¢ grubu olan grup-4 e gore daha fazla
antioksidan yanit alindig1 ve grup-4 ve grup-5 arasinda istatistiksel agidan anlamli fark oldugu
gorildi. Sonug olarak Myricetin’in uygulama dozu arttiginda daha anlamli antioksidan yanit
alindigr  goriilmiistir. Parthasarathy Nirmala ve Manickam Ramanathan 2011°deki
caligmalarinda kolon tiimdrii tagiyan ratlarda, Myricetin’in katalaz ve glutatyon peroksidazi
onemli Olciide indiikledigi ve gii¢lii antioksidan etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

Calismamizda Myricetin’in gostermis oldugu antioksidan etki literatiir ile uyumludur.
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Total Oksidatif Status (TOS) antioksidan ortamda diisiik oksidatif stres durumunda yiiksek
seviyelerde seyreder. Deneyimizde serumdan elde edilen TOS duzeyleri, Grup-1°deki ratlarda
diger gruplara gore anlamli diisiik, Grup-3’teki ratlarda ise istatistiksel olarak anlamli yiiksek
tespit edildi. Yine dokudan elde edilen TOS duzeyleri Grup-4 ve Grup-5’teki ratlarda Grup-2
ve Grup-3’teki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik, Grup-1’deki ratlara gore ise
istatistiksel olarak anlamli yiksek saptandi. Ek olarak grup-4 ve grup-5 ten elde edilen serum
ve doku ornekleri kiyaslandiginda, yiiksek doz ilag verilen grup-5 TOS degerleri ile diisiik doz
ilag verilen grup-4 TOS degerleri arasinda istatistiksel anlamda fark oldugu goriildii. Ulas ve
ark. 2023’te European Rewiev for Medical and Pharmacological Sciences dergisinde
yayinlanan bir ¢aligmalarinda deneysel spinal kord hasar1 sonrasi ratlarda TOS seviyelerinin
yiikseldigini bildirmiglerdir. Calismamizda spinal kord travmasi sonrast gordiigiimiiz TOS
seviyelerindeki yukselme literattr ile uyumludur.

Malonildialdehit (MDA) hiicrelerde ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun
son irlinlerinden biridir. Serbest radikallerdeki artiy, MDA'nin asir1 iiretimine neden olur.
Malonildialdehit seviyesinin yiiksek olmasi, oksidatif stres durumunun bir belirteci olarak
bilinir. Calismamizda serumdan elde ettigimiz MDA diizeyleri Grup-5’teki ratlarda diger
gruplardaki ratlara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik saptandi. Yine dokudan elde edilen
MDA seviyeleri, Grup-1 ve Grup-5’teki ratlarda; Grup-2, Grup-3 ve Grup-4’teki ratlara gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu. Serum ve doku drneklerinden elde edilen sonuclar
birbirleri ile uyumlu bulundu. Yiksek doz ilag verilen grup-5 ile diisiik doz ilag verilen grup-4
kendi aralarinda kiyaslandiginda MDA seviyelerinin grup-5 te istatistiksel anlamda diisiik
oldugu saptandi. Sonug¢ olarak Myricetin’in uygulama dozu arttiginda, oksidatif stresin bir
gostergesi olan MDA seviyelerini de baskiladigi kanisma varilabilir. Yine Long Sun ve ark.
2017°de Molecular Medicine Reports dergisinde yaynlanan “Ratlarda, orta serebral arter
okliizyonuna bagli serebral iskemisinde Myricetin’in etkisi” baslikli ¢alismalarinda, ratlara
Mpyricetin uygulamasi sonrast MDA seviyelerinde anlamli diislis gérmiislerdir.

Histopatolojik degerlendirmede dokular ¢ikarildiktan sonra 2 giin %10'luk formaldehitte
tespit edildi. Alkol takibinden sonra parafine gdmiildii ve 4 mikronluk kesitler alind1. Kesitler
Hematoksilen Eozin ile boyand1 ve 11tk mikroskobunda degerlendirildi. Spinal kordun tim
orneklerinde, histopatolojik degisikliklerin (hemoraji, nekroz, akson dejenerasyonu, vakuol,
noron hasart) tespiti gergeklestirildi. Histopatolojik degisikliklerin derecesine gore yok (0),
hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak skorlandi. Maksimum skor 15 olarak belirlendi.
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Grup-1'e gore diger gruplarda anlamli olarak TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve apoptotik
indeksin arttig1 gézlendi. Grup-2 ve Grup-3'te ise TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve apoptotik
indeksin ortalamasi istatistiksel olarak benzer olarak tespit edildi. Grup-4 ve Grup-5'te ilacin
etkisi ile TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve apoptotik indeksin anlamli olarak Grup-2 ve Grup-3'e
gore azaldig: tespit edildi. Grup-5'te diger deney gruplarina gore en diisiik apoptotik indeks
tespit edildi. Yong Li ve ark. 2012 ‘de Food science ang Human Wellness de yaymlanan
“Diabetes mellitus’ta Myricetin’in terapotik potansiyeli” adli ¢aligmalarinda Myricetin’in
diyabetik ratlarda makrofajlardan IL-1beta salinimini belirgin azalttig1 ve ayni zamanda anti-
fas [gM’in neden oldugu apoptozu onledigini gostermislerdir. Calismamizda tedavi grubunda
saptanan diisiik apoptotik indeks literatiirle uyumlu oldugunu saptadik.

Hematoksilen Eozin boyanan kesitlerde spinal kord hasarinmn en siddetli oldugu grup,
Grup-2 ve Grup-3 olarak gozlendi ve istatistiksel olarak ortalamalar1 benzer tespit edildi.
Deney gruplar1 arasinda en diistik histopatolojik skor Grup-5'te ve daha sonra Grup-4'te tespit
edildi. Hemoraji, nekroz, akson dejenerasyonu, gri maddede nétrofil vakuolizasyonu ve gri
maddede nekrotik ndronlar gozlendi.

Deneyimizde 1 haftalik takip siirecinde klinik degerlendirmede kullandigimiz Basso-
Beattie-Bresnahan (BBB) lokomotor derecelendirme 6lgegi, torakolomber spinal kord
hasarmin sigan modellerinde kullanilmak {izere gelistirilmis 21 puanlik bir 6l¢ektir. BBB, klinik
tyilesmenin iki 6nemli 6zelligi olan yaralanma siddetine ve/veya yaralanmadan sonraki siireye
dayali olarak iyilesme asamalarimi aymrt eder. Yiksek duyarliliga, iyi test-tekrar teste ve
degerlendirici i¢i glvenilirlige ve glclii gegerlilige sahiptir. Spinal kord hasarindan sonra
gbzlenen histopatolojik degisikliklerle korele olan tek lokomotor skaladir. Kruskal-Wallis
varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda gruplar arasinda anlamli fark
oldugu goriildii. 1 hafta boyunca ila¢ uygulanan grup-4 ve grup-5 in muayene sonuglarinda
travma grubu olan grup-3 e gore anlamli diizelme kaydedildigi goriildii. Lakin grup-4 ve grup-
5 arasinda kiyaslama yapildiginda ila¢ dozunun klinik iyilesmede istatistiksel anlamda belirgin
fark olmadig1 goriildi. Deneyimizde 1 haftalik takip siirecince klinik degerlendirmede
kullandigimiz Modifiye Tarlov Skalasi, arka ekstremite motor muayenesi i¢in deneysel
calismalarda sik kullanilan 6 parametreli, gozleme dayali klinik bir testtir. Kruskal-Wallis
varyans analizinde gruplar aras1 ¢oklu karsilastirma yapildiginda gruplar arasinda anlamli fark

oldugu gorildu.
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Her grupta modifiye tarlov skalasi deney 6ncesi ve sonrasi tekrar edildiginden ve veriler
bagimli nonparametrik degiskenlerden olustugu icin Wilcoxon Signed Ranks Test grup ici
karsilastirmalar uygulanmigtir. Gruplar kendi i¢lerinde degerlendirmeye alindiginda grup-4 ve
grup-5 te travma sonrasi ilag uygulamasi ile klinigin gozle goriiliir dl¢lide iyiye gittigi, fakat
bunun ila¢ dozu ile pek ilgili olmadig1 sonucuna varildi.

Deneyimizde kullandigimiz Myricetin molekiilii, daha 6nce bir¢ok farkli deneysel rat
modelde kullanilmis ve elde ettigimiz sonuglar ile Onceki bilimsel ¢aligmalarin uyustugu
gorilmiistiir.

Dajas ve ark. 2003 yilinda Brazilian Journal of Medical and Biological Research de
yayimlanan bir ¢aligmasinda Quarcetin tiirevi olan Myricetin’in noroprotektif etki gosterdigini
bildirmislerdir.

Yasaman Taheri ve ark. 2020’de BMC Complementary Medicine and Therapies
yaymlanan calismalarinda Myricetin’in Alzheimer, Parkinson, Epilepsi ve Huntington
Koresi’nde noron rejenerasyonunda rol oynadigini beyan etmislerdir.

Min Jiang ve ark. 2019°da Biomedicine & Pharmacotherapy yayinlanan bir ¢aligmalarinda
Myricetin’in kanser hiicresi istilasint ve metastazi baskiladigini, kanser hiicre ddngusi
durdurdugunu, kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikledigini ve gogalmasini engelledigini
gosterilmiglerdir.

Guanghong Chen ve ark. 2021°de Phytomedicine dergisinde yayinlanan bir ¢alismalarinda
Myricetin’in vaskiiler diiz kas hiicrelerinde necointimal hiperplaziyi inhibe ederek anti-
aterosklerotik ozellik gosterdigini bildirmislerdir.

Seun Akindehin ve ark. 2018’de Nutrients dergisinde yayimnlanan bir ¢alismalarinda
Myricetin’in adipoz dokuda mitokondriyal gen ekspresyonu ile trigliserit yakimmi artirdigini
ve anti-obezite etkisi oldugunu beyan etmislerdir.

Qi-Min Wang ve ark. 2016’da Neuroreport dergisinde yaymlanan c¢alismlarinda
Myricetin’in 6grenme ve kognitif fonksiyonlarda rol alan hipokampustaki beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF) seviyelerini artirdigini gozlemlemislerdir.

Belirtilen antioksidan, antiinflamatuar, antiapoptotoik, ndroprotektif etkilerinin yani sira
ayrica literatiirde Myricetin’in kullanildig1 ve antikanser, antidiyabetik, antitoksik 6zelliklerinin
ortaya konuldugu ¢ok sayida bilimsel yayin bulunmaktadir. Calismamizda deney hayvanlarina
Myricetin uygulamasi sonrasi antioksidan, antiinflamatuar, antiapoptotoik, ndroprotektif

etkilerinin elde ettigimiz veriler literatiir ile paralellik gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda spinal kord travma rat modelinde Myricetin’in sekonder hasar Uzerindeki

iyilesme etkilerini arastirdik. Travma ile olusan inflamatuar siireci oksidan stresi biyokimyasal

yontemler ile, apoptoz ve doku hasarini histopatolojik inceleme ile, ndrolojik muayeneyi

g0zleme dayali fiziksel yontemler ile test ettik.

Sonug olarak ;

1.

Myricetin, serum ve dokuda dozdan bagimsiz olarak IL-10 seviyelerinde artisa sebep
oldu.

Serum IL-1beta seviyelerinde ilag dozundan bagimsiz diislis goriiliirken, doku
orneklerinde yliksek doz ila¢ grubunda IL-1beta seviyesinde anlamli diisiis goriildii.
Mpyricetin’in uygulama dozu arttiginda daha belirgin antioksidan yanit olusturarak TOS
seviyesinde diislise, TAS seviyesinde ylikselise yol actig1 tespit edildi.

Yine Myricetin’in uygulama dozu arttiginda oksidatif stresin giicli belirteglerinden
olan MDA seviyelerinde anlamli gerilemeye neden oldugu goriildii.

Histopatolojik incelemede Myricetin etkisi ile TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve
apoptotik indeksin azaldigi tespit edildi. Yiksek doz ila¢ grubunda diger deney
gruplarina gore en diisiik apoptotik indeks tespit edildi.

Klinik olarak Basso-Beattie-Bresnahan (BBB) lokomotor derecelendirme 6lgegi ve
Modifiye Tarlov Skalasi ile, travma sonrasi Myricetin’in norolojik muayenede bir

miktar iyilesme gosterdigi gortildii.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler dogrultusunda biyokimyasal, histopatolojik ve

norolojik muayene sonuglarini géz Oniine aldigimizda Myricetin’in ndroprotektif etkisi

oldugunu ancak klinik kullanim i¢in daha fazla ¢alismaya gereksinim oldugu kanisindayiz.
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