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IV. OZET

DENEYSEL SPINAL KORD TRAVMA MODELINDE HESPERIDIN’IN
INFLAMASYON VE OKSIDATIF HASAR UZERINDEKI ETKISI
MEHMET KENAN
UZMANLIK TEZI
KONYA, 2019

Amagc: Bu c¢alismada hesperidinin spinal kord travmasinda (SKT) sekonder hasar Uzerine
olan

etkilerini inceledik.

Yontem: 45 adet Wistar albino cinsi rat 5 gruba randomize edildi. Spinal kord

yaralanmasi agirlik diistirme modeliyle gerceklestirildi.

1. Grup sham grubu secildi ve deneyin 7. giinii kan ve doku 6rnekleri alindi.

2. grup ratlara 1. gin laminektomi uygulandi. Agirlik disiiriilerek kord hasari
olusturuldu. Deneyin 7. giinii kan ve doku drnekleri alindi.

3. grup ratlara 1. giin laminektomi uygulandi. Agirlik diistiriilerek kord hasari
olusturuldu. Intraperitoneal 50 mg/kg %0,9 serum fizyolojik (SF) uygulandi. Deneyin 7.
giinii kan ve doku 6rnekleri alindu.

4. grup ratlara 1. glin laminektomi uygulandi. Agirlik disiiriilerek kord hasari
olusturuldu. intraperitoneal 50 mg/kg hesperidin uygulandi. Deneyin 7. giinii kan ve doku
ornekleri alindi.

5. grup ratlara 1. gin laminektomi uygulandi. Agirlik disiiriilerek kord hasari
olusturuldu. Intraperitoneal 100 mg/kg hesperidin uygulandi. Deneyin 7. giinii kan ve doku

ornekleri alindi.

Deneyin 1. ve 7. giinlerinde anestezi Oncesinde ratlarin alt ekstremite motor
muayeneleri icin Drummond Moore testi ve egik diizlem testi uygulanmustir.
Ratlardan elde edilen spinal kord dokusu ve kandan, timor nekrozis factor alfa (TNF-a),
interlokin 10, TAS (total antioksidan status), TOS (total oksidatif stres), TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances) seviyeleri enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA) yontemi ile Tibbi Biyokimya AD Arastirma Laboratuvarinda galisildi. Fakiltemiz



Patoloji AD laboratuvarinda ise sigcanlardan elde edilen hemikord kesitleri Hematoksilen-
Eozin (H-E) boyas1 ve histokimyasal MTK (Masson Trikrom) boyasi kullanilarak patoloji
laboratuvarinda 1s1k mikroskobu altinda incelendi ve gozlemlenen patolojiler Malinowsky
ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanan skorlamaya gore tasnif edildi. Ayrica Tunel yontemi

kullanilarak apoptoz degerlendirildi.

Bulgular: Serum TNF o, TAS veTOS diizeylerinde gruplar arasinda farklilik
saptanmazken (p>0,05), serum IL-10, TBARS, OSI (oksidatif stres indeks) ve spinal kord
dokusuna ait TNF o, IL-10, TAS, TOS, TBARS ve OSI dizeylerinde hesperidinin
antiinlamatuar ve antioksidan 6zelligini destekleyici nitelikte anlamli bulgular elde edildi
(p<0,05). Histopatolojik olarak doku hasarini gésteren Malinowsky skorlamasi istatistiksel
olarak anlamli fark olusturmadi (p>0,05). Tunel testi ise hesperidin lehine gruplar arasi
anlamli farklilik gosterdi (p<0,05). Norolojik muayeneyi degerlendirdigimiz egik diizlem
testi ve Drummond Moore testi tim gruplarda hesperidin lehine istatistiksel anlamli fark

olusturmustur (p<0,05)
Sonug: Calismamizdan elde ettigimiz biyokimyasal, histopatolojik ve ndrolojik muayene
sonuglar1 1s18inda, hesperidin sekonder spinal kord hasari {izerinde antiinflamatuar,

antioksidan ve antiapoptotik etkinlik gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hesperidin, spinal kord, travma, deneysel, rat, sekonder yaralanma



V. ABSTRACT

EFFECT OF HESPERIDIN ON INFLAMMATION AND OXIDATIVE DAMAGE
IN EXPERIMENTAL SPINAL CORD TRAUMA MODEL
MEHMET KENAN
SPECIALIST THESIS
KONYA, 2019

Aim: In this study, we investigated the effects of hesperidin on secondary injury in spinal

cord trauma.

Material and methods: 45 Wistar albino rats were randomized into 5 groups. Spinal cord

injury was performed with weight drop model.

Group 1, sham group was selected and blood and tissue samples were taken on the
7th day of the experiment.

Group 2, rats underwent laminectomy on the first day. Cord damage was created by
dropped weight. Blood and tissue samples were taken on the 7th day of the experiment.

Group 3, rats underwent laminectomy on the first day. Cord damage was created by
dropped weight. Intraperitoneal 50 mg / kg 0.9% SF was administered. Blood and tissue
samples were taken on the 7th day of the experiment.

Group 4, rats underwent laminectomy on the first day. Cord damage was created by
dropped weight. 50 mg / kg hesperidin was administered intraperitoneally. Blood and
tissue samples were taken on the 7th day of the experiment.

Group 5, rats underwent laminectomy on the first day. Cord damage was created by

dropped weight. 100 mg / kg hesperidin was administered intraperitoneally.

Blood and tissue samples were taken on the 7th day of the experiment. Drummond
Moore test and inclined plane test were performed for the lower extremity motor
examinations of rats before anesthesia on the 1st and 7th days of the experiment.
Tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 10, TAS (total antioxidant status), TOS
(total oxidative stress), TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) levels from spinal
cord tissue and blood obtained from rats performed with enzyme linked immunosorbent

assay (ELISA) method in the Department of Medical Biochemistry Research.



In the Department of Medical Pathology Research hemicord sections obtained from rats
were examined under light microscope using hematoxylin eosin staining and histochemical
MTK staining and the pathologies observed were classified according to the scoring

defined by Malinowsky et al. Apoptosis was also evaluated using Tunel method.

Results: While serum TNF o, TAS and TOS levels were not different between the groups
(p>0,05), in serum IL-10, TBARS, OSI and TNF a, IL-10, TAS, TOS, TBARS and OSI
levels of spinal cord tissue, significant findings were obtained supporting the
antiinammatory and antioxidant properties of hesperidin (p<0,05). Malinowsky scoring,
which histopathologically indicates tissue damage, made no statistically significant
difference (p>0,05). Tunel test showed significant differences between groups in favor of
hesperidin (p<0,05). Inclined plane test and Drummond Moore test, which evaluated the
neurological examination, found statistically significant difference in favor of hesperidin in

all groups (p<0,05).
Conclusion: Based on the biochemical, histopathological and neurological examination
results obtained from our study, hesperidin shows antiinflammatory, antioxidant and

aantiapoptotic efficacy on secondary spinal cord injury.

Keywords: Hesperidin, spinal cord, trauma, experimental, rat, secondary injury
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TEZ METNI

1. GIRIS VE AMAC

Spinal kord, santral sinir sisteminin (SSS) bir pargasi olup, gelen iletileri periferik
sinir sistemini kullanarak organlara ve ekstremitelere iletir. Anatomik olarak kemik
muhafaza icinde olmasina karsin gelisen teknoloji ile birlikte kazalarda artan yaralanma
oranlart ile birlikte spinal kord hasar1 prevelansi da artmaktadir.

Travmaya sekonder gelisen spinal kord yaralanmasi, morbiditesi ve mortalitesi
yiiksek bir yaralanma tiirii olup etkilenen kisi ve yakinlar1 {izerinde sosyal, ekonomik ve
psikolojik tahribata neden olmaktadir. Travma siralamasinda halen trafik kazalar1 6nemini
korumaktadir.

Travma sonrasi primer spinal kord hasarinin bilinen standard bir tedavisi yoktur.
Olusan anatomi hasar1 veya mikro diizeyde olusan doku biitiinliik kaybi cerrahi veya
medikal yontemlerle giderilememektedir. Ancak travmanin ilk dakikalarinda goriillmedigi
halde ilerleyen saatler ve giinlerde ortaya ¢ikan sekonder hasar, dnlenebilmesi halinde
morbidite ve mortaliteyi 6nemli 6lgiide etkileyen bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Sekonder spinal kord hasar1 patofizyolojisinden yola ¢ikarak, hesperidin molekiilii
antiinflamatuar, antioksidan, antiapoptotik Ozellikler barindirmasi1 ve etkenin kan beyin
bariyerini gecebilmesi nedeni ile calismamizda yer almstir.

Calismamizda 5 grup halinde toplam 45 adet sican kullanilmistir. Modifiye Allen
agirhk diistirme yontemi ile deney uygulanmis, travma sonrasi ila¢ gruplarina
intraperitoneal hesperidin uygulanmis ve 7 giin sonunda hasarli kord boélgesi biyokimya ve
patoloji laboratuvarlarinda incelenmek iizere c¢ikartilmistir. Deney intrakardiyak kan
alinarak sonlandirilmis. Alinan kan ve doku orneklerinde antioksidan, antiinflamatuar ve
antiapoptotik etkinligine bakilmistir.

Bu c¢alismanin amaci; hesperidinin, sekonder spinal kord hasarlanma
mekanizmasma katkisin1 incelemek ve bu konuda yapilacak diger g¢alismalara 11k

tutmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Kord Travmasi ve Modelleri Tarihgesi

Omurilik travmalar1 ve yaralanmalar ile ilgili en eski yazili kaynaklar Misirlilar
zamanma dek uzanmaktadir. 1930 yilinda terciime edilen M.O 2000-3500 yillarinda
yazildig1 diisiiniilen Edwin Smith Papiiriisii’'nde bu konuyla ilgili bilgilere rastlanmistir.
“Boynunda bir ¢ikigi olup kollarint ve bacaklarimi fark etmeyen, ereksiyon ve spontan
ejakulasyonu olan, idrarimi damla damla yapan, gozleri kizarmug, eti riizgarlanmis olgu

umutsuz olgudur, tedavisi basarilamaz” seklinde bir ifade yer almaktadir (Hughes 1988).

M.O 460-375 yillar1 arasinda yasamis olan, Istankdy adasi dogumlu Hippocrates,
spinal kord yaralanmasi konusunda bazi bilgiler ortaya koymustur. Bu konudaki en 6nemli
katkilarindan biri ise spinal fraktiirlerde dislokayonlar1 rediiksiyon i¢in kullandig1 6zel
traksiyon masasidir. Galen spinal kordun anatomik ve fizyolojik fonksiyonlari iizerine
yaptig1 deneysel calismalarla ortaya ¢ikmistir. Aslen eczaciligin babasi olarak da kabul
edilen Galen spinal kordun detayli makroskobik anatomisi tizerine yeni tanimlamalar
ortaya koymustur. Domuz, maymun gibi hayvanlar Uzerinde yaptigi diseksiyonlarla,
Ozellikle spinal kordun koruyucu yapilarla cevrelendigini vurgulamis, kemik yapilar,
longitudinal ligamanlar, duramater ve piamateri tarif etmistir. Spinal kordu farkli
diizeylerde keserek norolojik agidan karsilastirmali deneyler yapmustir. Ayrica lordoz,
kifoz, skolyoz gibi tanimlar1 yapan Galen, Hippocrates’den sonra antik tibbin en énemli
ismidir (Biiytikkinaci ve ark 2008).

Milattan sonra 625-690 yillar1 arasinda yasamis olan Aeginali Paulus' un spinal
kord travmalarinin tedavisinde yapmis oldugu katkilar bugiin halen gecerliligini
korumaktadir. Paulus spinal fraktiir sonrasi korda basi yapan posterior elemanlar
kaldirarak ilk laminektomi girisimini yapan hekimdir. Ayrica spinal fraktiirlerin
rediksiyonundan sonra yaptigi bandaj ve korse sistemleri modifiye olmakla beraber

giintimiizde halen gegerliligini korumaktadir (Biiyiikkinaci ve ark 2008).

Omuriligin seri kesitleri tizerinde ilk ¢alismayr Benedikt Stilling 1842°de
gerceklestirmistir. Ik kez spinal sok terimini Marshall Hail 1850°de kullanmustir. Sinir

sistemi cerrahisi Uzerine ilk kitab1 Ernst von Bergmann 1870’de yazmustir. Spinal kord



travmasi ile ilgili ilk fizyopatolojik ¢alisma 1890°de Schamus tarafindan tavsanlar Uzerinde

yapilmistir (Koehler ve ark 1992).

Giliniimiize kadar insan omurilik yaralanmasini taklit edebilecek bircok deneysel
travma modeli tasarlanmistir. Allen’in 1911°de tanimladigi laminektomi sonrasi agirlik
diisiirme metodu bu alanda fenomen olmus ve hem primer hem de sekonder hasar iizerinde
calisma yapabilmemize olanak saglamistir. 1978 yilinda Tator ve Rivlin klip kompresyon
modelini tamimlamis ve bu sekilde spinal kord belirli zaman dilimlerinde anevrizma
Klipleri ile komprese edilerek farkli derecelerde travma olusturulabilmistir (Dohrmann
1972).

2.2. Spinal Kord Embriyolojisi

Zigot gelisimin 2.haftasinda 2 tabaka halini alir. Dista trofoblastlar icte emriyoyu
olusturacak kisim yer alir. Bu kompleks yapiya “blastosist” denir. 2. haftada blastosist
endometrium stromasina yerlesir ve embriyoyu olusturacak olan i¢ tabaka 2 laminali
embriyo diskini olusturur. Bilaminar embriyo diski epiblast ve hipoblastlara déniisiir (Ozer
ve ark 2016, Erzurumlu ve ark 2019).

Gastrulasyon gelisimin 3. haftasinda goriiliir. Bilaminar embriyo diski tizerinde
epiblastlarin bulundugu tabakada 15-16. glinlerde primitif ¢izgi belirgin hale gelir. Primitif
cizginin sefalik ucu primitif diiglimii olusturur. Epiblastlar primitif oluktan igeriye go¢
ederek dnce hipoblastlari sonra intraembriyonik mezodermi olustururlar. Bu go¢ hareketine
“invajinasyon” denir. Bu asamadan sonra dis tabakada bulunan epiblastlara ektoderm, orta
tabakaya mezoderm, i¢ tabakada bulunan hipoblastlara endoderm denir. Sinir sisteminin
tamami ektodermden kaynaklanir. Ayni zamanda ektoderm epidermis, tirnak, sa¢ ve

ekzokrin bezlere de kaynak olusturur (Ozer ve ark 2016, Erzurumlu ve ark 2019).

Norilasyon noral plagin noral tiipe doniisme siirecidir ve 28. giin kaudal ndroporun
kapanmasi ile sonlanir. Primitif diigiim etrafinda prokordal hiicre olarak farklilasan
ektoderm hcreleri primitif cukurdan invajine olur ve mezodermal alan iginde notokord
uzantist adi verilen tiip seklinde bir yapi olustururlar. Embriyo sagittal kesitlerine
bakildiginda kranial ugtan kaudal uza kadar notokordun tiip seklinde ilerledigi goriiliir.
Notokord olusturdugu norostimiilanlar nedeni ile noral olugun ve sonrasinda néral tlpln

olusmasinda énemlidir (Ozer ve ark 2016, Erzurumlu ve ark 2019).



Notokord gelisirken tizerindeki ektodermi indiikler. Ektoderm germ yaprag: kranial
ucta genis, kaudalde daha dar sekilde bir disk seklini alir ve boylece ektoderm kalinlasarak
noral plak olusur. Norilasyon olayr bu sekilde baslamig olur. Noral plak notokorda dogru
kranial u¢tan kaudal uca dogru oluk seklinde ¢oker. Bu yapiya sulkus noralis denir. Sulkus
noralisin ektoderm ile birlestigi yerdeki hiicreler farklilagir ve krista noralis adini alir.
Krista noralis daha sonra periferik sinir sistemini, melanositleri, bobrek Ustu bezlerindeki
kromaffin hiicrelerini ve kalp kapakgiklarini olusturur (Ozer ve ark 2016, Erzurumlu ve ark
2019).

Sulkus noralis occipital 4. somit bolgesinden itibaren kapanarak tiip seklini alir.
Kapanma kranial ucta 23-25. glinde, kaudal ucta 27-28. giinde tamamlanir. Kapanma
sonrasinda amnion sivisi ile olan baglant1 sona ermis olur. Noral tiipiin genis olan kranial
bolgesinden beyin kesecikleri, dar olan kaudal bolgesinden ise medulla spinalis gelisir
(Ozer ve ark 2016, Erzurumlu ve ark 2019).

Intraembriyonik mezoderm, baslangicta orta hattin her iki yaninda ince ve gevsek
yapida bir tabaka olarak izlenirken, notokord ve noral tiip gelisiminde 17. giin dolaylarinda
mezoderm hiicreleri ¢ogalarak kalinlasir ve paraksiyel mezoderm adin1 alir (Ozer ve ark

2016, Erzurumlu ve ark 2019).

Her bir paraksiyel mezoderm yanlara dogru ara mezoderm ve lateral mezoderm
olarak devam eder. Zamanla lateral mezoderm i¢inde kiiciik bosluklar olusur ve bu
bosluklar birleserek intraembriyonik kélom adi verilen ¢ift yapida cisimlere ayrilmaya
baslar. ilk somit ¢ifti, 20. giinde embriyonun servikal yoresinde dikkati ¢eker ve
kraniokaudal yonde ilerleyerek 5. haftanin sonuna kadar her giin 3 ¢ift olmak lizere 42 — 44
c¢ift olusur. Bunlar 4 oksipital, 8 servikal, 12 torakal, 5 lumbar, 8-10 koksigeal cift
somitlerdir. ilk oksipital ve son 5-7 koksigeal somit kaybolur. Kalan somitler embriyonun

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

Medulla spinalis, 4. ¢ift somitin kaudalinde kalan noral tiipten gelisir. 9. ve 10.
haftalarda noral tiipiin duvarlar1 kalinlasir ve genisligi kiiciilerek santral kanali olusturur.
Noral tiip i¢inde i¢ten disa dogru 3 hiicre grubu gorullr; ventrikuler, intermediate ve

marginal tabaka (Ozer ve ark 2016, Erzurumlu ve ark 2019).



Marjinal tabaka spinal gangliyonlar ve beyin i¢inden ¢ikan aksonlarin olugsmasiyla medulla
spinalisin beyaz cevherini olusturacaktir. SSS’nin ilkel destekleyici hiicreleri glioblastlar,
noroblastlar olustuktan sonra ndroepitelden farklilasarak olusurlar ve ventrikiiler tabakadan
intermediet ve marginal tabakaya goc¢ ederler. Bazi hiicrelerden ilerde astrositleri
olusturmak {izere astroblastlar, bazilarinda ise oligodentrositleri olusturmak {izere
oligodentroblastlar olusur. Noroblast ve glioblastlar1 olusturmus noroepitel hiicreler daha
sonra santral kanali déseyen ependim hiicreleri olusur. 6 ve 9. haftalarda néroepitel
hiicrelerin ¢ogalmasiyla medulla spinalis duvari kalinlasir, tavan ve taban plaklart incelir.
Kalinlagan duvarlarda iki tarafta sulcus limitans adi verilen s1g longitudinal oluk olusur. Bu
oluk dorsal kisimda alar plagi ventral kisimda bazal plagi olusturur. Bu plaklar medulla
spinalis boyunca olusan longitudinal siskinliklerin sebebidir. (Ozer ve ark 2016, Erzurumlu
ve ark 2019).

Alar plaklar dorsal gri kolonlari olusturur. Bu kolonlardaki noronlar afferent
niikleuslardan olusur. Bazal plaktaki hiicre gévdeleri ise ventral gri kolonlar1 ve lateral gri
kolonlar1 olusturur. Bazal plaklar gelisirken ventral siskinliklerin arasinda kalan bdlgenin
ventral kismina bakan yiiziinde ise ventral median fissiir ad1 verilen derin bir oluk olusur

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

Spinal gangliyonlart meydana getiren hicreler, T biciminde unipolar néronlar noral
krestten olusurlar. Noronlarin her iki uzantisi aksonal 6zellik gosterir 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 (Ozer ve ark 2016,

Erzurumlu ve ark 2019).

2.3. Spinal Kord Anatomisi

Medulla spinalis vertebralarin cisimleri ile arkuslar1 arasinda bulunan “canalis
vertebralis” denen kanalin igerisinde bulunur ve atlasin {ist kenarindan baglayarak
erkeklerde 1. ve 2. lumbal vertebralar arasinda, kadinlarda 2. lumbal vertebranin ortasina
kadar uzanir (Ersoy 1996). Uzunlugu ortalama 45 cm kadardir ve ortalama 28 gr
agirh@indadir (Erzurumlu ve ark 2019). Medulla spinalisi saran membranlar beyni saran

membranlarin devamidir. En dista dura mater, ortada araknoid mater, i¢cte pia mater
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bulunur. Dura ve araknoid membranlar 2. sakral vertebra seviyesinde sonlanir. Pia mater
medulla spinalis alt ucunda kapanir ve sonrasinda filum terminale yapisina katilir. Filum
terminale sakral 2. vertebra seviyesinde dura mater ile birleserek lig. coccygeum adini alir
ve koksikse yapisarak sonlanir. Piamater ise medulla spinalis icine dogru ilerleyen septalar

araciligiyla dural baglanti olusturur (Erzurumlu ve ark 2019).

Ligamentum denticulatum adi1 verilen bu baglantilar 22 adet olup, lateral yiizey
boyunca ilerleyerek noktasal ¢ikintilarla duranin i¢ kismina baglanir. Medulla spinalis alt
ucuna conus medullaris adi verilir. Lomber ve sakral lifler conus mediillaristen sonra at
kuyrugu anlamma gelen cauda equina lifleri ile dura iginde ilerleyerek kendi

segmentlerinde noral foramenlerinden ayrilir (Erzurumlu ve ark 2019).

Medulla spinalis 6n yliziinde yukaridan asagiya dogru uzanan fissura mediana
anterior denen derin bir yarik, arka yiizliinde sulcus medianus posterior denen ylizeysel bir
oluk gorilir. Anterolateralinde kalan yilizeyel oluga sulcus Ilateralis anterior,
posterolateralinde kalan oluga sulcus lateralis posterior denir. Sulcus lateralis anteriordan
on kokler ayrilirken, sulcus lateralis posteriordan arka kdkler medulla spinalise dahil
olurlar. Servikal kisimda sulcus medianus posterior ve sulcus lateralis posterior arasinda

sulcus intermedius posterior ad1 verilen Uglncu bir oluk daha gérulir (Netter 2007).

Medulla spinalis i¢inde makroskopik olarak net sinirlarla ayrilan gri ve beyaz
cevher bolgeleri bulunur. Gri cevher; néron hiicre govdeleri, dentritleri, ve akson sonlanma
yerlerini igerir. Gri cevher 6nde boynuz seklinde iki adet ¢ikinti olusturur. Bunlara cornu
anterius adi verilir. Benzer c¢ikintilar arka kisimda bulunur ve cornu posterius adini alir.

(Netter 2007).

Her iki tarftaki O0n ve arka boynuzlari birlestiren gri cevher kitlesine ise pars
intermedia denir. Servikal ve torakal bdlgelerde 6n boynuzlarin kaidesinden yanlara dogru
uzanan tglincii bir ¢ikint1 daha goriiliir ve cornu laterale adin1 alir. Gri cevher ortasinda
canalis centralis bulunur. Beyaz cevher inen ve ¢ikan yolaklarda bulunan néron aksonlarini
icerir. Beyaz cevher i¢inde ayn1 zamanda noroglialar ve kan damarlari bulunur. Myelinli lif
orant yiliksek oldugu icin beyaz renklidir. Gri ve beyaz cevher alanlari omurilik
seviyelerine gore degisiklik gosterirr. Servikal bdlgede beyaz cevher daha genis olup alt

seviyelerde hacmi giderek azalir. Gri cevher ise servikal ve lomber genislemelerde en fazla
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gelismis olup buralar ekstremitelerin motor ve duysal islevlerine katilan ndronlardan
yapilmistir. Bu genislemeler intumescentia cervicalis ve intumescentia lumbosacralis adi

verilen fuziform genislemelerdir (Netter 2007).

Beyaz cevher iginde seyreden lifler fonksiyon olarak ya medulla spinalisin degisik
segmentlerini birbirine baglayan kisa lifler yada cesitli medulla spinalis segmentlerinin
beyin ile baglantisin1 olusturan uzun liflerdir. Aymi fonksiyonu goren lifler birbirine yakin
seyrederek traktuslar1 olustururlar ancak bu traktuslarin simirlart makroskopik olarak
belirgin degildir. Kisa yolaklar gri cevhere yakin seyrederken uzun yolaklar gri cevhere
uzak yerlesimlidir. Uzun yolaklar (traktus) afferent ve efferent olarak ikiye ayrilir. Afferent
traktuslar spinal gangliyonlardaki ya da medulla spinalisin gri cevherindeki hiicre
uzantilarindan olusur. Efferent yollar ise beynin cesitli kisimlarindaki c¢ekirdeklerde
bulunan hiicrelerin uzantilarindan olusur. Afferent traktuslar yukariya ciktik¢a biitlin
medulla spinalis segmentlerinden lif alacagindan giderek kalinlasir. Efferent lifler kaudale

uzandik¢a segmentlere lif gonderecegi i¢in giderek incelir (Netter 2007).

Beyaz cevhere ait funiculus anterolateraliste Ust segmente ait lifler merkeze daha
yakin seyrederken, alt segmente ait lifler daha lateralde seyreder. Funiculus posteriorda ise

icte sakral lifler dista servikal lifler bulunur (Netter 2007).

Omuriligin beslenmesi arteria vertabralisin dallar1 olan 1 adet anterior spinal arter,
2 adet posterior spinal arter ve radikdler arterler sayesinde olur (Fehlings ve ark 1999).
Anterior spinal arter, arteria vertebralislerden kéken alarak, fissura mediana anteriyorda,
konus medullarise kadar inerek filum terminale ve kauda equinaya kadar uzanan liflere
ayrilarak vaskiiler beslemeyi saglar. Posterior spinal arterler ise omurilik arka kisminda yer
alan sulcus posterolaterlisler i¢inde seyreder. Bu bolgeden asagi inerken de radikiiler
arterlerin arka dallar1 ile anastamozlar olusturur. Radikiiler arterlerin en biiyligli orta
torakal bolgenin altinda lumbosakral omurilik segmentinin 6n kismini1 besleyen arteria
radicularis magna (Adamkiewicz arteri) olup T9-L2 arasinda, %75-80 sol interkostal

lomber arterden koken alan arterdir (Zhang ve ark 1995).

Omurilik venlerinin yerlesmesi arterlere paralellik gdsterir. Ust vertebral bdlgenin
venleri, internal jugular vene ve vena cava superiyora bosalirken, alt vertebral bdlgenin

bosalimi vena cava inferiora olmaktadir (Zhang ve ark 1995).



2.4. Spinal Kord Hasar
2.4.1. Etyoloji ve Epidemiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Spinal Kord Injuri Istatistik Merkezinin
2018 yilinda yaymladigi verilere gore, her yil 17700 yeni vaka populasyona
katilmaktayken, bu rakam niifusun milyonda 54’iine denk gelmektedir. Bu rakamlara olay
yerinde veya transport sirasinda hayatini kaybedenler dahil degildir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde yasayan SKT yasamis kisilerin sayisinin su anda yaklasik 288.000 oldugu
tahmin edilmektedir. Ortalama yaralanma yasi, 1970'ler boyunca 29’ken, su anda 43’e
yiikselmistir. Vakalarin %781 erkektir (NSCISC web adresi).

Arag kazalar1 su anda en dnemli yaralanma sebebi olup, yliksekten diisme vakalari
2. sirada yer almaktadir. Siddet eylemleri (6ncelikle atesli silah yaralanmalari) ve spor

etkinlikleri de nispeten yaygim nedenlerdir (NSCISC web adresi).

Grafik 1: Spinal Kord Travma Nedenleri

Grafik 1: 2015-2018 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletlerinde spinal kord hasarina
neden olan durumlar grafikte belirtilmistir. NSCISC(National Spinal Cord Injury Statistical
Center) verileridir (NSCISC web adresi).

Hastane akut bakim {initesinde kalma sireleri, 1970'lerde 24 giinden, su anda 11
giine digmiistiir. Rehabilitasyon kalis siireleri 1970'lerde 98 giinden su anda 34 giine
diismiistiir (NSCISC web adresi).




Bu istatistiklerden elde edilen sonuglarda vakalarin noérolojik durumlarinin
dagilimlar1 su sekilde olmustur. Bu yaralanmalar sonunda inkomplet kuadripleji en sik
gorlilen norolojik tabloyu gostermektedir. Komplet ve inkomplet parapleji siklig1 benzer
oranlarda goriilmiistiir. Vakalarin ancak %1’i taburcu olmadan oOnce tam iyilesme

saglamistir ( NSCISC web adresi).

Grafik 2: Spinal Kord Travma Sonrasi
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Grafik 2: 2015-2018 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletlerinde spinal kord hasari
olusmus olan vakalarin ndrolojik durum grafigi. NSCISC(National Spinal Cord Injury

Statistical Center) verileridir (nscisc web adresi).

SKT olanlarin yaklasik % 30'u yaralanmay1 takip eden herhangi bir yilda bir veya
daha fazla kez tekrar hastaneye kaldirilir. Yeniden hastaneye yatirilanlar arasinda
hastanede kalis siiresi ortalama 22 giindiir. Genitoiiriner sistem hastaliklari, yatis sikliginin
onde gelen nedenidir, bunu cilt hastaligi izler. Solunum, sindirim, dolasim ve kas iskelet
sistemi hastaliklar1 da yaygin nedenlerdir. 1973 yilinda kurulusundan bu yana Ulusal
Spinal Kord Travmast Veri Tabanina kayith kisiler, yaralanmadan sonra 40 yil boyunca
takip edilmistir. Bu siire zarfinda, bu popiilasyon i¢in yagam 0mriiniin azalmasi {izerinde en
buyik etkiye sahip gériinen 6lim nedenleri pnémoni ve septisemidir. Intihar, kanser, kalp
hastaligi, stroke, arteriyel hastaliklar, pulmoner emboli, genitoiiriner sistem hastaliklari,
sindirim sistemi hastaliklarina bagl 6liim oranlar1 daha diisiik seyretmektedir (NSCISC

web adresi).




Ortalama yillik giderler (saglik maliyetleri ve yasam giderleri) ve dogrudan SKT’ye
baglanan tahmini Omiir boyu maliyetleri egitim, ndrolojik bozulma ve yaralanma Oncesi
istihdam ge¢misine bagli olarak biyiik Olglide degismektedir. Bu tahminler, Ucret
kayiplari, yan haklar ve verimlilik gibi dolayli maliyetleri icermemektedir (NSCISC web
adresi).

SKT olan insanlar i¢in ortalama yasam siiresi 1980'lerden bu yana iyilesmemis ve
SKT olmayan kisilerin yasam beklentilerinin oldukca altinda kalmistir. Oliim oranlari,
yaralanmadan sonraki ilk yil boyunca, 6zellikle de ciddi ndrolojik bozuklugu olan kisiler

i¢in, sonraki yillara gére onemli 6lgiide yiiksek oldugu gériilmiistiir (NSCISC web adresi).

TABLO 1: Yaralanma Siddeti ve Yaralanma Yasma Gore Yaralanma Sonrasi

Yasam Beklentisi (Yil)

Ilk 24 Saat Hayatta Kalan Kisiler Yaralanma Sonrast En Az 1 Y1l Yasayan Kisiler
Herhangi  Bir Herhangi  Bir
Seviyede Ust Ventilator Seviyede Ust Ventilator
Motor Alt Servikal Servikal Bagimli Motor Alt Servikal Servikal Bagimli
Fonksiyon Tetrapleji Tetrapleji Herhangi Fonksiyon Tetrapleji Tetrapleji Herhangi
ASIAD Parapleji C5-C8 C1-C4 Seviye ASIAD Parapleji C5-C8 C1-C4 Seviye
20 | 59,6 | 52,9 45,7 40,3 34,0 11,3 53,2 46,2 41,2 35,2 19,0
40 | 40,7 | 35,2 29,7 249 20,9 8,7 35,4 30,2 25,7 22,1 13,3
60 | 23,2 | 19,5 16,1 13,2 111 3,7 19,7 16,5 14,0 12,5 7,9

Tablo 1’e gore yaralanmanin motor fonksiyonlar iizerine olusturdugu disfonksiyon
arttikga yasam beklentisi azalmistir. Ayrica geng hastalarda yasam beklentisi daha fazladir.
Travma iizerinden 1 y1l gegmis vakalarda yasam beklentisi daha uzun olmaktadir. Yine bu
tablodan anlagilacagi lizere travma sonrasi Oliimlerin biiylik kismi ilk 1 yil iginde

gerceklesmektedir (NSCISC web adresi).

2.4.2. Fizyopatoloji

Omurilik yaralanmasina ait patofizyolojik mekanizmalarin temelini anlamak,
farmakolojik arastirmalari kolaylastirmak igin biiylik 6nem tasir. Bu farmakolojik
stratejilerin hedefi biyik Olcide sekonder yaralanma mekanizmalarinin etkilerini
hafifletmek veya ortadan kaldirmaktir (Randall ve ark 2001). SKT'deki bu patofizyolojik
mekanizmalarin anlagilmasi1 daha da 6nemlidir; ¢unki kafa travmasi, serebral iskemi ve

subaraknoid kanama gibi merkezi sinir sisteminin diger hasarlarinda da mekanizma
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tamamen olmasa da ortaktir (Mcintosh ve ark 1998). Akut SKT'nin patofizyolojisi hem
primer hem de sekonder yaralanma mekanizmalarini igerir (Benzel 1996, Suwanwela ve
ark 1962).

Hastalar primer yaralanmanin siddetine gore gruplara ayrilabilir (norolojik
smiflama). Hastanin hastaneye yatisindaki ndrolojik durumu en gucli  prognostik
gostergedir. Bununla birlikte, SKT hastalarinin  biiyiik ¢ogunlugu igin sekonder
yaralanmalarin daha fazla hasara neden oldugu, restoratif siiregleri sinirladigr ve uzun
vadeli morbidite artisina neden oldugu kabul edilmektedir. Bu nedenle, SKT'deki sekonder
yaralanma mekanizmalarimin tam olarak anlagilmasi, hedeflenen miidahalelerin

gelistirilmesini kolaylastirmaktadir (Randall ve ark 2001).

2.4.2.1.Primer Yaralanma

Primer hasarin dort karakteristik mekanizmasi vardir: (I) travma ve kalici
kompresyon, (Il) gecici kompresyon ile tek basina etki, (III) distraksiyon ve (IV)
laserasyon / transeksiyon. Ilk ve en yaygin mekanizma travma ve kalici kompresyondur
(Randall ve ark 2001).

1. Travma ve kalict kompresyon, spinal kordu komprese eden kemik fragmanlari,
kirik ¢ikiklar1 ve akut disk yirtilmalar1 burst kiriklarinda belirgindir (Randall ve ark 2001).

2. Gegici kompresyon ile tek basina etki, altta dejenerasyona sekonder servikal
omurga hastalig1 olan kisilerde hiperekstansiyon yaralanmalarinda gozlendigi iizere sadece
gecici kompresyonlarla tek basina etki eder (Randall ve ark 2001).

3. Distraksiyon, spinal kolonun vertikal diuzlemde zorla gerilmesi (distraksiyon)
ticlincii bir mekanizma olusturur ve fleksiyon, ekstansiyon, rotasyon veya dislokasyondan
kaynaklanan distraksiyon kuvvetleri, spinal kord perfiizyonun bozulmasina veya
gerilmesine neden oldugunda belirgin hale gelir. Bu tiir yaralanma, 6zellikle kikirdakli
vertebra govdelerinin, az geligsmis kas sisteminin ve ligament gevsekliginin predispozan
faktorler oldugu ¢ocuklarda, radyolojik anormallik olmadan kendini gosterebilir (Pang ve
ark 1982)

4. Laserasyon/transeksiyon, spinal kord laserasyonu, travma sonucunda kirilan ve
serbestlesip parcali hale gelen kemik fragmanlarimin spinal kord iizerinde laserasyon
olusturmasi ile goriliir.  Kiiglik yaralanmalardan tam transeksiyona kadar degisen

derecelerde laserasyon olusabilir (Randall ve ark 2001).
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Ik mekanik etki, esas olarak merkezi gri maddeye zarar verirken beyaz maddenin
ve Ozellikle periferinin goreceli olarak korunmasina neden olur. Gri madde i¢inde olusan
hasar artisinin nedeni, gri maddenin yumusak kivami ve artmig vaskiiler yapisina baglidir
(Wolman 1965). Travma sonrasinda kanama erken donemde gelisir ve omurilikteki kan
akis1 ilk mekanik yaralanmadan sonra bozulur. Kan akigindaki bozulma, hipoksi ve iskemi
kaynakli lokal enfarktiisle sonuglanir. Bu, 06zellikle yiiksek metabolik gereksinimi
nedeniyle gri maddeye zarar verir. Yaralanma bélgesinden gecen noronlar fiziksel olarak
bozulmakta ve miyelin kalinligin1 azalmaktadir (Randall ve ark 2001). Sinir gegisi,
yaralanma bolgesi yakinindaki mikro kanamalar veya 6dem nedeniyle daha da bozulabilir
(Lapchak ve ark 2001). Gri maddenin yaralanmadan sonraki ilk 1 saat icinde geri
dontlisiimsiliz olarak hasar gordiigii, beyaz maddenin ise yaralanmadan sonraki 72 saat

iginde geri doniistimsiiz sekilde hasar gordigii diistintilmektedir (Blight ve ark 1989).

2.4.2.2. Sekonder Yaralanma

Primer mekanik yaralanmasi, uzamis hasarlanma durumunda sekonder yaralanma
mekanizmalariin nidusu haline gelir. Bu sekonder mekanizmalar arasinda norojenik sok,
kanama ve iskemi-reperflizyon, eksitotoksisite, kalsiyum aracili sekonder yaralanma ve
stvi-elektrolit bozukluklari, immiinolojik yaralanma, apoptoz, mitokondri fonksiyonundaki

bozukluklar ve diger gesitli siiregler yer alir (Randall ve ark 2001).

2.4.2.2.1. Norojenik Sok

Her ne kadar bu terimin birka¢ yorumu olsa da spinal kord yaralanmasi ndrojenik
sokla sonuclanabilir. Vazomotor néron paralizisinin neden oldugu vazodilatasyon, doku
perflizyonunun bozulmasi ile sonuglanir. Ayrica vazodilator ve vazokonstriktor dengesinin,
arteriyoller ve veniller Gizerindeki etkilerinin bozulmasi ile sempatik tonus azalirken, vagal
tonus artar ve bu duru miyokard depresyonu ile sonuglanir. Azalmis myokard aktivitesi
perflizyonun bozulmasma daha fazla katkida bulunur. Eger tedavi edilmezse, ndrojenik

sokun sistemik etkileri (yani omurilik ve diger organlarin iskemisi) noral doku hasarini

siddetlendirebilir (Guha ve ark 1989).

2.4.2.2.2. Kanama ve iskemi — Reperfiizyon
Vaskiler yaralanmalar hem hemorajik hem de iskemik hasar olusturur. Mikro
sirkillasyon (6zellikle vendller ve kapillerler), yaralanma boélgesinde ilk mekanik travma

nedeniyle bozulur (bir miktar rostral ve kaudalinde de goriilecek sekilde). Anterior spinal
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arter gibi biliylik damarlarin go0receli olarak korundugu goriiliir. Bu hasar, zamanla
hemorajik nekrozu ilerleten kiigiik kanama alanlarina veya petesilere neden olur.
Intravaskiiler tromboz iskemiye katkida bulunabilir. Mikro damarlarin mekanik hasari ve
otoregiilasyon kaybi1 nedeniyle mikro kanamalar olusur. Iskemi bu vaskiiler olaym bir
urinudir ve muhtemelen tromboza, vazospazmdan dolay1r azalan kan akigina ve
otoregiilatuar homeostaz kaybi ile birlikte mikro dolasim veya sistemik hipoperfiizyona

sekonder gelistigi goriiliir (Koyanagi ve ark 1993).

Azaltilmis perfiizyon asamasindan sonra bir hiperemi veya "asir1 perfuzyon™
donemi gelisebilir. Bunun laktat gibi asidik metabolitlerin birikmesinden kaynaklanan
perivaskiiler pH'ta bir azalmadan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu tur reperfiizyon,
zararl serbest radikallerin ve diger toksik yan iirtinlerin olusumu yoluyla yaralanmay1 ve

hiicresel 6liimii siddetlendirebilir (Lipton ve ark 1994).

Oksijen tarevli serbest radikaller (stperoksit, hidroksil radikalleri, nitrik oksit ve
diger yiiksek enerjili oksidanlar, peroksitrit dahil) iskemi sirasinda erken reperfiizyon
doneminde en belirgin artis gostermektedir (Fabian ve ark 1995). Bu yiiksek oranda reaktif
oksijen ve azot tiirleri, omurilik travmasinin sekonder hasarina katkida bulunurlar. Nitrik
oksit sentaz, fosfolipazlarin kalsiyum aracili aktivasyonu, ksantin oksidaz, inflamatuar
hicreler ve Fenton ve Haber Weiss reaksiyonlar1 dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicre
yolagi ile dretilirler (Cuzzocrea ve ark 2001). Oksidatif stres, norotravmada oldugu gibi
koruyucu hiicresel antioksidan kapasitesini astiginda, bu reaktif molekiillerin net {iretimi
daha sonra proteinlerin, lipitlerin ve nikleik asitlerin oksidasyonuna neden olur (Cuzzocrea
ve ark 2001). Daha spesifik olarak, bu tir molekiller, mitokondriyal oksidatif zincir
enzimlerinin inaktivasyonuna, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenazin inaktivasyonuna, Na —
K ATP’azin inhibe edilmesine, sodyum membran kanallarinin inaktivasyonuna ve lipid
peroksidasyonu sonucu zararli sekellerinin olusmasina neden olur. Ozet olarak, oksidatif
stresin reaktif oksijen ve azot molekiillerinin olusumu SKT'ye katkida bulunur ve sekonder

yaralanmalarin diger aracilari ile yakindan ilgilidir (Lewen ve ark 2000).

Total Oksidatif Stres (TOS): Farkli oksidan tiirlerin serum (veya plazma)
konsantrasyonlar1 laboratuvarlarda ayr1 ayr Olgiilebilir, ancak dlglimler zaman alic1, emek
yogun ve maliyetlidir ve karmasik teknikler gerektirir. Farkli oksidan molekiillerinin ayri

ayr1 Ol¢limi pratik olmadigindan ve oksidan etkileri sonradan eklemeli oldugundan, bir
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numunenin toplam oksidan durumu olcullr ve buna total oksidatif stres(TOS) denir (Erel
2005). Erel O. tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir. Ornekte
bulunan oksidanlar ferr6z iyon-odianisidine kompleksini ferrik iyona oksitlerler. Ortamda
bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ti¢ katina ¢ikarmaktadir. Asidik
ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin
miktartyla iligkili olan rengin siddeti pektrofotometrik olarak 6lgilmektedir (Suner ve ark
2014).

Total Antioksidan Status(TAS): Erel O. tarafindan gelistirilen tam otomatik bir
yontem olup, giiclii serbest radikallere karsi viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen
bir metottur (Benzel 1996). Bu yéntemde Fe?*-O-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid
ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak OH radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirti
indirgen diisiik pH'da renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi
dianisidyl radikallerini olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina
katilarak renk olusumu artmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon
reaksiyonlarmi bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik

analizorde spektrofotometrik olarak olgtilerek sonug verilmektedir (Suner ve ark 2014).

Oksidatif stres indeksi (OSI): TOS’ un niimerik olarak TAS’a bélimi ile bulunan
sayidir. Oksidan streste artis gosterir (Suner ve ark 2014).

Tiyobarbiturik asit reaktif maddeler (TBARS): Hiucreler, dokular ve vicut
stvilarinda lipid peroksidasyon iiriinlerini 6lgmek icin daha spesifik ve tamamlayici bir
tahlildir. Deney, referans olarak malondialdehit (MDA) standartlarin1 kullanarak ortak
mikrotiter formatta gerceklestirilir. Oksidan streste artar, antioksidan ortamda azalir

(Landau ve ark 2013).

2.4.2.2.3. Eksitotoksisite

Biyokimyasal diizensizlikler ve eslik eden sivi - elektrolit bozukluklari, akut
SKT'de sekonder bir yaralanma mekanizmasi olarak merkezi bir rol oynamaktadir. Uyarict
norotransmiterler serbest birakilir ve depo edilebilir (Farooque ve ark 1997). Santral sinir
sisteminin ana uyaricit norotransmitteri olan Glutamat, yaralanmadan sonra asir1 salinir
(Gasic ve ark 1992). Bu durum, dogrudan ve dolayli hasarlara (mikrosirkilasyonu bozar ve

serbest radikallerin olusumu artar) neden olabilir (Faden ve ark 1988). Glutamat hiicre
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reseptoru aktivasyonu (6zellikle N-methyl-D-aspartate — NMDA ve a-amino 3 hydroxy 5
methylisoxazole 4 propionate kainate — AMPA kainate) iskemik hasarin iiretiminde kritik
rol oynar (Koyanagi ve ark 1993, Von Euler 1997). “Eksitotoksisite” terimi ilk kez Olney
tarafindan kullanilmisg ve glutamat reseptoelerinin asir1 aktivasyonu ile noronal hasari
tanimlamigtir  (Olney 1994). Eksitotoksisite, SSS yaralanmasimnin mekanizmalarinin
tanimlanmasinda merkezi bir konuma sahiptir. Glutamat reseptori aktivasyonu, daha sonra
sitotoksik 6¢dem ve hiicre ici asidoz olusumuna neden olan hiicre i¢i sodyumun erken
birikmesine neden olur (Choi 1999). Na* K" ATP’azin basarisizlig1 ayrica hiicre igi
sodyum ve su birikimini ve hiicre dis1 potasyum kaybini siddetlendirebilir (Olsson ve ark
1995). Ek olarak, hiicre ici kalsiyum (kismen, Na* Ca?* degistiricinin aktivasyonu ile)
birikir; takiben, fizyolojide derin degisiklikler ve sonrasinda hasar meydana getirir
(Agrawal 1997). Aslinda, hicre ici kalsiyum birikimi, SSS'de “toksik hiicre 6limundn son
ortak yolu” olarak belirtilmistir (Schanne ve ark 1979, Cheung ve ark 1986). Glutamat
norotoksisitesine reaktif oksijen ve azot tiirlerinin TUretilmesi de aracilik eder.
Eksitotoksisite  (0zellikle NMDA  reseptor tarafindan  aracilik  edilir) lipid
peroksidasyonunun baslatilmasi, Na* K" ATP’az aktivitesinin inhibisyonu, membran
sodyum kanallarinin etkisizlestirilmesi, mitokondriyal enzimlerinin dogrudan inhibisyonu,
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenazin etkisizlestirilmesi ve Onemli proteinlerin diger
oksidatif modifikasyonlarinin baglatilmas1 dahil olmak {izere ¢esitli mekanizmalar
vasitastyla noronal o6liime katkida bulunan reaktif molekiillerin ortaya ¢ikmasina neden

olan karmasik bir olaylar dizisini baglatir (Beckman 1994).

2.4.2.2.4. Kalsiyum Aracili Sekonder Yaralanma ve Sivi-Elektrolit Bozukluklari
Yiiksek hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlari, c¢esitli mekanizmalar yoluyla
sekonder hasara katkida bulunur. Bu mekanizmalardan biri mitokondriyal fonksiyona
mudahale gerektirir (Fiskum 2000). Bu girisim, ilk yaralanmaya sekonder hipoksi ve
iskemi tarafindan zaten bozulmus olan hiicresel solunumu engeller. Artan hucre igi
kalsiyum ayrica kalpain, fosfolipaz A2, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi bir dizi
kalsiyum bagimli proteaz ve lipazlar1 uyarir (Bracken ve ark 1997). Deneysel SKT'de,
noronal doku lezyonlarinin penumbrasinda aktive edilmis glial ve inflamatuar hiicrelerde
Calpain aktivitesi ve ekspresyonu artar (Hall ve ark 1987). Kalpainler, akson-miyelin
tinitesinin yapisal proteinleri de dahil olmak Uzere SSS'deki 6nemli yapisal bilesenleri
bozabilir (Shields ve ark 2000). Ek olarak, diger kalsiyum bagimli proteazlar ve kinazlar,

hiicre zarlarini tahrip eder ve norofilamentler gibi hiicre ultra yapisinin bazi bilesenlerinin
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coziinmesine neden olur. Lipaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz aktivasyonu, arasidonik
asidin tromboksanlara, prostaglandinlere ve 16kotrienlere doniismesine neden olur ve bu
metabolitlerin seviyeleri, yaralanma dakikalarinda omurilik travmas ile birlikte olusabilir.
(Hall ve ark 1986). Ayrica, Na* K* ATP’az inhibisyonu ve doku 6demi ile iliskili olarak
yaralanmadan yaklasik 24 saat sonra arasidonik asitte gecikmis bir artis oldugu

gorilmektedir (Faden ve ark 1987).

Deneysel SKT'de mikroglia / makrofajlar tarafindan iiretilen kalic1 siklooksijenaz-1
(COX-1) birikimi ve endotel tarafindan olusturulan COX-1 regiilasyonu gosterilmistir.
Arasidonik asidin doniistiiriilmesiyle iiretilen bu maddeler, trombosit agregasyonu ve
vazokonstriksiyona neden olarak kan akisinin azalmasma katkida bulunur. Ayrica,
inflamatuar bir tepkiye ve lipit peroksidasyonuna katkida bulunabilirler. Hcresel
membranlarin bariz hasarina ek olarak, lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin iiretimini
iceren tekrarlayan bir dongiye neden olur. Bu radikaller membranlara zarar vermeye
devam eder, bu da lipid peroksidasyonuna ve serbest radikal olusumuna neden olur. Bu
dongu, a-tokoferol (E vitamini) ve superoksit dismutaz gibi endojen antioksidanlar

tarafindan durdurulmadikg¢a devam eder (Schwab ve ark 2000).

Siklooksijenaz-2 (COX-2), yakin zamanda sekonder yaralanma i¢in olas1 bir etken
olarak incelenmistir. COX-2, mMRNA ve protein ekspresyonu, deneysel SKT'den sonra
indiklenir (Resnick ve ark 1998). Ca®* akismin, membranla iliskili fosfolipazlarin
aktivasyonunu ve arasidonik asidin serbestligini ortaya ¢ikardig iyi bilinmektedir. Artmis
hiicre dis1 uyarici norotransmiterler, noronal aktivasyonu uyarir ve kortikal ndronlarda
COX-2 ekspresyonunun indiiklenmesine neden olur (Kaufmann ve ark 1996). Sonug
olarak, noéronal oOlim dogrudan toksisite ile sonuglanabilir. Selektif COX-2'nin
inhibisyonu, hayvan deneylerinde spinal kord hasarini iyilestirme potansiyeli ortaya
cikarmistir (Resnick 1998, Lapchak ve ark 2001).

Artan hiicre dis1 potasyum, ndronal iletimi olumsuz yonde etkileyen néronlarin agirt
depolarizasyonu ile sonuglanir ve aslinda omurilik sokunun altinda yatan kritik nedensel
faktor olabilir. Daha az dikkat ¢eken bir diger elektrolit rahatsizligi da magnezyum
tikenmesidir. Hicre ici magnezyumun tikenmesi, glikoliz, oksidatif fosforilasyon ve
protein sentezi gibi metabolik siiregler tizerinde zararli bir etkiye sahip olabilir ve ayrica

magnezyumun bir kofaktdr olarak gorev yaptigi bazi enzimatik reaksiyonlar1 olumsuz
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yonde etkileyebilir. Magnezyum tiikenmesi ayrica hiicre i¢i kalsiyum birikimine ve
yukarida belirtilen iliskili patofizyolojik islemlere de katkida bulunabilir. Magnezyumun,
eksitator iyon kanalinin NMDA reseptoriinii bloke ederek noronal hiicreleri de korudugu,

boylece teorik olarak eksitotoksisiteyi azalttigr diisiiniilmektedir (Rhoney ve ark 1996).

2.4.2.2.5. Immiinolojik Hasar

SKT, SSS'nin belirli hiicrelerinin aktivitesinde degisiklikler meydana getirir. Bazi
glial hiicre smiflari, exitator aminoasit seviyelerinin ve pH'in diizenlenmesi de dahil olmak
Uzere gesitli mekanizmalar ile SSS'de homeostazin korunmasina yardimci olur. SKT'den
sonra, bu glial hiicreler tarafindan homeostazin diizenlenmesi doku asidozuna ve
eksitotoksik sirece bagli olarak basarisiz olur (Faden 1986). Diger glial hiicreler, sinir
blylmesini etkileyebilecek bazi1 bilesikleri sentezleyebilir. Bu bilesikler, ayrilmis
noronlarin reaktif blyumesini ve bu aktiviteye karst koyabilen inhibitor faktorleri
uyararak, bozulmus noronal ag1 yeniden kurabilen norotrofik blyime faktorlerini icerir
(Mocchetti ve ark 1995). Yine SSS yaralanmasindan sonra hiicresel kalintilar1 gidermede
islev goren diger glial hiicrelerin, hiicresel hasara neden olabilecek bazi oksidatif ve
lizozomal enzimlerin aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir ( Faden 1986). Omurilige travma
sonras1 iki fazli 16kosit yanit1 vardir. Baslangigta, notrofil infiltrasyonu dominanttir. Bu
l6kositler tarafindan sonradan litik enzimlerin salinimi noéronlar, glia ve kan damarlarinin
zarar gormesini siddetlendirebilir. lkinci asamada, hasar gérmiis dokunun fagosite

edilebilmesi icin makrofaj migrasyonu gorilir (Schwab ve ark 1996).

Immiinolojik aktivasyonun ilerleyici doku hasarim tesvik ettifini ve/veya SSS
yaralanmasindan sonra noral rejenerasyonu inhibe ettigini gosteren veriler vardir. Bununla
birlikte, lezyonlu spinal kord igindeki bazi immiin hiicrelerin fonksiyonel 0Onemi
tartismalidir (Popovich ve ark 1996). Makrofajlar ve mikroglia hicreleri, noral
rejenerasyonun ayrilmaz bilesenleri olarak kabul edilirken, bu hicrelerin oligodendrosit
lizisine (TNF ve nitrik oksit {iretimini igeren bir islemle), néron 6limine ve
demiyelinizasyona katki sagladigi da diisiiniilmektedir (Rhoney ve ark 1996). Omurilige
dogrudan kontiizyonun, konak¢i bagisiklik sisteminin SSS miyelinin bir bilesenine
sensitize oldugu gosterilmistir (Popovich ve ark 1996). Yukarida bahsedilen 16kosit
infiltrasyonunun iki fazinin, primer hasardan sonraki ilk 24 saat iginde baslayan ve birkag
gin boyunca zirve yapan dejenere aksonlarin demiyelinizasyonuna katkida bulundugu

varsayllmaktadir. Bu sureg gri ve beyaz cevher iginde kavitasyon alanlarinin goriilmesine
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katkida katk1 saglayabilir. Wallerian dejenerasyonu belirginlesir ve daha sonra skar dokusu
olusur. Skar olusumu Oncelikle fibroblastlara ek olarak astrositler ve diger glialar

tarafindan yonetilir (Schwab ve ark 1996).

Bagisiklik hiicrelerinin hasarli SSS'ne alimi, bir¢cok protein ailesi tarafindan
yonetilir ve intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) en iyi 6rnegidir. ICAM-1,
notrofillerin dokulara infiltrasyonunu stimiile ederek immiin cevaba katkida bulunur.
Bununla birlikte, akut SKT sonras1 sekonder hasardaki rolii iyi tanimlanmamistir (Hamada
ve ark 1996).

SKT sonrasi sekonder yaralanmada ICAM-1 artis1 gozlenmistir. ICAM-1'e karsi
gelisen spesifik bir monoklonal antikorun, miyeloperoksidaz aktivitesini énemli 6lcude
bastirdigi, spinal kord Odemini azalttigi ve ayrica omurilik kan akisimi diizelttigi
goriilmiistiir (Hamada ve ark 1996). Diger 6nemli mediatorler, p-selektin, IL-1, IL-6, TNF-
a’dir. IL-10’un, TNF a iiretimini azalttig1 ve boylece SKT'den sonra monositlerin ve diger
immun hacrelerin aktivasyonu tzerinde inhibe edici bir etki olusturdugu goésterilmistir.
(Bethea ve ark 1999, Brewer ve ark 1999). Diger kemotaktik ajanlar (kemokinler) ve
bunlarin reseptorleri, SKT'den sonra hizlica artig gosterir ve hucresel infiltrasyona ve
sekonder hasara katkida bulunur (Ghirnikar ve ark 2000). Bu nedenle kemokin
antagonizmasi, inflamatuar yanit1 ve bununla iligkili zararl etkileri azaltmak i¢in baska bir
aragtirma konusu olabilir. Bagka bir arastirmada, travmatik SKT'nin nikleer faktor-kappaB
aktivasyonunu indiikledigini gostermistir. (Bethea ve ark 1998). Nikleer faktor-kappaB,
hlcrelerin inflamatuar, proliferatif ve hiicre 6liim yanitlarim1 diizenleyen ¢esitli genlerin
transkripsiyonel aktivasyonu icin gerekli olan transkripsiyon faktorleri ailesini temsil eder.
SKT tarafindan ortaya ¢ikan immiin yanitin modiilasyonu, sekonder hasar1 azaltmak igin

potansiyel bir terapotik hedef olarak énemlidir (Bethea ve ark 1998).

2.4.2.2.6. Apoptoz

Son yillarda, programlanmis néron olimii yollar1 SKT dahil coklu nérolojik
hastaliklarin patobiyolojisinde yer almigtir. Apoptoz sitokinler, inflamatuar hasar, serbest
radikal hasari ve eksitotoksisite gibi gesitli hasarlar ile tetiklenebilir. Deneysel SKT
modellerinden elde edilen son veriler, apoptozun (6zellikle kaspazlarin aktivasyonu)

SKT'de 6nemli yer edindigini géstermistir (Springer ve ark 1999, Arnold ve ark 2000)

18



SKT'deki apoptotik kaskad, noronlarda, oligodendrositlerde, mikrogliada
astrositlerde aktive edilir. Mikrogliadaki apoptoz, inflamatuar sekonder hasara katkida
bulunur (Shuman ve ark 1999). Deneysel ¢alismalar, oligodendrositlerde apoptozisin, SKT
sonras1 ilk birka¢ hafta boyunca gelisen posttravmatik demiyelinizasyona Kkatkida
bulundugunu gostermektedir (Abe ve ark 1999, Li G ve ark 1999). SKT sonrasi
noronlardaki apoptozis, hem makrofajlarin aracilik ettigi ekstrinsik (Fas reseptorindn
aracilik ettigi ve / veya makrofajlar tarafindan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz Uretimi),
hem de intrinsik (dogrudan kaspaz-3 proenzim aktivasyonu ve / veya mitokondriyal hasar,
sitokrom ¢ salinimi ve indiikleyici kaspaz-9 aktivasyonu) yolaklarla olusur. Ayrica, son
caligmalar kaspaz inhibitorlerinin SKT sekonder hasarinda tedavi edici girisimler icin

alternatif olabilecegi gosterilmistir (Li M ve ark 2000).

Apoptozun iki ana yolu ekstrinsik (reseptdr bagimli) ve intrensek (reseptor
bagimsiz) yolaklar iyi karakterize edilmistir ve her ikisi de SKT'de aktif gorinmektedir.
Reseptore bagli apoptozda, en gucli sinyal TNF’ye aittir. TNF’nin, hasarli spinal kord
icinde hizla biriktigi ve indukleyici kaspaz olarak kaspaz-8 ve efektor kaspaz olarak
kaspaz-3 ve kaspaz-6'y1 igeren programlanmis bir kaspaz aktivasyon sekansini indiikleyen
noronlarin, mikroglia ve oligodendrositlerin Fas reseptorini aktive ettigi bilinmektedir
(Eldadah ve ark 2000). Efektor kaspazlarinin aktivasyonu, etkilenen hiicrenin kaybina
neden olur. Ekstrinsik yolun alternatif bir indiikleyicisi, programlanmis hiicre 6limiinii
etkilemek icin kaspaz-3 aktivasyonunu saglayan indiiklenebilir nitrik oksit sentazdir
(Satake ve ark 2000). Reseptorden bagimsiz yol, hiicre i¢i sinyaller tarafindan aktive edilir
ve bu nedenle "intrinsik" yol olarak adlandirilir. Reseptérden bagimsiz yolun aktivasyonu,
SKT'den sonraki noéronlarda tarif edilmistir. Burada yiiksek intranéronal kalsiyum
konsantrasyonlar1 mitokondriyal hasara, sitokrom ¢ salinimina ve ardindan programlanmis
alternatif bir kaspaz aktivasyon sekansinin aktivasyonuna neden olur (Eldadah ve ark
2000). Bu sirada, ekstrinsik yoklakta bulunan apoptoz aktive edici faktor-1 ile kaspaz-9,
intrensek yolakta bulunan kaspaz-3 ve kaspaz-6'y1r (efektdr kaspazlar) indikler ve bu

durum etkilenen néronun 6liimii ile sonuglanir (Budd ve ark 2000).
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2.5. Hesperidin
2.5.1. Hesperidin'in Kimyasal Yapisi

En 6nemli flavonoidlerden biri olan hesperidin (formil = C28H34015) diisiik
molekiiler agirlikli bir molekiildiir (molekiiler agirlik 610.57 Da) ve flavonoidlerin
flavanon sinifina aittir. Hesperidin (hesperetin-7-O-rutinoside), flavanon hesperetinin f-
glikozid formudur ve neredeyse sadece turuncgillerde, 6zellikle de portakalda bulunur
(Boonpawa ve ark 2017). Kimyasal olarak hesperidin, aglikon (seker kisimlar1 igermeyen
formlar), hesperetin ve seker rutinosidinden olusur. Hesperidin, asagidaki kimyasal yapi ile
temsil edilir (Kunti ve ark 2014).

OCI-I3
09H21C120 . 0O

OH o

2.5.2. Hesperidin Kaynaklar

Hesperidin, turuncggillerde, baslica tathi portakalda (meyvenin taze agirliginin %
14'tine karsilik gelir) ve limonda ve sonucta bu turunggillerden yapilan meyve sularinda
baskin flavonoiddir (Barthe ve ark 1988). Bu meyvelerin kabuk ve zar kisimlari en yiiksek

hesperidin konsantrasyonuna sahiptir (Leuzzi ve ark 2000).

2.5.3. Hesperidin’in Farmakokinetigi

Insanlarda flavanone biyoyararlamimi hakkinda c¢ok az bilgi yaymlanmustir.
Hesperidinin kendisi bagirsaktan glikozid olarak bozulmadan emilir. Hesperidin, oral
alimdan 3 saat sonra plazmada goriiniir ve 5 ila 7 saat arasinda zirveye ulasir. Hesperidin,
glukuronitlere % 87, siilfoglukuronitlere % 13 bagh olarak dolasimda bulunur.
Hesperidinin idrar ile atilimi, meyve suyu alimindan 24 saat sonra tamamlanir ve doz

bagimli degildir (Manach ve ark 2003).

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan flavunoid tiirevlerine ait ¢alismalar, flavonoid
tiketiminin néron saghgr i¢in 6nemli olduguna dair kanit saglamistir (Youdim ve ark
2001). Hesperidinin kan beyin bariyerini gectigini net bir sekilde gdsteren ¢aligma 2003
yilinda yayimlanmistir (Youdim ve ark 2003).
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2.5.4. Hesperidin Biyoaktivitesi

Hesperidinin iyi bir serbest radikal selatoriidiir (Malesev ve ark 1997). Diger birgok
arastirmaci hesperidin antioksidan aktivitesini ve ¢esitli tahlil sistemleri kullanarak radikal
temizleyici ozelliklerini incelemislerdir. Jovanovic ve arkadaslari, hesperidinin elektron
transferindeki sliperoksit iyonlarin1 ve ayrica in vitro uyumlu proton transfer reaksiyonunu
azalttigini bildirmistir (Jovanovic ve ark 1994). Hesperidinin antioksidan etkisinden baska
vaskiler sistem Uzerindeki etkileri (kapiller permeabiliteyi duzenler), antiinflamatuar
etkisi, antioksidan etkisi, enzimler Gizerinde etkisi, antimikrobiyal aktivitesi (antibakteriyel,
antifungal, antiviral), antikarsinojenik aktivitesi, hiicre agregasyonu inhibisyonu,

antialerjik etkisi, ultraviyole koruma aktivitesi bilinmektedir (Kunti ve ark 2014).

Turunggillerde baskin olan bir flavanon glikozit olan hesperidin, peroksizom
proliferator aktive edilmis reseptor gama (PPAR) iizerinde agonistik bir aktiviteye sahiptir.
Bu reseptor Gzerinden antiapoptotik etki olusturur. (Kim ve ark 2015, Bhargava ve ark
2018). Hesperidin ayn1 zamanda antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliktedir (Kahraman ve
ark 2002).

3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, 29.06.2018 tarih ve 2018-023 karar sayili Necmettin Erbakan
Universitesi Koniidam Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onayr ve 181518024 proje no ile Necmettin Erbakan Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinatorliiglintin destegi alindiktan sonra, Subat 2019°da
Necmettin Erbakan Universitesi Koniidam Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde uygulanmistir. Deneyde kullanilan ratlar ayn1 merkezden temzin edilmistir.

Deney sonucunda elde edilen spinal kord dokusu ve kan Ornekleri Necmettin
Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD arastirma laboratuvarinda
calisildi. Elde edilen kord ornekleri histopatolojik inceleme icin Necmettin Erbakan

Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji AD laboratuvarinda ¢alisildi.

Standart laboratuvar bakim kosullarinda tutulan ve deney Oncesinde motor
norolojik defisiti bulunmayan agirliklar1 250-400 gr aras1 degisen 45 adet rat (wistar-

albino) randomize olarak 5 gruba ayrildi. Denekler ¢alismadan 6nce, a¢ birakilmadi ve su

21



alimlarma izin verildi. Ratlara 10mg/kg xylazin + 60 mg/kg ketamin (IM) kombinasyonu
ile anestezi uygulandi. Spinal kord 6rnek alimi ve sakrifikasyon islemi 7. giin yapildi.
Grupl (sham), grup 2 (laminektomi + spinal travma), grup 3 (laminektomi + spinal travma
+ i.p Serum fizyolojik uygulamasi), grup 4 (laminektomi + spinal travma + i.p 50 mg/kg
hesperidin uygulamasi), grup 5 (laminektomi + spinal travma + i.p 100 mg/kg hesperidin

uygulamast).

Grup 1 (n:9); deneyin 1. giinii Drummond Moore ve egik diizlem testi uygulandi.
Takiben denekler arastirma laboratuvarinda bakim ve kontrol altina alindi. 7. gun ratlara
tekrar Drummond Moore testi ve egik diizlem testi uygulandi. Ratlar 10mg/kg xylazin(iM)
+ 60 mg/kg(IM) ketamin ile anestezi alta alindi. Sonrasinda prone pozisyona getirildi.
Gerekli saha temizligi ve steril izolasyonu takiben bistiiri kullanilarak T5-12 aras1i median
vertikal insizyon ile cilt ciltalt1 gegildi. Bilateral adeleler laterale ekarte edilerek laminalar
gorildi. T7-9 total laminektomi uygulandi. T7-9 arast kord eksize edildi ve takiben
intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alinan kan 6rnegi biyokimyasal inceleme
icin kullanildi. Alinan kord vertikal olarak 2 ayr1 hemikord halinde kesildi. Kordun bir
yarist %10 luk formaldehid icinde tespit edildi ve histolojik incelemeye gonderildi. Diger

kism1 biyokimyasal inceleme i¢in SF i¢inde -80 derecelik sogutucuda saklandi.

Grup 2; (n:9) deneyin 1. gind ratlara Drummond Moore ve egik diizlem testi
uygulandi. Denekler 10mg/kg xylazin (IM) + 60 mg/kg ketamin (IM) ile anestezi altina
alindi. Sonrasinda prone pozisyona getirildi. Gerekli saha temizligi ve steril izolasyonu
takiben bistiliri kullanilarak T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltaltt gecildi.
Bilateral adeleler laterale ekarte edilerek laminalar gorildi. T7-9 total laminektomi
uygulandi. Sonrasinda 5 gr agirlik 10 cm yiikseklikten diistiriilerek spinal kord travmasi
olusturuldu. Ipek siitiirler ile cilt kapatildi. Takiben denekler arastirma laboratuvarinda
bakim ve kontrol altina alindi. 7. glin tekrar Drummond Moore testi ve egik diizlem testi
uygulandiktan sonra ratlar 10mg/kg xylazin(IM) + 60 mg/kg ketamin(IM) ile anestezi
altina alindi. Takiben T7-9 aras1 kord eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar
sakrifiye edildi. Alinan kan 6rnegi biyokimyasal inceleme i¢in kullanildi. Alinan kord
vertikal olarak 2 ayr1 hemikord halinde kesildi. Kordun bir yaris1 %10 luk formaldehid
icinde tespit edildi ve histolojik incelemeye gonderildi. Diger kism1 biyokimyasal inceleme

icin SF icinde -80 derecelik sogutucuda saklandi.
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Grup 3; (n:9) deneyin 1. gind ratlara Drummond Moore ve egik diizlem testi
uygulandi. Denekler 10mg/kg xylazin (IM) + 60 mg/kg ketamin (IM) ile anestezi altina
alindi. Sonrasinda prone pozisyona getirildi. Gerekli saha temizligi ve steril izolasyonu
takiben bistiliri kullanilarak T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltaltt gecildi.
Bilateral adeleler laterale ekarte edilerek laminalar gordldi. T7-9 total laminektomi
uygulandi. Sonrasinda 5 gr agirlik 10 cm yiikseklikten diisiiriilerek spinal kord travmast
olusturuldu. Ratlar halen sedasyon altindayken supin pozisyona getirilerek intraperitoneal
(i.p) 50 mg/kg %0,9 serum fizyolojik uygulandi. ipek siitiirler ile cilt kapatildi. Takiben
denekler arastirma laboratuvarinda bakim ve kontrol altina alindi. 7. giin tekrar Drummond
Moore testi ve egik diizlem testi uygulandiktan sonra ratlar 10mg/kg xylazin(iM) + 60
mg/kg ketamin(IM) ile anestezi altina alindi. Takiben T7-9 arasi kord eksize edildi ve
intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alinan kan 6rnegi biyokimyasal inceleme
icin kullanildi. Alinan kord vertikal olarak 2 ayri hemikord halinde kesildi. Kordun bir
yarist %10 luk formaldehid iginde tespit edildi ve histolojik incelemeye gonderildi. Diger

kismi biyokimyasal inceleme i¢in SF i¢inde -80 derecelik sogutucuda saklandi.

Grup 4; (n:9) deneyin 1. ginu ratlara Drummond Moore ve egik dizlem testi
uygulandi. Denekler 10mg/kg xylazin (IM) + 60 mg/kg ketamin (IM) ile anestezi altina
alindi. Sonrasinda prone pozisyona getirildi. Gerekli saha temizligi ve steril izolasyonu
takiben bistiliri kullanilarak T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltaltt gecildi.
Bilateral adeleler laterale ekarte edilerek laminalar gordldi. T7-9 total laminektomi
uygulandi. Sonrasinda 5 gr agirlik 10 cm ylikseklikten diisiiriilerek spinal kord travmast
olusturuldu. Ratlar halen sedasyon altindayken supin pozisyona getirilerek intraperitoneal
(i.p) 50 mg/kg hesperidin uyguland: (Celik ve ark 2016). Ipek siitiirler ile cilt kapatildi.
Takiben denekler arastirma laboratuvarinda bakim ve kontrol altina alindi. 7. gln tekrar
Drummond Moore testi ve egik diizlem testi uygulandiktan sonra ratlar 10mg/kg
xylazin(iM) + 60 mg/kg ketamin(IM) ile anestezi altina alindi. Takiben T7-9 aras1 kord
eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alinan kan Ornegi
biyokimayasal inceleme ig¢in kullanildi. Almman kord vertikal olarak 2 ayri hemikord
halinde kesildi. Kordun bir yaris1 %10 luk formaldehid iginde tespit edildi ve histolojik
incelemeye gonderildi. Diger kismi biyokimyasal inceleme i¢in SF iginde -80 derecelik

sogutucuda saklandi.
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Grup 5; (n:9) deneyin 1. guni ratlara Drummond Moore ve egik diizlem testi
uygulandi. Denekler 10mg/kg xylazin (IM) + 60 mg/kg ketamin (IM) ile anestezi altina
alindi. Sonrasinda prone pozisyona getirildi. Gerekli saha temizligi ve steril izolasyonu
takiben bistiliri kullanilarak T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt ciltaltt gecildi.
Bilateral adeleler laterale ekarte edilerek laminalar goraldi. T7-9 total laminektomi
uygulandi. Sonrasinda 5 gr agirlik 10 cm yiikseklikten diisiiriilerek spinal kord travmast
olusturuldu. Ratlar halen sedasyon altindayken supin pozisyona getirilerek intraperitoneal
(i.p) 100 mg/kg hesperidin uyguland: (Celik ve ark 2016). ipek siitiirler ile cilt kapatildi.
Takiben denekler arastirma laboratuvarinda bakim ve kontrol altina alindi. 7. gin tekrar
Drummond Moore testi ve egik diizlem testi uygulandiktan sonra ratlar 10mg/kg
xylazin(IM) + 60 mg/kg ketamin(IM) ile anestezi altina alind1. Takiben T7-9 arasi kord
eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alinan kan Ornegi
biyokimyasal inceleme igin kullanildi. Alinan kord vertikal olarak 2 ayr1 hemikord halinde
kesildi. Kordun bir yaris1 %10 luk formaldehid iginde tespit edildi ve histolojik incelemeye
gonderildi. Diger kism1 biyokimyasal inceleme i¢in SF i¢inde -80 derecelik sogutucuda

saklandi.
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Ratlardan elde edilen spinal kord dokusu ve kandan; Tumor Nekrozis Factor alfa
(TNF-), interlokin 10, TAS (total antioksidan status), TOS (total oksidatif stres), TBARS
(Thiobarbituric acid reactive substances) seviyeleri enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA) yontemi ile Tibbi Biyokimya AD Arastirma Laboratuvarinda caligilda.

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji AD Laboratuvarinda
ise ratlardan elde edilen hemikord kesitleri Hematoksilen-Eozin boyasi ve histokimyasal
MTK boyast kullanilarak 1s1k mikroskobu altinda incelendi ve gbzlemlenen patolojiler
Malinowsky ve arkadaglari tarafindan tanimlanan skorlamaya gore tasnif edildi. Ayrica

Tunel yontemi kullanilarak apoptoz degerlendirildi.

3.1. Malinowsky ve Ark. Tarafindan Tanimlanan Skorlama

1991 yilinda Jean Marc Malinowsky ve arkadaslarinin ketamin ve midazolam
norotoksisitesini arastirmak i¢in kullandiklart bir skorlamadir. Isik mikroskobunda
Hematoksilen-Eozin boyasi kullanilarak goériilen hiicre anomalisine gore tasnif uygulanir.
(Malinovsky ve ark 1991). Calismamizda denekler 7. gun spinal yaralanma bolgesi
merkezde olacak sekilde, yaklagik 1 cm’lik spinal kord 6rnegi alinmasini takiben sakrifiye
edildi. Alman spinal kord ornekleri %10 formaldehit soliisyonu igerisinde konuldu.
Ornekler fiksasyonu takiben parafin bloklara gémildi ve mikrotom ile seri Kesitler
alinarak Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Elde edilen preparatlarda 11k mikroskobu bakis1
ve lezyon alani Ol¢timleri yapildi. Spinal kord ornekleri degisiklikler Malinovsky ve ark.

tarafindan tanimlanan histopatolojik skorlamaya gore belirlendi.

Tablo 2: Malinowsky Skoru

Anormal hiicre yok 0 puan

Hemoraji, glial hicre reaksiyonui bu
1 puan
degisiklerden birkag alanda goriilmesi

Gri cevherde belirgin nekroz, buylk
hemoraji ve yaygin demiyelinizasyon, | 2 puan

fibrozis ve inflamatuar hiicrelerin varlig
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3.2. Drummond Moor Testi

Gozleme dayanan ndrolojik muayene yontemidir. Ratlar icin gelistirilmistir (Gezici

ve ark 2017). Calismamizda 1. ve 7. glnlerde tiim ratlara uygulanmistir.

Tablo 3 : Drummond Moor Testi

0 Paraplejik, alt ekstremitede motor fonksiyon yok.

1 Alt ekstremitede motor fonksiyon zayif, sadece yer ¢ekimine kars1 zayif hareket.
Orta derecede alt ekstremite motor fonksiyonu, yer ¢ekimine kars1 gii¢ iyi fakat

: bacaklarin1 viicudun altina ¢gekemiyor.

3 Motor fonksiyon iyi, bacaklarini viicudun altina ¢ekebiliyor.

4 Motor fonksiyon ¢ok iyi, ziplayabiliyor. Normal motor fonksiyon.

3.3. Egik Diizlem Testi

Ratlarin fonksiyonel iyilesmeleri Rivliv ve Tator tarafindan tanimlanan ve deneysel

akut omurilik yaralanmalarinda sikg¢a kullanilan bir testtir (Joseph ve ark 1983).

Calismamizda egik diizlem testi deneklere uygulandi. Denekler diizgiin zemin (zerinde

yere paralel olarak konumlanan, 60 dereceye kadar agilanabilen bir platform iizerine

yerlestirildi. Daha sonra platform yavas yavas kaldirilarak en son 5 saniye boyunca

kalabildigi en yiiksek ag1 test agis1 olarak kabul edildi ve veriler kaydedildi.
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3.4 Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS istatistik programinin 20.0 versiyonu kullanilarak yapildi.
Normal dagilima uygunluk analizi, degisim katsayis1 grafikler ile degerlendirildi. Coklu
karsilastirmalar icin Kruskal Wallis-varyans analizi uygulandi. ikili karsilastirmalarda
Bonferroni duzeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasi, dncesi ve sonrasi
karsilastirmalar i¢cin Wilcoxon Signed Rank test kullanildi. Tiim karsilastirmalarda p<0,05
anlamhilik diizeyi kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serum Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

Tablo 4: Serum Biyokimya Verileri

TAS

TOS

Gru Rat IL-10 |TNF «a TBARS | OS Indeks

No No P No pg/ml pg/ml E(r}]:ici)\l/alent/imlox E?L?ilvalentlﬁzoz nmol/ml | TOS/TAS
1 1 1 106,2 314 0,94 16,7 51 17,76
2 1 2 89,4 30,0 0,81 12,8 51 15,8
3 1 3 104,7 28,4 0,84 16,3 5,6 19,4
4 1 4 68,7 29,8 0,69 12,7 5,0 18,4
5 1 5 76,4 34,1 1,09 13,5 6,0 12,38
6 1 6 82,5 34,1 1,02 20,3 5,8 19,9
7 1 7 77,1 30,4 0,99 19,5 6,1 19,69
8 1 8 1145 32,3 1,25 16,5 6,2 13,2
9 1 9 67,9 29,7 0,84 19,7 6,1 23,45
10 2 1 79,2 28,8 0,91 15,5 44 17,03
11 2 2 71,0 25,8 0,85 15,3 45 18
12 2 3 98,2 29,7 0,85 13,5 4,2 15,88
13 2 4 73,3 25,3 0,77 15,5 48 20,12
14 2 5 101,6 31,8 1,06 13,0 44 12,26
15 2 6 66,4 27,0 0,86 14,0 52 16,27
16 2 7 71,7 27,0 0,68 12,8 4.8 18,82
17 2 8 72,5 32,3 0,92 18,2 4,3 19,78
18 2 9 76,4 27,5 1,10 20,7 48 18,81
19 3 1 71,7 30,4 0,98 14,8 6,9 15,1
20 3 2 74,1 31,2 0,87 14,2 6,1 16,32
21 3 3 64,8 32,7 1,17 22,2 6,2 18,9
22 3 4 78,7 34,1 0,84 15,3 6,1 18,21
23 3 5 71,7 34,8 0,94 14,7 6,9 15,63
24 3 6 65,6 35,7 0,80 18,5 7,0 23,12
25 3 7 82,5 36,9 1,01 15,7 6,4 15,54
26 3 8 100,1 33,7 1,10 21,2 6,5 19,2
27 3 9 79,4 32,1 0,98 18,8 6,8 19,18
28 4 1 97,1 25,3 1,12 19,2 2,8 17,14
29 4 2 779 27,3 0,90 12,8 3,2 14,22
30 4 3 120,0 28,8 0,93 17,7 3,0 19,03
31 4 4 87,9 28,8 0,96 11,4 33 11,87
32 4 5 97,1 29,9 1,21 17,3 32 14,29
33 4 6 112,4 29,6 0,85 11,0 3,0 12,9
34 4 7 64,8 32,1 1,25 12,2 2,7 9,76
35 4 8 92,0 29,2 1,04 15,1 29 14,51
36 4 9 93,1 28,3 1,07 14,5 33 13,55
37 5 1 143,4 42,7 1,18 16,8 1,9 14,23
38 5 2 111,6 314 0,88 11,3 2,6 12,84
39 5 3 101,0 32,7 0,98 12,3 25 12,55
40 5 4 115,5 35,6 1,07 14,2 25 13,27
41 5 5 139,6 35,7 1,06 11,9 2,7 11,22
42 5 6 125,3 37,7 1,00 13,0 2,3 13
43 5 7 100,2 33,2 1,13 20,5 25 18,14
44 5 8 97,1 36,5 1,03 11,5 2,1 11,16
45 5 9 109,2 34,5 1,01 14,0 2,7 13,86
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4.1.1. Serum IL-10
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Grafik 3: Serum biyokimya verilerinde grup ici

IL-10 degerlerinin  dagilimi

gosterilmektedir. Bu grafige gore 2. grupta yer alan 12 ve 14 numaral ratlar (grup ici

numaralar1 sirastyla 3 ve 5), 3. grupta yer alan 26 numaral rat (grup i¢i numarasi 8), 4.

grupta yer alan 30, 33 ve 34 numarali ratlar (grup i¢i numaralar sirasiyla 3, 6 ve 7) normal

dagilima uymamistir. 1. ve 5. grupta yer alan biitiin sonug¢lar normal dagilima uymaktadir.

Tablo 5: Serum

IL-10 Aritmetik

Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri
Aritmetik
Standart
Gruplar ortalama
sapma
(mean)
Grup 1 87,4 17,21
Grup 2 78,9 12,43
Grup 3 76,51 10,68
Grup 4 93,58 16,53
Grup 5 115,87 16,92
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4.1.2. Serum TNF a
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Grafik 5: Serum biyokimya verilerinde grup ici TNF o degerlerinin dagilimi

gosterilmektedir. Bu grafige gore 4. grupta yer alan 28 ve 34 numarali ratlar (grup i¢i

numaralar1 sirasiyla 1 ve 7), 5. grupta yer alan 37 numaral ratlar (grup i¢i numarasi 1),

normal dagilima uymamustir. 1, 2 ve 3. grupta yer alan biitiin sonuglar normal dagilima

uymaktadir.

Tablo 6: Serum TNF a Aritmetik

Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri
Aritmetik
Standart
Gruplar | ortalama
sapma
(mean)
Grup 1 31,1 2,00
Grup 2 28,35 2,49
Grup 3 33,51 2,12
Grup 4 28,81 1,85
Grup 5 35,55 3,32
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Grafik 6: TNF o Aritmetik Ortalama
ve Standart Sapma Degerleri
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4.1.3. Serum Total Antioksidan Status (TAS)
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Grafik 7:
gosterilmektedir. Bu grafige gore 2. grupta yer alan 14,16 ve 18 numarali ratlar (grup i¢i

Serum biyokimya verilerinde grup i¢i TAS degerlerinin dagilimi
numaralart sirasiyla 5, 7 ve 9), 5. grupta yer alan 37 ve 38 numarali rat (grup i¢i numaralari
sirasiyla 1 ve 2), normal dagilima uymamustir. 1, 3 ve 4. grupta yer alan bitlin sonuclar

normal dagilima uymaktadir.

Tablo 7 Serum TAS  Aritmetik Grafik 8: TAS Aritmetik Ortalama ve
Ortalama ve Standart Sapma Standart Sapma Degerleri
Degerleri
10 -
Aritmetik °1 __ __
Standart 8 - —
Gruplar ortalama
sapma 7
(mean) 6 |
Grup 1 8,47 0,16 5 -
4 -
Grup 2 8,00 0,13 ;.
Grup 3 8,69 0,12 2
1 .
Grup 4 9,33 0,13 o | | | |
Grup 5 9,34 0.08 Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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4.1.4. Serum Total Oksidatif Stres (TOS)
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Grafik 9: Serum biyokimya verilerinde grup i¢i TOS degerlerinin dagilimi
gosterilmektedir. Bu grafige gore 2. grupta yer alan 18 numarali rat (grup i¢i numarasi 9),
5. grupta yer alan 43 numarali rat (grup i¢i numarasi 7) normal dagilima uymamistir. 1, 3

ve 4. grupta yer alan biitiin sonuglar normal dagilima uymaktadir.

Tablo 8: Serum TOS Aritmetik Grafik 10: TOS Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma Degerleri Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri
Aritmetik
Standart 25 -
Gruplar ortalama
sapma
(mean) 20 - . .
Grup 1 16,4 2,97 . [] H g
Grup 2 15,38 2,59
10 -
Grup 3 17,2 3,00
5 .
Grup 4 14,57 2,96
0 T T T T T
Grup 5 13,94 2,99 Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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4.15. Serum

Thiobarbituric

Acid

Reactive  Substances  (TBARYS)
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Grafik 11: Serum biyokimya verilerinde grup i¢i TBARS degerlerinin dagilimi

gosterilmektedir. Bu grafige gore tiim gruplar normal dagilima uymaktadir.

Tablo 9: Serum TBARS Aritmetik

Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri
Aritmetik
Standart
Gruplar ortalama
sapma
(mean)
Grup 1 5,6 0,48
Grup 2 4,6 0,32
Grup 3 6,54 0,36
Grup 4 3,04 0,21
Grup 5 2,47 0,27

oSO B, N W s~ 01O N

Grafik 12: TBARS Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma Degerleri
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4.1.6. Serum Oksidatif Stres indeks( OSI)
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Grafik 13: Serum biyokimya verilerinde grup

OSI degerlerinin  dagilimi

ici

gosterilmektedir. Bu grafige gore 2. grupta yer alan 14 numarali rat (grup i¢i numarasi 5),

4. grupta yer alan 28, 30 ve 34 numarali ratlar (grup i¢i numaralari sirasiyla 1, 3 ve 7) ve

5. grupta 43 numarali rat (grup i¢i numarast 7) normal dagilima uymamustir. 1 ve 3. grupta

yer alan biitiin sonuglar normal dagilima uymaktadir.

Tablo

10:

Serum  OSI

Aritmetik

Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Aritmetik
Standart
Gruplar ortalama
sapma
(mean)
Grup 1 17,77 3,48
Grup 2 17,44 2,43
Grup 3 17,91 2,56
Grup 4 14,14 2,72
Grup 5 13,36 2,07

25

20

15

10

Grafik 14: OSI Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

i

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23510791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23510791

Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda
TAS ve TOS i¢in anlamli fark olmadig goriildii. (p<0,05)

Tablo 11: Serum Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

IL-10 |TNFao |TAS TOS TBARS |OS indeks

Asymp.
Sig. 0,001 0,000 0,099 0,099 0,000 0,003
(P degeri)

Gruplar arasi ikili karsilastirma igin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

uygulandiginda;

Grup 1 ve grup 2 arasinda TBARS’1n anlaml1 fark olusturdugu goriildi. (p: 0,00)

Grup 1 ve grup 3 arasinda TBARS’1n anlamli fark olusturdugu goriildii. (p: 0,00)

Grup 1 ve grup 4 arasinda TBARS’1n anlamli fark olusturdugu goriildii. (p: 0,00)

Grup 1 ve grup 5 arasinda IL-10 (p:0,008), TNF a (p:0,002), TBARS 1n (p: 0,00)
anlaml fark olusturdugu goriildii.

Grup 2 ve grup 3 arasinda TNF o (p: 0,001) TBARS (p: 0,00) mn anlamli fark
olusturdugu goriildii.

Grup 2 ve grup 4 arasinda TBARS 1n anlamli fark olusturdugu goriildi. (p: 0,00)

Grup 2 ve grup 5 arasinda IL-10 (p: 0,00), TNF a (p: 0,00), TBARS (p: 0,00), OSI
(p: 0,008) nin anlamli fark olusturdugu goriildii.

Grup 3 ve grup 4 arasinda TNF a (p: 0,001), TBARS (p: 0,00) OSI (p:0,007) nin
anlaml fark olusturdugu goriildii.

Grup 3 ve grup 5 arasinda I1L-10 (p: 0,00), TBARS (p: 0,00), OSI (p: 0,001) nin
anlamli fark olusturdugu goriildii.

Grup 4 ve grup 5 arasinda TNF a (p: 0,00) TBARS (p: 0,00) mn anlamli fark

olusturdugu gorildii.
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4.2. Doku Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

Tablo 12: Doku Biyokimya Verileri

TAS TOS
No Grup | Rat :)Ig_;/rln% :é\llnlzga mmql trolox mmc_)l H202 Irﬁ(ﬁ/Fr{nSg OS indeks
No No - - Equivalent/g Equivalent/g . TOSITAS
protein | protein protein protein protein
1 1 1 58,5 80,8 0,25 4,8 3,3 19,2
2 1 2 61,7 67,1 0,27 3,8 3,3 141
3 1 3 56,0 86,9 0,25 4,7 34 18,8
4 1 4 125,9 73,0 0,27 4,8 3,2 17,8
5 1 5 132,5 78,4 0,25 4,6 3,3 18,4
6 1 6 112,8 64,4 0,27 4,9 33 18,1
7 1 7 77,5 63,8 0,25 4,1 3,3 16,4
8 1 8 104,9 86,4 0,27 4,7 3,2 17,4
9 1 9 87,6 72,1 0,25 5,0 2,9 20,0
10 2 1 84,4 117,6 0,22 4,6 4,6 20,9
11 2 2 79,2 110,0 0,18 51 4,4 28,3
12 2 3 81,5 127,7 0,21 53 4,1 25,2
13 2 4 66,6 88,3 0,20 5,6 4,4 28,0
14 2 5 69,2 78,2 0,22 4,6 4,5 20,9
15 2 6 69,4 79,8 0,23 5,4 4,6 23,5
16 2 7 63,8 85,2 0,21 6,1 4,2 29,0
17 2 8 86,3 115,3 0,20 5,0 4,5 25,0
18 2 9 72,0 96,2 0,21 4,6 4,5 21,9
19 3 1 77,0 81,0 0,35 6,5 6,6 18,6
20 3 2 70,9 75,2 0,36 6,8 6,0 18,9
21 3 3 80,7 84,6 0,32 6,1 6,0 19,1
22 3 4 71,1 113,6 0,34 6,6 6,5 19,4
23 3 5 78,9 126,3 0,33 6,2 6,5 18,8
24 3 6 73,2 128,2 0,35 7,2 6,2 20,6
25 3 7 64,0 86,3 0,35 71 6,4 20,3
26 3 8 86,6 116,7 0,33 6,7 6,6 20,3
27 3 9 72,3 97,4 0,32 6,8 6,8 21,3
28 4 1 118,1 113,2 0,45 4,2 31 9,3
29 4 2 109,6 112,5 0,42 3,8 2,7 9,0
30 4 3 114,0 103,1 0,43 4,2 2,7 9,8
31 4 4 1194 99,3 0,43 4,2 2,5 9,8
32 4 5 103,3 1138 0,43 4,3 2,9 10,0
33 4 6 101,6 1217 0,40 4,9 2,9 12,3
34 4 7 94,4 92,6 0,44 4,7 2,6 10,7
35 4 8 127,7 125,3 0,43 4,3 2,8 10,0
36 4 9 106,6 104,6 0,41 4,1 2,4 10,0
37 5 1 119,7 70,4 0,48 3,2 2,7 6,7
38 5 2 127,4 80,6 0,44 3,2 2,2 7,3
39 5 3 127,6 82,1 0,53 2,5 2,4 4,7
40 5 4 111,4 71,1 0,55 2,8 2,5 51
41 5 5 97,0 71,1 0,46 2,6 2,5 57
42 5 6 98,1 75,3 0,47 2,9 2,2 6,2
43 5 7 96,5 63,8 0,54 2,6 2,3 4,8
44 5 8 130,6 86,4 0,51 3,6 2,3 71
45 5 9 109,0 72,1 0,53 2,9 2,2 55
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4.2.1. Doku IL-10
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Grafik 15: Doku biyokimya verilerinde grup ic¢i IL-10 degerlerinin dagilimi

gosterilmektedir. Bu grafige gore tiim gruplar normal dagilima uymaktadir.

Tablo 13: Doku IL-10 Aritmetik Grafik 16: IL-10 Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma Ortalama ve Standart Sapma
- . Degerleri
Degerleri
120 -
Aritmetik 100 1
Standart ==
Gruplar | ortalama 80 - .
sapma .
(mean) o
Grup 1 90,82 1,73 “
Grup 2 74,71 3,17
Grup 3 74,96 0,94 20 -
Grup 4 110,52 0,95 0 - . . . .
Grup5 113.03 0.97 Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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4.2.2. Doku TNF o,
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Grafik 17: Doku biyokimya verilerinde grup i¢i TNF o degerlerinin dagilimi

gosterilmektedir. Bu grafige gore tiim gruplar normal dagilima uymaktadir.

Tablo 14: Doku TNF a Aritmetik Ortalama

ve Standart Sapma Degerleri

Aritmetik
Standart
Gruplar ortalama
sapma
(mean)
Grup 1 74,76 8,86
Grup 2 99,81 18,24
Grup 3 101,03 20,45
Grup 4 109,56 10,57
Grup 5 74,76 7,04

Grafik 18: TNF o Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri
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4.2.3. Doku Total Antioksidan Status (TAS)
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Grafik 19: Doku biyokimya verilerinde grup i¢ci TAS degerlerinin dagilimi

gosterilmektedir. Bu grafige gore 4. grupta yer alan 28 ve 33 numaral ratlar (grup ici

numaralari sirastyla 1 ve 6) normal dagilima uymamustir. 1, 2, 3 ve 5. grupta yer alan bitin

sonuglar normal dagilima uymaktadir.

Tablo 15: Doku TAS Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri

Aritmetik 0,6
Standart
Gruplar | ortalama 05
sapma ’
(mean)
0,4
Grup 1 0,25 0,01
0,3
Grup 2 0,21 0,01 0.2
Grup 3 0,34 0,01 0,1
Grup 4 0,42 0,01 0
Grup 5 0,50 0,03

Grafik 20: TAS Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

il

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
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4.2.4. Doku Total Oksidatif Stres (TOS)
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Grafik 21:Doku biyokimya verilerinde grup ici TOS degerlerinin dagilimi
gosterilmektedir. Bu grafige gore 1. grupta yer alan 2 ve 7 numarali ratlar (grup igi
numaralar1 sirasiyla 2 ve 7) ve 4. grupta yer alan 29, 33 ve 34 numarali ratlar (grup ici
numaralart sirasiyla 2, 6 ve 7) normal dagilima uymamustir. 2, 3 ve 5. grupta yer alan biitiin

sonuglar normal dagilima uymaktadir.

Tablo 16: Doku TOS Aritmetik Grafik 22:TOS Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma Degerleri ]C))rti’:l Iama} ve Standart Sapma
egerleri
8 -
Aritmetik ;
Standart 1 [ |
Gruplar ortalama
sapma 6 1
(mean) [ ]
5 .
|
Grup 1 4,60 0,39 . [}
Grup 2 5,14 0,51 3 - [ |
Grup 3 6,66 0,36 2
1 .
Grup 4 4,3 0,32
0 i T T T T
Grup 5 292 0.35 Grup1 Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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4.2.5. Doku Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS)
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Grafik 23: Doku biyokimya verilerinde grup i¢ci TBARS degerlerinin dagilimi
gosterilmektedir. Bu grafige gore 1. grupta yer alan 9 numarali rat (grup i¢i numarasi 9) ve
2. grupta yer alan 12 ve 16 numarali ratlar (grup i¢i numaralart sirasiyla 3 ve 7) normal
dagilima uymamistir. 3, 4 ve 5. grupta yer alan biitlin sonuglar normal dagilima

uymaktadir.

Tablo 170 Doku  TBARS Grafik 22:TOS Aritmetik
Aritmetik Ortalama ve Standart Ortalama ve Standart Sapma
Sapma Degerleri Degerleri
8 -
- - 7 ]
Aritmetik
Standart 6 -
Gruplar | ortalama .
sapma 51 mm
(mean) -
4 .
Grup 1 3,24 0,14
3 [
Grup 2 4,42 0,17 ,
Grup 3 6,4 0,27 L
Grup4 | 2,73 0,21 o
GrUp S 4,36 0,17 Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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4.2.6. Doku Oksidatif Stres indeks( OSI)
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Grafik 25:

Doku biyokimya verilerinde grup ici OSI degerlerinin dagilimi

gosterilmektedir. Bu grafige gore 1. grupta yer alan 2 numarali rat (grup i¢i numarasi 2) ve

4. grupta yer alan 28, 29, 33 ve 34 numarali ratlar (grup i¢i numaralar sirasiyla 1, 2, 6 ve

7) normal dagilima uymamustir. 2, 3 ve 5. grupta yer alan biitiin sonuglar normal dagilima

uymaktadir.

Tablo 18: Doku OSI Aritmetik

Ortalama ve Standart Sapma

Degerleri
Aritmetik
Standart
Gruplar | ortalama
sapma
(mean)
Grupl |17,8 1,73
Grup2 | 24,75 3,17
Grup 3 | 19,67 0,94
Grup4 | 10,08 0,95
Grup5 |5,78 0,97

25 A

15 A

Grafik 26: OSI Aritmetik
Ortalama ve Standart Sapma
Degerleri

Grup1l Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda

biitiin gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildii. (p<0,05)

Tablo 19: Doku Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

IL-10 TNF a TAS TOS TBARS | OS INDEKS

Asymp. Sig.
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(P degeri)

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

Grup 1 ve grup 2 arasinda TNF a(p: 0,004), TAS(p: 0,00), TBARS(p: 0,00),
OSI(p: 0,00) nin anlaml1 fark olusturdugu goriildii.

Grup 1 ve grup 3 arasinda TNF a(p: 0,007), TAS(p: 0,00), TOS(p: 0,00) TBARS
(p: 0,00), OSI (p: 0,008) nin anlaml1 fark olusturdugu goruld.

Grup 1 ve grup 4 arasinda TNF a(p: 0,00), TAS(p: 0,00), TBARS (p: 0,01), OSI
(p:0,00) nin anlamli fark olusturdugu gorildi.

Grup 1 ve grup 5 arasinda TAS(p: 0,00), TOS (p: 0,00), TBARS(p: 0,00), OSI (p:
0,00) nin anlamh fark olusturdugu goriildi.

Grup 2 ve grup 3 arasinda TAS(p: 0,00), TOS(p: 0,00), TBARS(p: 0,00), OSI (p:
0,00) nin anlaml fark olusturdugu goriildi.

Grup 2 ve grup 4 arasinda IL-10(p: 0,00), TAS(p: 0,00), TOS(p: 0,001),
TBARS(p: 0,00), OSI (p: 0,00) nin anlaml1 fark olusturdugu goriildii.

Grup 2 ve grup 5 arasinda tiim parametrelerde anlamli fark olusturdugu goriildi.
(tm parametreler icin p: 0,00)

Grup 3 ve grup 4 arasinda IL-10 (p: 0,00), TAS(p: 0,00), TOS(p: 0,00)
TBARS(p: 0,00), OSI (p: 0,00) nin anlaml1 fark olusturdugu goriildii.

Grup 3 ve grup 5 arasinda tiim parametrelerde anlamli fark olusturdugu gortildi.
(tim parametreler icin p: 0,00)

Grup 4 ve grup 5 arasinda TNF a(p: 0,00), TAS(p: 0,00), TOS(p: 0,00),
TBARS(p: 0,002), OSI (p: 0,00) nin anlamli fark olusturdugu goriildii.
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4.3. Histopatoloji Verileri ve Istatistiksel Analizi

Resim 5

Resim 5: Malinowsky Skoru 0 (Normal)

a-x40 H&E Anormal hiicre yok.  b- x40 H&E Anormal hicre yok. c¢- x200 Tunel
boyamada apoptosis gdsteren hiicre yok.
Resim 6
Resim 6: Malinowsky Skoru 1
a- x40 H&E  b- x200 H&E Minimal kanama alanlar1 (sar1 oklar). c- X100 MTK

boyamada fibrozis yok.  d- x200 Tunel boyamada pozitif hiicreler (sar1 oklar).
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Resim 7: Malinowsky Skoru 2

a- X100 H&E Inflamatuar hiicreler (sar1 ok). b- x100 H&E Gliozis alanlar1 (Fibrozis)
(sar1 ok). c- x200 H&E Sar1 ok:inflamatuar hiicreler beyaz oklar kalsifikasyon alanlari
d- x100 MTK boyamada fibrozis alanlari (yesil ile boyanma) e- X200 MTK boyamada
fibrozis alanlar (yesil ile boyanma) f- x200 Tunel boyamada pozitif hiicreler (sar1
oklar).

MTK boyama ile fibrozis degerlendirildi. Tunel yontemi ile apoptozis gosteren hiicreler
degerlendirildi. Kahverenkli boyanma pozitif kabul edildi ve bu hiicrelerin oranlar1 ylizde

olarak verildi.
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Tablo 20: Histopatoloji Verileri
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4.3.1. Malinowsky Skoru
Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda
biitiin gruplar arasinda anlamli fark olmadig1 goriildii. (p = 0,061) Istatistik anlamlilik

olmadig1 i¢in gruplar arasi karsilastirma yapilmadi.

Tablo 21: Malinowsky ~Skoru Grafik 27: Malinowsky Skoru

Aritmetik Ortalama Degerleri Aritmetik Ortalama Degerleri

(mean) 18 -

1,6 -

Aritmetik  ortalama 1,4 -
Gruplar
(mean) 12 -

1 -

Grup 1 0,55 0,8 -
0,6 -
Grup 2 1,66
0,4 -
Grup 3 1,22 0,2 J
Grup 4 0,77 0 - . . ; ;

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Grup 5 0,88

4.3.2. Tunel YUzdesi

Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda
gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildii. (p = 0,01)

Tablo 22: Tunel YuUzdesi ] ]
) ) 5 ) Grafik 28: Tunel Yuzdesi
Aritmetik Ortalama Degerleri Aritmetik Ortalama Degerleri
6 -
Aritmetik Ortalama 5 -
Gruplar
Degerleri (mean) 4 -
Grup 1 0,88 3 -
Grup2 | 4,77 2 -
Grup3 | 3,44 1 I
Grup4 | 211 0 J . ; . .
Grup 5 2133 Grup1l Grup2 Grup3 Grup4 Grup5
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Gruplar arasi ikili karsilastirma igin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

uygulandiginda;

Grup 1 ve grup 2 arasinda; anlamli farklilik oldugu (P=0,003) g6rildu.
Grup 1 ve grup 3 arasinda; anlamli farklilik oldugu (p=0,013) goralda.
Grup 1 ve grup 4 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,032) goralda.

Grup 1 ve grup 5 arasinda; anlamli farklhilik oldugu (p=0,040) goralda.

Grup 2 ve grup 3 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,296) goriildii.
Grup 2 ve grup 4 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,056) goriildii.
Grup 2 ve grup 5 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,101) gorildii.
Grup 3 ve grup 4 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,426) goriildii.
Grup 3 ve grup 5 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,382) goriildii.

Grup 4 ve grup 5 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,926) goriildii.
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4.4. Fiziksel Test Verileri ve istatistiksel Analizi

Tablo 23: Fiziksel test verileri

Egik
° No No Deney Sonrasi l_\_/Ioore_ Deney | Moore — Deney

Oncesi Acgi derecesi Oncesi Sonras:

Agt derecesi
1 1 1 40 40 4 4
2 1 2 50 50 4 4
3 1 3 40 40 4 4
4 1 4 60 60 4 4
5 1 5 50 50 4 4
6 1 6 50 50 4 4
7 1 7 50 50 4 4
8 1 8 50 50 4 4
9 1 9 50 50 4 4
10 2 1 40 20 4 2
11 2 2 60 40 4 1
12 2 3 50 30 4 2
13 2 4 50 30 4 2
14 2 5 50 30 4 1
15 2 6 50 30 4 0
16 2 7 50 30 4 2
17 2 8 50 30 4 1
18 2 9 60 50 4 0
19 3 1 50 30 4 2
20 3 2 50 30 4 1
21 3 3 60 40 4 2
22 3 4 50 40 4 0
23 3 5 50 40 4 1
24 3 6 50 30 4 2
25 3 7 50 30 4 2
26 3 8 50 30 4 1
27 3 9 50 40 4 2
28 4 1 50 40 4 2
29 4 2 50 40 4 3
30 4 3 50 50 4 2
31 4 4 50 40 4 2
32 4 5 50 40 4 3
33 4 6 50 50 4 2
34 4 7 50 50 4 3
35 4 8 50 40 4 3
36 4 9 50 40 4 3
37 5 1 50 40 4 3
38 5 2 40 40 4 3
39 5 3 50 50 4 3
40 5 4 50 50 4 3
41 5 5 50 40 4 3
42 5 6 50 50 4 3
43 5 7 50 50 4 3
44 5 8 40 40 4 3
45 5 9 50 50 4 2

49



4.4.1. Egik Diizlem Testi

Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda
gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildii. (p = 0,00)

Her grupta egik diizlem testi deney Oncesi ve sonrasi tekrar edildigi i¢in ve veriler
bagimli nonparametrik degiskenlerden olustugu i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test grup ici

karsilagtirmalarda uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edilmistir.

Grup 1; egik diizlem testi deney Oncesi ve sonrasi verilerinde anlamli farklilik

yoktur. (p=1.0)

Grup 2; egik diizlem testi deney Oncesi ve sonrast verilerinde anlamli farkhihik

vardir. (p= 0,004)

Grup 3; egik diizlem testi deney Oncesi ve sonrasi verilerinde anlamli farkhhik

vardir. (p= 0,006)

Grup 4; egik diizlem testi deney Oncesi ve sonrasi verilerinde anlamli farkhhik

vardir. (p=0,014)

Grup 5; egik diizlem testi deney Oncesi ve sonrast verilerinde anlamli farklilik

yoktur. (p=0,157)

Grafik 29: Egik Diizlem Testi Grafigi
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Gruplar aras1 ikili karsilastirma i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
uygulandiginda;
Grup 1 ve grup 2 arasinda; anlamli farklihk oldugu (P=0,001) goruldu.

Grup 1 ve grup 3 arasinda; anlamli farklihk oldugu (p=0,001) gorild.
Grup 1 ve grup 4 arasinda; anlamli farklilik olmadig: (p=0,053) gorildu.
Grup 1 ve grup 5 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,237) gorildu.
Grup 2 ve grup 3 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,333) gorildu.
Grup 2 ve grup 4 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,005) gorild.
Grup 2 ve grup 5 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,003) gorildi.
Grup 3 ve grup 4 arasinda; anlamli farklihk oldugu (p=0,005) gorildi.
Grup 3 ve grup 5 arasinda; anlamli farklhihik oldugu (p=0,002) goruldu.

Grup 4 ve grup 5 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,357) gordlda.

4.4.2. Drummond Moore Testi

Kruskal-Wallis varyans analizinde gruplar arasi ¢oklu karsilastirma yapildiginda

gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildi. (p = 0,00)

Her grupta Drummond Moore testi deney Oncesi ve sonrasi tekrar edildigi i¢in ve
veriler bagimli nonparametrik degiskenlerden olustugu i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test

grup i¢i karsilagtirmalarda uygulanmistir. Anlamlilik diizeyir p<0,05 kabul edilmistir.
Grup 1; deney oncesi ve sonrasi verilerde anlamli farklilik yoktur. (p=1.0)
Grup 2; deney oncesi ve sonrasi verilerde anlamli farkhihik vardir. (p=0,007)
Grup 3; deney oncesi ve sonrasi verilerde anlamli farkhilik vardir. (p= 0,006)
Grup 4; deney oncesi ve sonrasi verilerde anlamli farkhilik vardir. (p= 0,006)

Grup 5; deney Oncesi ve sonrasi verilerde anlamli farkhlik vardir. (p= 0,004)
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Grafik 30: Drummond Moore Testi Grafigi
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Gruplar aras1 ikili karsilastirma i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

uygulandiginda;
Grup 1 ve grup 2 arasinda; anlamli farklihik oldugu (P=0,000) gorulda.

Grup 1 ve grup 3 arasinda; anlamli farkhihik oldugu (p=0,000) gorulda.
Grup 1 ve grup 4 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,000) goéruldu.
Grup 1 ve grup 5 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,000) goéruldu.
Grup 2 ve grup 3 arasinda; anlamli farklilik olmadig: (p=0,562) goruldu.
Grup 2 ve grup 4 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,002) goéruldu.
Grup 2 ve grup 5 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,000) goéruldu.
Grup 3 ve grup 4 arasinda; anlamli farkhihik oldugu (p=0,004) goralda.
Grup 3 ve grup 5 arasinda; anlamli farklihik oldugu (p=0,000) goéruldu.

Grup 4 ve grup 5 arasinda; anlamli farklilik olmadigi (p=0,125) gordlda.
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5. TARTISMA

SKT, primer yaralanma sonrasinda ortaya ¢ikan vaskiiler patoloji, hiicre 6demi,
intrinsik hiicresel mekanizmalarin bozuldugu farkli faktdrlerin bir kombinasyonundan

kaynaklanan ¢ok sayida belirti ve semptomdan olusur (Sekhon ve ark 2001).

Akut SKT, primer ve sekonder yaralanma mekanizmalarini igerir. Primer
mekanizma, zarar verici etkinin neden oldugu ilk travmatik hasarla ilgilidir ve bu hasar
geri dondiiriilemez. Ilk travmadan birkac dakika sonra baslayan sekonder mekanizmalar,
spinal kord iskemisi, hiicresel eksitotoksisite, iyonik diizensizlik ve serbest radikal aracili

peroksidasyon gibi iglemleri igerir (Pinchi ve ark 2019).

SKT ile ilgili tedavi arastirmalari geri dondiiriilebilir/onlenebilir 6zelliginden dolay1
sekonder mekanizmalar iizerinden yiiritilmektedir. Biz de c¢alismamizda sekonder
mekanizmalar Uzerinde etkili olabilecegini diisiindiigiimiiz antiapoptotik, antiinflamatuar,
antioksidan etkinligi olan hesperidin molekiiliinii kullandik. Antioksidan etki serumda ve
dokuda TAS, TOS, TBARS, OSlI ile, antiinflamatuar etki serumda ve dokuda TNF a, IL-
10 ile, apoptoz Tunel testi ile ile arastirildi. Hiicre hasarmi mikroskop altinda
degerlendirmek icin histopatolojik bir skala (Malinowsky skoru) kullanildi. Ayrica
calismamizda kullandigimiz ratlarin fiziksel testleri ve norolojik durumu skorlama esasina

gore (egik diizlem testi ve Drummond Moore testi) kaydedildi.

Inflamasyon varliginda baskilanan, antiinflamasyonda ise artis gdsteren IL-10"un
serumdan elde edilen verileri incelendiginde; grup 1’de olusan baz degerleri (sham
grubunun baz degerleri olusturdugu varsayilmaktadir) ile ilagsiz travma gruplari (grup 2 ve
grup 3) arasinda IL-10’un beklenen diisiisii istatistiksel anlamli fark olusturmadigi
goriilmekle beraber matematiksel anlamlilik gdstermektedir. Istatistiksel anlamlilik
olmamasinin nedenleri arasinda en belirgin olan1 gruplarda bulunan denek sayisinin
yetersiz olmast ve bu nedenle istatistiksel olarak nonparametrik test uygulama
zorunlulugudur. Grup 1 ile ilagh gruplar (grup 4 ve grup 5) karsilastirildiginda sadece 100
mg/kg hesperidin kullanilan grup 5 ile istatistiksel anlamli fark oldugu goriilmektedir.
Ancak grup 1 ile 50 mg/kg hesperidinin kullanilan grup 4 arasinda matematiksel anlamlilik
oldugu goriilmektedir. Travma gruplar ile (grup 2 ve grup 3) ilag¢ gruplar1 (grup 4 ve grup
5) arasinda mukayese yapildiginda beklenen, antiinflamasyonun hakim oldugu ilag
gruplarinda IL-10’un artmis olmasidir. Grup 2 ile grup 5 arasinda ve grup 3 ile grup 5

arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu, grup 4’{in istatistiksel anlamli fark olusturmadan
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matematiksel fark olusturdugu goriilmektedir. Grup 4 ile grup 5 karsilagtirildiginda
istatistiksel fark olusmadig: goriilmektedir. Bu durum 100 mg/kg hesperidin uygulamasinin
50 mg/kg hesperidin uygulamasina IL-10 seviyelerini degistirmesi bakimindan ({istiin
olmadigi sonucuna ulastirmaktadir. Travma gruplari ile ilag gruplari arasinda sadece grup
5’in anlamhi fark olusturmasi, grup 4 te bulunan 50 mg/kg hesperidinin yetersiz

olmasindan degil denek sayisinin yetersiz olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmiistir.

Spinal kord dokusunda bakilan IL-10, travma (grup 2 ve grup 3) gruplarinda
belirgin azalmis ancak sham grubu referans alindiginda istatistiksel olarak anlamli fark
olusturmamistir. Ayni sekilde ilag gruplarinda (grup 4 ve grup 5) belirgin olarak yiikselmis
ancak sham grubuna goére anlamli farklilik olusturmamustir. Travma gruplar ile ilagh
gruplar mukayese edildiginde istatistiksel anlamlilik olusturacak sekilde hesperidinin IL-
10’u artirdig1 gortilmiistiir. 50 mg/kg hesperidin kullanilan 4. grup ile 100 mg/kg kullanilan
5. grup arasinda mean degerleri bakimindan fark bulunsa da istatistiksel anlam ifade
etmemektedir. Bu durumda dokuda hesperidinin IL-10 iizerine pozitif etkisi goriilmiistiir

ancak bu etki doz bagimli degildir sonucuna varilabilir.

Inflamasyon varhiginda artan, antiinflamasyonda baskilanan TNF o’nin serumdan
elde edilen verileri incelendiginde; grup 1’de olusan baz degerleri (sham grubunun baz
degerleri olusturdugu varsayilmaktadir) ile ilagsiz travma gruplari(grup 4 ve grup 5)
arasinda istatiksel anlamli fark olugmamistir. Travma gruplarinda TNF o’nin beklenen
artist gerceklesmemistir. Sadece grup 3’te matematiksel anlamlilik ifade eden artig dikkati
cekmistir. Grup 1 ile ilag gruplarn arasinda mukayese yapildiginda grup 5’in istatistiksel
anlamlilik olusturdugu, ancak grup 5’te beklenen antiinflamasyonun TNF o’y1 azaltmasi
gerektigi yerde tiim gruplardan daha fazla artirdigi goriilmiistiir. Sham grubu ile grup 4
arasinda matematiksel anlamlilik oldugu goriilmektedir. Travma gruplar ile ilag gruplar
arasinda mukayese yapildiginda grup 3 ile grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gorilmistiir. TNF o’nin inflamasyonda artis gdsterdigi, antiinflamasyon etkinliginde ise
azalma gosterdigi en net bu iki grup arasinda goriilmektedir. 100 mg/kg hesperidin verilen

grup 5’te ise beklenin aksine TNF o degerleri yiiksek bulunmustur.

Spinal kord dokusunda bakilan TNF a, travma gruplarinda belirgin artis géstermis,
50 mg/kg hesperidin kullanilan 4. grupta beklenen diisiisiin aksine sham grubuna gore daha
fazla yukselmistir. 100 mg/kg hesperidin kullanilan 5. grupta ise ilag, antiinflamatuar

etkinlik gostermis ve travma gruplarina gore istatistiksel anlamlilik olusturacak sekilde
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TNF o diisiisii gergeklesmistir. Bu durumda dokuda hesperidinin TNF « iizerine pozitif

etkisi goriilmistiir ve bu etki doz bagimlidir sonucuna varilabilir.

Total antioksidan status (TAS) antioksidan ortamda artan (ilag gruplarinda artmasi
beklenir), travmada ve oksidan streste azalan bir etkinlik gostermektedir. Serumdan elde
edilen verilerin istatistiksel analizinde TAS diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel
anlamli farklilik olusturmadigi goriilmektedir, ancak gruplar arasi mean degerleri
mukayese edildiginde travma grubu olan grup 2 de TAS’1in sham grubuna goére azaldigi,
ilag gruplarinda ise hem grup 4 hem de grup 5’te arttig1 goriilmektedir. Ayrica grup 5’te
grup 4’e oranla daha fazla artis goriilmistiir. Bu da 100mg/kg hesperidinin 50mg/kg
hesperidine oranla daha fazla antioksidan etkinlik gosterdiginin kanitidir. Ancak tekrar
belirtmek gerekirse, hesperidin etkinligi her ne kadar ortaya konulsa da bu durum

istatistiksel anlamlilik olusturmamastir.

Spinal kord dokusunda bakilan TAS, travma grubu olan grup 2’de sham grubuna
gore diislis gostermistir ve istatistiksel olarak anlamhidir. Grup 3’te (travma+ SF
uygulamasi) ise sham grubuna gore diisiis gostermesi beklenirken daha fazla yiikselmistir.
Antioksidan etkinin oldugu beklenen grup 4 ve grup 5’te TAS sham ve travma gruplarina
gore belirgin yiikselmis ve istatistiksel anlam olusturmustur. 100 mg/kg hesperidin
kullanilan grup 5, 50 mg/kg hesperidin kullanilan grup 4’ten daha fazla TAS yiikselisi
gostermistir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu durumda dokuda hesperidinin

TAS iizerine pozitif etkisi goriilmiistiir ve bu etki doz bagimlidir sonucuna varilabilir.

Total oksidatif stres (TOS) antioksidan ortamda azalan (ilag gruplarinda azalmasi
beklenir), travmada ve oksidan streste artan bir etkinlik gostermektedir. Yapilan
istatistiksel analizde TOS serum diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
olusturmadig1 goriilmektedir, ancak gruplar arasi mean degerleri mukayese edildiginde
sham grubuna gore travma grubu olan grup 3’te artma oldugu, sham grubuna gore ilag
gruplarinda azalma oldugu gorilmistir. Ayrica grup 5’te kullanilan 100 mg/kg
hesperidinin grup 4’te kullanilan 50 mg/kg hesperine gore daha fazla TOS degerlerini
azalttig1 goriilmektedir. Serum TOS oranlar1 incelendiginde hesperidin etkinligi goriilse de,

bu olclimler istatistiksel farklilik olusturmamustir.

Spinal kord dokusunda bakilan TOS, sham grubuna gore travma gruplarinda (grup
2 ve grup 3) artis gostermis, ilag gruplarinda (grup 4 ve grup 5) ise azalma gdstermistir.
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TOS’un travma gruplarindaki yiikselisi ve ila¢ gruplarindaki diisiisii istatistiksel olarak
anlamhidir. Ilag gruplarinda 100 mg/kg hesperidin uygulamasinin 50 mg/kg hesperidin
uygulamasina gore daha fazla TOS diisiiniine neden oldugu ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiistiir. Bu durumda dokuda hesperidinin TOS {izerine pozitif etkisi

goriilmiistiir ve bu etki doz bagimlidir sonucuna varilabilir.

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) antioksidan ortamda azalan (ila¢
gruplarinda azalmasi beklenir), travmada ve oksidan streste artan bir etkinlik
gostermektedir. Serumdan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde sham grubu ile
travma gruplari(grup 2 ve grup 3) arasinda anlamli fark oldugu goriilmistiir. Travma
gruplarinda beklenen TBARS yiiksekligi sadece grup 3’te gdzlenmis, grup 2 de beklenin
aksine diisiis goriilmiistiir. Ancak ilag gruplar1 ile grup 2 mukayese edildiginde serum
TBARS degerleri ilag gruplarinda istatistiksel anlamlilik olusturacak sekilde daha diisiik
bulunmustur. Antioksidan etkinligin hakim oldugu ila¢ gruplarinda (grup 4 ve grup 5) ise
beklenen TBARS diisiisii olusmus ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica 100
mg/kg hesperidinin kullanildigr grup 5’te 50 mg/kg hesperidinin kullanildigi grup 4’e
oranla daha fazla TBARS diisiisli oldugu gézlemlenmistir ve istatistiksel olarak anlamlilik
olusturmaktadir. Sonug¢ olarak serum TBARS o6l¢imleri hesperidinin beklen antioksidan

etkinligini gostermistir.

Spinal kord dokusunda bakilan TBARS, sham grubuna gore travma gruplarinda
(grup 2 ve grup 3) artig gostermis, ila¢c gruplarinda (grup 4 ve grup 5) ise azalma
gostermistir. TOS’un travma gruplarindaki yiikselisi ve ilag gruplarindaki diisiist
istatistiksel olarak anlamlidir, ancak 100 mg hesperidin kullanilan 5. grupta, 50 mg/kg
hesperidin kullanilan 4. gruba gore daha fazla diisiis gdstermesi beklenirken 4. grubun daha
etkin bicimde TBARS’1 diisilirdiigii gozlemlenmistir. Her iki ila¢ grubu travma gruplarina
gore TBARS’1 istatistiksel anlamlilik olusturacak sekilde diigiirmiistiir. Ancak bu etkinlik
doz bagimli degildir.

Oksidatif stres indeks ( OSI) ayr1 bir kit kullanilarak yapilan laboratuvar 6lguimi
olmayip TOS sayisal degerinin TAS sayisal degerine boliinmesiyle bulunan bir veridir.
Antioksidan ortamda azalmasi (ilag gruplarinda azalmasi beklenir), travmada ve oksidan
streste artmasi beklenir. Sham grubu ile travma gruplari (grup 2 ve grup 3) mukayese
edildiginde grup 3’te beklenen yiikselisin oldugu goriilmiis ancak istatistiksel anlamli fark

olusturmamistir. Grup 2’de ise beklenenin aksine diisiis goriilmiistiir. ila¢ gruplar1 (grup 4
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ve grup 5) ile sham grubu mukayese edildiginde beklenen OSI diisiisii goriilmiis ancak
istatistiksel anlamlilik olugsmamistir. Travma grubu olan grup 3 ile ilag gruplar1 mukayese
edildiginde grup 4 ve grup 5’te istatistiksel anlamlilik olusturan OSI diisiisii goriilmiistiir.
Bu da hesperidinin etkinligini ortaya c¢ikarmistir. Ayrica 100 mg/kg hesperidinin
kullanildig1 grup 5°te 50 mg/kg hesperidinin kullanildig1 grup 4’e oranla daha fazla OSI
diisiisii olmus, ancak istatistiksel anlamlilik olusmamistir. Spinal kord dokusunda bakilan
OS], sham grubuna gore travma gruplarinda (grup 2 ve grup 3) artig gostermis ve bu artis
istatistiksel anlamlilik olusturmustur. Sham gruplarina gore ilag gruplarinda (grup 4 ve
grup 5) istatistiksel anlamlili olusturan diisiis gozlemlenmistir. 100 mg/kg hesperidin
kullanilan 5. grupta, 50 mg/kg hesperidin kullanilan 4. gruba gore daha fazla OSI diisiisi
gbozlemlenmistir. Bu durumda dokuda hesperidinin OSI iizerine pozitif etkisi goriilmistiir

ve bu etki doz bagimlidir sonucuna varilabilir.

Spinal kord dokusunda bakilan OSI, sham grubuna gore travma gruplarinda (grup 2
ve grup 3) artis gostermis ve bu artig istatistiksel anlamlilik olusturmustur. Sham
gruplarina gore ilag gruplarinda (grup 4 ve grup 5) istatistiksel anlamlilik olusturan diisiis
gozlemlenmistir. 100 mg/kg hesperidin kullanilan 5. grupta, 50 mg/kg hesperidin
kullanilan 4. gruba gore daha fazla OSI disiisii gézlemlenmistir. Bu durumda dokuda
hesperidinin OSI {izerine pozitif etkisi goriilmiistiir ve bu etki doz bagimlidir sonucuna

varilabilir.

Histopatolojik degerlendirmede kullanilan Malinowsky skorlamasi i¢in spinal kord
dokusu 151k mikroskobunda hemotoksilen eozin boyasi ile boyandi ve hiicre hasar1 bakildi.
Skorlama geregi fibrozis degerlendirildi ve bunun icin MTK boyasi kullanildi. Dokuda
hiicre hasar1 yoksa 0 puan, minimalse 1 puan ve belirgin hiicre hasari/fibrozis varsa 2 puan
verildi. Sham grubunda travma olmadig1 i¢in ¢ikacak degerler referans olarak kullanildi.
Ilag gruplarida (grup 4 ve grup 5) malinowsky skoru ortalama degerleri travma gruplarina
(grup 2 ve grup 3) gore daha az oldugu goriiliirken, sham grubu referans alindiginda tiim
gruplar sham grubundan daha fazla skor ortalamasina sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ancak
gruplar kendi iglerinde istatistiksel anlamli farklilik gostermemistir. Tiim gruplarin sham
grubundan daha hasarli ¢ikmasi beklenen bir durumdur, c¢ilinkii ilaglhh gruplarda ilag
etkinligi ne kadar yiiksek olursa olsun hi¢ hasara maruz kalmamis spinal kord dokusu
kadar saglikli sonuclar olusturamazlar. Burada ilag etkinligi adina beklenen etki, grup 4 ve

grup 5 Malinowsky skor ortalamalarinin, grup 2 ve grup 3 skor ortalamalarinin altina
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kalmasi seklindedir. Hesperidinin beklenen bu pozitif etkisi ¢alismamizda goriilmektedir

ancak istatistiksel anlamlilik olusturmamaktadir

Apoptoz degerlendirmesi i¢in Tunel testi kullanildi. Hesperidin antiapoptotik
Ozellik gosterdigi icin travma gruplarinda (grup 2 ve grup 3) sham grubuna gore yiiksek
tunel ylizdesi goriilmesi beklenirken, ilag gruplarinda (grup 4 ve grup 5) travma grubuna
oranla daha diisiik Tunel yilizdesi beklenir, ancak ila¢ gruplarina ait Tunel yiizdesi
Malinowsky skorunda oldugu gibi sham grubundan daha diisiik beklenemez.
Caligmamizda sham grubu ile travma gruplar arasinda istatiksel anlamli fark olusturacak
sekilde Tunel yiizdesi artmis bulunmaktadir. Ayn1 sekilde ilag gruplari da istatiksel anlamli
fark olacak sekilde sham grubundan daha ylksek Tunel ylzdesine sahiptir. Travma
gruplari ilag gruplarindan daha yiiksek Tunel yilizdesine sahipken (ilag etkinligini gdsterir)

bu fark istatiksel anlamlilik tagimamaktadir.

Egik diizlem testi; ratlarin egik diizlem tizerinde 5 saniye kadar kalabildikleri en
yiiksek ac¢1 derecesi olarak kaydedildigi, deney oncesi(1. giin) ve deney sonrasi (7. giin)
uyguladigimiz bir testtir. Bu testin amact 1. giin ve 7. giin elde edilen verileri grup ici ve
gruplar arasi karsilagtirmaktir. Calismamizda gruplarda 1. giin ve 7. giin elde edilen veriler
grup icinde karsilastirildiginda 2, 3, 4. gruplarda istatiksel yonden anlamli farklilik
gorilmistiir. Grup 1° de higbir fark olusmamasi iki test arasinda deneklere hicbir islem
uygulanmamasindan kaynaklanmaktadir. Grup 5’te 1. ve 7. giin yapilan deney sonuglar1
birbirine yakin olmakla birlikte farkin istatiksel anlamlilik olusturmamasini, yiksek dozda
ilag etkinliginin testi olumlu etkiledigi seklinde yorumlayabiliriz. Bu durumda testin doz
bagimli oldugunu soyleyebiliriz. Gruplar arasi karsilastirmada sham grubu ile travma
gruplar arasinda, travma gruplan ile ilag gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
olusmustur. Bu farklilik travma gruplarinda deneklerin 7. glinde uygulanan egik diizlem
testinde daha az derecelerde diizlemden kaymasi, ilagli gruplarda ise daha yiiksek
derecelerde diizlemden kaymasi sonucunda olusmustur. Sham grubu ile ilagh gruplar

arasinda anlamli fark bulunmamasi ila¢ etkinliginin olustugunu géstermektedir.

Drummond Moore testi; ratlarin gozleme dayanan norolojik muayenesidir.
Skorlama yontemi ile nérolojik iyilik halinden (4 puan) plejiye kadar (O puan) olan kas
giici degerlendirmesi yapilir.  Deney oOncesi(l. giin) ve deney sonrasi (7. giin)

uyguladigimiz bir testtir. Bu testin amact 1. glin ve 7. gun elde edilen verileri grup ici ve
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gruplar arasi karsilastirmaktir. Calismamizda gruplarda 1. giin ve 7. giin elde edilen veriler
grup ic¢inde karsilastirildiginda 2, 3, 4, 5. gruplarda istatiksel yonden anlamli farklilik
gorilmistir. Grup 1° de higbir fark olusmamasi iki test arasinda deneklere hicbir islem
uygulanmamasindan kaynaklanmaktadir. Gruplar arasi karsilastirmada 7. giin uygulanan
testin sonuglart goz Oniinde bulundurulmus, olusan farkliliklar gruplar arasi
karsilastirilmistir. Sham grubu ile travma gruplart (grup 2 ve grup 3) arasinda travma
gruplan ile ilag gruplart (grup 4 ve grup 5) arasinda anlamli farklilik olugsmustur. Bu
istatistiksel farklilik ilag¢ etkinliginin travma gruplart baz alindiginda anlamli olarak
norolojik iyilesmeye katki sagladigi konusunda kanitlar olusturmaktadir. Sham grubu ile
ilag gruplar arasinda fark olmasina ragmen istatiksel anlamlilik olusturmamasi ilag

etkinligini gosteren bir baska bulgudur.

Hesperidinin antiinflamatuar, antioksidan, antiapoptotik, antineoplastik
ozelliklerinden faydalanilarak deney hayvanlar1 {izerinde ¢esitli modeller uygulanmigtir.
2018 yilinda Gao G. ve ark. tarafindan yapilan rat osteoartrit ¢alismasinda hesperidinin
dokuda ve kanda iflamasyonu baskilayarak TNF a seviyelerini azalttigi gosterilmistir (Gao
ve ark 2018).

2019 yilinda yapilan bagska bir ¢alismada Heo SD. ve ark. hesperidinin spinal kord
dokusunda proinflamatuar stokin tliretimini baskilayarak TNF o diizeylerini azalttigini

gostermislerdir (Heo ve ark 2019).

Maneesai ve ark. hipertansif ratlarda kardiyak fibrozis ile sonu¢lanan remodelling
olusumunu gostermis ve hesperidin uygulamasiyla antioksidan ve antiinflamatuar (TNF o
baskilanmasi) 0Ozelliginden yararlanarak kardiyak fibrozisi azalttigim1 gostermistir

(Maneesai ve ark 2018).

Jain M. ve ark. ratlarda steril enjeksiyonla cilt alti hava kesesi olusturarak
nonspesifik inflamasyon olusturmuslar ve hesperidin ile indometazinin antiinflamatuar
etkilerini karsilastirmistir. Hesperidinin etkin bir antiinflamatuar olan indometazine oranla

benzer TNF o diistisii sagladigr gosterilmistir (Jain ve ark 2011).

Nasab MK. ve ark. farelerde uyguladiklar1 travmatik beyin hasarina sekonder
gelisen depresyon modelinde hesperidinin néroprotektif etkisini arastirmislar ve hesperidin

uyguladiklar1  gruplarda inflamatuar  stokinlerin (TNF a, IL-1B) azaldigim
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gozlemlemislerdir. Hesperidin uygulanan grupta noroprotektif etkiyi gosteren brain
derived neurotrophic factor (BDNF) seviyelerinin fare hipokampusunda travma gruplarina

gore daha yiksek oldugunu bildirmislerdir (Nasab ve ark 2018).

Oguzturk H. ve ark. ratlarda sisplatinin kardiyotoksik etkisini Onlemek icin
hesperidin uygulamiglar ve sisplatin grubunda kardiyak dokulardaki TBARS (oksidan
streste azalmasi beklenir) seviyelerini anlamli derecede yuksek, glutatyon, superoksit
dismutaz ve katalaz seviyelerini anlamli olarak diisiik bulmuslardir. Diger taraftan,
sisplatin + hesperidin grubundaki glutatyon ve supeoksid dismutaz dizeylerini kontrol
grubuna benzer bulmuslardir. Calisma sonucunda hesperidinin kardiyotoksiteye karsi
koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir (Oguzturk ve ark 2016).

Tamilselvam K. ve ark. noroblastom hiicre kiiltiirlerinde rotenon ile indiiklenmig
parkinson doku 6rnekleri olusturmus ve hesperidinin doku tizerine etkisini incelemislerdir.
Sonug olarak hesperidin TBARS, reaktif oksijen species-ROS, glutatyon peroksidaz
diizeylerini azaltmis ve antiapoptotik etki gostererek ve mitokondri regiilasyonu saglayarak
hiicre kiiltiirlerinde rotenona karsi koruyucu oldugunu goéstermistir (Tamilselvam ve ark
2016).

Dokumacioglu E. ve ark. yaptig1 ¢alismada streptozosin ile diyabetik hale getirilen
ratlarda hesperidin uygulamasi beklenenin aksine TNF a diizeylerini artirmis, diyabetli
ratlarda sham gruplarina oranla daha diisik TNF o diizeyleri gorilmistlr. Oksidan
parametreler bakildiginda (glutatyon ve malondialdehit) diyabetli ratlara oranla hesperidin

grubunda antioksidan etkinin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (Dokumacioglu ve ark 2018).

Maekawa S. ve ark. yaptig1 ¢alismada N-metil D-aspartat kaynakli retina hasarinda
hesperidinin antioksidan ve antiinflamatuar etkisi ile hasarin diizelmesine katkida

bulundugunu gosterilmislerdir (Maekawa ve ark 2017)

Tirkey N. ve ark. tarafindan ratlar {izerinde yapilan ¢aligmada karbon tetrakloridin
(CCl,) oksidan stres lzerinden hepatotoksik ve nefrotoksik etkisi gosterilmis, 200mg/kg
hesperidin oral gavaj uygulamasimin bu etkiyi ortadan kaldirdigi, TBARS seviyesini
azalttign  vurgulanmigtir.  Calismanin  beklenmeyen  tarafi  hesperidinin  diger
oksidan/antioksidan molekillerinde (glutatyon, superoksit dismutaz, katalaz) anlamli bir

degisiklik saglamamis olmasidir (Tirkey ve ark 2005).
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Tsai YF. ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada total diz protezi geciren 11 hastadan
elde edilen kondrosit kultirt Gizerinde hesperidinin antioksidan ve antiinflamatuar 6zelligi
arastirilmistir. Doz bagimli ¢alismada etkin dozun 5-10 uM oldugu tespit edilmistir. 50 ve
100 uM gibi yiiksek dozlarda hiicre toksisitesi olusmustur. Sonug olarak hesperidin COX-
2, TNF a, IL-1p gibi inflamatuar stokinlere ait mRNA diizeylerini azaltmus,

antiinflamatuar bir stokin olan IL-10’a ait mRNA diizyini artirmistir (Tsai ve ark 2019).

Yildiz F. ve ark. yaptig1 ¢aligmaya gore islem oncesi 80 mg/kg hesperidin verilen
ratlarda karaciger iskemi reperpiizyon hasarmin degerlendirmesinde, hesperidin ile tedavi
edilen grupta TOS, OSI ve myeloperoksidaz diizeyleri daha diisiik bulunmustur. TAS
diizeyi ise tedavi grubunda iskemi reperfiizyon grubuna oranla daha yiiksek bulunmustur.
Sonug olarak hesperidinin antioksidan 6zelligi bir kez daha vurgulanmigtir ( Yildiz ve ark
2015).

Biz de bu ¢alismamizda spinal kord travma modelinde hesperidinin sekonder hasar
tizerine etkisini aragtirdik. Doku TNF a diizeyleri ile serum/doku IL-10 duzeyleri
incelendiginde antiinflamatuar etkinligi gozlemlendi. Serum ve dokuda TAS, TOS,
TBARS, OSI diizeyleri incelendiginde hesperidinin antioksidan yoniiyle etkin oldugu
gorildii, ancak serum TAS veTOS istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir.
Histopatolojik incelemede Malinowsky skorunda hiicre hasarini dnleyici 6zelligini, Tunel
testi ile de antiapoptotik 6zelligini destekleyici veriler elde ettik, ancak Malinowsky skoru
istatistiksel anlamlilik ifade etmemektedir. Norolojik degerlendirme i¢in uyguladigimiz
egik diizlem testi ve Drummond Moor testi ndrolojik hasar1 Onlemede hesperidinin

etkinligi acisindan olumlu veriler gostermistir.

6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda spinal kord travma modelinde hesperidinin sekonder hasar {izerine
etkisini arastirdik. Travma ile olusan inflamatuar siireci, oksidan stresi biyokimyasal
yontemler ile, apoptoz ve doku hasarini histopatolojik inceleme ile, ndrolojik muayeneyi

gbzleme dayali fiziksel yontemler ile test ettik. Sonug olarak;

61



1. Doku TNF a diizeyleri ile serum/doku IL-10 diizeyleri incelendiginde hesperidinin
antiinflamatuar etkinligi ortaya c¢ikmaktadir. Serum TNF o diizeyleri ise
antiinflamatuar siirecte ¢eliskili bulunmustur.

2. Hem serumda hem de dokuda bakilan TAS, TOS, TBARS, OSI diizeyleri
incelendiginde hesperidinin antioksidan yoniiyle etkin oldugu goriilmektedir, ancak
Serum TAS ve TOS istatistiksel anlamlilik gostermemektedir.

3. Histopatolojik incelemede Malinowsky skoruna bakildiginda hesperidin, spinal
kord dokusunda hiicre hasarin1 énlemede etkin rol oynadigi diistiniilmiistiir ancak
istatistiksel anlamlilik tasimamaktadir.

4. Tunel testi tim gruplarda hesperidin lehine anlamli farklilik olusturmaktadir ve
hesperidinin antiapoptotik 6zelligini ortaya koymaktadir.

5. Ratlarin nérolojik durumunu degerlendirdigimiz egik diizlem testi ve Drummond

Moore testi hesperidinin norolojik hasar1 6nlemede etkin oldugunu gostermistir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler 1s18inda, biyokimyasal, histopatolojik
norolojik muayene sonuglarini géz Oniine aldigimizda, hesperidinin noroprotektif etkisi
oldugunu ancak klinik kullanim i¢in daha fazla c¢alismaya gereksinim oldugunu

diisinmekteyiz.

62



KAYNAKCA

1. AbeY,Yamamoto T, SugiyamaY, et al. Apoptotic cells associated with Wallerian
degeneration after experimental spinal cord injury: a possible mechanism of
oligodendroglial death. J Neurotrauma 1999;16:945-52.

. Agrawal SK, Fehlings MG. The effect of the sodium channel blocker QX-314 on

recovery after acute spinal cord injury. J Neurotrauma 1997;14:81-8.

N

w

. Anderson DK, Hall ED. Pathophysiology of spinal cord trauma. Ann Emerg Med

1989;22:987-92.

. Arnold PM, Citron BA, Ameenuddin S, et al. Caspase-3 inhibition is neuroprotective
after spinal cord injury [abstract]. J Neurochem 2000;74:S73B.

Barthe GA, Jourdan PS, Mcintosh CA, Mansell RL. Radioimmunossay for the
quantitative determination of hesperidin and analysis of its distribution in Citrus
sinensis. Phytochemistry 1988; 27(1): 24971 54.

6. Beckman JS. Peroxynitrite versus hydroxyl radical: the role of nitric oxide in

superoxide-dependent cerebral injury. Ann NY Acad Sci 1994;738:69-75.

. Benzel EC. Management of acute spinal cord injury. In: Wilkins RH, Rengachary SS,

eds. Neurosurgery. Philadelphia: Williams & Wilkins, 1996:2861-6.
. Bethea JR, Castro M, Keane RW, et al. Traumatic spinal cord injury induces nuclear
factor-kappaB activation. J Neurosci 1998; 18:3251-60.

SN

o

~

o

[(e]

. Bethea JR, Nagashima H, Acosta MC, et al. Systemically administered interleukin-10
reduces tumor necrosis factor-alpha production and significantly improves
functional recovery following traumatic spinal cord injury in rats. J Neurotrauma
1999;16: 851-63.

10. Bhargava P, Verma VK, Malik S, Khan Sl, Bhatia J, Arya DS. Hesperidin regresses
cardiachypertrophybyvirtue ~ ofPPAR- y  agonistic,  anti- inflammatory,
antiapoptotic, and antioxidant properties. J Biochem Mol Toxicol. 2018;e22283.
doi:10.1002/jbt.22283

11. Blight AR, Young W. Central axons in injured cat spinal cord recover
electophysiological function following remyelination by Schwann cells.

12. Boonpawa R, Spenkelink A, Punt A, Rietjens I. Physiologically based kinetic modeling

of hesperidin metabolism and its use to predict in vivo effective doses in

humans. Molecular Nutrition & Food Research 2017.

63


https://doi.org/10.1002/jbt.22283

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.

25.

26.

217.

Bracken MB, Freeman DH, Hellenbrand K. Incidence of acute traumatic spinal cord

injury in the United States, 1970-1977. Am J Epidemiol 1981;113:615-22.

Brewer KL, Bethea JR, Yezierski RP. Neuroprotective effects of interleukin-10

following excitotoxic spinal cord injury. Exp Neurol 1999;159:484-93.

Budd SL, Tenneti L, Lishnak T, et al. Mitochondrial and extramitochondrial apoptotic

signaling pathways in cerebrocortical neurons. Proc Natl Acad Sci U SA

2000;97:6161-6.

Biiyilikkinaci S, Ofluoglu E,Toplamaoglu H. Spinal Kord Tarihi. Sinir Sistemi Cerrahisi

Derg 1: 67-72, 2008

Celik E, Oguzturk H, Sahin N, Turtay M G, Oguz F, Ciftci O. Protective effects of

hesperidin in experimental testicular ischemia/reperfusion injury in rats. Arch

Med Sci 5, October / 2016

Cheung JY, Bonventre JV, Malis CD, et al. Calcium and ischemic injury. N Engl J

Med 1986;314:1670-6.
Choi DW. lon dependence of glutamate neurotoxicity. J Neurosci 1999;7:369-79.

Cuzzocrea S, Riley DP, Caputi A, et al. Antioxidant therapy: a new pharmacological

approach in shock, inflammation, and ischemia/ reperfusion injury. Pharmacol

Rev 2001;53:135-59.
Dohrmann GJ. Experimental spinal cord trauma. Arc Neurol, 27: 468-473, 1972.

Dokumacioglu E, Iskender H, Sen TM, Ince I, Dokumacioglu A, Kanbay Y, Erbas E,

Saral S. The Effects of Hesperidin and Quercetin on Serum Tumor Necrosis

Factor
Model. Phcog Mag 2018;14:167-73.

Economic Impact of SCI published in the journal Topics in Spinal Cord Injury

Rehabilitation, Volume 16, Number 4, in 2011.

Eldadah BA, Faden Al. Caspase pathways, neuronal apoptosis, and CNS injury. J

Neurotrauma 2000;17:811-29.

Erel O. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status.

Clinical Biochemistry 2005, 1103-1111

Ersoy M, Kalkan A I. Medulla Spinalis Anatomisi ve Yollar1, Tiirkiye Klinikleri J Med

Sci 1996, 16

Erzurumlu R, Senoglu G, Ulupinar E. Noroanatomi. Gilines Tip Kitabevleri. Ankara;

2019. p.14-18.

64

-A Ipha and |



28

29

30

31.

32.

33

3

S

35

36

37

38

39

40

. Erzurumlu R, Senoglu G, Ulupinar E. Noroanatomi. Giines Tip Kitabevleri. Ankara;

2019. p.198

. Fabian RH, Dewitt DS, Kent TA. In vivo detection of superoxide anion production by

the brain using a cytochrome c electrode. J Cereb Blood Flow Metab

1995:15:242-7

. Faden Al, Chan PH, Longar S. Alterations in lipid metabolism,Na, K-ATPase activity

and tissue water content of spinal cord after experimental traumatic injury. J

Neurochem 1987;48:1809-16.

Faden Al, Lemke M, Simon RP, et al. N-methyl-D-aspartate antagonist MK801

improves outcome after traumatic spinal cord injury in rats: behavioral,

anatomic, and neurochemical studies. J Neurotrauma 1988;5:33-45.

Faden Al. Neuropeptides and central nervous system
1986;43:501-4.

injury. Arch Neurol

. Farooque M, Olsson Y, Hillered L. Pretreatment with _-phenyl-ntert- butyl-nitrone

(PBN) improves energy metabolism after spinal cord injury in rats. J

Neurotrauma 1997;14:469-76.

. Fehlings MG, TatorCH. An evidence-based review of decompressive surgery in acute

spinal cord injury: rationale, indications, and timing based on experimental and

clinical studies. J Neurosurg. 1999 Jul;91(1 Suppl):1-11.

. Fiskum G. Mitochondrial participation in ischemic and traumatic neural cell death. J

Neurotrauma 2000:17:843-55.

. Gao G, Ding H, Zhuang C, Fan W. Effects of Hesperidin on H202-Treated
Chondrocytes and Cartilage in a Rat Osteoarthritis Model. Medical Science

Monitor 2018, 24: 9177-9186

. Gasic GP, Hollmann M. Molecular neurobiology of glutamate receptors. Annu Rev

Physiol 1992;54:507-36.

. Gezici A R, Kilic G, Firat T, Cancan S E, Kukner A, Ozkan N, Dagistan Y. The

therapeutic effects of cyclosporin-A on experimental spinal cord injury.

Biomedical Research 2017; 28 (8): 3755-3762

. Ghirnikar RS, Lee YL, Eng LF. Chemokine antagonist infusion attenuates cellular

infiltration following spinal cord contusion injury in rat. J Neurosci Res

2000;59:63-73.

. Guha A, Tator CH. Acute cardiovascular effects of experimental spinal cord injury. J

Trauma 1988:28:481-90.

65



41.

42.

43.

44,
45.

46.

47.

48.

49.

50.

5l

52.

53.

Hall ED, Wolf DL. A pharmacological analysis of the pathophysiological mechanisms
of posttraumatic spinal cord ischemia. J Neurosurg 1986;64:951-61.

Hamada Y, Ikata T, Katoh S, et al. Involvement of an intercellular adhesion molecule
1-dependent pathway in the pathogenesis of secondary changes after spinal cord
injury in rats. J Neurochem 1996;66:1525-31.

Heo SD, Kim J, Choi Y, Ekanayake P, Ahn M, Shin T. Hesperidin improves motor
disability in rat spinal cord injury through anti-inflammatory and antioxidant
mechanism via Nrf-2/HO-1 pathway. Neuroscience Letters 2019,DOI:
10.1016/j.neulet.2019.134619

Https://www.nscisc.uab.edu/Public/Facts%20and%20Figures%20-%202018.pdf

Hughes J T. The Edwin Smith Surgical Papyrus: An analysis of the first case reports of
spinal cord injuries. Paraplegia 26 (1988) 71-82

Jain M, Parmar HS. Evaluation of antioxidative and anti-inflammatory potential of
hesperidin and naringin on the rat air pouch model of inflammation. Springer
2011, 60:483-491 DOI 10.1007/s00011-010-0295-0

Joseph JA, Bartus RT, Clody D, et al. Psychomotor performance in senescentrodent:
reduction of deficits via striatial dopamine receptor upregulation. Neurobiol
Aging. 1983;4:313-3109.

Jovanovic SV, Steenken S, Tosic M, Marjanovic B, Simic MG. Flavonoids as anti-
oxidants. J Am Chem Soc 1994; 116(11): 4846-51.

Kahraman A, Serteser M, Koken T. Flavunoidler. Kocatepe Tlp Dergisi (2002), 3, 01-
08 The Medical Journal ofKocatepe 2002

Kaufmann WE, Worley PF, Pegg J, et al. COX-2, a synaptically induced enzyme, is
expressed by excitatory neurons at postsynaptic sites in rat cerebral cortex. Proc
Natl Acad Sci U S A 1996;93: 2317-21.

Kim SY, Kim MS, Lee MK, Kim JS, Yi HK, Nam SY, Lee DY, Hwang PH. PPARc
induces growth inhibition and apoptosis through upregulation of insulin-like
growth factor-binding protein-3 in gastric cancer cells. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research (2015) 48(3): 226-233

Koehler P J. Isadc Van Deen and Benedikt Stilling: a controversy on the function of the
spinal cord in the 19th century. / Hist Neurosd (1992): 1,189-200

Koyanagi I, Tator CH, Lea PJ. Silicone rubber microangiography of acute spinal cord

injury. Neurosurgery 1993;32:260-8.

66



54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Kunti V, Brbori J, Holclajtner-Antunov 1, Uskokovic-Markovic S. Evaluating the
bioactive effects of flavonoid hesperidin — A new literature data survey.
Vojnosanit Pregl 2014; 71(1): 60-65.

Landau G, Kodali KK, Malhotra JD, Kaufman RJ. Detection of Oxidative Damage in
Response to Protein Misfolding in the Endoplasmic Reticulum. Methods in
Enzymology 2013, Volume 526 Doi: 10.1016/B978-0-12-405883-5.00014-4

Lapchak PA, Araujo DM, Song D, et al. Neuroprotection by the selective
cyclooxygenase-2 inhibitor SC-236 results in improvements in behavioral
deficits induced by reversible spinal cord ischemia. Stroke 2001;32:1220-5.

Leuzzi U, Caristi C, Panzera V, Licandro G. Flavonoids in pigmented orange juice and
second-pressure extracts. J Agric Food Chem 2000; 48(11): 5501-6.

Lewen A, Matz P, Chan PH. Free radical pathways in CNS injury. J Neurotrauma
2000;17:871-90.

Li GL, Farooque M, Holtz A, et al. Apoptosis of oligodendrocytes occurs for long
distances away from the primary injury after compression trauma to rat spinal
cord. Acta Neuropathol (Berl) 1999; 98:473-80.

Li M, Ona VO, Chen M, et al. Functional role and therapeutic implications of neuronal
caspase-1 and -3 in a mouse model of traumatic spinal cord injury. Neuroscience
2000;99:333-42.

Lipton SA, Rosenberg PA. Excitatory amino acids as a final common pathway for
neurologic disorders. N Engl J Med 1994;330: 613-22.

Maekawa S, Sato K, Fujita K, Daigaku R, Tawarayama H, Murayama N, Moritoh S,
Yabana T, Shiga Y, Omodaka K, Maruyama K, Koji M, Nishiguchi KM,
Nakazawa T. The neuroprotective effect of hesperidin in NMDA-induced retinal
injury acts by suppressing oxidative stress and excessive calpain activation.
Scientific Reports 2017, 7: 6885 DOI:10.1038/s41598-017-06969-4

Malesev D, Radovic Z, Kuntic V, Kosanic M. Spectrophotometric determination of
hesperidin by hesperidin complex in water-methanol solution. Anal Letters
1997; 30(5): 917-26.

Malinovsky, J.M., et al., Ketamine and midazolam neurotoxicity in the rabbit.
Anesthesiology, 1991. 75(1): p. 91-7

Manach C, Morand C, Gil-lzquierdo A, Bouteloup-Demange C, Rémesy C.
Bioavailability in humans of the flavanones hesperidin and narirutin after the
ingestion of two doses of orange juice. Eur J Clin Nutr 2003; 57(2): 235-42.

67



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Maneesai P, Bunbupha S, Potue P, Berkban T, Kukongviriyapan U, Kukongviriyapan
V, Prachaney P, Pakdeechote P. Hesperidin Prevents Nitric Oxide Deficiency-
Induced Cardiovascular Remodeling in Rats via Suppressing TGF-1 and MMPs
Protein Expression. Nutrients 2018, 10, 1549; doi:10.3390/nu10101549

Mcintosh TK, Juhler M, Wieloch T. Novel pharmacologic strategies in the treatment of
experimental traumatic brain injury: 1998. J Neurotrauma 1998;15:731-69.

Mocchetti I, Wrathall JR. Neurotrophic factors in central nervous system trauma. J
Neurotrauma 1995;12:853-70.

Nasab MK, Shokouhi G, Ghorbanihaghjo A, Abbasi MM, Salari AA. Hesperidin
attenuates depression-related symptoms in mice with mild traumatic brain
injury. Life Sciences 2018, doi:10.1016/j.1fs.2018.10.040

Netter FH: Beyin ve Omuriligin Anatomisi, The Netter Collection of Medical
[llustration Nervous System, volume 1: Part 1: Anatomy and physiology, Ed:
Brass A, Elsevier Saunders, 2007, pp: 36-66

Oguzturk H, Ciftci O, Cetin A, Kaya K, Disli OM, Turtay MG, Gurbuz S, Basak N.
Beneficial effects of hesperidin following
cis Ndgawimnined ich lorop lat

Journal of Clinical Practice 2016, DOI: 10.4103/1119-3077.173707

Olney JW. Excitatory Transmitter Neurotoxicity. Neurobiology of Aging, Vol. 15, No.
2, pp. 259-260, 1994

Olsson Y, Sharma HS, Nyberg F, et al. The opioid receptor antagonist naloxone
influences the pathophysiology of spinal cord injury. Prog Brain Res
1995;104:381-99.

Ozer F, Arslantas A, Dalbayrak S. Temel Spinal Cerrahi Cilt 1. Intertip yaymevi.
Ankara; 2016. p. 1-5.

Pang D, Wilberger JE Jr. Spinal cord injury without radiographic abnormalities in
children. J Neurosurg 1982;57:114-29.

Pinchi E, Frati A, Cantatore S, D’Errico S, La Russa R, Maiese A, Palmieri M, Pesce
A, Viola RV, Frati P, Fineschi V. Acute Spinal Cord Injury: A Systematic
Review Investigating miRNA Families Involved. International Journal of
molecular sciences 2019, 20, 1841, doi:10.3390/ijms20081841

Popovich PG, Stokes BT, Whitacre CC. Concept of autoimmunity following spinal
cord injury: possible roles for T lymphocytes in the traumatized central nervous
system. J Neurosci Res 1996;45: 349-63.

68



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Randall J. Dumont, David O. Okonkwo, Subodh Verma, R. John Hurlbert, Paul T.
Boulos, Dilantha B. Ellegala, Aaron S. Dumont. Acute Spinal Cord Injury, Part
I: Pathophysiologic Mechanisms. Clinical Neuropharmacology Vol. 24, No. 5,
pp. 254-264

Resnick DK, Graham SH, Dixon CE, et al. Role of cyclooxygenase 2 in acute spinal
cord injury. J Neurotrauma 1998;15:1005-13.

Rhoney DH, Luer MS, Hughes M, et al. New pharmacologic approaches to acute
spinal cord injury. Pharmacotherapy 1996;16: 382-92.

Satake K, Matsuyama Y, Kamiya M, et al. Nitric oxide via macrophage iNOS induces
apoptosis following traumatic spinal cord injury. Brain Res Mol Brain Res
2000;85:114-22.

Schanne FAX, Kane AB, Young EE, et al. Calcium dependence of toxic cell death: a
final common pathway. Science 1979;206: 700-2.

Schwab JM,Brechtel K, Nguyen TD, et al. Persistent accumulation of cyclooxygenase-
1 (COX-1) expressing microglia/macrophages and upregulation by endothelium
following spinal cord injury. J Neuroimmunol 2000;111:122-30.

Schwab ME, Bartholdi D. Degeneration and regeneration of axons in the lesioned
spinal cord. Physiol Rev 1996;76:319-70.

Sekhon HS, Fehlings MG, Epidemiology, Demographics, and Pathophysiology of
Acute Spinal Cord Injury. Spine volume 26, Number 24S, pp S2-S12.

Shields DC, Schaecher KE, Hogan EL, et al. Calpain activity and expression increased
in activated glial and inflammatory cells in penumbra of spinal cord injury
lesion. J Neurosci Res 2000;61: 146-50.

Shuman SL, Bresnahan JC, Beattie MS. Apoptosis of microglia and oligodendrocytes
after spinal cord contusion in rats. J Neurosci Res 1997;50:798-808.

Springer JE, Azbill RD, Knapp PE. Activation of the caspase-3 apoptotic cascade in
traumatic spinal cord injury. Nat Med 1999; 5:943-6.

Suner A, Polat M, Sezen H, Savik E, Kaya H, Koroglu S. Uzun sireli sigara
kullaniminin oksidatif stres iizerine etkisi. Harran Universitesi Tip Fakiiltesi
Dergisi 2014, Cilt 11. Say1 2

Suwanwela C, Alexander E Jr, Davis CH Jr. Prognosis in spinal cord injury with
special reference to patients with motor paralysis and sensory preservation. J
Neurosurg 1962;19:220-7.

69



91

92

93

94.

95

96

97

98

99

. Tamilselvam K, Braidy N, Manivasagam T, Essa MM, Prasad NR, Karthikeyan S,

Thenmozhi AJ, Selvaraju S, Guillemin GJ. Neuroprotective Effects of
Hesperidin, a Plant Flavanone, on Rotenone-Induced Oxidative Stress and
Apoptosis in a Cellular Model for Parkinson’s Disease. Hindawi Publishing
Corporation Oxidative Medicine and Cellular Longevity 2013, Article 1D
102741, 11 pages Do0i:10.1155/2013/102741

. Tirkey N, Pilkhwal S, Kuhad A, Chopra K. Hesperidin, a citrus bioflavonoid, decreases

the oxidative stres produced by carbon tetrachloride in rat liver and kidney.
BMC Pharmacology 2005, 5:2 doi:10.1186/1471-2210-5-2

. Tsai YF, Chen YR, Chen JP, Tang Y, Yang KC. Effect of hesperidin on anti-

Von

inflammation and cellular antioxidant capacity in hydrogen peroxide-stimulated
human articular chondrocytes. Process Biochemistry 2019, 175-184 Doi:
10.1016/j.prochio.2019.07.014

Euler M, Li-LiM,Whitemore S, et al. No protective effect of the NMDA
antagonist memantine in experimental spinal cord injuries. J Neurotrauma
1997;14:53-61.

. Wolman L. The disturbances of circulation in traumatic paraplegia in acute and late

stages: a pathological study. Paraplegia 1965;2: 213-26.

. Yildiz F, Coban S, Terzi A, Aksoy N, Bitiren M. Protective Effect of Micronized

Purified Flavonoid Fraction on Ischemia/Reperfusion Injury of Rat Liver.
Trasplantation Proceedings 2015, 47, 1507e1510 Doi:
10.1016/j.transproceed.2015.04.062

. Youdim K A, Dobbie M S, Kuhnle G, Proteggente A R, Abbot N J, Evans C R.

Interaction between flavonoids and the blood-brain barrier: in vitro studies.
Journal of Neurochemistry, 2003, 85, 180-192

. 'Youdim K A, Joseph J A. A possible emerging role of phytochemicals in improving

age-related neurological dysfunctions: a multiplicity of effects. Free Radic. Biol.
Med. 2001; 30, 583-594.

. Zhang T., Harstad L., Parisi J. E., Murray M.J. The size of the anterior spinal artery in

relation to the arteria medullaris magna anterior in humans. Clin Anat
1995;8(5):347-51.

70



