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Amag: Bu calismanin amaci, deneysel travmatik medulla spinalis hasar1 modelinde
(TMSH), Isoliquiritigenin’in (ISL) noroprotektif etkilerini; oksidatif stres belirtecleri,
proinflamatuvar  sitokin duzeyleri, norotrofik faktor ekspresyonu, histopatolojik
degisiklikler, apoptoz ve ndrolojik fonksiyonel iyilesme parametreleri lizerinden ¢ok yonlii

olarak degerlendirmektir.

Yontem: 45 adet wistar albino cinsi rat her grupta 9 adet olmak tizere 5 gruba ayrilarak

randomize edildi. TMSH, Modifiye Allen Agirlik Diisiirme Metodu ile gergeklestirildi.

Grup 1 (intakt Kontrol Grubu): Bu gruptaki ratlara herhangi bir cerrahi veya
travmatik iglem uygulanmadi. Yedinci giin, kan ve T7-T9 aras1 medulla spinalis dokular1

almarak analiz i¢in laboratuvara gonderildi.

Grup 2 (Sham Grubu): Birinci giin sadece laminektomi uygulandi; spinal travma

olusturulmadi. Yedinci giin, kan ve doku 6rnekleri alind1.

Grup 3 (Travma + DMSO Grubu): Birinci giin laminektomi sonrasi spinal travma
olusturuldu. Travmayi takiben 30. dakikada, 12. saatte ve 48. saatte olmak (izere ¢ doz
halinde intraperitoneal yolla 0,25 mL (1 mL/kg) DMSO uygulandi. Yedinci giin kan ve doku

ornekleri alindi.

Grup 4 (Travma + Diisiik Doz ISL Grubu): Birinci giin laminektomi sonrasi spinal
travma olusturuldu. Travmay1 takiben 30. dakikada, 12. saatte ve 48. saatte olmak {izere ii¢
doz halinde intraperitoneal yolla 20 mg/kg dozunda ISL verildi. Yedinci gun kan ve doku

ornekleri alindi.



Grup 5 (Travma + YiUksek Doz ISL Grubu): Birinci giin laminektomi sonrasi spinal
travma olusturuldu. Travmayi takiben 30. dakikada, 12. saatte ve 48. saatte olmak lizere {i¢
doz halinde intraperitoneal yolla 40 mg/kg dozunda ISL verildi. Yedinci giin kan ve doku

ornekleri alindi.

Deneyin 0.,1.,3. ve 7. giinlerinde ratlarin motor muayeneleri i¢cin Basso Beattie and
Bresnahan (BBB) ve Modifiye Tarlov Skalasi testleri uygulandi. Ratlardan elde edilen
hasarli medulla spinalis dokusu ve kan serum 6rneklerinde TNF-alfa (tumdr nekroz faktor
alfa), TGF-Beta 1 (transforming growth factor beta), BDNF (brain derived neurotrophic
factor), NF-Kb (nukleer faktor kabba B) seviyeleri enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) yontemiyle ve TAS (total antioksidan status), TOS (total oksidatif stres)
spektrofotometrik yontemle T1bbi Biyokimya AD arastirma laboratuvarida ¢aligilmustir.

Ratlardan elde edilen spinal kord kesitleri 2 giin %10'luk formaldehitte tespit edildi.
NEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.D laboratuvarmnda rutin histolojik takip
sonrasi parafine gomiildii ve 4 mikronluk kesitler alindi. Bu spinal kord kesitleri
hematoksilen eozin boyasi kullanilarak histoloji laboratuvarinda 1sik mikroskobu altinda
incelendi.  Spinal  kordun tiim  Orneklerinde, histopatolojik  degisikliklerin
smiflandirilmasinda 0 ve 3 arasinda degisen skorlama sistemi kullanildi. 5 farkli parametre
(hemoraji, 6dem, aksonal dejenerasyon, vakuolizasyon ve Néron nekrozu) degerlendirildi
ve skorlandu.

Apoptotik hiicreler, bir ApopTag In Situ Apoptoz Tespit Kiti (Millipore) kullanilarak
etiketlendi. DNA fragmanlar1 terminal deoksiniikleotidil transferazin etkisiyle modifiye
edildi. Ttiim prosediirler lireticinin talimatlarini izledi. TUNEL pozitif ve toplam hiicreler gri
maddede 4 mikronluk kesitlerde 20'lik objektifde sayild1 ve ylizdeleri alindi.

TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve histopatolojik skor TUKEY testi ile tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak karsilastirildi.

Bulgular: ISL tedavisinin biyokimyasal, histopatolojik ve fonksiyonel etkileri
degerlendirilmistir. Travma sonras1 serum ve doku diizeylerinde belirgin BDNF azalmasi,
TGF-B1 ve TAS diisiisii, TNF-a ve TOS artis1 izlenmis; yiiksek doz ISL uygulamasiyla bu
parametrelerde anlaml diizeyde iyilesme gozlenmistir. NF-xB diizeyleri travma grubunda
diiserken, ISL tedavisi bu parametreyi artirarak noronal savunma mekanizmalarini
desteklemis, ancak serum diizeylerinde bu degisim istatistiksel anlamliliga ulagsmamustir.
Histopatolojik incelemelerde travma grubunda belirgin néronal nekroz, 6dem ve aksonal

dejenerasyon saptanirken, ISL uygulanan gruplarda bu bulgular hafiflemis; 6zellikle yiiksek



doz ISL uygulanan grupta morfolojik koruma daha belirgin izlenmistir. TUNEL analizi,
travma sonrasi artmig apoptoz diizeylerinin ISL ile anlamli sekilde azaldigini gostermistir.
Fonksiyonel degerlendirmelerde ise, travma sonrasi ciddi motor defisit gelistigi; ISL
tedavisinin, 6zellikle 40 mg/kg dozda uygulandiginda, 3. ve 7. giinlerde norolojik iyilesmeyi
anlamli diizeyde destekledigi saptanmistir. Elde edilen bulgular, ISL’nin spinal travma
sonrasi olusan sekonder hasar mekanizmalarin1 baskilayarak noroprotektif ve anti-

inflamatuvar etkiler olusturdugunu ortaya koymustur.

Sonug: Calismamizdan elde ettigimiz veriler dogrultusunda ISL, medulla spinalis
hasarinda antiinflamatuvar, antioksidan, antiapoptotik ve noronal rejenerasyon etkileriyle
giiclii bir noroprotektif profil ortaya koymustur. Bu etkiler doz bagimli olarak artmakta ve
ozellikle subakut fazda belirginlesmektedir. Hem fonksiyonel hem de doku dizeyinde

anlamli iyilesme saglayan ISL, terapdtik ajan adayi olarak degerlendirilmelidir

Anahtar kelimeler: isoliquiritigenin, néronal rejenerasyon, travma, rat, medulla spinalis
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF ISOLIQUIRITIGENIN ON NEURONAL
REGENERATION IN EXPERIMENTAL POST-TRAUMATIC SPINAL CORD
INJURY IN RATS

DR. FATIH KARATAS
MEDICAL SPECIALTY THESIS

KONYA, 2025

Objective: This study aimed to comprehensively evaluate the neuroprotective effects
of isoliquiritigenin (ISL) in an experimental traumatic spinal cord injury model, based on
oxidative stress markers, proinflammatory cytokine levels, neurotrophic factor expression,

histopathological alterations, apoptosis, and functional neurological recovery parameters.

Methods: A total of 45 Wistar albino rats were randomly assigned into five groups (n=9
per group). Traumatic spinal cord injury was induced using the modified Allen weight-drop

method.

Group 1 (Intact Control): No surgical or traumatic procedure was applied. On day 7,

blood and spinal cord samples (T7-T9) were collected for analysis.

Group 2 (Sham): Only laminectomy was performed on day 1, without spinal injury.

Blood and tissue samples were collected on day 7.

Group 3 (Trauma + DMSO): Following laminectomy, spinal injury was induced on
day 1. Intraperitoneal DMSO (0.25 mL, 1 mL/kg) was administered at 30 minutes, 12 hours,

and 48 hours post-injury. Samples were collected on day 7.

Group 4 (Trauma + Low-dose ISL): Following spinal cord injury induction on day 1,
ISL was administered intraperitoneally at a dose of 20 mg/kg at 30 minutes, 12 hours, and

48 hours post-injury.

Group 5 (Trauma + High-dose ISL): Following spinal cord injury induction on day
1, ISL was administered intraperitoneally at a dose of 40 mg/kg at 30 minutes, 12 hours, and

48 hours post-injury.
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Neurological motor assessments were performed on days 0, 1, 3, and 7 using the Basso,
Beattie, and Bresnahan (BBB) scale and the modified Tarlov score. Biochemical analysis of
serum and injured spinal cord tissue samples included TNF-a, TGF-p1, BDNF, and NF-kB
levels via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and total antioxidant status (TAS)
and total oxidant status (TOS) via spectrophotometry at the Department of Medical

Biochemistry research laboratory.

Spinal cord samples were fixed in 10% formalin for 48 hours and embedded in paraffin
following standard histological procedures at the Department of Histology and Embryology.
Sections (4 um) were stained with hematoxylin-eosin and evaluated under light microscopy.
Histopathological scoring (0-3) was performed based on five parameters: hemorrhage,

edema, axonal degeneration, vacuolization, and neuronal necrosis.

Apoptotic cells were identified using the ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit
(Millipore). DNA fragmentation was labeled by terminal deoxynucleotidyl transferase,
following the manufacturer's instructions. TUNEL-positive and total cells were counted in
the gray matter using a 20x objective, and apoptotic ratios were calculated. TUNEL-positive
cell counts and histopathological scores were statistically compared using one-way ANOV A

with Tukey’s post hoc test.

Results: The biochemical, histopathological, and functional effects of ISL treatment
were evaluated. Spinal cord injury resulted in significant reductions in BDNF, TGF-f1, and
TAS levels, and increases in TNF-o and TOS levels in both serum and tissue samples. High-
dose ISL significantly reversed these changes. Although NF-kB levels were reduced in the
trauma group, ISL treatment led to an increase, supporting neuronal defense mechanisms,
though this was not statistically significant in serum. Histopathological analyses revealed
pronounced neuronal necrosis, edema, and axonal degeneration in the trauma group, while
these findings were attenuated in ISL-treated groups, particularly in the high-dose group.
TUNEL analysis showed a significant reduction in apoptotic cells following ISL treatment.
Functional assessments demonstrated marked motor deficits after spinal cord injury, with
significant recovery observed in ISL-treated groups, particularly in Group 5 (40 mg/kg) on
days 3 and 7. These findings suggest that ISL exerts neuroprotective and anti-inflammatory

effects by attenuating secondary injury mechanisms after spinal cord injury.

Conclusion: Based on our results, ISL demonstrated strong neuroprotective properties

in spinal cord injury through its anti-inflammatory, antioxidant, anti-apoptotic, and

viii



neuroregenerative effects. These effects were dose-dependent and became more pronounced
during the subacute phase. ISL significantly improved both functional and histological
outcomes, supporting its potential as a therapeutic agent for spinal cord injury.

Keywords: isoliquiritigenin, neuronal regeneration, trauma, rat, spinal cord
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TEZ METNI
1. GIRIS VE AMAC

Travmatik medulla spinalis hasar1 (TMSH), bireyin yasam kalitesini ciddi sekilde
etkileyen, yiiksek morbidite ve mortalite oranlarma sahip, karmasik patofizyolojik strecler
iceren bir klinik tablodur. Bu tiir yaralanmalar, basta trafik kazalari, diigmeler, spor
yaralanmalar1 ve siddet olaylar1 olmak iizere ¢esitli travmatik etkenler sonucu ortaya ¢ikar
ve spinal kordun primer mekanik hasariyla birlikte ¢ok asamali sekonder yikim siireglerini
tetikler. Sekonder hasar mekanizmalari; inflamasyon, oksidatif stres, glutamat
eksitotoksisitesi, kalsiyum dengesizligi, apoptoz ve gliyozis gibi biyokimyasal ve hiicresel
olaylar1 igerir. Bu slire¢ler, noronal hiicre 6liimiinii artirarak geri doniisiimsiiz ndrolojik

kayiplara neden olur ve etkin bir tedavi sansi azalir.(Shibahashi et al., 2019)

Modern tedavi yaklasimlari, sekonder hasarin baskilanmasina ydnelik farmakolojik
ajanlar tiizerine yogunlasmakta; ancak klinik pratikte basariyr artiracak etkili tedavi
secenekleri hala smirli kalmaktadiwr. Bu baglamda, noroprotektif, antioksidan ve
antiinflamatuvar 6zellikleri ile dikkat ¢eken dogal biyoaktif molekiillerin arastiriimasi dnem

kazanmaktadir.(Lifshutz & Colohan, 2004)

Meyan kokii kaynakli bir flavonoid olan Isoliquiritigenin (ISL), son yillarda
antioksidan, antienflamatuvar, antikanser ve noéroprotektif etkileri nedeniyle deneysel
calismalarda ilgi odagi olmustur. ISL’nin, reaktif oksijen tiirlerini baskilayarak hiicresel
hasar1 azalttig1, proinflamatuvar sitokinleri inhibe ettigi ve sinaptik plastisiteyi destekleyen
norotrofik faktorlerin ekspresyonunu artirdigir gosterilmistir. Ancak ISL’nin, medulla
spinalis hasarinda rejeneratif etkileri heniiz yeterince degerlendirilmemistir. Bu eksiklik,

TMSH’ye yonelik yeni tedavi yaklasimlar1 gelistirilmesi agisindan onemli bir bilimsel

boslugu isaret etmektedir.(Fu & Jia, 2021; Zeng et al., 2017; Zhu et al., 2019)

Deneyimizde 5 grup halinde toplam 45 adet rat kullanildi. Grup-3, grup-4 ve grup-5’e
Modifiye Allen Agirlik Diisiirme Metodu ile spinal hasar olusturuldu. Grup-4 ve grup-5’e
intraperitoneal yolla sirasiyla 20 mg/kg ve 40 mg/kg dozlarinda ISL uygulandi. Bu dozlar,
onceki ¢calismalarda da néroprotektif ve antienflamatuvar etkinligi kanitlanmis doz araliklar1

olup, 6zellikle santral sinir sistemi hasarlarinda etkinligini gostermistir.(Zeng et al., 2017)

7 gln sonra biitiin ratlar intrakardiyak kan almarak sakrifiye edildi. Caligma sonunda, tiim

gruplardan eksize edilen T7-T9 aras1 medulla spinalis segmentleri ile birlikte alman kan



serum ornekleri, ilgili biyokimyasal ve histolojik analizler icin laboratuvarlara

gonderilmistir.

Bu calisgmanin amaci, deneysel olarak olusturulmus TMSH modelinde, ISL’nin
noroprotektif etkinligini ¢ok yonlii olarak degerlendirmektir. Bu kapsamda; oksidatif stres
belirtecleri (TAS ve TOS), proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, TGF-B1, NF-kB) ve
norotrofik faktor (BDNF) dizeyleri biyokimyasal yontemlerle analiz edilmistir. Ayrica,
histopatolojik degisiklikler, apoptotik hiicre yogunlugu ve glial hasar diizeyi histolojik,

immiinohistokimyasal ve TUNEL yontemleriyle degerlendirilmistir.

Tim bu biyolojik ve morfolojik analizlerin yani sira, BBB skoru ile modifiye Tarlov
skalas1 kullanilarak, davranigsal diizeyde norolojik fonksiyonunun degerlendirilmesi
amacglanmistir. Bu sayede, ISL’nin TMSH’de sekonder hasar1 azaltict ve rejenerasyonu
destekleyici etkileri ortaya konularak, medulla spinalis hasarmin tedavisinde alternatif bir
farmakolojik ajan olarak kullannomma yonelik bilimsel bir temel olusturulmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Medulla Spinalis Hasarmin Tarihcesi

TMSH, insan saglhigini en ciddi sekilde tehdit eden nérotravmatik olaylardan biri olup,
tarih boyunca hekimlerin ilgisini ¢ekmistir. Antik Misir donemine ait Edwin Smith Cerrahi
Papiriisii'nde, servikal omurga dislokasyonu sonrasi gelisen parapleji ve idrar retansiyonu
gibi klinik bulgular ilk kez detayli bicimde tanimlanmistir. Bu vakalarin tedavisiz olarak
nitelendirilmesi, yiizyillar boyunca TMSH’ye yonelik umutsuz yaklasimin temelini

olusturmustur.(Feldman & Goodrich, 1999)

Antik Yunan ve Roma doneminde Hipokrat, omurga deformitelerinin traksiyon ile
tedavisini tanimlamig; Galen ise deneysel hayvan modelleriyle TMSH’nin motor ve duyusal
islev kaybina yol agtigin1 gostermistir. Orta Cag’da Paulus Aegineta, ilk kez dekompresif
cerrahi fikrini ortaya koymus, ancak bu yaklasimlar yaygin kabul gérmemistir. Ronesans ve
sonraki donemlerde cerrahi miidahaleler artmig, ancak enfeksiyon ve anestezi eksikligi

nedeniyle mortalite yiiksek kalmistir.(Marketos & Skiadas, 1999)

19.ylzyilin sonlarinda antisepsi, anestezi ve noOroanatomi alanindaki gelismeler
cerrahiyi daha uygulanabilir hale getirmistir. 20. ylizy1l baglarinda Alfred R. Allen tarafindan
gelistirilen agirhik diisiirme modeli, deneysel TMSH arastirmalarinda standardizasyon
saglamis ve sekonder hasar kavrammin temelini atmistir. Bu dénemde kortikosteroid
tedavileri, hipotermi, hiperbarik oksijen uygulamalar1 ve sinir rejenerasyonunu hedefleyen

cesitli farmakolojik yaklasimlar arastirilmstir. (Lifshutz & Colohan, 2004)

Giintimiizde, cerrahi tekniklerin gelisimi, yogun bakim uygulamalar1 ve rehabilitasyon
hizmetlerinin biitiinciil yaklasimi sayesinde prognoz onemli Olciide iyilesmistir. Yirmi
birinci yiizyllda TMSH’ye yonelik arastirmalar, norobiyoloji alaninda kok hiicre tedavileri,
miyelin inhibitorlerine karsi gelistirilen antikorlar ve inflamatuar siireclerin daha iyi
anlagilmasi gibi yenilik¢i yaklasimlar etrafinda sekillenmektedir. Fonksiyonel néromiiskiiler
stimilasyon ve ileri MR gorintileme teknikleri hem tedavi hem de tani agisindan 6nemli
potansiyel sunarken, TMSH sonrasi rejenerasyonu destekleyen molekiiler hedeflere yonelik
calismalar hiz kazanmustir. Klinik karar verme siireglerinde molekiiler diizeyde goriintiileme
olanaklarmin artmasi, gelecekte bireysellestirilmis tedavi uygulamalarini miimkiin
kilacaktir. Bununla birlikte, hastaligim 6nlenmesine yonelik toplum temelli egitim ve
farkindalik ¢caligmalari1 da hekimlerin sorumluluk alanina dahil edilerek, saglik hizmetlerinin

koruyucu boyutu glclendirilmelidir.(Popovich, 2014)



2.2. Medulla Spinalisin Embriyolojisi

Insan embriyosunda omuriligin gelisimi, gastrulasyon siireciyle baslamakta ve
noriilasyon evresiyle devam etmektedir. Bu siiregte, ektoderm tabakasindan tiireyen noral
plak, notokordun indikleyici etkisiyle kalinlagarak noral kivrimlar olusturur. Kivrimlarin
orta hatta birlesmesiyle noral tiip meydana gelir; bu yap1 merkezi sinir sisteminin temelini

olusturur. Noral tiiplin kranial ucu beyin yapilarmin, kaudal ucu ise omuriligin geligimini

saglar.(Oztiirk & Borcek, 2024)
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Resim-1: Spinal kordun geligimi.

A-C) Sirasvyla 23 giinliik, 6 hafta ve 9 haftalik embriyoda néral tiip yapisinin transvers
goriintiisii. D) Noral tiip duvar kesiti. E) Gelismekte olan spinal kord duvarina ait ii¢ ayr

bolge.(Oztiirk & Borcek, 2024)

Noral tiip olusumu iki asamada gerceklesir: primer ve sekonder noriilasyon. Primer
noriilasyon iiglincli haftada bagslar ve dordiincii haftanin sonunda tamamlanir. Sekonder
ndriilasyon ise kaudal segmentlerde (sakral ve koksigeal) goriiliir. Noral tiiptin olusumu

sirasinda noral kivrimlarm kenarlarinda yer alan hiicreler, noral krest hiicrelerine dontistir.



Bu hiicreler, periferik sinir sistemi, melanositler ve bazi kraniofasiyal yapilar gibi ¢ok sayida

dokunun gelisiminde rol alir.(Singh & Munakomi, 2023)

Noral tiiplin kapanmasi kritik 6neme sahiptir. Kranial noropor yaklasik 25. giinde,
kaudal néropor ise 27. giinde kapanir. Bu kapanmanin basarisiz olmasi1 durumunda ndral tiip
defektleri ortaya cikar; en sik goriilen formlar1 anensefali ve spina bifidadir.(Anjum et al.,
2020)

Noral tiiplin duvarinda gelisimsel olarak {i¢ temel zon meydana gelir: ventrikiiler, manto
ve marjinal zon. Ventrikuler zon noroepitelyal hiicrelerin proliferasyon bdlgesidir. Manto
zon gri cevheri, marjinal zon ise beyaz cevheri olusturur. Embriyonal donemde omurilik,
vertebral kolon ile ayn1 uzunluktadir. Ancak dogumdan sonra vertebral kolondaki biiyiime
omurilige kiyasla daha hizhidir. Bu nedenle eriskinlerde omurilik genellikle L1-L2 vertebra
seviyesinde sonlanir.(Oztiirk & Borcek, 2024)

2.3. Medulla Spinalis’in Anatomik Yapisi

Medulla spinalis, merkezi sinir sisteminin, omurga kanali iginde foramen magnum'dan
baslayarak eriskinde yaklasik L1-L2 vertebra dizeyine kadar uzanan bélimidir. Spinal
kord, 31 segmentten olusur: 8 servikal, 12 torakal, 5 lomber, 5 sakral ve 1 koksigeal segment.
Her segment, bir ¢ift spinal sinir ile iligkilidir ve viicudun belirli bolgelerine motor ve duysal

innervasyon saglar.(Cramer & Darby, 2013)

Makroskopik olarak, spinal kordun cap1 servikal ve lomber bolgelerde genisler; bu
bolgeler servikal ve lomber intumesanslar olarak adlandirilir. Bu genislemeler, st ve alt

ekstremitelerin innervasyonu i¢in gereken néron yogunluguna baghdir.(Hermes et al., 2023)

Medulla spinalis kesitsel olarak incelendiginde, merkezde gri madde, ¢evresinde ak
madde bulunur. Gri madde dorsal, ventral ve 6zellikle torakal ile Ust lomber segmentlerde

belirginlesen lateral boynuzlar seklinde organize olmustur.
e Dorsal boynuzlar duysal bilgi alimindan,
o Ventral boynuzlar motor bilgi ¢ikisindan,

e Lateral boynuzlar ise otonomik sinir sisteminin preganglionik néronlarindan
sorumludur.(Goto & Otsuka, 1997)

Ak madde, ¢esitli sinir yollarmi barindirir. Baglica yukari ¢ikan yollar arasinda fasikulus

gracilis ve fasikulus cuneatus bulunur; asagi inen yollar arasinda ise kortikospinal traktlar



onemli yer tutar. Distal ugta, spinal kord conus medullaris ad1 verilen konik bir yapiyla
sonlanir. Buradan ¢ikan sinir kokleri cauda equina yapisini olusturur ve alt ekstremiteler,

pelvik organlar ve perineal bolgenin innervasyonunu saglar.(Hermes et al., 2023)

Spinal kordun kanlanmasi longitudinal ve segmental arterler araciligiyla saglanir. Ana
arterler arasinda yer alan arteria spinalis anterior, medulla oblongatadan kdken alarak spinal
kordun ventral yiizeyi boyunca ilerler ve kordun 6n iki tigliniin kanlanmasindan sorumludur.
Iki adet arteria spinalis posterior ise posterolateral yiizeylerde seyreder ve arka kolonlarm,
dorsal gri boynuzlarin kanlanmasini saglar. Bu longitudinal arterler, interkostal ve lomber
arterlerden ¢ikan segmental arterlerle desteklenir. Ozellikle arteria radicularis magna
(Adamkiewicz arteri), alt torakal ve Gst lomber segmentlerin beslenmesinde kritik rol oynar.
Anterior spinal arter tarafindan perfiize edilen alanlar motor fonksiyon i¢in 6nem tagirken,
arterial watershed bolgeleri (6zellikle T4-T8 diizeyleri) iskemiye en duyarli bolgelerdir.
Venoz drenaj yiizeyel ve derin sistemler tarafindan saglanir; anterior ve posterior spinal
venler pial vendz pleksus iginde yer alir ve radikiiler venler aracilidiyla internal vertebral
venoz pleksusa (Batson pleksusu) bosalir. Vertebral kanal i¢cindeki bu valfsiz vendz sistem,
spinal kordun vendz basing degisikliklerine hassas olmasmma ve retrograd metastatik
yayilima yatkin olmasina neden olur. Arteriyel ve vendz yapilarin anatomik biitiinliigi,
spinal kordun fonksiyonel siirekliliginin korunmasi ve travmatik, iskemik ya da neoplastik
patolojilerde prognozun belirlenmesi ag¢isindan kritik 6neme sahiptir.(Cohen et al., 2016;
Krauss, 1999; Wiltse et al., 1993)

Spinal kordun normal yapismin korunmasi hem istemli motor fonksiyonlar hem de
otonomik siireglerin siirdliriilebilmesi i¢in hayati onem tasir. Anatomik veya vaskiiler

bozukluklar, ciddi nérolojik defisitlere yol acabilir.(McCormick & Stein, 1990)
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Resim-2: Spinal Sinirler ve Vertebra iligkisi

Omurilik, vertebral ve diger kemik yapilarla olan anatomik iliskisini gésterecek sekilde in
Situ konumlandwrilarak tasvir edilmistir. Cizim, Dr. Frank Netter tarafindan yapimigtir.

(Netter illtstrasyonu www.netterimages.com adresinden alinmistir. © Elsevier, Inc. Tiim

haklar: saklidir.)



http://www.netterimages.com/

A Anterior view Gray matter f a\;"c,u
\ Filaments of dorsal root
White matter
vvul root
\ Spinal ganglion

Spinal nerve

Ventral root

Filaments of
ventral root

Anterior median
fissure

Ventral root of spinal nerve

Dura mater White and gray rami communicates

/vemnl ramus of spinal nerve

Dorsal root of spinal nerve

Dorsal root ganglio
Arachnoid

Dorsal median sulcus

Subarachnoid space

Pia mater

Dorsal Rootlet A
Denticulate ligament

|
|
|

s .~

A Drid

'f‘ % ciea

Resim-3: Medulla Spinalis Anatomisi

(A) Omuriligin anterior gériiniimiinde, spinal kordun dorsal ve ventral kokleri ile spinal
sinirlerin olusumu, bu sinirlerin dorsal ve ventral dallari ile rami communicantes yapilar

gosterilmektedir. Cizim: Dr. Frank Netter.

(B) Omuriligin posterior goriiniimiinde ise meningeal tabakalar, dentikulat baglar ve dorsal
kok gangliyonlar: tasvir edilmistiv. Cizim: Dr. Frank Netter. (Netter illiistrasyonu

www.netterimages.com adresinden alinmistir. © Elsevier, Inc. Tiim haklari saklidir.)
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2.4. Medulla Spinalis Hasarinda Etyoloji ve Epidemiyoloji

TMSH, bireyler ve toplumlar Gzerinde ciddi fiziksel, psikolojik ve ekonomik yiik
olusturan 6nemli bir saglik sorunudur. TMSH’ nin etyolojisi ve epidemiyolojisi; cografi
bolge, sosyoekonomik kosullar ve zaman i¢inde degisim gostermektedir. Bu konuda yapilan
aragtirmalar, risk faktorlerinin tanimlanmasi ve etkili Onleyici stratejilerin gelistirilmesi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Diinya genelinde TMSH insidansi yilda milyon basina
15 ile 54 arasinda degismekte olup, gelismekte olan iilkelerde ortalama 22,5/milyon/yil
olarak bildirilmistir. Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gore belirgin sekilde yiiksektir ve
olgularin yaklasik %80’ini erkekler olusturmaktadir. TMSH en sik 30 yas alti geng
eriskinlerde gozlenmekle birlikte, son yillarda yas ortalamasinda artig egilimi mevcuttur.
Ozellikle yash popiilasyonda insidansin arttig1 ve yash bireylerde diisiik enerjili travmalarin
onemli bir etyolojik faktor oldugu bildirilmektedir. Erkek/kadin oran1 genellikle 3:1 ile 5:1
arasinda degismekte olup, zamanla bu farkin azaldig1 gézlemlenmektedir. (Golestani et al.,
2022; Kang et al., 2017; Shin, 2020)

TMSH’nin insidans1 ve etyolojik dagilimi, iilkeler ve bdlgeler arasinda farklilik
gostermektedir; bu degisim ekonomik, kiiltiirel ve sosyal faktorlere baglhidir. Etyolojik
nedenler arasinda motorlu tasit kazalar1 (%38-43), diismeler (%31-34), spor yaralanmalar1
ve siddet olaylar1 6n plandadir. Gelismekte olan iilkelerde motorlu tasit kazalar1 ve
yiiksekten diismeler daha sik karsilagilan etiyolojik faktorlerdir. Son yillarda atesli silah
yaralanmalarinda azalma, buna karsilik diisiik enerjili travmalar ve trafik kazalarina bagl bu

oranlarinda artis gézlenmistir. (Shibahashi et al., 2019)

Medulla spinalis hasarlarinda, travmatik etiyolojiler kadar nontravmatik nedenler de
klinik ag¢idan 6nemli bir yer tutmaktadir. TMSH aksine, nontravmatik medulla spinalis
hasarlar1 genellikle daha sinsi baslangicli olup timorler (6zellikle metastatik tlimorler),
dejeneratif hastaliklar, enfeksiyonlar (O0rnegin vertebral osteomiyelit), vaskiiler
malformasyonlar ve inflamatuvar myelitler 6n plandadir. Tiim olgularin yaklasik %20’sini
olusturmaktadir ve bu grupta en sik neden spinal tiimorlerdir. (Zarate-Kalfopulos et al.,
2015)

TMSH, yaralanmanin seviyesi ve siddeti prognozu belirleyen temel faktorlerdir.
Servikal bolge, en sik etkilenen bdlge olup, tetrapleji ve parapleji oranlar1 birbirine yakin
bildirilmistir. Son yillarda komplet yaralanma oranlarmin azaldigi, inkomplet yaralanma

oranlarinin ise arttig1 bildirilmektedir. (Ackery et al., 2004; Barbiellini Amidei et al., 2022)



TMSH sonrasi en sik karsilasilan komplikasyonlar arasinda elektrolit dengesizlikleri,
akciger enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve dekiibitiis iilserleri yer almaktadir. Son
yillarda yasli popiilasyonda ve kadmlarda bu durumun insidansinda artmakta oldugu
bildirilmektedir. Ozellikle yasli bireylerde diisiikten diisme gibi diisiik enerjili travmalar da
onemli bir risk faktorii haline gelmistir.(Golestani et al., 2022)

Bu veriler dogrultusunda, etkili 6nleme stratejileri gelistirmek igin bdlgesel ve ulusal
diizeyde epidemiyolojik veri tabanlarmin olusturulmasi gereklidir. Standart raporlama
sistemlerinin ve uluslararasi veri paylasim platformlarmm kurulmasi, TMSH'nin dnlenmesi

ve yonetimi i¢in yiiriitiilecek karsilastirmali caligmalar agisindan kritik Gneme sahiptir.

2.5. Medulla Spinalis Hasarinda Fizyopatoloji

TMSH, ciddi motor, duyu ve otonom disfonksiyonlara yol agan, yikici bir nérolojik ve
patolojik durumdur. Patofizyolojisi, primer ve sekonder hasar olmak tzere iki temel evrede
incelenir. Primer hasar, travma aninda gelisen mekanik yikimi ifade ederken; sekonder
hasar, bunu takiben ortaya c¢ikan ve iskemi, oksidatif stres, inflamatuvar siirecler, apoptoz
mekanizmalar1 ile noronal ve glial hiicre kayb1 gibi ¢ok sayida biyokimyasal ve hiicresel

olay1 igeren karmasik bir siirectir.

2.5.1. Primer Hasar

TMSH genellikle omurgaya ani bir travma sonucu meydana gelir ve vertebral kiriklar
veya dislokasyonlarla karakterizedir. Yaralanmadan hemen sonra baslayan ilk evre, primer
hasar evresi olarak adlandirilir. Primer hasar; kemik fragmanlarinin olusumu, spinal
ligamentlerin yirtilmasi, noral parankimin yikimi, aksonal agin biitiinliigiiniin bozulmasi,
hemoraji ve glial membran biitlinliigliniin bozulmasi gibi yapisal bozulmalari igerir. Hasarin
siddeti, baslangictaki doku yikimmin kapsami ve spinal kord iizerindeki kompresyonun
stiresi ile dogrudan iligkilidir. Primer yaralanmada meydana gelen biyokimyasal, mekanik
ve fizyolojik degisiklikler, sekonder hasar mekanizmalarinin tetiklenmesine zemin hazirlar.
Klinik olarak, bu evrede tam fonksiyon kaybi izlenebilmesine ragmen, genellikle bazi
aksonlar saglam kalir ve bu durum tam olmayan, kismi bir yaralanma tablosunu

yansitir.(Ahuja et al., 2017; Rowland et al., 2008)

Primer hasarin olusumunda dort temel mekanizma tanimlanmigtir:

a) Travma ve Kahcar Kompresyon: ilk ve en yaygin mekanizmadir. Travma sonucu

omurilik iizerinde kalic1 basi olusur. Ozellikle burst fraktiirlerinde, kemik fragmanlarinin
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kanal icine yer degistirmesi ve akut disk herniasyonlar1 gibi durumlarda omurilige siirekli
baski uygulanir. Bu mekanizma, primer mekanik basinin hem dogrudan néronal hasara hem

de damarlarin sikigsmasina bagl iskemik hasara yol agmasina neden olur.

b) Gegici Kompresyon: Ozellikle eslik eden dejeneratif omurga hastaliklarinimn
(6rnegin servikal spondilozis) varliginda, hiperekstansiyon tipi travmalar sonrasinda gegici
omurilik sikigmas1 meydana gelebilir. Bu durum, omurga travmasi sonrasi kisa siireli fakat

ciddi omurilik disfonksiyonuna neden olabilir.

c) Distraksiyon: Spinal kordun vertikal diizlemde ¢ekilmesi veya gerilmesi anlamina
gelir. Distraksiyon yaralanmalari, spinal kordun mikrovaskiiler dolasimim ciddi sekilde
bozar, iskemiye ve néronal hasara yol acar. Ozellikle pediatrik yas grubu, bag dokusunun ve

ligamentlerin esnekligi nedeniyle distraksiyon mekanizmasi daha sik gozlenir.

d)Transeksiyon/Laserasyon:  Yilksek enerjili travmalarda, serbest kemik
fragmanlarinin veya yabanci cisimlerin omuriligi lasere etmesi veya tamamen transeksiyonu
ile meydana gelir. Lokal, kismi hasardan tam kesiye kadar degisen siddette olabilir. Spinal

kordun tam transeksiyonu, motor ve duyu fonksiyonlarinin kaybi ile sonuglanir.(Dumont et

al., 2001)

2.5.2. Sekonder Hasar

TMSH’ye takiben gelisen sekonder hasar siireci, hiicresel ve molekiiler diizeyde
ilerleyen, ¢ok asamali1 bir patolojik yanit1 ifade eder. Hiicre i¢i kalsiyum birikimi, reaktif
oksijen tirleri ve glutamat diizeylerindeki artis; noronal eksitotoksisite, niikleik asit ve
protein hasar1 ile sonuglanarak ndrolojik fonksiyon kaybina yol agar. Bu siirecte hiicresel
gecirgenlik artigi, apoptoz, inflamasyon, ddem, demiyelinizasyon ve glial skar olusumu gibi
cok sayida yikici olay gozlenir. Vaskiiler hasari izleyen immiin hicre infiltrasyonu,
proinflamatuvar sitokinlerin salintmini artirarak doku hasarini siddetlendirir. Sekonder
hasar, akut (iskemi, 6dem, inflamasyon), subakut (apoptoz, demiyelinizasyon, skar
olusumu) ve kronik (kaviter dejenerasyon, aksonal kayip) olmak Uzere (i¢ fazda ilerler. Bu
stireg, kalic1 norolojik defisitlerin temelini olusturur.(Cuzzocrea & Reiter, 2001a; Donnelly
& Popovich, 2008; Norenberg et al., 2004)
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2.5.2.1. Hemoraji, iskemi ve Reperfiizyon

TMSH’ye takiben lezyon bdlgesinde mikrosirkiilasyonun bozulmasi, erken donemde
hemorajik nekrozu tetikler. Bunu takiben gelisen iskemi, 6zellikle kapiller ve veniillerdeki
kan akimimin azalmasi sonucu ortaya ¢ikar. Hipoperfiizyon, laktat gibi asidik metabolitlerin
birikimine ve perivaskiiler pH’da azalmaya neden olarak savunma sistemlerini aktive eder
ve paradoksal olarak asir1 reperflizyon cevabini uyarir.(Koyanagi et al., 1993) Reperflizyon
evresinde stperoksit, hidroksil radikalleri ve nitrik oksit gibi reaktif oksijen turlerinde
belirgin artis gozlenir. Bu serbest radikallerin asir1 liretimi, endojen antioksidan sistem
kapasitesini asarak oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden olur. Sonug olarak protein, lipid
ve niikleik asitlerin oksidatif hasar1 meydana gelir. Ayrica bu radikaller; gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz, Na*/K* ATPaz, mitokondriyal enzimler ve hiicre membrani kanallar1
gibi hayati hiicresel bilesenleri inhibe ederek hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina ve

noronal yikimin derinlesmesine yol agar.(Cuzzocrea & Reiter, 2001b)

2.5.2.2. Vaskiiler Degisiklikler

Travma sonrasi gelisen iskemik yanitin siddeti, primer hasarin derecesiyle dogrudan
iliskilidir.(Fehlings et al., 1989) Primer yaralanma spinal kordun mikrovaskiiler aginda
bozulmaya yol acarak sekonder hasar slrecini tetikler. Siiregen kompresyon, lezyon
merkezinde ve komsu beyaz cevher traktlarinda iskemik-anoksik bir mikrosirkilasyon
ortami1 olusturur. (Tator & Koyanagi, 1997) Gelisen 6dem, 2448 saat icinde nekroza eslik
eden sekilde lezyonun rostral ve kaudal yayilimmi destekler. Mikrovaskiler dizeyde
hemoraji, vazospazm, tromboz ve otoregiilasyon kaybi gozlenirken; sistemik diizeyde,
sempatik disfonksiyona bagli vazomotor tonus kaybi norojenik soka neden olur. Ayrica,
yaralanma merkezinde kan-spinal kord bariyerinin bozulmasi, nétrofil, makrofaj ve T
lenfosit infiltrasyonunu kolaylastirarak sekonder hasarin immiin/inflamatuvar boyutunu

belirginlestirir.(Bareyre & Schwab, 2003)

2.5.2.3. Serbest Radikaller ve Serbest Yag Asitleri

TMSH’ye takiben, fosfolipaz aktivitesine bagl olarak gri cevherde serbest yag asitleri
diizeyinde dakikalar icinde artis gdzlenirken, bu artis beyaz cevherde daha ge¢ ve diisiik
diizeyde gerceklesmektedir. Bu degisiklikler, serbest radikal tiretimindeki artisla yakindan
iliskilidir. Arachidonik asit tlrevleri olan eikosanoidler ve prostaglandinler, sekonder
hasarm biyokimyasal mediyatdrleri olarak gorev yapar. In vitro veriler, serbest yag

asitlerinin oksidatif hasar1 tetikleyerek spinal hiicrelerde sitotoksisiteye yol actigini
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gOstermektedir. Artmis serbest radikal tiretimi; spinal kan akiminda azalma, trombosit
agregasyonu, 0dem ve inflamatuvar yanitlarla iligkili vaskiiler disfonksiyona neden

olur.(Toborek et al., 1999)

Serbest radikallerin hiicre zarinda lipit peroksidasyonu yoluyla Na'/K*-ATPaz
inhibisyonuna neden oldugu ve bu durumun ATPaz disfonksiyonuna ve sitoskeletal yikima
yol a¢t1g1 bildirilmistir. TMSH kontlizyon modellerinde, gri cevherde ve ilerleyen evrelerde
kortikospinal traktlarda lipit peroksidasyon firiinlerinin biriktigi ve 4-hidroksinonenal
artiginin glutamat aliminda azalmayla iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica, reaktif oksijen
turlerinin astrositlerde glutamat transportunu baskiladigi ve beyaz cevherdeki gecikmis glial
hiicre 6liimiiniin altinda yatan mekanizmalardan biri olabilecegi one siiriilmektedir.(Volterra

et al., 1994)

Serbest radikal olusumunun diger kaynaklar1 arasinda fosfolipaz A aktivasyonu ve
mitokondriyal Ca?* asir1 yiiklenmesi sonucu ortaya ¢ikan siliperoksit (O2") yer alir. O ile
nitrik oksit arasindaki reaksiyonla olusan peroksinitrit (ONOQO"), giiglii bir oksidatif ajan
olup doz bagimli ndronal toksisiteye neden olur. Nitrik oksit sentaz antiserumlartyla nitrik
oksit sentezinin inhibisyonu, akut TMSH'de hiicre 6limiinii azaltirken; nitrik oksit sentaz
eksikligi olan modellerde fonksiyonel motor iyilesmenin anlamli sekilde hizlandig:

gosterilmistir.(Farooque et al., 2001)

2.5.2.4. immiin ve inflamatuar Yamtlar

Inflamatuar ve immiin yanitlar, omurilik hasarina bagli sekonder yaralanma
mekanizmalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Sigan modellerinde, omurilik hasar1 6ncesinde
16kositlerin uzaklastirilmasi, motor fonksiyonlarda iyilesme saglamustir. (Taoka et al., 1997)
Yaralanma bdlgesine go¢ eden inflamatuar hiicreler, tirettikleri sitokinler araciligiyla serbest

radikal tiretimini artirarak doku hasarini derinlestirmektedir. (Blight, 1994)

Bununla birlikte, ¢ok sayida sitokinin farkli zamanlamalarla gosterdigi etkiler bu siirecin
yorumunu giiclestirmektedir. Interlokin-1, interlokin-6 ve TNF-o gibi sitokinlerden olusan
bir kokteylin omurilik hasarindan sonra uygulanmasi, uygulama zamanina bagli olarak
inflamatuar hiicre gocii ve doku kaybi lizerinde farkli etkiler gostermistir.(Klusman &
Schwab, 1997)

TNF-a, mikroglia, makrofajlar ve ndronlar tarafindan tiretilmekte olup, hasardan saatler

sonra bile yuksek duzeyde kalabilmektedir. Aksonlardaki TNF-a immiinreaktivitesi, beyaz
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cevher hasari ile iliskili bulunmus; in vitro ¢alismalarda oligodendrosit 6liimiiniin TNF-a

araciligiyla ve olasilikla NO iiretimi tizerinden gergeklestigi gosterilmistir.(Xu et al., 1998)

Santral sinir sistemi hasarlarinda sitokinlerin etkileri ¢ift yonltddr. TNF reseptort olmayan
farelerde lezyon boyutunun arttigi ve apoptozisin daha yaygin oldugu bildirilmistir. Bu
bulgular, TNF’nin bazi durumlarda NF-«B yolaklar1 {izerinden antiapoptotik etkiler de
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, metilprednizolonun NF-kB aktivasyonunu
ve NOS indiiksiyonunu baskilayarak néroprotektif etki sagladigi gosterilmistir.(Kim et al.,
2001) TNF-a genetik olarak eksik farelerde beyaz cevher kismen korunmus olsa da islevsel
tyilesme saglanamamistir. Bu durum, TNF-a ve benzeri sitokinlerin erken donemde zararl,
ancak ge¢ donemde rejeneratif stireglerde katki saglayabilecegini gostermektedir. Nitekim,
otoimmiin T hiicrelerinin santral sinir sistemi hasarindan sonra fonksiyonel iyilesmeyi

destekleyebilecegi de ileri siiriilmiistiir.(Hirschberg et al., 1994; Moalem et al., 2000)

2.5.2.5. Glutamat Eksitotoksisitesi

Eksitotoksisite, glutamata asir1 veya uzun siireli maruziyet sonucunda olusan ve
genellikle noronal hiicre 6limine yol acan bir patolojik stregtir.(Doble, 1999) Omurilik
hasarmdan sonra dakikalar icinde ekstraseliiller glutamat diizeyleri nérotoksik seviyelere
ulagir ve glutamat reseptorlerinin asir1 aktivasyonu ndronal oliimii tetikler. Deneysel
modellerde, travma sonrasi gozlenen glutamat diizeylerine esdeger miktarda glutamat

uygulanmasi saglam dokuda bile hiicre 6liimiine neden olmustur.(Z. Li et al., 1995)

Baslangicta yalnizca gri cevherde etkili oldugu diisiiniilse de glutamat aracili
eksitotoksisitenin beyaz cevherde de sekonder hasara katki sagladigi gosterilmistir.(Epstein
et al., 1994) Bu bulgular, glutamatin TMSH sonras1 hem néronal hem de glial diizeyde genis
kapsamli hasar mekanizmalarini baslattigini ortaya koymaktadir.(Wrathall et al., 1997)

2.5.2.6. Aksonal Hasarda iyonik Mekanizmalar ve Kalsiyumun Rolii

TMSH sonra gelisen sekonder hasar mekanizmalarinda iyonik dengesizlikler 6nemli bir
rol oynamaktadir. Deneysel modellerde lezyon bdlgesinde Na, K ve Ca iyonlarinda anlamli
diizey degisiklikleri tespit edilmistir. Bu degisiklikler, hiicre membranlarinin fiziksel
yikiminin yanm1 swa, Ozellikle Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinin bozulmas: ile
aciklanmaktadir. ATPaz yetmezligi, membran depolarizasyonu ve inaktive olmayan Na*

kanallarmin aktivasyonu sonucunda Na* ve Ca** birikimine, K* diizeylerinde ise azalmaya
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neden olur. Bu siireg, beyaz cevher hasariin temel baglangi¢c asamalarindan biri olarak kabul

edilmektedir.(S. Li & Stys, 2001; Stys, 1998)

Na" girisini takiben gelisen Ca?" birikimi, 6zellikle Na*/Ca?" degistirici pompanin ters
calismastyla iliskilendirilmistir. Bu mekanizma, anoksi gibi kosullarda beyaz cevherde Ca**
yiiklenmesinin temel kaynagi olarak gosterilmistir. Ancak bazi ¢aligmalarda, ters calisan
Na*/Ca** degistiricilerin hasara katkisi tartigmali bulunmus ve aksonlarin alternatif Ca?*
tamponlama sistemlerinin bu yliklenmeyi kompanse edebilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu
durum, farkl patolojik kosullar altinda Ca** giris yollarmin ve ilgili hiicre i¢i yanitlarin
cesitliligini ortaya koymaktadir.(Lopachin & Lehning, 1997) Asir1 hiicre ici Ca?" birikimi,
cesitli sekonder haberci sistemleri aktive ederek noronal hasar1 derinlestirir. Ca**-bagimli
proteazlar (6zellikle kalpainler), ndrofilament proteinleri (NF68, NF200) ve mikrotubl
iliskili protein 2 gibi hiicresel yap1 proteinlerini parcalayarak aksonal biitiinliigii bozar. Bu
stireg, iletim bloklar1 ve fonksiyonel kayiplarla karakterizedir. Ek olarak, voltaj kapil1 Ca**
kanallarinin aktivasyonu da sekonder hasara katki saglar. N- ve L-tipi kanal antagonistlerinin
noroprotektif etkileri gosterilmis olsa da bu kanallarin dogrudan aksonlarda degil, beyaz
cevher astrositlerinde ifade edildigi bildirilmistir. (Banik et al., 1998) Sonug olarak, Na*" ve
Ca?" dengesizlikleri ile voltaj kapili kanal aktivasyonu, aksonal hasarin hem yapisal hem de
fonksiyonel temellerini olusturmaktadir. Bu iyonlarin dengesini bozan siirecler, sekonder

omurilik hasarinin baslamasinda ve ilerlemesinde merkezi rol oynamaktadir.

2.5.2.7. Apoptozis

TMSH ‘deki sekonder hiicresel siireclerden biri olan apoptoz, yani programlanmis hiicre
Olimi, oOzellikle néronlar ve oligodendrositler basta olmak iizere birgcok hiicre tipinde

gozlenmekte ve fonksiyonel kayiplarin derinlesmesine yol agmaktadir. (Beattie et al., 2000)

Apoptoz, iki ana yolak tzerinden ilerler: mitokondriyal (intrinsik) ve 6lim reseptori
aracili (ekstrinsik). Mitokondriyal yol, oksidatif stres sonucu sitokrom ¢ salinimi ve ardindan
kaspaz-9 ile kaspaz-3 aktivasyonuna neden olurken; ekstrinsik yol TNF-a veya Fas ligand1
gibi faktorlerin etkisiyle kaspaz-8 araciligiyla benzer bir hiicre 6liim siirecini tetikler.
(Varmaet al., 2013)

TMSH sonrasi olugan inflamatuar mikrogevre, TNF-a ve IL-1p gibi sitokinlerin artigtyla
apoptozu tetikler. Ayrica, oligodendrositlerde goriilen apoptoz demiyelinizasyonla
sonuglanarak iletim bloklarma zemin hazirlar. Mikroglial aktivasyon ve oksidatif stresin

etkisiyle bu siire¢ daha da siddetlenir.(Beattie et al., 2000)
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Deneysel c¢aligmalarda kaspaz inhibitorleri ve antioksidan ajanlar, apoptozu
baskilayarak noroprotektif etki gdstermistir. Bu bulgular, apoptozun sekonder hasarin

azaltilmasinda tedavi hedefi olabilecegini diisiindiirmektedir.(EImore, 2007)

Bu mekanizmalarin literatiirde tanimlanmis rolleri dogrultusunda, ¢aligmamizda da
travmatik medulla spinalis hasar1 olusturulan rat modelinde; oksidatif stres gostergeleri
(TAS, TOS), proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinler (TNF-a, TGF-B1), norotrofik
faktor (BDNF) ile anahtar transkripsiyon faktori NF-xB'nin ekspresyon diizeyleri

degerlendirilmis, sekonder hasar siirecine katkilar1 ¢ok yonlii olarak analiz edilmistir

Total Oksidatif Status (TOS): Bir biyolojik 6rnekte bulunan tim oksidan molekdllerin

(reaktif oksijen ve azot turleri, serbest radikaller, lipid peroksitleri) toplam seviyesini dlgen
parametredir. Oksidatif stresin organizmadaki varligmi ve siddetini degerlendirmede 6nemli
bir biyobelirtectir. Oksidan-antioksidan dengesizligi sonucunda gelisen oksidatif stres,
kardiyovaskiiler hastaliklardan noérodejeneratif bozukluklara kadar birgok hastaligin
patogenezinde kritik rol oynar. TOS, o6zellikle spektrofotometrik yontemler kullanilarak
OlcUliir; Erel tarafindan gelistirilen renkimetri temelli otomatik yontem giinlimiizde en sik
tercih edilen tekniklerdendir. Olgiim sonuglar1 genellikle pmol H20: ekivalan/L cinsinden

ifade edilir.

Klinik ve deneysel ¢alismalarda TOS degerinin yiiksek bulunmasi, artmis oksidatif
hasar1 ve inflamatuvar siireclerin aktive oldugunu gosterir. Bu 6lgtim, TAS ile birlikte
degerlendirildiginde, oksidatif denge hakkinda daha kapsamli bilgi saglar. TOS diizeyinin
belirlenmesi, hastaliklarin seyrini izleme, tedavi yanitlarmi degerlendirme ve antioksidan
tedavi stratejilerini optimize etme acisindan Onemli bir aractir. Oksidatif stresin temel
biyolojik etkilerini ve TOS 0Gl¢limlerinin klinik 6nemini anlamak, bir¢ok hastalikta yeni
tanisal ve terapdtik yaklasimlarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.(Erel, 2005; Liguori
et al., 2018; Sies, 2015)

Total Antioksidan Status (TAS): Hiicresel ve doku duizeyinde serbest radikallerin etkisiz

hale getirilmesinde gorev alan antioksidan savunma sistemlerinin toplam kapasitesini
degerlendiren bir dlciim parametresidir. Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirleri gibi zararl
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicresel yapilar1 korur. TAS diizeyi, organizmanin
oksidatif stresle miicadele kapasitesini yansitir. Ozellikle Erel tarafindan gelistirilen
spektrofotometrik yontem, TAS oOl¢limiinde yaygm olarak kullanilmakta olup sonuglar

mmol Trolox ekivalan/L cinsinden ifade edilir. TAS 6l¢limii, oksidatif stresin neden oldugu
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doku hasarimmin Onlenmesinde veya mevcut antioksidan savunmanin yetersiz oldugu

durumlarin belirlenmesinde kritik dneme sahiptir.

TAS seviyesinin diisiikliigii, antioksidan savunma mekanizmalarinin zayifladigini ve
oksidatif hasarin artabilecegini gosterir. Bu nedenle TAS 4lciimii, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, ndrodejeneratif hastaliklar ve bazi kanser tiirleri gibi durumlarda
hastalik prognozunun belirlenmesine yardimci olur. TAS, genellikle TOS ile birlikte
degerlendirilerek oksidatif denge hakkinda daha kapsamli bilgi saglanir. Bu olgiimler
sayesinde oksidatif stresin hem patofizyolojisi daha iyi anlasilmakta hem de yeni tedavi

stratejileri gelistirilmesine olanak taninmaktadir. (Erel, 2005)

Tumor Nekroz Faktor Alfa (TNF-alfa): Oncelikle monositler ve makrofajlar tarafindan

uretilen, proinflamatuvar 6zelliklere sahip bir sitokindir. TNF-alfa, konak savunmasinda
onemli bir rol oynamakla birlikte, ayn1 zamanda inflamatuvar, otoimmiin ve dejeneratif
stireclerin de merkezinde yer alir. Hiicre ylizeyindeki TNF reseptorlerine (TNFR1 ve
TNFR2) baglanarak NF-xB, mitojenle aktive edilen protein kinazlar (MAPK) ve apoptoz
yolaklarin1 aktive eder. Bu yollar araciligiyla hiicre proliferasyonu, apoptoz, adezyon

molekiillerinin ekspresyonu ve inflamatuvar mediatorlerin salinimii diizenler.

TNF-alfa diizeyinin artigi, romatoid artrit, inflamatuvar barsak hastaliklari, sepsis,
multiple skleroz, Alzheimer hastali§1 ve travmatik spinal kord hasar1 gibi bir¢cok patolojik
durumla iliskilendirilmistir. Ozellikle santral sinir sisteminde TNF-alfa hem
néroinflamasyonun tetiklenmesinde hem de sekonder hiicresel hasarin ilerlemesinde 6nemli
bir mediator olarak rol oynar. TNF-alfa dizeylerinin ELISA gibi kantitatif yontemlerle
Olglilmesi, hastaliklarin tanisal degerlendirilmesinde, prognoz takibinde ve anti-TNF tedavi

yanitlarinin izlenmesinde 6nemli bir aragtir.(Balkwill, 2009; Bradley, 2008)

Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1): Cok islevli bir sitokin olup hiicre

proliferasyonu, farklilasmasi, apoptozu, immiin yanit1 ve ekstraselliller matriks
dizenlenmesini etkiler. TGF-B ailesinin bir iiyesi olan bu molekiil, bir¢ok hiicre tipi
tarafindan sentezlenir ve etkilerini Smad-bagimli ya da Smad-bagimsiz sinyal iletim yollar1
Uzerinden gosterir. TGF-Bl'in  immiinsiipresif etkileri sayesinde inflamasyonun
baskilanmasinda ve doku homeostazinin korunmasinda 6nemli rolii vardir. Bununla birlikte,
bazi patolojik siireclerde asir1 veya diizensiz aktivasyonu, fibrozis, tumor progresyonu ve

bag dokusu hastaliklarina neden olabilir.
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Sinir sistemi baglaminda, TGF- hem noroprotektif hem de noroinflamatuvar rollere
sahiptir. Beyin ve omurilikte hasar sonrasi mikroglia ve astrositlerden salman TGF-B1,
inflamasyonu smirlayict etki gostererek sekonder hasar1 azaltabilir. Ancak uzun dénemde
asir1 ekspresyonu, gliyozis ve fibrozis gibi rejenerasyonu kisitlayan durumlara katkida
bulunabilir. Ayrica, spinal kord hasari, multipl skleroz, Alzheimer hastaligi ve travmatik
beyin hasar1 gibi norolojik durumlarda hem koruyucu hem de patojenik rolleri oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle TGF-f1 hem potansiyel bir biyobelirte¢ hem de hedeflenebilir bir
molekiil olarak arastirmalarda 6nemini korumaktadir.(Meng et al., 2016; Moreau et al.,
2022)

BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor): Merkezi ve periferik sinir sisteminde

noronlarin geligimi, farklilagsmasi, yasamasi ve sinaptik plastisitenin saglanmasinda kritik rol
oynayan bir ndrotrofik faktordir. BDNF, 6zellikle hipokampus, korteks ve bazal forebrain
gibi 6grenme, hafiza ve emosyonel diizenleme ile iliskili beyin bdlgelerinde yogun olarak
bulunur. BDNF, etkilerini baslica tropomyosin receptor kinase B reseptori (izerinden
gostererek noronal sagkalimi destekleyen PI3K/Akt, MAPK/ERK ve PLC-y yolaklarini
aktive eder. Bu molekdiliin sinaptik plastisite Uzerindeki belirleyici etkisi nedeniyle, uzun
stireli potansiyasyon ve 6grenme siire¢lerinde merkezi rolii oldugu gosterilmistir. (Binder &

Scharfman, 2004)

BDNF dlzeylerindeki azalma; Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, depresyon,
sizofreni, multipl skleroz ve travmatik beyin hasar1 gibi pek ¢ok norolojik ve psikiyatrik
bozuklukta bildirilmistir. Deneysel modellerde egzersiz, c¢evresel zenginlestirme,
antidepresan tedaviler ve bazi noroprotektif ajanlarin BDNF ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir. Ayrica BDNF, spinal kord hasar1 sonrasi rejeneratif siireclerin
desteklenmesinde ve sinir dokusunun yeniden yapilanmasinda potansiyel bir hedef molekiil
olarak degerlendirilmektedir. Klinik ve preklinik aragtirmalarda BDNF’nin hem tanisal

biyobelirte¢ hem de tedavi hedefi olarak 6nemi giderek artmaktadir.(Lu et al., 2013)

Nikleer Faktér Kappa B (NF-«kB): Hiicresel inflamasyon, immiin yanit, hiicre

proliferasyonu ve hayatta kalma gibi temel biyolojik sireclerin diizenlenmesinde rol
oynayan dnemli bir transkripsiyon faktoridir. NF-kB, inaktif halde sitoplazmada inhibitor
protein (IxB) ile kompleks halinde bulunur. Hiicre dist uyarilar (sitokinler, enfeksiyoz
ajanlar, oksidatif stres gibi) sonrasinda IxB’nin fosforilasyonu ve yikimi gerceklesir; boylece

serbest kalan NF-«xB ¢ekirdege tasmnir ve burada hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir.
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NF-xB, 6zellikle TNF-a ve IL-1p gibi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunda merkezi
bir duzenleyici rol ustlenir.(Kaltschmidt & Kaltschmidt, 2009a)

NF-«xB'nin asir1 veya kronik aktivasyonu, romatoid artrit, inflamatuvar barsak hastaligi,
kanser, ateroskleroz ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere bir¢cok patolojik
durumda 6nemli bir katki saglar. Spinal kord hasari, iskemik beyin hasar1 ve Alzheimer
hastalig1 gibi norolojik bozukluklarda da NF-kB aktivitesinin artigi, inflamatuvar yanitlarin
siddetlenmesine ve doku hasarmin ilerlemesine neden olabilir. Bu nedenle NF-xB,
antiinflamatuvar tedavi stratejilerinde 6nemli bir hedef olarak arastirilmaktadir. Ayrica, NF-
kB yolaklarmin farmakolojik olarak modiilasyonu, inflamasyona bagli hasarin azaltilmasi

acisindan biiyiik bir potansiyel tagimaktadir.(Hayden & Ghosh, 2011)

Bununla birlikte, NF-kB aktivitesinin baglam bagimli olarak koruyucu ve diizenleyici
etkiler gosterebilecegi de bildirilmistir. NF-xB, merkezi sinir sisteminde baglama ve hiicre
tipine 6zgl olarak gesitli roller iistlenen kritik bir transkripsiyon faktdridir. Noronlarda
aktivasyonu, sinaptik plastisite ve 6grenme siireglerini destekleyerek noroprotektif etkiler
saglayabilirken; astrositlerde glutamat tasiyicilarmin diizenlenmesi yoluyla glutamat
homeostazin1 korur. Mikroglialarda ise erken evrede inflamatuvar yanitlari tetiklerken, geg
donemde doku onarimi ve immiin modiilasyona katkida bulunabilir. Bu baglamda NF-
«B’nin etkilerinin yalnizca inflamasyonu artirmakla sinirl kalmadigi, ayn1 zamanda baglam

ve zamana bagli olarak rejeneratif siirecleri de destekleyebilecegi bildirilmektedir.

(Dresselhaus & Meffert, 2019; Kaltschmidt & Kaltschmidt, 2009b)
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2.6. Isoliquiritigenin

2.6.1. Isoliquiritigenin’in Molekiiler Yapisi

HO OH

Resim-4: Isoliquiritigenin’ in molekiiler yapist (C 1sH120 4)

Gecmiste meyan kokii lizerine yapilan arastirmalar biiyiik 6l¢lide glisirizin bilesigi
iizerinde yogunlagsmis olsa da son yillarda meyan kokiinde bulunan diger biyoaktif bilesenler
de ¢esitli terapotik amaclarla, 6zellikle noroprotektif ve antikanser etkileri agisindan yogun
sekilde arastirilmaktadir. Bu bilesenler arasinda yer alan ISL, meyan kokii kaynakli basit bir
kalkon tiirevidir ve molekiiler formiilii Ci1sH1204, molekiiler agirligi ise 256.26’dir. ISL’nin
IUPAC adi ise (E)-1-(2,4-dihidroksifenil)-3-(4-hidroksifenil) prop-2-en-1-on’dur.(L. Wang
et al., 2015) Bu izoflavonoid bilesik; antiinflamatuar, antiviral, antimikrobiyal, antioksidan,
immiinomodiilator, hepatoprotektif ve kardiyoprotektif gibi ¢cok cesitli farmakolojik etkilere

sahip oldugu gosterilmis bir ajandir.(Nassiri Asl & Hosseinzadeh, 2008)
2.6.2. Isoliquiritigenin’in Biyokaktivitesi

2.6.2.1. Antiinflamatuvar Etkileri

ISL, basta endotelyal hiicrelerde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu baskilamak
yoluyla olmak Uzere gucli antiinflamatuvar 6zellikler sergilemektedir. TNF-a ile aktive
edilen hiicrelerde NF-kB’nin niikleer translokasyonunu ve IxkBa’nin yikimini inhibe ederek
inflamatuvar sinyallemeyi azaltir. Ayrica, IL-6 ve 1L-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
iiretimini baskilar ve makrofaj fonksiyonlarmi diizenleyerek bagisiklik yanitlarini modiile
eder. Th2 hiicrelerinden salman IL-4 ve IL-5’in inhibisyonu ile alerjik inflamasyonu da
azaltabildigi gosterilmistir. Bu 6zellikleriyle ISL, inflamatuvar hastaliklar ve astim gibi
alerjik durumlar i¢in potansiyel bir terapétik ajan olarak degerlendirilmektedir.(H. Kwon et
al., n.d.; W. Lietal., 2014; H. Zhao et al., 2014)

20



2.6.2.2. Antimikrobiyal Aktivitesi

ISL, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif mikroorganizmalara karsi genis
spektrumlu antimikrobiyal etki gostermektedir. Ozellikle Mycobacterium tuberculosis’te
yag asidi sentez yoluna miidahale ederek ¢ogalmay1 baskilamaktadir. Dis eti hastaliklarinda
rol alan anaerob bakteriler izerinde de belirgin inhibisyon saglamaktadir. S. aureus ve S.
mutans gibi klinik olarak onemli bakterilere karst oldukca diisiik minimum bakterisidal
konsantrasyonlarla etkilidir. Ayn1 zamanda influenza ve hepatit C viriislerine karsi da
antiviral etki gosterdigi, bu virlislerin replikasyonunu anlamli diizeyde baskiladigi

saptanmustir.(Brown et al., 2007; Oldoni et al., 2011; X. Zhao et al., 2011)

2.6.2.3. Antidiyabetik Etkileri

ISL, diyabetik komplikasyonlarin 6nlenmesinde etkili olabilecek gesitli biyokimyasal
yollar1 hedef almaktadir. Aldoz rediiktazi inhibe ederek hiperglisemiye bagli ozmotik stresin
Oniine gecer. Mezangial hiicrelerde yuksek glikozla indiiklenen fibrozisi ve TGF-B aracili
Smad sinyallemesini baskilayarak diyabetik nefropati gelisimini engeller. Ayrica, diyabetik
hastalarda azalmis olan prostasiklin sentezini artirarak vaskiiler fonksiyonlar1 destekler. Tip
2 diyabette a-glukozidaz enzim aktivitesini inhibe ederek glukoz emilimini diizenleyici etki
gostermektedir.(Lee et al., 2010; C. Zhao et al., 2013)

2.6.2.4. immiinmodiilator Ozellikleri

ISL, ¢esitli deneysel modellerde ndroprotektif etkilere sahip oldugu gosterilmis dogal
bir flavonoiddir. Alzheimer hastalig1t modelinde ISL, BV2 mikroglialarda amiloid-f’ye bagl
inflamatuvar yanit1 baskilamis; IL-1B, IL-6 ve TNF-a iiretimini azaltarak NF-xB yolunu
inhibe etmis ve Nrf2'yi aktive etmistir. Bu etkiler, ndronlarin sitotoksik ortamlara kars1

korunmasini saglamistir.(Fu & Jia, 2021)

Epileptik nobet modeli olarak kullanilan kainik asit uygulamasinda, ISL nérokognitif
fonksiyonlar1 korumus, néronal hasar1 azaltmig ve Nrf2/HO-1/NQO1 yolunu aktive ederek
inflamasyonu hafifletmistir. Ayn1 zamanda NLRP3 inflammasom aktivasyonu ve kaspaz-1

ekspresyonunu da inhibe etmistir.(Zhu et al., 2019)

Glutamat eksitotoksisitesine kars1 ISL, mitokondriyal membran potansiyel kaybini
Onlemis ve noronal enerji metabolizmasimi desteklemistir. Bu etkiler ISL'nin oksidatif stres

kaynakl1 noronal hasara kars1 koruyucu oldugunu gostermektedir.(Zgodova et al., 2022)
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Intraserebral hemoraji modelinde ISL, erken beyin hasarmi azaltarak nérolojik diizelmeyi
desteklemis, kan-beyin bariyeri biitiinliigiinii korumus ve inflamatuvar yanit1 baskilamistir.
Nrf2’nin aktivasyonu ve NF-kB/NLRP3 yollarmin inhibisyonu bu koruyucu etkiye katk1
saglamistir.(Zeng et al., 2017) Ayrica ISL’nin, monoamin oksidaz-B enzimini se¢ici olarak
inhibe ettigi ve bu yolla Parkinson hastalig1 gibi dopaminergik dejenerasyonla seyreden

hastaliklarda potansiyel fayda saglayabilecegi one siirtilmistiir.(Prajapati et al., 2021)

2.6.2.5 Anti-anjiogenik Etkisi

ISL, anjiyogenez siirecini ¢esitli diizeylerde inhibe ederek damar olusumunu baskilayan
bir bilesik olarak 6ne ¢ikmaktadir. VEGF ile indiiklenen damar olusumunu inhibe ederken,
ayni zamanda pigment epitel tiirevli faktor gibi anti-anjiogenik proteinlerin ekspresyonunu
artirir. HUVEC hiicrelerinde yapilan ¢aligsmalarda hiicre gocii, invazyonu ve tiip formasyonu
gibi anjiyogeneze 6zgli islevleri engelledigi gosterilmistir. Ayrica, PMA ile uyarilmis MMP
(matriks metalloproteinaz) iiretimini de baskilayarak yeni damar gelisimini 6nler. Topikal
uygulamalarda korneal neovaskiilarizasyona karsi da etkili oldugu bildirilmistir.(Jhanji et

al., 2011; Z. Wang et al., 2013)

2.6.2.6 Kanser Uzerindeki Potansiyel Etkisi

ISL, bir¢ok kanser tiiriinde hiicre proliferasyonunu baskilayarak timor gelisimini
onleyici etki gostermektedir. Servikal, meme, kolon ve prostat kanserlerinde apoptoz
indiksiyonu ve reaktif oksijen tirleri Gretimini artirarak tiimor hiicrelerini hedef alir. Prostat
kanser hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini diisiirerek sitotoksisite saglar ve
normal hiicreleri etkilemeden secici etki gdsterir. Ayrica, ISL’nin kolon kanseri hiicrelerinde
NAG-1 proteinini Egr-1 araciligiyla indiikleyerek timor baskilayici sinyallemeyi aktive
ettigi gosterilmistir. mTOR-VEGF yolunun inhibisyonu ile anjiogenezi baskilamasi,
antikanser etkinligini destekleyen bir bagska mekanizmadir.(Auyeung & Ko, 2010; Sun et al.,
2010; Yuan et al., 2012)

2.6.2.7 Antioksidan ve Faz Il Enzimler Uzerindeki Etkisi

ISL, gucli bir antioksidan kapasiteye sahip olup, superoksit anyonu, hidrojen peroksit
ve hidroksil radikalleri gibi reaktif tirleri etkisiz hale getirebilir. Bu etkiler, basta siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin aktivitesinin desteklenmesiyle
ortaya ¢ikar. ISL ayrica mitokondriyal membran potansiyelini koruyarak oksidatif strese

karst noroprotektif etki gosterir. NQO1’in indiksiyonu, Keapl-Nrf2 yolu Uzerinden
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antioksidan yanit elementlerini aktive ederek hiicresel detoksifikasyona katki saglar. ISL’nin
faz I enzimleri indiiklememesi ise segici ve giivenli bir ajan olmasini destekler.(Cuendet et

al., 2006; Shi et al., 2020)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu proje, 15/09/2023 tarih ve 2023-045 karar numarali Necmettin Erbakan Universitesi
Koniidam Deneysel Tip Uygulama ve Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay1 ve
23TU18029 proje numarali Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii’niin destegi almip, Haziran 2024’te Necmettin Erbakan Universitesi

Koniidam Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde uygulanmistir.

Deneyde kullandigimiz 45 adet Wistar Albino cinsi disi rat aynt merkezden temin
edilmistir. Deney sonucu elde edilen serum ve spinal kord doku 6rnekleri Universitemiz
Tibbi Biyokimya A.D. laboratuvarinda calisilmistir. Yine elde edilen spinal kord 6rnekleri
histopatolojik inceleme icin Universitemiz Histoloji ve Embriyoloji A.D. laboratuvarmda

incelenmistir.

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

rat iceren 5 gruba ayrildi;

Grup-1 (n:9) Ratlara deneyin 0.,1.,3. ve 7. giinlerinde BBB ve Modifiye Tarlov testleri
uygulandi. 7.glinde ratlar intramuskiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile T5-12 aras1
sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 aras1 median vertikal insizyon ile cilt
ciltalt1 gecilerek bilateral paraspinal adeleler laretalize edilip laminalar goruldi. Bistlri
yardimiyla T7-9 total laminektomi uygulandi. T7-9 arasi spinal kord eksize edildikten sonra
intrakardiyak kan almarak ratlar sakrifiye edildi. Aliman kan numunesi biyokimayasal
incelemede kullanildi. Cikarilan spinal kord horizontal olarak eksize edildi. Kordun bir yaris1
%10 luk formaldehid icine konularak histopatolojik incelemeye yollandi. Diger yarisi

biyokimyasal inceleme i¢in SF iginde -80 santigrad derecede saklandi.

Grup-2 (n:9) Ratlara deneyin 0.,1.,3. ve 7. gunlerinde BBB ve Modifiye Tarlov testleri
uygulandi. Deneyin 1. Guniinde ratlar intramuskuler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin
ile sedatize edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile
T5-12 arasi sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 aras1 median vertikal
insizyon ile cilt ciltalti gegilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar
goraldi. Bistiiri yardimiyla T7-9 total laminektomi uygulandi. Herhangi bir travmatik spinal
kord hasar1 yapilmadan cerrahi stress uygulanarak katmanlar anatomik planda kapatilip

sutiirtize edildi.
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7. gun sonunda ratlar intramuskuler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize
edilerek T7-9 aras1 kord eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi.
Alinan kan numunesi biyokimayasal incelemede kullanildi. Cikarilan spinal kord horizontal
olarak eksize edildi. Kordun bir yaris1 %10 luk formaldehid i¢ine konularak histopatolojik
incelemeye yollandi. Diger yarisi biyokimyasal inceleme igin SF iginde -80 derecede

sakland.

Grup-3 (n:9) Ratlara deneyin 0.,1.,3. ve 7. giinlerinde BBB ve Modifiye Tarlov testleri
uygulandi. Deneyin 1. Guniinde ratlar intramuskuler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin
ile sedatize edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile
T5-12 arasi sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 arasi median vertikal
insizyon ile cilt ciltalt1 gecilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar
gOruldu. Bistiiri yardimiyla T7-9 total laminektomi uygulandi. Ardindan yiiksekligi 5 cm ve
cap1 10 mm olan metal tup yerlestirilerek tupun icinden agirlig1 5 g, cap1 9 mm olan titanyum
cubuk birakilarak spinal (Modifiye Allen Agirlik Diisiirme Metodu ile) kord travmasi
olusturuldu. Ipek siitiirler ile cilt kapatildi. Ratlar supin pozisyona getirilerek intraperitoneal
yolla 0,25ml (Iml/kg) DMSO (dimethyl sulfoxide) spinal hasar sonrasi 30. dk 12. saat ve
48. saatinde olmak Uzere 3 doz uygulandi. 7. giin sonunda ratlar intramuskuler 10mg/kg
xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize edildi. Hemen arkasindan ipek siitiiler almarak T7-
9 arasi kord eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar sakrifiye edildi. Alman kan
numunesi biyokimayasal incelemede kullanildi. Cikarilan hasarli spinal kord horizontal
olarak eksize edildi. Kordun bir yaris1 %10 luk formaldehid i¢ine konularak histopatolojik
incelemeye yollandi. Diger yarisi biyokimyasal inceleme i¢in SF i¢inde -80 derecede

sakland..

Grup-4 (n:9) Ratlara deneyin 0.,1.,3. ve 7. gunlerinde BBB ve Modifiye Tarlov testleri
uygulandi. Deneyin 1. glininde ratlar intramuskiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin
ile sedatize edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan batikon ile
T5-12 arast sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 arasi median vertikal
insizyon ile cilt ciltalti gegilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar
goraldi. Bistiiri yardimiyla T7-9 total laminektomi uygulandi. Ardindan Modifiye Allen
Agirlik Diisiirme Metodu ile spinal kord travmasi olusturuldu. Ipek siitiirler ile cilt kapatilda.
Ratlar supin pozisyona getirilerek intraperitoneal yolla 20mg/kg/doz, spinal hasar sonrasi

30. dk 12. saat ve 48. saatinde olmak (zere 3 doz uygulandi. 7. giin sonunda ratlar
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intramuskiler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize edildi. Hemen arkasindan
ipek siitiller almarak T7-9 arasi kord eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar
sakrifiye edildi. Almman kan numunesi biyokimayasal incelemede kullanildi. Cikarilan
hasarli spinal kord horizontal olarak eksize edildi. Kordun bir yaris1 %10 luk formaldehid
icine konularak histopatolojik incelemeye yollandi. Diger yaris1 biyokimyasal inceleme i¢in

SF iginde -80 derecede saklandi.

Grup-5 (n:9) Ratlara deneyin 0.,1.,3. ve 7. glnlerinde BBB ve Modifiye Tarlov
testleri uygulandi. Deneyin 1. guniinde ratlar intramuskuler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg
ketamin ile sedatize edildikten sonra prone pozisyona getirilip saha temizliginin ardindan
batikon ile T5-12 arasi sterilize edildi. 15 numara bistiiri yardimiyla T5-12 aras1 median
vertikal insizyon ile cilt ciltalt1 gecilerek bilateral spinal paraspinal laretalize edilip laminalar
gOruldu. Bistiiri yardimiyla T7-9 total laminektomi uygulandi. Ardindan Modifiye Allen
Agirhik Diisiirme Metodu ile spinal kord travmasi olusturuldu. Ipek siitiirler ile cilt kapatildi.
Ratlar supin pozisyona getirilerek intraperitoneal yolla 40mg/kg/doz, spinal hasar sonrasi
30. dk 12. saat ve 48. saatinde olmak Uzere 3 doz uygulandi. 7. giin sonunda ratlar
intramuskdler 10mg/kg xylazin ve 60 mg/kg ketamin ile sedatize edildi. Hemen arkasindan
ipek siitiiler alinarak T7-9 arasi kord eksize edildi ve intrakardiyak kan alinarak ratlar
sakrifiye edildi. Alimman kan numunesi biyokimayasal incelemede kullanildi. Cikarilan
hasarli spinal kord horizontal olarak eksize edildi. Kordun bir yaris1 %10 luk formaldehid
icine konularak histopatolojik incelemeye yollandi. Diger yaris1 biyokimyasal inceleme i¢in

SF icinde -80 derecede saklandi.

Tedavi gruplarinda kullanilan ISL dozlar1 (20 mg/kg ve 40 mg/kg) ile uygulama sikligi,
literatlirde daha Once merkezi sinir sistemi hasar1 modellerinde etkinligi gosterilmis
protokollere dayanmaktadir. intraserebral hemoraji modelinde 20 mg/kg ve 40 mg/kg ISL’yi
iic doz halinde uygulamis ve her iki dozda da ndroprotektif etkilerin yani sira ddem ve
noronal hasarda anlamli azalma elde edildigini bildirmistir.(Zeng et al., 2017) Benzer
sekilde, travmatik beyin hasar1 modelinde 20 mg/kg ISL'nin {i¢ kez uygulanmasiyla
mikroglial aktivasyonun baskilandigmi ve proinflamatuvar sitokin diizeylerinin anlamli
sekilde azaldigimni rapor etmistir.(Liu et al., 2019) Bu veriler dogrultusunda ¢alismamizda da
hem diistik hem yiiksek doz ISL'nin, belirlenen zamanlamayla {i¢ doz halinde uygulanmas1

tercih edilmistir.
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Ratlardan elde edilen hasarli medulla spinalis dokusu ve kan serum 6rneklerinde TNF-
alfa (tumaor nekroz faktor alfa), TGF-Beta 1 (transforming growth factor beta), BDNF (brain
derived neurotrophic factor), NF-kB (nlkleer faktor kabba B) seviyeleri enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemiyle ve TAS (total antioksidan status), TOS (total
oksidatif stres) spektrofotometrik yontemle Tibbi Biyokimya AD arastirma laboratuvarinda
Olgllecektir.

Ratlardan elde edilen spinal kord kesitleri 2 giin %10'luk formaldehitte tespit edildi.
NEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.D laboratuvarinda rutin histolojik takip
sonrasi parafine gomiildii ve 4 mikronluk kesitler alindi. Bu spinal kord kesitleri
hematoksilen eozin boyasi kullanilarak histoloji laboratuvarinda 1tk mikroskobu altinda
incelendi.  Spinal kordun tiim  Orneklerinde, histopatolojik  degisikliklerin
smiflandirilmasinda 0 ve 3 arasinda degisen skorlama sistemi kullanildi. 5 farkli parametre
(hemoraji, 6dem, aksonal dejenerasyon, vakuolizasyon ve Néron nekrozu) degerlendirildi
ve skorlandi.

Apoptotik hiicreler, bir ApopTag In Situ Apoptoz Tespit Kiti (Millipore) kullanilarak
etiketlendi. DNA fragmanlar1 terminal deoksiniikleotidil transferazin etkisiyle modifiye
edildi. Tiim prosediirler lireticinin talimatlarini izledi. TUNEL pozitif ve toplam hiicreler gri
maddede 4 mikronluk kesitlerde 20'lik objektifde sayild1 ve ylizdeleri alindi.

TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve histopatolojik skor TUKEY testi ile tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak karsilastirildi.

3.1. Basso Beattie and Bresnahan Testi ve Modifiye Tarlov Skalasi

TMSH olusturulan rat modellerinde motor fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi
amaciyla BBB Lokomotor Skorlama Sistemi ve Modifiye Tarlov Skorlama Sistemi
davranissal test yontemleri kullanilmistir: BBB 6l¢egi, 21 puan {izerinden yapilan ve arka
ekstremite motor fonksiyonlarmin ayrintili bicimde analizine olanak saglayan, spinal
kontiizyon modelleri i¢in gelistirilmis altin standart bir degerlendirme yontemidir. BBB testi,
postural destek, eklem hareketliligi, adim koordinasyonu ve penge pozisyonu gibi bir dizi
parametreyi icermesi sayesinde motor iyilesmeyi kademeli olarak gézlemlemeye olanak
tanir. Yiksek tekrarlanabilirlik ve duyarliliga sahip olmasi nedeniyle, ndroprotektif ve
rejeneratif tedavi ¢alismalarinda sikga tercih edilmektedir.(Scheff et al., 2002; Song et al.,
2016)
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Modifiye Tarlov skoru ise daha basit bir Olcek olmasina ragmen, kaba motor

fonksiyonun hizli ve giivenilir sekilde degerlendirilmesini saglar. 0’dan 5’e kadar

derecelendirilen bu test, 6zellikle tedavi gruplarinin karsilastirilmasinda genel fonksiyonel

farkliliklarin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.(Xing et al., 2025)

Puan | Klinik Muayene

0 GoOzlenebilir arka bacak (HL) hareketi yok

1 Genellikle kalca ve/veya diz olmak (izere bir veya iki eklemin hafif hareketi

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

3 Iki eklemin kapsaml1 hareketi

4 HL’nin ti¢ ekleminin de hafif hareketi

5 Iki eklemin hafif hareketi ve {iciincii eklemin genis hareketi

6 Iki eklemin genis hareketi ve {iciincii eklemin hafif hareketi

7 HL’nin ii¢ ekleminin tamaminin kapsamli hareketi

8 Agirlik destegi olmadan siiplirme veya agirlik destegi olmadan pengenin plantar
yerlesimi

9 Sadece durusta agirlik destegi ile patinin plantar yerlesimi (yani sabitken) veya
ara sira, sik veya tutarl agirlik destekli dorsal adimlama ve plantar adimlama yok

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

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

12 | Sik ila tutarh agirhik destekli plantar adimlar ve ara sira FL-HL koordinasyonu

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

14 | Tutarh agirhik destekli plantar adimlar, tutarli FL-HL koordinasyonu ve hareket

sirasinda baskin penge pozisyonu, hareket ettiginde (igten veya distan)

dondiiriiliir. yiizeyle ilk temas ve durusun sonunda kaldirilmadan hemen dnce
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veya sik plantar adimlama, tutarli FL-HL koordinasyonu ve ara sira dorsal adim

atma

15

Tutarli plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu ve 6n uzuv ilerlemesi
sirasinda parmak acikligr veya ara sira parmak acikligir yok; Baskin penge

pozisyonu, ilk temasta viicuda paraleldir

16

Ydirlyiis sirasinda tutarl plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu ve ayak
parmagi acgikligl, 6n uzuv ilerlemesi sirasinda siklikla meydana gelir; Baskin

pence konumu, ilk temasta paraleldir ve kalkista dondiiriiliir

17

Yiirliyiis sirasinda tutarli plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu ve ayak
parmagi acgikligl, 6n uzuv ilerlemesi sirasinda siklikla meydana gelir; Baskin

pence pozisyonu ilk temasta paraleldir ve kalkar

18

Yiirliyiis sirasinda tutarli plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu ve ayak
parmagi agikligi, ileri uzuv ilerlemesi sirasinda tutarh bir sekilde meydana gelir;

Baskin penge konumu, ilk temasta paraleldir ve kalkista dondiiriiliir

19

Yirtyiis sirasinda tutarh plantar adim ve tutarli FL-HL koordinasyonu ve ayak
parmagi agiklig, ileri uzuv ilerlemesi sirasinda tutarh bir sekilde meydana gelir;
baskin penge konumu, ilk temasta paraleldir ve kalkar ve kuyruk kismen veya her

zaman asag1

20

Tutarh plantar adim ve tutarh koordineli yiiriiyiis; tutarh ayak agikligi; baskin
penge konumu, ilk temasta paraleldir ve kalkar; kuyruk siirekli yukar1 ve gévde

kararsizlig1

21

Tutarl plantar adim ve koordineli yiirliylis, tutarli parmak acikligi, baskin pence

pozisyon durus boyunca paralel, tutarli govde dengesi, kuyruk siirekli yukar1

Tablo-1: Basso Beattie and Bresnahan (BBB) Testi (Basso et al., 1995)

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

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

izole eklem hareketlerinden olusur

Orta Omurilik Hasan (8- 13 puan): Koordine edilmemis adim araliklar1

Hafif Omurilik Hasari (14- 21 puan): On ve arka ayak koordinasyonu
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Puan | Klinik Muayene
0 spontan arka bacak hareketi yok.
1 eklemlerin hareketi algilanabilir.
2 aktif hareket, ancak yardimsiz arka bacak lizerine kalkamaz.
3 arka bacak iizerine kalkabiliyor ama ziplayamiyor.
4 zayif atlama.
5 arka bacak fonksiyonlari tamamen normal.

Tablo-2: Modifiye Tarlov Skalasi

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

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

3.2. Istatiksel Analiz

Serum BDNF, NFKB, TNF-A ve TAS normal dagilima uydugu icin One Way Anova
Testi yapildi. Post Hoc Test olarak Tukey's Multiple Comparisons Test’i yapildi. Serum
TGF-1B ve TOS normal dagilima uymadigi i¢cin Kruskal-Wallis Testi yapildi.

Dokuda incelenen tiim parametreler normal dagilima uydugu i¢in One Way Anova Testi
yapildi. Post Hoc Test olarak Tukey's Multiple Comparisons Test’1 yapildi.

BBB Testi ve Modifiye Tarlov testinde gruplar i¢i zaman analizi igin istatistiksel yontem
olarak Multiple T Test yontemi, deney sonu gruplar arasi karsilastirma igin One-Way anova
analizi kullanildi.

* isareti Grup 1(intakt kontrol grubu) ile karsilasmay1 gostermektedir. # isareti Grup 3
(spinal hasar+DMSO) ile karsilagsmay1 gostermektedir

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

30



3.3. Deneysel Medulla Spinalis Hasar1 Modelinde Cerrahi Uygulama Asamalan

Resim-5: Median vertikal insizyon ve bilateral

edilmesi

spinal adelelerin diseke
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Resim-6: T7 total laminektomi Resim-7: Titanyum c¢ubuk kullamilarak

spinal kord travmasi

Resim-8: Ipek siitiirler ile cildin kapatilmast
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4. BULGULAR

4.1. Serum Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

BDNF NF-kB TGF-B1 TNF-A TOS TAS
Grup | Sira pg/mL pa/mL pg/mL pg/mL g;?;?\l/;lijrglzl_ E(;TJ?\II;QISE

1 1 75,7 521 37,7 58,6 32,1 1,04
1 2 119,0 382 28,7 28,3 35,2 0,96
1 3 68,5 473 40,7 38,6 37,1 1,07
1 4 82,6 396 32,8 29,1 31,7 1,17
1 5 63,6 629 64,1 40,6 29,6 1,09
1 6 120,4 553 32,6 25,1 30,1 1,39
1 7 96,8 360 29,8 39,9 32,5 1,16
1 8 77,1 339 25,2 24,4 36,1 1,27
1 9 62,4 540 32,5 33,3 34,2 1,25
2 1 71,2 369 20,3 21,8 41,8 1,00
2 2 98,0 434 21,8 55,8 38,2 1,18
2 3 67,1 498 15,8 29,4 41,4 1,11
2 4 96,5 349 20,7 58,0 36,0 1,04
2 5 72,1 284 18,8 49,9 40,7 1,01
2 6 52,0 310 17,4 64,4 41,2 0,98
2 7 40,6 414 19,3 46,8 24,1 0,96
2 8 55,0 368 22,4 35,5 40,3 1,06
2 9 49,5 398 13,1 24,7 41,5 0,91
3 1 65,5 369 16,4 59,5 42,8 1,09
3 2 53,8 473 11,0 27,3 44,0 1,04
3 3 68,4 364 19,9 61,3 47,3 1,09
3 4 62,1 434 13,1 33,9 40,8 0,85
3 5 54,5 403 20,1 50,9 38,6 0,91
3 6 35,2 296 16,2 65,1 40,3 0,84
3 7 69,4 335 25,9 49,5 38,9 0,74
3 8 46,6 375 14,1 40,8 39,1 1,22
3 9 52,5 274 26,5 41,5 38,4 1,16
4 1 96,7 234 39,2 45,2 36,8 0,98
4 2 65,2 641 36,9 23,5 36,5 1,05
4 3 78,1 349 27,6 39,2 33,3 1,49
4 4 58,2 659 46,3 34,4 35,7 1,00
4 5 93,8 358 28,8 44,3 36,5 1,22
4 6 76,2 687 61,9 37,7 40,0 0,92
4 7 77,3 418 41,6 40,4 314 1,16
4 8 39,4 491 35,9 24,0 33,5 1,18
4 9 111,0 208 26,1 40,8 37,9 1,20
5 1 82,5 489 46,7 30,6 28,5 1,47
5 2 54,2 225 28,7 46,4 34,1 1,13
5 3 95,4 634 55,5 40,2 35,5 1,32
5 4 64,9 376 33,5 49,9 36,7 1,21
5 5 91,1 604 64,0 34,3 45,6 1,32
5 6 58,5 355 314 39,0 31,8 1,15
5 7 110,4 644 71,6 25,1 31,0 1,26
5 8 86,9 414 56,0 43,5 31,3 0,99
5 9 103,8 530 51,0 30,7 33,8 1,18

Tablo-3: Serum Biyokimya Verileri
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4.1.1 Serum BDNF Duzeyleri

BDNF

150

100-

pg/ml

50+

Grupl Grup 2 Grup3 Grupd Grupi

Grafik-1: Serum biyokimya verilerinde grup ici BDNF degerlerinin dagilimi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Serum BDNF diizeyleri grup 3’teki ratlarda, grup 1’e gore anlamli diizeyde azalmistir
(p<0,05). Grup 5’te BDNF diizeyi, grup 3’e kiyasla anlamli sekilde yiiksek saptanmustir.
(p<0,05). Grup 4’te de artis izlenmis, ancak istatistiksel olarak Grup 5 kadar belirgin

olmamustir.

Tablo-4 : Gruplarin BDNF Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4 | Grup 5/P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit.ort. £ SS | Arit.ort. £ SS Arit. ort. £ SS | Arit.ort. £ SS Arit. ort. £ SS
85.12+22.20# | 65.41+20.61 | 57.71+11.48*|77.32+21.60 | 83.08+19.92# | <0,05
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4.1.2 Serum NF-xB Duzeyleri
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Grafik-2: Serum biyokimya verilerinde grup ici NF-«B degerlerinin dagilimi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Serum NF-kB diizeyleri agisindan gruplar arasinda belirgin bir fark gézlenmemektedir.
NF-xB diizeyleri 6zellikle Grup 2 ve Grup 3'te diisiis egilimindeyken, Grup 5’te yeniden
artig gostermektedir. Ancak bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli degildir. (p>0,05)

Tablo-5: Gruplarin NF-«B Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4| Grup 5|P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit. ort. £SS | Arit. Ort. £SS | Arit.ort. £SS Arit.ort. £SS Arit.ort. £SS
461.89+99.84 | 389.78+65.81 | 369.22+63.02 | 449.44+181.29 | 474.56+143.23 | >0,05




4.1.3 Serum TGF-B1 Diizeyleri
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Grafik-3: Serum biyokimya verilerinde grup ici TGF-f1 degerlerinin dagilimi
*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Serum TGF-B1 diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermistir. (p <0,05) Grup 2 ve Grup 3 gruplarda TGF-B1 diizeyleri, Grup 1’e kiyasla
anlamh sekilde azalmistir (p<<0,05). Buna karsin Grup 4 ve Grup 5, TGF-B1 diizeylerinde
Grup 3’e gore anlamli artiglar izlenmistir. (p<0,01, p<0,001)

Tablo-6.: Gruplarin TGF-1 Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

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

33.66x13.47 # | 18.90+3.02 * 19.24+5.99 * 38.66x11.12 ## | 48.71+£14.99 ### | <0,05
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4.1.4 Serum TNF-a Duzeyleri
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Grafik-4: Serum biyokimya verilerinde grup i¢i TNF-a degerlerinin dagilimi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Serum TNF-a diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gostermemistir

(p>0,05). Travma sonras1 TNF-o diizeylerinde artis gozlenmis olsa da bu artis gruplar

arasinda anlaml bir farklilik olusturacak diizeyde olmamustir. ISL uygulananan Grup 4 ve

Grup 5’te TNF-a diizeylerinde hafif azalma egilimi gosterse de istatistiksel olarak anlamli

sekilde degistirmemistir.

Tablo-7: Gruplarin TNF-o. Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4| Grup 5P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit.ort. 5SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. #8S | Arit.ort. 5SS
39.69+13.63 40.28+13.30 45.13+11.09 36.61+7.97 37.74+8.18 >0,05
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4.1.5 Serum TOS Duzeyleri
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Grafik-5: Serum biyokimya verilerinde grup ici TOS degerlerinin dagilimi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.

P<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Serum TOS diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir.

(p <0,05) Grup 2 ve Grup 3, Grup 1’e kiyasla anlamli derecede TOS diizeylerinde artis

gozlenmistir. (p<0,05, p<0,01) Yiksek doz ISL uygulanan Grup 5°te bu oksidatif yiikk Grup

3’e gore belirgin olarak azalmistir. (p<0,01)

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

Grup 1| Grup 2 | Grup 3 | Grup 4 | Grup P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit.ort. 5SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. #SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. £SS

36.57+5.46 #it 39.31+6.41 * 36.10+5.31 ** 36.16+3.03 ## 34.23+4.95 ## <0,05
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4.1.6 Serum TAS Duzeyleri
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Grafik-6. Serum biyokimya verilerinde grup ici TAS degerlerinin dagilimi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Serum TAS diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir

(p <0.05). Grup 2 ve Grup 3’te serum TAS diizeyleri Grup 1’e kiyasla hafif azalmis, ancak

anlamli bulunmamuistir. ISL uygulanan gruplarda, 6zellikle yiiksek doz uygulanan Grup 5°te

anlamli diizeyde artis gézlenmistir. (p <0.01).

Tablo-9: Gruplarin Tas Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4| Grup 5|P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit.ort. 5SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. #SS Avrit.ort. £SS

1.08+0.09 1.03+0.08 0.99+0.16 1.13+0.17 1.23+0.14 ## <0,05
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4.1.7 Serum Biyokimyasal Verilerin Analizi

Calismada elde edilen serum biyokimyasal parametreler, TMSH’nin biyokimyasal
etkilerini ve ISL uygulamasinin bu etkiler iizerindeki diizenleyici roliinii degerlendirmek
amaciyla analiz edilmistir. Parametrelerin dagilim 6zelliklerine gore istatistiksel analizler
gerceklestirilmis; normal dagilim gosteren veriler i¢in One-Way ANOVA ve Tukey's post-
hoc testi, normal dagilim gostermeyen veriler i¢in ise Kruskal-Wallis testi kullanilmistir.
Anlamli farklar; * isareti Grup 1 (Intakt Kontrol Grubu) ile karsilastirmalari, # isareti ise
Grup 3 (travma + DMSO) ile karsilastirmalart gostermektedir (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001).

BDNF diizeyleri, Grup 3'te travma sonrasi anlamli sekilde azalmis olup (p<0.05), Grup
5’te Grup 3’e kiyasla anlamlhi diizeyde artis sergilemistir (p<0.05). Grup 4’teki artig
anlamlilik smirinda kalmis, ancak Grup 5 kadar belirgin olmamastir.

NF-xB diizeyleri gruplar arasinda anlamh farklilik géstermemistir (p>0.05). Travma
sonrasi inflamatuvar yanit1 temsil eden bu parametre, Grup 2 ve 3’te hafif diislis, Grup 5’te
ise artig gostermis olsa da bu degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

TGF-B1 diizeyleri nonparametrik analiz sonuglarina gore gruplar arasinda anlamli
farklilik géstermistir (p<0.05). Sadece laminektomi uygulanan Grup 2 ile spinal hasar ve
DMSO uygulanan Grup 3’te belirgin sekilde diisen TGF-B1 diizeyleri, ISL uygulanan
gruplarda 6zellikle yiksek doz ISL uygulanan Grup 5’te anlaml1 derecede artmistir (p<0.01,
p<0.001).

TNF-a diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (p>0.05). Her
ne kadar travmay1 takiben artis egilimi goriilse de ISL uygulamasi bu degeri istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiirmemistir.

TOS diizeyleri, travma sonrasi oksidatif stresin gostergesi olarak Grup 2 ve Grup 3'te
anlamli sekilde artmustir (p<0.05, p<0.01). Grup 5’te, bu artisa kiyasla anlamli azalma
saptanmustir (p<0.01).

TAS diizeyleri degerlendirildiginde, Grup 2 ve Grup 3’te azalma egilimi gosterdigi; ISL
uygulamasi ile, 6zellikle yiiksek uygulanan Grup 5’te anlamli sekilde arttig1 tespit edilmistir
(p<0.01).
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4.2. Doku Biyokimya Verileri ve Istatistiksel Analizi

BDNF NF-kB TGF-B1 TNF-A TOS TAS
m m m m pmol H202 mm_ol Trolox
Grup | Sira Pg'mg Pg/mg Pg/mg pg/mg Equivalent/mg | Equivalent/mg

protein protein protein protein - -

protein protein

1 1 10,8 101 3,46 4,58 44,0 1,20
1 2 9,3 105 3,02 4,33 38,8 1,25
1 3 10,1 103 3,17 3,73 47,9 1,31
1 4 9,7 97 2,85 4,13 48,3 1,36
1 5 10,4 101 3,28 4,33 43,1 1,41
1 6 10,8 93 2,79 3,69 50,0 1,39
1 7 11,2 93 3,00 3,53 50,0 1,31
1 8 10,1 105 2,65 4,54 44,8 1,36
1 9 10,4 90 2,85 4,01 46,6 1,25
2 1 7,0 78 1,50 5,39 46,0 1,15
2 2 7,6 75 1,44 4,64 47,9 1,29
2 3 7,0 81 1,82 5,29 53,4 1,19
2 4 7,3 84 1,61 4,84 49,7 1,15
2 5 7,6 80 1,48 5,59 53,8 1,24
2 6 7,0 78 1,78 4,74 49,7 1,29
2 7 7,6 81 1,54 4,94 51,5 1,34
2 8 7,9 72 1,44 4,79 47,9 1,19
2 9 8,2 80 1,59 5,29 46,0 1,24
3 1 59 73 1,59 4,88 55,5 1,03
3 2 6,3 68 1,36 6,33 57,9 1,12
3 3 6,0 73 1,30 5,53 60,3 1,17
3 4 5,3 77 1,59 5,79 55,5 1,08
3 5 52 75 1,37 5,20 60,3 1,03
3 6 55 70 1,56 6,01 62,7 1,08
3 7 55 67 1,34 5,10 57,9 1,12
3 8 6,5 67 1,36 5,31 55,5 1,21
3 9 6,2 70 1,46 5,15 57,9 1,12
4 1 9,3 95 2,96 4,91 49,3 1,23
4 2 9,5 88 3,52 4,48 42,7 1,14
4 3 9,8 88 3,21 3,88 51,7 1,10
4 4 9,6 96 2,78 3,88 45,4 1,10
4 5 8,8 100 2,81 3,83 47,2 1,15
4 6 8,1 92 2,75 4,57 48,1 1,19
4 7 7,7 88 3,27 4,39 47,3 1,10
4 8 9,9 92 3,15 4,18 43,1 1,19
4 9 8,7 96 2,90 4,82 41,8 1,24
5 1 8,4 107 3,75 4,12 38,6 1,30
5 2 10,1 111 4,43 4,43 47,3 1,25
5 3 9,2 110 4,27 3,90 40,8 1,30
5 4 8,6 103 4,39 4,21 46,5 1,36
5 5 9,5 107 3,75 4,08 39,9 1,41
5 6 9,9 99 4,03 4,86 40,3 1,47
5 7 8,5 99 4,35 4,43 43,4 1,44
5 8 8,6 102 4,19 3,82 42,1 1,41
5 9 9,7 106 4,35 4,12 45,7 1,30

Tablo-10: Doku Biyokimya Veriler
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4.2.1 Doku BDNF Duzeyleri
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Grafik-7: Doku biyokimya verilerinde grup ici BDNF degerlerinin dagilimi
*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Doku BDNF diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir
(p<0,001). Cerrahi stres uygulanan Grup 2'de anlamli sekilde azalmis olup, bu diisiis Grup
3'te daha da belirginlesmistir (p<0.001). ISL uygulanan Grup 4 ve 5’te BDNF seviyeleri,
Grup 3’e kiyasla anlamli sekilde artis gostermistir (p <0,001).

Tablo-11: Gruplarin BDNF Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4| Grup 5|P

(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit.ort. £SS Arit.ort. £SS Arit.ort. £SS Arit.ort. £5S Arit.ort. £SS

10.31+0.284### | 7.47+0.28 5.82+0.28 *** | 9.04+0.28 9.17+0.28 <0,001
falalale o0 FRIxHHH fale 23
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4.2.2 Doku NF-xB Duzeyleri
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Grafik-8: Doku biyokimya verilerinde grup ici NF-«B degerlerinin dagilimi
*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

NF-xB diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir
(p<0,001). Grup 2 ve Grup 3’te NF-kB diizeyleri Grup 1 ‘e gbre anlaml sekilde azalmistir
(p<0,01). ISL tedavisi uygulanan gruplarda bu diislise karsi belirgin bir toparlanma
gozlenmistir. Grup 4 ve Grup S'teki NF-xB diizeyleri hem Grup 1’e gore p<0,05 hem de

Grup 3’e gore p<0,001 diizeyinde anlamli artig géstermistir.

Tablo-12: Gruplarin NF-kB Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4 | Grup 5P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Arit.ort. 5SS Avrit. ort. #SS Avrit. ort. #8S | Arit. ort. £SS Avrit. ort. £SS

97.78+5.72### | 80.78+£1.64** | 71.33£3.57** | 92.78+4.29*#i## 104.89+4.40*### | <0,001
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4.2.3 Doku TGF-p1 Duzeyleri
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Grafik-9: Doku biyokimya verilerinde grup ici TGF-1 degerlerinin dagilimi
*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

TGF-B1 diizeyleri gruplar arasinda anlamli farklilik géstermistir (p<0,001). Grup 2 ile

Grup 3’te, Grup 1’e kiyasla anlaml1 azalma izlenmistir. (p<0,001). ISL uygulanan gruplarda

ise belirgin bir toparlanma gozlenmistir. Grup 4, Grup 3’e gore artis izlenmistir (p<0,001).

Ozellikle Grup 5°te, TGF-B1 diizeyleri hem Grup 1 hem de Grup 3 ‘e gore anlamli artis

gostermistir (p<0,001).

Tablo-13: Gruplarin TGF-1 Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4| Grup P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Avrit. ort. +SS Avrit. ort. #SS Avrit. ort. #SS Avrit. ort. £SS Avrit. ort. £SS

3.08+0.32### 1.49+0.08**** 1.44+0.12%** 3.04+0.26### 4.12+0.26***## <0,001
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4.2.4 Doku TNF-a Diizeyleri
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Grafik-10: Doku biyokimya verilerinde grup ici TNF-a degerlerinin dagilimi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

TNF-a diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermistir

(p<0,001). Grup 2 ve Grup 3 TNF-a diizeyleri Grup 1’e gore anlamli sekilde artmustir

(p<0,001). ISL uygulanan Grup 4 ve 5’te ise TNF-a diizeyleri Grup 3’e gore anlamli sekilde
azalmis (p<0,001).

Tablo-14: Gruplarin TNF-o. Aritmetik Ortalamas ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4 | Grup 5/P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit.ort. 5SS Avrit. ort. #SS Avrit.ort. #SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. £SS
3.95+0.35### | 5.36£0.29**** | 5.48+0.48*** | 4.33+0.41### | 4.22+0.32### | <0,001
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4.2.5 Doku TOS Duzeyleri
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Grafik-11: Doku biyokimya verilerinde grup i¢i TOS degerlerinin dagilimi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

TOS degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermistir

(p<0,001). Grup 3’te TOS diizeyleri, Grup 1’e gére anlaml olarak artmustir (p<0,001). ISL

tedavisi uygulanan Grup 4 ve Grup 5’te ise TOS diizeyleri Grup 3’e kiyasla anlamli olarak

azalmis (p<0,001).

Tablo-15: Gruplarin TOS Aritmetik Ortalamast ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4 | Grup 5/P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Avrit. ort. +SS Arit.ort.£SS Avrit. ort. £SS Avrit. ort. £SS Avrit. ort. £SS
43.96+3.92### | 49.12+2.66### | 58.17+2.53*** | 46.29+3.31### | 42.58+2.74### | <0,001
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4.2.6 Doku TAS Duzeyleri
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Grafik-12: Doku biyokimya verilerinde grup ici TAS degerlerinin dagilimi

TAS
B it
#it dedede
—
i
Grup 1 Grup2 Grup3d  Grupd  Grupd

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilagtirmayi ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

TAS diizeyleri gruplar arasinda anlamli farklilik géstermistir (p<0,001). Grup 3, Grup

I’e gore anlamli diizeyde diisik TAS diizeyi gostermistir (**p<0,001). Cerrahi stres

uygulanan Grup 2, Grup 3’¢ kiyasla anlaml diizeyde yiiksek TAS seviyesi gostermistir

(p<0,01), ancak yine de Grup 1 diizeyinin belirgin altinda kalmistir. Grup 5°te ise TAS

diizeylerinde Grup 3'e gore anlamli artis gostermistir (p<0,001).

Tablo-16: Gruplarin TAS Aritmetik Ortalamasi ve Standart Sapma Degerleri

Grup 1| Grup 2 | Grup 3| Grup 4 | Grup 5/P
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

Arit.ort. 5SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. #SS Avrit.ort. £SS Avrit.ort. £SS
1.31+0.06### | 1.22+0.06## 1.11+0.06*** | 1.16+0.06 1.36+0.08### | <0,001
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4.2.7 Doku Biyokimyasal Verilerin Analizi

Bu ¢alismada, TMSH’nin olusturdugu doku diizeyindeki biyokimyasal degisimler ile
ISL tedavisinin bu parametreler iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Incelenen tiim
biyokimyasal parametreler normal dagilim gosterdiginden istatistiksel analizlerde tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOV A) uygulanmis, anlamli farklilik saptanan degiskenler i¢in
Tukey's multiple comparisons post-hoc testi yapilmistir. Anlamli farklar; * isareti Grup 1
(intakt Kontrol Grubu) ile karsilastirmalari, # isareti ise Grup 3 (travma + DMSO) ile
karsilagtirmalar1 gostermektedir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, #p<0.05, ##p<0.01,
###p<0.001).

BDNF diizeyleri, Grup 2 ve Grup 3’te daha belirgin olarak anlamli sekilde azalmistir
(p<0.001). ISL uygulanan Grup 4 ve 6zellikle Grup 5’te ise BDNF seviyeleri, Grup 3’e gore
anlaml sekilde artmustir (p<<0.001).

NF-xB diizeyleri, Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 ‘e kiyasla anlaml sekilde diigmiistiir
(p<0.01). ISL tedavisi ile bu parametrede artma gézlenmis, Grup 4 ve 6zellikle Grup 5’teki
dizeyler hem Grup 1’¢ gore p<0,05 hem de Grup 3’e gore p<0,001 diizeyinde anlamli artis

gostermistir.

TGF-B1 diizeyleri, Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 ‘e kiyasla anlamli sekilde azalmistir
(p<0.001). ISL uygulanan Grup 4 ve Grup 5 bu diisiise kars1 anlamli diizeyde toparlanma
gbzlenmis, 6zellikle yiiksek doz ISL uygulanan Grup 5’te TGF-B1 diizeyleri hem Grup 1’e
gore hem de Grup 3’e gore anlaml artmistir (p<0.001, p<0.001).

TNF-a diizeyleri, Grup 2 ve Grup 3, Grup 1 ‘e kiyasla anlaml sekilde artmustir
(p<0.001). ISL tedavisi bu artis1 baskilamis; Grup 4 ve Grup 5’te TNF-a diizeyleri, Grup 3’e
kiyasla anlamli sekilde azalmistir (p<0.001).

TOS diizeyleri, Grup 3’te Grup 1 ‘e kiyasla anlamli diizeyde yiikselmistir (p<0.001).
ISL tedavisi ile bu yikselme baskilanmis; Grup 4 ve 6zellikle Grup 5’te Grup 3’e kiyasla

anlamli azalma izlenmistir (p<0.001).

TAS duzeyleri Grup 3’te, Grup 1’e gore anlamli sekilde azalmistir (p<0,001). Cerrahi
stres uygulanan Grup 2, Grup 3’¢ kiyasla daha yiiksek TAS diizeyine sahip olsa da Grup
I’in altinda kalmistir (p<<0,01). ISL uygulanan Grup 5’te ise TAS diizeylerinde Grup 3'e gore
anlamli artig gostermistir (p<0,001).
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4.3. Histolojik prosedurler

Dokular ¢ikarildiktan sonra 2 giin %10'luk formaldehitte tespit edildi. NEU Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.D laboratuvarinda rutin histolojik takip sonrasi parafine
gomiildii ve 4 mikronluk kesitler alind1.

4.3.1. Histopatoloji

Ratlardan elde edilen spinal kord kesitleri hematoksilen eozin boyast kullanilarak
histoloji laboratuvarinda 151k mikroskobu altinda incelendi. Spinal kordun tim érneklerinde,
histopatolojik degisikliklerin siniflandirilmasinda 0 ve 3 arasinda degisen skorlama sistemi
kullamild1. 5 farkli parametre (hemoraji, 6dem, aksonal dejenerasyon, vakuolizasyon ve
NOron nekrozu) degerlendirildi ve skorlandi. O=yok, 1=hafif, 2=orta, 3=yaygin. Her 6rnek
icin histopatolojik puan, bu 5 parametrenin puanlarinin ortalamasi alinarak hesaplandi. Her
bir kesit i¢cin en fazla 15 puan hesaplanma ihtimali bulunmaktadir.

4.3.2. TUNEL Methodu ve Istatistiksel Analiz

Apoptotik hiicreler, bir ApopTag In Situ Apoptoz Tespit Kiti (Millipore) kullanilarak
etiketlendi. DNA fragmanlar1 terminal deoksiniikleotidil transferazin etkisiyle modifiye
edildi. Tiim prosediirler lireticinin talimatlarini izledi. TUNEL pozitif ve toplam hiicreler gri
maddede 4 mikronluk kesitlerde 20'lik objektifde sayildi ve yiizdeleri alindi.(L. M. Wang et
al., 2005)

TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve histopatolojik skor TUKEY testi ile tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilarak karsilastirildi.

4.3.3. Bulgular ve TUNEL Sonuglari

Grup 1 ve Grup 2’ye gore (Resim 9A) ve Grup 2'ye (Resim 9B) gore Grup 3, Grup 4 ve
Grup 5’te anlamli olarak TUNEL pozitif hiicre sayisinin arttig1 belirlendi. Grup 3 (Resim
9C) ve Grup 4 (Resim 9D) TUNEL pozitif hiicre sayis1 ortalamasi benzerdi ve anlamli fark
tespit edilemedi. Grup 5’te (Resim 9E) ise TUNEL pozitif hiicre sayisinin anlamli olarak
Grup 3'e ve Grup 4’e gore azaldig1 tespit edildi.
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Resim-9: TUNEL pozitif hiicreler (Sart ok baslar).
A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4, E: Grup 5
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Grafik-13: Gruplarin TUNEL-pozitif hiicrelere gore gruplarin karsilastirilmast.

Grup 3'te TUNEL-pozitif hiicre sayis1 anlaml diizeyde artis gostermistir ve bu durum
travmanin apoptozu yogun bi¢cimde indiikledigini diisiindiirmektedir. Grup 4’te (travma +
diisiik doz tedavi) apoptoz diizeyi yiiksek kalmaya devam etmis olup, istatistiksel olarak
Grup 3 ile benzer diizeydedir (ayn1 harf: b). Grup 5’te (travma + yiiksek doz tedavi) TUNEL-
pozitif hiicre sayis1 anlamli diizeyde azalmus (¢ harfi), bu da yuksek doz tedavinin apoptozu
baskilayic1 etkisini gostermektedir. Kontrollere karsilik gelen Grup 1 ve yalnizca
laminektomi uygulanan Grup 2’de diisiik TUNEL aktivitesi gozlenmis olup, bu gruplar
istatistiksel olarak benzer sekilde en diisiik degerleri gostermektedir (a harfi). Farkli harflerle

g0sterilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (P <0,05).

4.3.4. Histopatolojik Bulgular ve Istatistiksel Analiz

Grup 1 (Resim 10A) ve Grup 2’de (Resim 10B) normal medulla spinalis histolojisi
incelendi. Grup 3 (Resim 10C) ve Grup 4'te (Resim 10D-10E) gri maddede Odem,
vakuolizasyon ve nekrotik noronlar gozlendi ve beyaz cevherde aksonal dejenerasyon
gOzlendi. Grup 5'te (Resim 10F) bu bulgularm siddetinin azaldig1 tespit edildi. Ayrica Grup
3 ve Grup 4’te diger gruplara gore glial hiicre ¢ekirdekleri belirgin ve fazlaydi.
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Resim-10: Medulla spinalis kesitlerinde HE. A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3. Gri

cevherde vakuolizasyon, Neuronophagia (sar1 oklar) ve glial hiicre artisi. D: Grup 4. Beyaz

cevherde (mavi asteriks), vakuolizasyon ve gri cevherde (sar1 asteriks) glial hiicre artist,) E:
Grup 4. Noronlarin sayisinda azalma ve belirgin vakuolizasyonu (Gri cevher mavi oklar,
Beyaz cevher sar1 oklar) ortaya koymaktadir. F: Grup 5. Bu bulgularin siddetinin azaldig1
tespit edildi.
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Grafik-14: Histopatolojik hasar skoruna gére gruplarin karsilastirilmasi.

Hematoksilen Eozin boyanan kesitlerde histopatolojik skorun en yiiksek oldugu grup
travma grubunu temsil eden Grup 3'te bulunmus (¢ harfi), bu da travmatik etiyolojinin
histolojik diizeyde belirgin doku harabiyetine neden oldugunu gostermektedir. Diisiik doz
tedavi uygulanan Grup 4’te histopatolojik skor travma grubuna gére azalmis, ancak anlamli
diizeyde yiiksek kalmustir (d harfi). Yiksek doz tedavi uygulanan Grup 5'te ise skor daha da
digerek anlamli diizeyde azalmis ve doku koruyucu etkisinin daha belirgin oldugu
g6zlenmistir (e harfi). Kontrollere karsilik gelen Grup 1 ve yalnizca cerrahi stres iceren Grup
2, istatistiksel olarak daha diisiik hasar skorlar1 gostermistir (a ve b harfleri). Farkli harflerle
temsil edilen gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (P <0.05). (Grafik 14).
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4.4. Fiziksel Test Verileri
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Tablo-17: Deneyin 0. 1.3. ve 7. Giin BBB ve Modifiye Tarlov Skorlar
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4.4.1. Deney Gruplarinda Zamana Bagh BBB Testi Skorlarinin Grup ici

Karsilastirilmasi
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Grafik-15: Grup I¢i 0. ve 1. Giin BBB Skorlarinin Karsilastiriimast
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

1. glin sonuglarmma gore, tlim travmatik gruplarda 0. giine kiyasla anlamli skor diisiisii

izlenmistir (p <0.001). Bu sonug, travma sonrasi akut motor fonksiyon kaybimni

dogrulamaktadir.

BBB testi

251

n.s. *kk *kk *kk ddek
= T H BBB testi (0. glin)
154 BBB testi (3. glin)
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54 T
=
0-

Grupl Grup2 Grup3 Grup4d Grups

saniye

Grafik-16: Grup Ici 0. ve 3. Giin BBB Skorlarinin Karsilastirilmas:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Travmatik gruplarda 3. giinde skorlar 0. giine gére anlamli olarak diisiiktiir (p<0.001).
ISL 40 mg/kg uygulanan Grup 5’te, 1. giine kiyasla iyilesme egilimi izlenmis olup, bu durum

ISL’nin fonksiyonel iyilesmeye katk1 sundugunu gdstermektedir.

BBB testi

n.s. n.s. *kk *kk dekk
il B
20+
H BBB testi (0. giin)
15 BBB testi (7. guin)
T
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-
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saniye

Grafik-17: Grup I¢i 0. ve 7. Giin BBB Skorlarimin Karsilastirilmas:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

7.gln itibariyle ISL 40 mg/kg uygulanan Grup 5 skorlarin belirgin sekilde arttig1 ve

fonksiyonel iyilesmenin devam ettigi gozlenmistir (p<0.001). Bu durum, ISL’nin zamanla

daha etkin noroprotektif etki gdsterebilecegini desteklemektedir.
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4.4.2. Deney Gruplarinda Zamana Bagh Modifiye Tarlov Testi Skorlarinin Grup

Ici Karsilastirlmasi

Modifiye T.S.

dek *kk
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Grafik-18: Grup I¢i 0. ve 1. Giin Modifiye T.S. lerinin Karsilastiriimast
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Saglikli grupta herhangi bir degisiklik saptanmazken (n.s.), Grup 2, Grup 3 ve ISL
uygulanan Grup 4 ve Grup 5’te, 1. giin itibariyle anlamli skor diislisii gézlenmistir
(p<0.001). Bu diisiis, spinal kord hasarma bagli norolojik bozulmay1 yansitmaktadir. ISL

uygulanan gruplarda erken donemde kismi iyilesme egilimi izlenmistir.,

Modifiye T.S.

B Modifiye T.S. (0. giin)
4 Modifiye T.S. (3. giin)
2_
O_

(nrupl (-lup2 (.lup.i (.lupfl (-lup.)

saniye

Grafik-19: Grup I¢i 0. ve 3. Giin Modifiye T.S. lerinin Karsilastirilmast
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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3. gunde Grup 2 grubunda p <0.01, Grup 3 ve ISL uygulanan Grup 4 ve Grup 5 ise
anlamli skor diisiisii (p <0.001) devam etmektedir. Ozellikle 40 mg/kg ISL uygulanan Grup
5’te, 1. giine gore belirgin bir skor artist gozlenmektedir. Bu bulgu, ISL’nin zamanla

fonksiyonel iyilesmeyi artirdigimi diisiindiirmektedir.

n.s. n.s. ek Fkk dekd
M Modifiye T.S. (0. glin)
4 il Modifiye T.S. (7. giin)
9.4
0-

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grups

saniye

Grafik-20: Grup I¢i 0. ve 7. Giin Modifive T.S. lerinin Karsilastirilmas:
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Grup 3 ve ISL uygulanan Grup 4 ve Grup 5’te 7. giinde de anlamli skor kaybi

strmektedir (p <0.001). Ancak 40 mg/kg ISL grubunda 7. gun skoru, 1. ve 3. glinlere gore
daha yiiksek seviyeye ulagmistir.
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4.43. Deneyin 7. Giin Modifiye Tarlov Skorlarinin Gruplar Arasi

Degerlendirilmesi

MODIFIYE T.S. 7.GUN

H#Hit#

T

*kk

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup S

Grafik-21: Gruplar Arasi 7. Giin Modifiye T.S. lerinin Karsilagtirilmasi

*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilastirmay1 ifade etmektedir.
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Grup 1 ve Grup 2 de yuksek motor performans gostermekte. Grup 3, motor fonksiyonda
belirgin azalma gostermekte. Diisiik doz ISL uygulanan Grup 4, Grup 3’°e gore anlamli artis
gostermistir (p<0.001), ancak Grup 1 ve Grup 2’den disiiktiir. Yiksek doz ISL uygulanan
Grup 5, Grup 3’e gore anlamli olarak daha iyi motor fonksiyon gostermektedir (p<0.001)
ve Grup 4’ten daha yuksektir. Ancak Grup 1’e gore anlamli diigiiktiir (p<0.001).
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4.4.4. Deneyin 7. Giin BBB Skorlarinin Gruplar Aras1 Degerlendirilmesi

BBB TESTI 7.GUN

251
#ith

20- i Fekk

H#i#

saniye

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup S

Grafik-22: Gruplar Arast 7. Giin BBB Skorlarin Karsilastirilmasi
*: Grup 1 ile #: Grup 3 ile karsilastirmay1 ifade etmektedir.

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001

Grup 1 ve Grup 2 yiiksek lokomotor kapasite korunmus. Grup 3, ciddi lokomotor defisit
gostermektedir. Diisiik doz ISL uygulanan Grup 4, Grup 3 gore anlamli derecede iyilesme
gostermistir (p<0.001), ancak mutlak skor hala diisiiktiir. Yiksek doz ISL uygulanan Grup
5, Grup 3’e gore anlamli diizelme gostermistir (p<0.001). Grup 1 ‘e gore fark yine anlamli

diisiiktiir (p<0.001).
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5. TARTISMA

TMSH, primer travmanin ardindan gelisen ve doku hasarmni derinlestiren kompleks
sekonder olaylar zinciriyle karakterizedir. Bu sekonder siireclerin basinda ise oksidatif stres,
noroinflamasyon ve apoptozis gibi mekanizmalar yer almaktadir. Travmaya yanit olarak
artan reaktif oksijen tarleri, hicresel lipitler, proteinler ve DNA {izerinde geri doniisiimsiiz
hasarlara neden olmakta; bu da ndronal dejenerasyonun temel patofizyolojik bilesenlerinden

birini olusturmaktadir.
5.1. Oksidatif Stres Uzerine Etkileri

Calismamizda, oksidatif stres gostergeleri olan TOS ve TAS hem serumda hem de
omurilik dokusunda degerlendirilmistir. Serum TOS diizeyleri, cerrahi stres (Grup 2) ve
spinal travma (Grup 3) gruplarinda saglikli kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla anlamli olarak
artmis; Grup 5°te (yiiksek doz ISL uygulanan grup) ise bu artis anlaml1 diizeyde azalmistir.
Serum TAS diizeyleri ise Grup 2 ve 3’te hafif azalma egiliminde olmasma ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak ISL uygulamasi ile 6zellikle Grup 5’te,

TAS diizeylerinin anlamli sekilde arttig1 saptanmistir.

Benzer egilim doku diizeyinde de gozlenmistir. Doku TOS diizeyleri, travma sonrasi
Grup 3’te belirgin sekilde artmus, ISL uygulanan Grup 4 ve 5’te ise anlamli diizeyde
azalmistir. Doku TAS diizeyleri ise travma sonrasi anlamli azalma gostermis, buna karsin
ISL tedavisiyle Grup 5’te anlamli artis izlenmistir. Ulas ve arkadaslarmin yayimladiklari bir
caligmada, ratlarda olusturulan deneysel spinal kord hasar1 modelinde hasarli dokuda TOS
diizeylerinin anlamli sekilde arttigi, buna karsiik TAS diizeylerinin azaldigi
bildirilmistir.(Ulas & Argadal, 2023) Calismamizda spinal kord travmasi sonrasi TOS

seviyelerindeki yukselme ve TAS duzeylerinde azalma literattr ile uyumludur.

Dikkat ¢ekici bir diger bulgumuz ise, cerrahi stres grubunun (Grup 2), travma grubuna
(Grup 3) kiyasla daha yiiksek TAS diizeyine sahip olmasidir (p<<0,01); bu durum cerrahi
stresin antioksidan kapasiteyi tamamen baskilamadigmi gostermektedir. Cerrahi
miidahaleler, organizmada fizyolojik stres yanitlarini tetikleyerek oksidatif stresin artmasina
neden olabilir. Ancak bu etki, travmatik yaralanmalara kiyasla genellikle daha smirli ve
gecicidir. Bu durum, cerrahi stresin oksidatif denge iizerindeki etkisinin travmaya kiyasla
daha hafif oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢caliymada, cerrahi stresin oksidatif stres

yanitinin bir par¢asi oldugu ve minimal invaziv cerrahilerin daha az travmaya neden olarak
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bu yanit1 azalttig1 belirtilmistir. Bu, cerrahi stresin oksidatif stres tizerindeki etkisinin sinirli

olabilecegini desteklemektedir. (Yiannakopoulou et al., 2013)

Ayrica, cerrahi stresin neden oldugu oksidatif stresin, organizmanin antioksidan
savunma mekanizmalar1 tarafindan dengelenebilecegi gosterilmistir. Bir ¢alismada, akut
restriksiyon stresi uygulanan ratlarda oksidatif stres belirteglerinde artis gézlenmis, ancak L-
askorbik asit ve nitrik oksit modiilatorleri gibi antioksidanlarin bu degisiklikleri tersine
cevirdigi bulunmustur. Bu, cerrahi stresin neden oldugu oksidatif stresin, uygun antioksidan

mudahalelerle dengelenebilecegini gostermektedir.(Pal et al., 2023)

Bu veriler, ISL’nin hem sistemik hem de doku diizeyinde oksidatif stres parametrelerini
diizenleyici bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Antioksidan savunmay1 giiclendirmesi
ve oksidatif yiki azaltmasi, ISL’yi potansiyel bir noroprotektif ajan olarak One
¢ikarmaktadir. Bizim bulgularimiz da bu literatiirle paralellik gdstermektedir. Nitekim
yapilan deneysel bir calismada da ISL’nin iskemik beyin hasar1t modelinde malondialdehit
seviyelerini azalttig1 ve siiperoksit dismutaz aktivitesini artirarak oksidatif hasar1 baskiladigi
gosterilmistir.(Zhan & Yang, 2006) Baska bir ¢alismada ise ISL'nin antioksidan etkisinin
Nrf2/HO-1 sinyal yolunun aktivasyonu tlizerinden gergeklestigi gosterilmistir.(Hung et al.,
2024)

5.2. inflamatuvar Yamt Uzerine Etkileri

Medulla spinalis hasarmi takiben gelisen sekonder siireglerin basinda, proinflamatuvar
yanit yer almaktadir. Bu siirecte 6zellikle TNF-a ve NF-kB gibi medyatorlerin saliimi, doku
diizeyinde sitotoksik etkileri tetikleyerek noronal kaybi artirmaktadir. Calismamizda, NF-
kB ve TNF-a diizeyleri hem serumda hem de spinal kord dokusunda gruplar arasinda
karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Serum diizeylerine iliskin degerlendirmelerde, NF-
kB agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmanustir. Ozellikle
Grup 2 ve Grup 3’te NF-«xB diizeylerinde diisiis egilimi gbzlenmis, buna karsin Grup 5’te
yeniden artis izlenmistir. Ancak bu degisiklikler istatistiksel anlamlhilik diizeyine
ulasmamustir. Buna karsilik, doku diizeyinde elde edilen NF-kB diizeyleri gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Grup 2 ve Grup 3'te NF-xB diizeyleri,
saglikli kontrol grubu olan Grup 1’e kiyasla anlaml sekilde azalmistir. Bu azalmaya kars1
ISL uygulanan Grup 4 ile Grup 5’teki NF-«B diizeyleri Grup 3’e gore anlamh diizeyde artis
gostermistir. NF-kB, merkezi sinir sisteminde yer alan noronlar, astrositler ve mikroglialar

gibi farkli hiicre tiplerinde baglama ve zamanlamaya bagli olarak ¢ok yonlii roller iistlenen
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kritik bir transkripsiyon faktorudur. Néronlarda NF-kB aktivasyonu, sinaptik plastisite, uzun
stireli potansiyasyon ve 0grenme gibi siiregleri destekleyerek noronal sagkalimi artirabilir
ve bu yolla noroprotektif etki gosterebilir. Astrositlerde, glutamat tasiyicist GLT-1’in
ekspresyonunu diizenleyerek glutamat homeostazinin korunmasina katki saglarken;
mikroglialarda, erken evrede proinflamatuvar yanitlar tetikleyebilir, ancak ge¢ evrede doku
onarimi, immiin modiilasyon ve rejeneratif siire¢lerin diizenlenmesinde rol alabilir. Bu ¢ift
yonlu etkiler, 6zellikle NF-kB’nin aktivasyon zamanlamasi ve hiicre tipine 6zgii yanitlarla
yakindan iligkilidir. Kaltschmidt’in sinir sistemine yonelik genetik modellerle desteklenen
calismalarinda da NF-xB’nin baglamsal uyarana ve hiicresel ortama gore hem inflamatuvar
hem de noroprotektif etkilere sahip olabilecegi agik¢a gdsterilmistir.(Dresselhaus & Meffert,
2019; Kaltschmidt & Kaltschmidt, 2009b)

Calismamizda, TMSH modelinde uygulanan ISL tedavisi sonrasinda NF-«xB
diizeylerinde anlamli bir artis gbzlenmistir. Bu bulgu, NF-kB’nin yalnizca proinflamatuvar
stireglerde degil, ayn1 zamanda noronal sagkalim, doku onarimi ve immiin diizenlemede de
rol alabilecegini gostermektedir. NF-kB'nin aktivasyonunun farkli alt birimlerine bagl
olarak ¢ift yonlii etkiler gdsterebildigi bildirilmektedir: Ornegin, c-Rel alt birimi Bcl-xL ve
MnSOD gibi anti-apoptotik proteinleri indiikleyerek hiicre koruyucu etki saglarken; p65
(RelA) alt  birimi  yuksek  dizeyde aktivasyonla  pro-apoptotik  sirecleri
tetikleyebilir.(Blondeau et al., 2001; Lanzillotta et al., 2015)

Ayrica, NF-xkB eksitotoksisiteye karsi da Onemli bir koruyucu faktor olarak
tanimlanmistir. p50 alt birimi eksik farelerde glutamat maruziyeti sonrasi artmis kalsiyum
yiikii ve néronal 6liim bildirilmis; buna karsilik NF-kB aktivasyonunun calbindin-D28Kk gibi
sitoprotektif proteinleri artirarak glutamat toksisitesine karsi koruyucu etkiler olusturdugu
gosterilmistir.(Cheng et al., 1994; Yu et al., 1999) Liang ve ark. ise serebral iskemide NF-
kB’nin Notchl araciligiyla Bcl-2 ekspresyonunu artirarak anti-apoptotik ve néroprotektif

etkiler sagladigini belirtmistir.(Liang et al., 2019)

Bu bulgular ve literatiirdeki destekleyici veriler dogrultusunda, ¢alisgmamizda tedavi
grubunda go6zlenen NF-kB artis1, bu molekiiliin yalnizca klasik proinflamatuvar siirecglerle
iliskili olmadigini; ayn1 zamanda, néronal sagkalimi destekleyen ve noroprotektif yanitlari
aktive eden bir diizenleyici rol de iistlenebilecegini diisiindiirmektedir. NF-kB aktivasyonu
genellikle inflamatuvar bir yanitla iliskilendirilse de elde edilen veriler 1s181inda bu artigin
bizim ¢aligmamizda, antienflamatuvar etkilerden ¢ok, hicresel diizeyde doku koruyucu ve

rejeneratif mekanizmalarmn bir parcgasi olarak degerlendirilebilecegi sonucuna ulagilmistir.
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Serum TNF-a diizeyleri de gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemistir. ISL
tedavisi uygulanan Grup 4 ve Grup 5’te TNF-o diizeylerinde kismi bir azalma egilimi
izlenmis, ancak bu degisiklikler de istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmamistir. Buna
karsilik, doku TNF-a diizeyleri gruplar arasinda anlamli farklilik gdstermis olup travma
sonrasi, Grup 2 ve Grup 3’te TNF-a diizeylerinde, Grup 1’e kiyasla anlamli bir artig
saptanmistir. Bu artisa karsin, ISL uygulanan Grup 4 ve Grup 5’te TNF-a diizeyleri anlamli
sekilde azalmis, 6zellikle Grup 3 ile kiyaslandiginda bu azalma istatistiksel olarak anlaml1
bulunmustur. Bu dogrultuda, ISL tedavisi uygulanan gruplarda TNF-a diizeylerindeki

belirgin azalma, ISL’nin antiinflamatuar etkisini ortaya koymaktadir.

Calismamizda tedavi grubunda NF-«xB diizeylerinde artig gézlenmesine ragmen TNF-a
diizeylerinin azalmasi, bu iki molekiil arasindaki iligkinin klasik inflamasyon modelinin
otesinde, hiicresel baglama ve diizenleyici mekanizmalara bagli olarak degiskenlik
gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Klasik inflamasyon modelinde NF-«kB aktivasyonu
genellikle TNF-a tiretiminde artisa yol agsa da bu iliski hiicre tipi, alt birim kompozisyonu
ve es zamanl aktif olan diger yolaklarla modiile edilebilir. Ornegin, NF-kB alt birimleri olan
p50/p65 heterodimerleri proinflamatuvar genleri aktive ederken, p50/p50 homodimerleri
transkripsiyonel olarak baskilayici olabilir (Elsharkawy et al., 2010; Guo et al., 2024) .
Ayrica, antioksidan yolaklarin 6zellikle Nrf2/HO-1 ekseninin aktivasyonu, NF-kB'nin TNF-
o promotOriine baglanmasini azaltarak proinflamatuvar genlerin segici ekspresyonunu
baskilayabilir. Bu tiir ¢capraz modiilasyon, NF-kB sinyalinin tamaminin aktivasyonu
olmaksizin da spesifik genlerin ekspresyonunun azalmasmi miimkiin kilabilir.(Gao et al.,
2022) Ogzetle, calismamizda gozlenen NF-«kB artisi, transkripsiyonel hedef seciciligin
degistigini ve ISL'min sinyal yollar1 arasindaki bu ince regiilasyonu diizeysel olarak

etkiledigini gdstermektedir.

Ote yandan, ¢calismamizda TGF-B1 diizeylerine iligkin elde edilen bulgular da medulla
spinalis hasarma verilen yanitin degerlendirilmesinde 6nemli veriler sunmaktadir. Hem
serum hem de doku dizeylerinde oOlgiilen TGF-B1 konsantrasyonlari, medulla spinalis
hasarmin varlig1 ve uygulanan tedaviye bagli olarak anlamli farklilik gostermistir. Grup 3’te
TGF-B1 diizeylerinin anlaml1 sekilde azalmasi, sakrifikasyonun yapildigi subakut donemde
TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin baskinligt sonucu, TGF-B1 gibi immiin diizenleyici
molekiillerin ekspresyonunun smirlanmasiyla iligkili degerlendirilebilir.(Ryu et al., 2012)
Buna karsilik, 6zellikle yliksek doz ISL uygulanan Grup 5°te belirgin TGF-B1 artis

gozlenmesi, ISL’nin inflamasyonu baskilayici ve rejeneratif siiregleri destekleyici etkilerini
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yansitmaktadir. Literatlrde de bu durumu de stekleyen bulgular mevcuttur. Ferbert ve
arkadaglar1 tarafindan medulla spinal yaralanmasi gegiren insanlarda yapilan ¢alismada,
TGF-B1 diizeylerinin ndrolojik iyilesme ile birlikte anlamli sekilde arttigi bildirilmistir.
(Ferbert et al., 2017) Calismamizda tedavi grubunda gozlenen TGF-B1 artigi, ISL’nin
antiinflamatuvar yanit1 destekleyerek endojen iyilesme siirecini hizlandirdigini ve TGF-

B1'in bu siiregte noroprotektif rol listlenebilecegini diistindiirmektedir.
5.3. Noronal Rejenerasyon Uzerine Etkileri

TMSH’ye takiben gelisen sekonder siireclerin yalnizca inflamatuvar mediatorlerle
smirli kalmadigi, ayn1 zamanda rejeneratif mekanizmalarin da etkilendigi bilinmektedir. Bu
surecte BDNF noronal sagkalim ve aksonal rejenerasyonun diizenlenmesinde merkezi bir

rol oynamaktadir.(Park & Poo, 2012)

Calismamizda hem serum hem de spinal doku diizeylerinde BDNF konsantrasyonlari
incelenmis, elde edilen bulgular sekonder siirecin biyokimyasal yansimalarini destekler
nitelikte olmustur. Travma grubu olan Grup 3’te serum BDNF diizeyleri, saglikli kontrol
grubu olan Grup 1’e gore anlamli olarak azalmistir. Bu azalma, travmaya bagl sistemik
norotrofik destek kaybini gostermektedir. ISL uygulanan Grup 4 ve 6zellikle yiiksek doz
uygulanan Grup 5’te serum BDNF diizeylerinde artis izlenmis, bu artis Grup 3 ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonug, ISL’nin sistemik

diizeyde norotrofik destek saglayabilecegine isaret etmektedir.

Doku diizeyindeki BDNF analizleri, bu bulgular1 daha gii¢lii bigimde desteklemistir.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmis olup, cerrahi stresin etkili
oldugu Grup 2’de BDNF diizeylerinde anlamli diisiis gbzlenmis, bu azalma travmatik hasar
uygulanan Grup 3’te daha da belirginlesmistir. Buna karsin, ISL uygulanan Grup 4 ve Grup
5°te spinal doku BDNF diizeyleri anlamli sekilde artmustir. Bu artig, ISL nin doku diizeyinde

de nororejeneratif stirecleri destekledigini gostermektedir.

BDNF, yalnizca bir norotrofik destek molekiilii degil, ayn1 zamanda aktiviteye bagh
sinaptik plastisiteyi modiile eden ve noronal iyilesmeyi hizlandiran bir mediatordiir. (Vilar &
Mira, 2016) Deneysel spinal kord hasar1 modellerinde BDNF'nin eksikligi, motor fonksiyon
iyilesmesinin belirgin sekilde gecikmesine yol agmaktadir.(B. K. Kwon et al., 2002)

ISL’nin BDNF diizeylerini arttiric1 etkisi, daha 6nce Parkinson hastaligt modeli

kullanilan ¢alismalarda da gosterilmistir. Bai ve arkadaglari, ISL tedavisinin substantia
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nigra'da BDNF ekspresyonunu artirarak dopamin ndronlarmin dejenerasyonunu azalttigini

ve motor fonksiyonlar iyilestirdigini bildirmistir.(Bai et al., 2023)

Bu baglamda degerlendirildiginde, ¢alismamizda hem serum hem de spinal kord
dokusunda saptanan BDNF diizeylerinin artisi, ISL'nin noroprotektif ve ndrorejeneratif
etkilerinin biyokimyasal bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Bu bulgular, ISL’nin
yalnizca inflamasyonu baskilamadigi, ayni zamanda ndronal iyilesme siireglerini
destekledigini ve TMSH’ye kars1 potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini

diistindiirmektedir.
5.4. Histopatolojik Hasar ve Apoptoz Uzerine Etkileri

TMSH sonrasi1 gelisen sekonder hasarlanma siirecinde hiicresel diizeyde ndronal
dejenerasyon, ddem, vaskiiler bozulma ve apoptoz gibi yikici olaylar meydana gelir. Bu
stireclerde glial hiicre aktivasyonu, ndronal kayip ve miyelin dejenerasyonu, morfolojik
dizeyde belirgin histopatolojik bozulmalara yol agmaktadir.(Rowland et al., 2008) Bu
calismada, spinal kord dokusunda hematoksilen-eozin (HE) boyama ile elde edilen
histopatolojik skorlar ve TUNEL yontemi ile degerlendirilen apoptoz diizeyleri, deney

gruplar1 arasinda karsilagtirmali olarak analiz edilmistir.

Histopatolojik degerlendirmelerde, travmatik hasar uygulanan Grup 3’te belirgin
vakuolizasyon, 6dem, ndron nekrozu ve aksonal dejenerasyon bulgular1 saptanmis, bu grup
tim gruplar arasinda en yliksek histopatolojik skora sahip olmustur. Bu bulgular, spinal
travmanin sekonder patolojisinde 6ne ¢ikan yapisal tahribati yansitmaktadir. ISL uygulanan
Grup 4 ve Grup 5'te ise bu parametrelerin siddetinde anlaml diizeyde azalma gozlenmistir.
Ozellikle Grup 5°te hem gri hem de beyaz cevherde hasar diizeyinin hafifledigi izlenmis, bu
da ISL’nin dokusal diizeyde koruyucu etkilerini desteklemektedir. Glial hiicre
aktivitesindeki artigin Grup 3’te daha belirgin olmasi, reaktif gliosisin ve ikincil inflamatuvar

yanitin daha aktif oldugunu gostermektedir.

TUNEL analizi, apoptotik hiicre diizeylerinin objektif olarak belirlenmesinde dnemli bir
yontemdir. Caliymamizda, Grup 3 ve Grup 4’te TUNEL pozitif hiicre sayisinda anlamli artis
saptanmistir; bu da spinal travma sonrasi1 apoptozun yogunlagtigimi gostermektedir. Ancak
Grup 5’te apoptotik hiicre oraninda anlamli bir azalma gozlenmis, bu bulgu yiksek doz
ISL’nin ndronal hiicre 6limii iizerindeki koruyucu etkisini ortaya koymustur. TUNEL
pozitif hiicrelerin yogun olarak gri maddede lokalize olmasi, iskemik ve travmatik siire¢lerin

metabolik olarak daha aktif ndronal bolgeleri hedef aldigini1 desteklemektedir.

66



Literatiirde de benzer sekilde, TMSH sonras1 ndronal apoptozun genellikle hasari
izleyen 24-72 saat icerisinde belirginlestigi, inflamatuvar mediatorler ve oksidatif stres
araciligiyla apoptozun tetiklendigi bildirilmistir.(Beattie et al., 2000) Literatlirde, ISL'nin
noronal hiicrelerdeki antiapoptotik etkileri gesitli ¢alismalarda gdsterilmistir. Ornegin,
travmatik beyin hasar1 modeli iizerinde yapilan bir ¢alismada, ISL tedavisinin proapoptotik
Bax protein diizeylerini azalttigi ve antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL protein duzeylerini

artirdig1 rapor edilmistir. (Liu et al., 2019)

Bu veriler 1s18inda degerlendirildiginde, g¢alismamizda ISL uygulamasinin hem
histopatolojik hasar1 azalttigi hem de apoptoz oranmi diisiirdiigii saptanmstir. Ozellikle
yiliksek doz ISL uygulanan Grup 5’te bu koruyucu etkiler daha belirgin diizeyde ortaya
¢ikmistir. Bu sonuglar, ISL’nin TMSH’de yalnizca inflamasyon ve oksidatif stres tizerinde
degil, ayn1 zamanda doku biitiinliigli ve hiicresel yasamin korunmasi lizerinde de olumlu

etkiler olusturdugunu gostermektedir.
5.5. Fonksiyonel Norolojik Iyilesme Uzerine Etkileri

TMSH sonras1 motor fonksiyonlardaki degisim, zaman igerisinde degerlendirildiginde
ozellikle erken donemde (1. giin) belirgin bir nérolojik bozulmanin meydana geldigi
goriilmektedir. Calismamizda hem BBB hem de Modifiye Tarlov skorlar1 kullanilarak
yapilan degerlendirmelerde, travmatik gruplarda 1. giin itibariyla 0. giine kiyasla anlamli
fonksiyon kayiplar1 saptanmstir. Ozellikle travma grubunda (Grup 3) bu fonksiyon kayb1

daha belirgin olup, akut donemdeki norolojik disfonksiyonun siddetini géstermektedir.

ISL tedavisinin noroprotektif etkisi zamana bagl olarak artan bir iyilesme egilimi ile
kendini gostermistir. Ozellikle 40 mg/kg dozunda ISL uygulanan Grup 5°te, 3. ve 7. giinlerde
hem BBB hem de Modifiye Tarlov skorlarinda anlamli yiikselmeler izlenmistir. Bu bulgular,
ISL’nin sekonder hasar mekanizmalarimi baskilayarak subakut fazdan itibaren ndronal

iyilesmeyi destekledigini diisiindlirmektedir.

One-Way ANOV A analizi, gruplar arasinda da anlamli diizeyde fonksiyonel farkliliklar
oldugunu ortaya koymustur. Hem Modifiye Tarlov Skoru hem de BBB testleri, spinal travma
sonras1 motor fonksiyonlarda ciddi azalmalar oldugunu ve ISL tedavisinin bu kayb1 anlaml1
diizeyde hafiflettigini gdstermistir. Diisiilk doz ISL verilen Grup 4’te de travma grubuna
kiyasla kismi bir iyilesme gozlenmis, ancak bu iyilesme yiiksek doz ISL uygulanan Grup 5
kadar belirgin olmamistir. Bulgularimiz, ISL’nin merkezi sinir sistem hasarlarina karst

koruyucu etkilerini destekleyen literatiirle ortiismektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu deneysel c¢alismada, ratlarda olusturulan TMSH modelinde, ISL tedavisinin
fonksiyonel, biyokimyasal ve histopatolojik diizeydeki etkileri degerlendirilmistir. Caligma
bes gruptan olusmaktadir: Grup 1, herhangi bir cerrahi veya farmakolojik miidahale
uygulanmamis intakt kontrol grubunu; Grup 2, yalnizca laminektomi yapilarak cerrahi stres
olusturulmus sham grubunu; Grup 3, TMSH olusturulduktan sonra DMSO uygulanmis
travma grubunu; Grup 4, TMSH sonrasinda diisiik doz ISL (20 mg/kg) uygulanan tedavi
grubunu; Grup 5 ise TMSH sonrasinda yiiksek doz ISL (40 mg/kg) uygulanan tedavi

grubunu temsil etmektedir.

TMSH sonrasi yapilan fonksiyonel degerlendirmelerde BBB ve Modifiye Tarlov
testleriyle yapilan norolojik skorlamalarda, ISL tedavisi (Grup 4-Grup 5) 6zellikle 3. glinden
itibaren iyilesme egilimi gdstermeye baglamis, ancak istatistiksel olarak anlamli fonksiyonel
iyilesme 7. giin itibariyla belirginlesmistir. Bu zaman noktasi, medulla spinalis hasarinda
subakut faza karsilik gelmektedir. ISL’nin bu dénemde artan etkinligi, akut inflamatuvar
cevabin ardindan baslayan rejeneratif siiregleri destekledigini ve sekonder hasar

mekanizmalarmi1 baskilayarak fonksiyonel kazanimi artirdigini géstermektedir.

Ayrica biyokimyasal analizler, ISL tedavisinin 6zellikle yiuksek doz uygulanan grupta
(Grup 5), TMSH’ye kars1 belirgin bir diizenleyici etki gosterdigini ortaya koymustur. ISL
uygulamasi, TNF-a diizeylerini anlamli sekilde azaltarak antiinflamatuvar etki gostermis ve
NF-xB diizeylerinde artis saptanmistir. Bu durum, NF-xB'nin sadece proinflamatuvar degil,
ayni zamanda hiicresel onarim ve ndronal sagkalim siire¢lerini diizenleyen bir medyator
olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, antiinflamatuvar ve ndrotrofik
yanitin gostergeleri olan TGF-B1 ve BDNF diizeylerinde anlamli artis izlenmistir. Oksidatif
stres parametreleri degerlendirildiginde, TOS diizeylerinde anlamli azalma, TAS
diizeylerinde ise belirgin artis gézlenmis olup, bu durum ISL’nin antioksidan savunmay1
etkin bicimde gii¢lendirdigini géstermektedir. Bulgular, ISL’nin inflamasyonu dengeleyici,
oksidatif hasar1 azaltic1 ve rejeneratif siirecleri destekleyici potansiyel bir ndroprotektif ajan

oldugunu ortaya koymaktadir.

Histopatolojik incelemelerde ise travma sonrasi Grup 3’te belirgin 6dem, vaskiler
hasar, noronal dejenerasyon, glial reaktivite ve artmis apoptoz gozlenmistir. Buna karsin:
ISL tedavisi uygulanan Grup 4 ve 6zellikle Grup 5’te, histopatolojik hasarin 6nemli dlgiide

azaldig1 saptanmistir. Grup 5’te apoptotik hiicre sayist anlamli diizeyde azalmistir, bu
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durumlar ISL’nin doku biitiinliigiiniin daha iyi korundugu, néronal yogunlugun daha yiiksek
oldugu ve inflamatuvar infiltrasyonun azaldigmni1 ayni zamanda antiapoptotik etkilerini

desteklemektedir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler dogrultusunda ISL, medulla spinalis hasarinda
antiinflamatuvar, antioksidan, antiapoptotik ve néronal rejenerasyon etkileriyle guclu bir
noroprotektif profil ortaya koymustur. Bu etkiler doz bagimli olarak artmakta ve 6zellikle
subakut fazda belirginlesmektedir. Hem fonksiyonel hem de doku diizeyinde anlamli
iyilesme saglayan ISL, terapotik ajan aday1 olarak degerlendirilmelidir. Ancak; uzun
donemli etki analizleri yapilmali ve daha genis 6rneklemli zaman serili deneysel ¢aligmalar

yapilmalidir.

Literatirde daha Once serebral iskemik hasar, subaraknoid kanama, epilepsi ve
travmatik beyin hasar1 gibi ¢esitli merkezi sinir sistemi patolojilerinde ISL’nin faydali
etkileri gosterilmis olmakla birlikte, travmatik medulla spinalis hasar1 modelinde I1SL'nin
etkileri dogrudan degerlendirilmemistir. Bu yoniiyle calismamiz, ISL nin travmatik medulla
spinalis hasarinda proinflamatuvar yanit1 baskilayarak, oksidatif stresi azaltarak ve
antiapoptotik yollar1 modiile ederek noroprotektif etki gosterebilecegini ortaya koymakta;
ayni zamanda spinal kord travmasi tedavisinde potansiyel farmakolojik ajanlara yonelik

gelecekteki caligmalara onciiliik etmektedir.
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