annd | 0 |AAO 0 | aann
BEZMIALEM

VAKIF Ungi%VERSiTESi

T.C.
BEZMIALEM VAKIF UNIiVERSITESI TIP FAKULTESI

BEYIN VE SiNIiR CERRAHISI ANABILiM DALI

DENEYSEL OMURILIK YARALANMASINDA UROLITIN A VE NAR
EKSTRESININ MiTOFAJi VE INFLAMASYON UZERINE ETKIiSi

TIPTA UZMANLIK TEZI

Dr. Selcuk YAPAR

BEYIN VE SiNIR CERRAHISI ANABILiM DALI

TEZ DANISMANI
Doc. Dr. Mustafa Namik OZTANIR
ISTANBUL
2022



anna | 0 |QAM 0 | eaam
BEZMIALEM

VAKIF UNI;/ERSiTESi
184

T.C.
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

BEYIN VE SiNiR CERRAHISI ANABILiM DALI

DENEYSEL OMURILIK YARALANMASINDA UROLITIN A VE NAR
EKSTRESININ MiTOFAJi VE INFLAMASYON UZERINE ETKIiSi

TIPTA UZMANLIK TEZi

Dr. Selcuk YAPAR

BEYIN VE SiNiR CERRAHISI ANABILiM DALI
TEZ DANISMANI
Doc. Dr. Mustafa Namik OZTANIR

ISTANBUL
2022

Bu tez, Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi (BAP)
tarafindan 20210417 numarah proje ile desteklenmistir.









ONSOZ

Norosiriitji egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerini esirgemeden doktorluk
sanatinin inceliklerini bana 6greten, basta tez danismanim Do¢.Dr. Mustafa Namik
OZTANIR’a,

Asistanlik egitimim siiresince bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren
saygideger hocalarim Prof. Dr. Mustafa Aziz HATIBOGLU, Dog. Dr. Mehmet Hakan
SEYITHANOGLU, Dog. Dr. Erding OZEK, Dog. Dr. Tolga Turan DUNDAR, Dog
Dr. Serkan KITIS, Do¢. Dr. Anas ABDALLAH, Op.Dr. Meliha GUNDAG
PAPAKER’e,

Deneysel calismanin yapilis1t sirasinda yardimlarini esirgemeyen Eczacilik
Fakiiltesi Farmositik Biyoteknoloji Boliimii 6gretim iiyelerinden Yrd. Dog. Dr.
Fatemeh BAHADORI’ye, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali &gretim
iiyelerinden Prof Dr. Mukaddes ESREFOGLU’na ve Dr. Ogr. Uyesi Emine Rumeysa
HEKIMOGLU’ na,

Asistanlik siirecinde Dbirlikte calismaktan mutluluk duydugum asistan
arkadaslarim Dr. Abdurrahim TEKIN, Dr. Engin CAN, Dr. Giiven GONEN, Dr. Sadik
TOKAR, Dr. Esma Cemre EREN, Dr. Mehmet Ege ERDEN, Dr. Kivang TAS, Dr.
Yunus Emre SAGLAM” a,

Hayatim boyunca oldugu gibi tiim egitim siirecim ve zorlu tez doneminde de
yanimda olan, Her zaman desteklerini hissettigim aileme, sevgili esim Miicella’ma ve
biricik oglum Muhammed Dorukhan’a

Tesekkiir ederim.

Dr. Selguk YAPAR



ICINDEKILER

sayfa
ONSOZ.cuveiiiiiiiiiiiiiiiiic e v
KISALTMALAR...ctittiiiiiiiiiiiiitiiettitaiietiettttattassesesnssasssnsssmmmnns ix
TABLOLAR DIZINI....ccccvtiimimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e X
SEKILLER DIZINT....ccuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiceeeeeeierneenernnennesenesenens xi
OZET ... iiiiiiiiiiiiiiiiiietitiesstestsstecsssstossssssssssssssssssssssssssssssssssens xiii
SUMMARY ..uiitiitiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiietietietetstiectecatsscsscscssamensenss Xiv
1. GIRIS VE AMARGC .. .uiuuiiuiiiiinirnietierneereeneerneeserneessesmmeessnesnessm 2
2. GENEL BILGILER......cccuuuuuutiiiiiiiiiiiiiieieiiiiiiiereieeeeccctieneeennane 4
2.1. Spinal Kord Embriyolojisi.........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 4
2.2.Spinal Kord ANatomisi .......c.oeeuvieiiiiiiiaie i eaeeeaeennss 5
2.2.1.Spinal kordun zarlari................oo 7
2.2.2.Spinal kordun i¢ YapisSt.........ouverirrienieiiiinieienneenenens. 8
2.2.2.1.Anterior kolon hiicreleri................cooiiiiii, 8
2.2.2.2.Lateral kolon hiicreleri...................coo, 8
2.2.2.3.Posterior kolon hiicreleri...............cooooviiiiiiiiii... 9
2.2.3.Spinal kordun vaskiiler yapist .............cccooeiiiiiiiiiiinn. 10
2.3.Spinal Kord Yaralanmasinin Tarihgesi ...........cccoceieiiiiiiiiin 11

2.4.Spinal Kord Yaralanmalarinin Klinik Siniflamasi ve Sendromlari...12

2.4.1.Santral kord sendromu ... 18
2.4.2.Brown-Sequard sendromu................coviiiiiiiiiinennn. 18
2.4.3.Anterior kord sendromu ..o, 19
2.4.4 Kauda ekina sendromu ..............coooiiiiiiiiiiiii 20
2.4.5 Konus medullaris sendromu..................coooeiieinnnn. 20
2.5.Spinal Kord Yaralanmalarinda Fonksiyonel Degerlendirme
TN ¢ 21
2.6.Spinal Kord Yaralanmalarinin Fizyopatolojisi ....................... 22
2.6.1.Primer yaralanma ................coiiiiiii i 22

Ve



2.6.2.Sekonder yaralanma .................cooeeiiiiiiiiinienieennnn. 23

2.6.3.Sitemik etkiler ... 26
2.6.4.Lokal vaskiiler etkiler ...............cooooiiii 26
2.6.5.Biyokimyasal etkiler...............coooviiiiiiiiiiii i 26
2.6.6.Elektrolit dengesizlikleri..................cooooiin 27
2.6.7.Serbest radikal olusumu ve lipit peroksidasyonu............ 28
2.6.8. APOPLOZ. ottt e 29
2.6.9.Inflamasyon. ..............oiiiii i 31
2.6.10.Mitofaji......oeiei i 32
2.6.10.1.Makrootofaji mekanizmasi ile mitofaji................... 33
2.6.10.1.1.Fagofor olusumu..............ccovviiiiiiiiiniiiniinnn, 33
2.6.10.1.2.Hasarli mitokondrinin taninmasi ve yutulmasit...... 34
2.6.10.2.Mikrootofaji mekanizmasi ile mitofaji................... 37
2.7.Spinal Kord Yaralanmalarinin Tedavisi..............cooeviiiininn, 39
2.7.1.Spinal kord yaralanmalarimin cerrahi tedavisi.............. 39
2.7.2.Spinal kord yaralanmalarinin medikal tedavisi............. 39
2.7.2.1 Metilprednizolon.............ccooiiiiiiiiiiiiii i, 39
2.7.2.2.0piat antagonistleri............coeiiiiiiiiiiiiinn. 40
2.7.2.3 Kalsiyum kanal blokerleri.....................oooiinii 40
2.7.2.4.Gangliosidler..........oooeiiiiiii e 41
2.7.2.5.Serbest radikal tutucular..................c 41
2.7.2.6.Antiinflamatuar ajanlar......................ocii, 41
2.7.2.7. Hiperbarik oksijen tedavisi..............ccoeviiinnnnn... 41
2.7.2.8.Ur0ltiN . ..o 42
2.8.Deneysel Spinal Kord Travma Modelleri..................c.ooeeeee. 42
3. YONTEM VE GERECLER..........cccoovvvmmmiiiiiiiiiininniiinnneeeec e, 43
3.1.Deney Gruplari......coooouiiiniiiiiii i 43
3.2.Calisma Prosediirleri .............cooiiii i, 44
321 ANCSIEZI. o 44

vii



3.2.2.Cerrahi teKniK. .....vueeee e 44

3.2.3.Sakrifikasyon ve spinal kordlarin ¢ikarilmasi............... 47
3.3.Immiinohistokimyasal Analizler.....................c.ccoveiieeinenn.... 48
3.3.1.Histolojik yontem.............ooeviiiiiiiiiiiiii e, 48
3.3.1.1.0rneklerin hazirlanmasi................ccocoeiiieiiinninnn. 48
3.3.1.2.Hematoksilen- eozin boyama.................cccovviinnn.n 48
3.3.1.3.Immiinohistokimyasal yontem.................................. 49

3.4.Doku I1-6 Ve Tnf Alfa Diizeylerinin Elisa Ile Degerlendirlmesi........ 50

3.5.Doku Orneklerinin Western Blot Ile Degerlendirilmesi.................. 50

3.6. Istatistiksel AnalizIer...............c.viuuiiieiie e, 51

7 51 U1 DL€ B 7 N R 52
4.1 Histolojik Bulgular ............coiiiiiiii e 52

4.2 Immiinohistokimyasal Bulgular......................ccoeveiiiiiiiiiaiin, 57
4.2.1.Nix immunreakSiyonU. .......oouivrieiinieii et eieneeaeeenn, 57

4.2.2. Parkin immunreaksiyonU..........co.vvviiiiniiniienienieeannennn 62

4.3.Doku 11-6 ve tnf alfa dlizeyleri.............cooiiiiiiiiiii e, 70
4.4.Doku Western blot bulgulart..............ooooiiiiiiiiiiiiii e 72

5. TARTISMA . . iuiiiiiiiiiiiintiiiinatestssstesessscosesssossssssssssssosssassssssssssssssss 74
6. SONUGC .. ciuiiniiniiiiiiiiiiiiiiiiitiittitittitiattettecnttessssescscsnsnscnsssssmesen 79
| SN 0 - N 57 N 2 80

viii



KISALTMALAR

ASIA :Amerikan Spinal Travma Dernegi

BNIP3 :BCL2/adenoviriis E1B 19 kDa Etkilesimli Protein 3
BSS :Brown-Sequard Sendromu

EA :Ellagic Asit

ET :Ellagitanninler

FDA :Birlesik Devletler Gida ve Ila¢ Dairesi

GABA :Gama Amino Biitirik Asit

HE :Hematoksilen ve Eosin

H:0: :Hidrojen peroksit

IMM :i¢ Mitokondriyal Zar

ISNCSCI :Spinal Kord Hasarinin Norolojik Siniflamasinin Uluslararas1 Standartlar
LAMP-2A :Lizozom ile Iliskili Zar Proteini tip 2A
LC3-I :Sitozolik Mikrotiibiil iliskili Protein-1 Hafif Zincir 3
MBP :Miyelin Bazik Protein

MDYV :Mitokondri Kaynakli Vezikiiller

NARE :Nar Ekstresi

NASCIS :Ulusal Akut Spinal Kord Hasar1 Caligmasi
NDP52 :Niikleer Nokta Proteini 52

NIX :NIP3 Benzeri Protein X

NO :Nitrik Oksit

OH :Hidroksil Radikali

OMM :Dis Mitokondriyal Zar

PTEN :Protein Tirozin Fosfataz ve Tensin Homologu
ROO :Organik Peroksi Radikali

SCIM :Spinal Kord Bagimsizlik Olgegi

SKH :Spinal Kord Hasar1

TNFR1 :TUumor Nekroz Faktor Reseptori-1

UA : Urolitin A

YME 1 :Maya Mitokondriyal Kacis 1



TABLO LiSTESI

Savfa
Tablo 1. ASIA ISNCSCI’ ye gore anahtar kaslar ....................ooooiiinn . 14
Tablo 2. ASIA ISNCSCI’de kullanilan kas giicii evrelemesi .......................... 14
Tablo 3. Anahtar olmayan kaslar ... 15

Tablo 4. Anahtar duyu noktalart ... el 16
Tablo 5. Hafif dokunma duyusu puanlanmast ...................cccciiiieiiiieccccennnnn 16
Tablo 6. igne duyusunun puanlanmasi ....................cooeeveeceeceveciieee e 16
Tablo 7. Spinal kord yaralanmalarinda sekonder hasar mekanizmalari............... 25
Tablo 8. Calisma gruplart ...t e A
Tablo 9. Immiinreaksiyon dereceleri ..............ccocuviiuiiiiiiiiiieiiieiee e, 57

Tablo 10. Deney gruplarmin NiX ve Parkin ile gdsterdigi immiinreaksiyonun
Karstlastirlmast. . .......oouiiii i e 08

Tablo 11. Deney gruplarinin Nix ve Parkin ile immiin reaksiyonunun istatiksel
olarak

YVOTUMIANIMAST. ... vttt ettt et et et e e et e et et e et et et e et et e teeeeneenans 69
Tablo 12. TNF-a elisa konsantrasyon tablosu..............c.ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiin, 71
Tablo 13. TNF-a elisa konsantrasyon tablosu..............c..oooiiiiiiiiiiiiiin 71
Tablo 14. Parkin ve Nix’in western blot sonuglari tablosu............................... 73



SEKILLER DiZINi

sayfa
Sekil 1. Sinir sistemi embriyolojisi .....ovvviiieiii i 4
Sekil 2. Spinal kord anatomisi ...........c.oiuiiniiitiiiiii i 5
Sekil 3. Spinal sinirler A) Lateral goriiniim B) Posterior goriiniim ...................... 6
Sekil 4. Medulla spinalis zarlart ... 7
Sekil 5. Medulla spinalisdeki sulkus ve fisstirler ..., 9
Sekil 6. Spinal kordun arter ve venleri ..............coooiiiiiiiii i 10
Sekil 7. Edwin Smith cerrahi papiriis belgesi ..........ccovviiiiiiiiiiiiiii 11
Sekil 8. Hipokrat’in tarif ettigi traksiyon yonetemi (temsili).............coooevuiinnnnn. 12
Sekil 9. Spinal kord hasarinda norolojik siniflama 8lgegi .............ooeiiiiiine. 13
Sekil 10. ASIA Stiflamast ..........o.ooiiiiiiii i 17
Sekil 11. Santral kord sendromu ..............ooiiiiiiiiii 18
Sekil 12. Brown-Sequard sendromu (BSS).........cooiiiiiiiiii e, 19
Sekil 13. Anterior kord sendromu ..., 19
Sekil 14. Kauda ekina sendromu ...............c.oooiiiiiiiiii i e, 20
Sekil 15. Spinal kord yaralanmas1 vakasi rontgen, BT ve MRG goriintiilemeleri ...21
Sekil 16. Spinal Kord Hasarin Patofizyolojisi ...........coovviveiiiiiiiiiiiiiiiii... 22
Sekil 17. Spinal kord hasarinda primer ve sokonder yaralanma fazlari ................ 24
Sekil 18. Hiicre hasarinda kalsiyum ve sodyum imbalansi .............................. 28
Sekil 19. Spinal kord hasarinda apoptoz .............coeviiiiiiiiiiiiiiiii i, 30
Sekil 20. Memeli hiicrelerinde mitofajinin mekanizmalart ....................c.......e. 33
Sekil 21. Ubiquitin bagimli bir sekilde, LC3 adaptdrleri araciligiyla mitokondri
L2500 0 0 34
Sekil 22. Ubiquitin'den bagimsiz bir sekilde, LC3 adaptorleri araciligiyla mitokondri
1220 000 0 - P 36
Sekil 23. LC3 reseptorleri araciligryla mitokondri tanima ................cooeiiiaen. 37
Sekil 24. Cerrahi hazirlik asamast ... e 45
Sekil 25. Laminektomi sonrasi spinal kordun ortaya konulmast ....................... 45

Xi



Sekil 26. Spinal kordun anevrizma klipsi ile kompresyonu .....................o.e.es 46

Sekil 27. Tiim katlarin primer SUtUrasyonu ...........ccoovvieeiiiininiienniiineneee, 46
Sekil 28 a.b. Sakrifikasyon sirasinda alinan spinal kord goriintiisti .................... 47
Sekil 29 a.b.c. HE ile boyanmis travma grubu kesitleri ............................. 52,53
Sekil 30 a.b.c. HE ile boyanmis sham grubu kesitleri ............................... 53,54
Sekil 31 a.b.c.d. HE ile boyanmus Urolitin A grubu kesitleri ...................... 55,56
Sekil 32 a.b. HE ile boyanmis Nar Ekstresi grubu kesitleri ........................ 56,57
Sekil 33 a.b.c. Travma grubu Nix ile immiinreaksiyon kesitleri ................... 58,59
Sekil 34 a.b. Sham grubu Nix ile immiinreaksiyon kesitleri ........................ 59,60
Sekil 35 a.b. Urolitin A grubu Nix ile immiinreaksiyon kesitleri .................. 60,61
Sekil 36 a.b. Nar Ekstresi grubu Nix ile immiinreaksiyon kesitleri ................ 61,62
Sekil 37 a.b.c. Travma grubu Parkin ile immiinreaksiyon kesitleri ................ 62,63
Sekil 38 a.b.c. Sham grubu Parkin ile immiinreaksiyon kesitleri ................... 64,65
Sekil 39 a.b.c. Urolitin A grubu Parkin ile immiinreaksiyon kesitleri ............. 65,66
Sekil 40 a.b. Nar Ekstresi grubu Parkin ile immiinreaksiyon kesitleri ................ 67
Sekil 41. TNF-a elisa konsantrasyon grafigi .........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiinieaninnn 71
Sekil 42. 1L-6 elisa konsantrasyon grafigi .........cccooveiviiiiiiiiiiiiiiiiiiieaiieanne.s 72
Sekil 43. Parkin ve Nix’in western blot ile degerlendirilmesi ........................... 73
Sekil 44. Parkin ve Nix’in western blot sonuglar1 grafigi ..................cooivn. .. 73

xii



DENEYSEL OMURILIK YARALANMASINDA UROLITIN A VE NAR
EKSTRESININ MiTOFAJi VE INFLAMASYON UZERINE ETKIiSi

OZET

Giris: Ratlarda olusturulan deneysel spinal kord yaralanmasi sonrasinda uygulanan
Urolitin A ve Nar Ekstresinin mitofaji ve inflamatuar parametreler {izerine etkilerinin
arastirilmasi.

Yontem: Calismamiz Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuar’nda, immiinhistokimya calismalar1 Bezmialem Vakif Universitesi
Histoloji Laboratuari’nda, elisa ve Western blot testleri Bezmialem Vakif Universitesi
Beykoz Arastirma Merkezi Beyin ve Sinir Cerrahisi Laboratuari’nda
gergeklestirilmistir. Calismamiz 4 gruptan olusup tiim gruplarda 8’er adet olmak iizere
toplamda 32 adet Sprague Dawley cinsi siganlar kullanildi. Tiim deney gruplarina T9-
T10 laminektomi yapildi. Sham grubu disindaki gruplara laminektomiyi takiben dura
ortaya kondu ve Yasargil Anevrizma Klibi ile omurilige kompresyon uygulanarak
hasar olusturuldu. Travma sonrasi sham ve travma grubuna tedavi verilmezken
Urolitin A grubuna 12, 24 ve 36. saatlerde 50 mg/kg dozunda Urolitin A gavaj ile
verildi. Nar Ekstresi grubuna ise yine 12, 24 ve 36. saatlerde 1 ml Nar Esktresi verildi.
Denekler daha sonra 48. saatte sakrifiye edilerek immiinhistokimya, Elisa ve Western
blot incemelesi i¢in spinal kordlarindaki hasarli doku 6rnekleri alindi.

Bulgular: inflamasyon markerlarmdan IL-6 ve TNF-o seviyesinin ELISA ile
degerlendirilmesinde istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilemedi.
Immunohistokimyasal incelemede hematoksilen eozin ile boyanmada sham grubu
histolojik yapisi en iyi korunan grup olurken Nar Ekstresi grubu sham grubuna en
yakin grup oldu. Nix ile immun boyanmada Nar Ekstresi grubu travma grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml1 derecede diisiik olarak gériildii (p = 0,020). Urolitin A grubu
da ayni sekilde nix ile daha az reaksiyon vermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0,769). Nix’in Western blot ile degerlendirmesinde de bu
immiinhistokimya sonuclarina paralel bir sonug elde edildi. Parkin ise her ne kadar
mitofajide 6nemli bir molekiil olsa da gerek immiinhistokimya ile gerekse Western
blot ile degerlendirmede anlamli sonug vermedi.

Sonug¢: Calismamizdaki verilerin neticesinde travmatik spinal kord hasarinda Urolitin
A ve Ozellikle de Nar Ekstresinin asir1 mitofajiyi azaltarak tedavide etkili oldugu
saptandi.

Anahtar Kelimeler: Travmatik spinal kord hasar1, Urolitin A, Nar Ekstresi, mitofaji,
inflamasyon
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THE EFFECT OF UROLITHIN A AND POMEGRANATE EXTRACT ON
MITOPHAGY AND iNFLAMMATION iN EXPERIMENTAL SPINAL CORD
INJURY

SUMMARY

Introduction: To investigate the effects of urolithin a and pomegranate extract applied
after experimental spinal cord injury in rats on mitophagy and inflammatory
parameters.

Method: Our study was carried out in Bezmialem Vakif University Medical Faculty
Experimental Animals Laboratory, immunohistochemistry studies in Bezmialem
Vakif University Histology Laboratory, elisa and Western blot tests in Bezmialem
Vakif University Beykoz Research Center Brain and Nerve Surgery Laboratory. Our
study consisted of 4 groups and a total of 32 Sprague Dawley rats, 8 in each group,
were used. T9-T10 laminectomy was performed in all experimental groups. The dura
was exposed following laminectomy in groups other than the sham group, and damage
was created by applying compression to the spinal cord with the Yasargil Aneurysm
Clip. While no treatment was given to the sham and trauma groups after trauma,
urolithin a group was given 50 mg/kg urolithin a by gavage at 12, 24 and 36 hours.
The pomegranate extract group was given 1 ml of pomegranate extract at 12, 24 and
36 hours. Subjects were subsequently sacrificed at 48 hours and damaged tissue
samples from their spinal cords were obtained for immunohistochemistry, ELISA, and
Western blot examination.

Results: Statistically significant results were not obtained in the evaluation of IL-6
and TNF-o levels, which are inflammation markers, by ELISA. In
immunohistochemical examination, the sham group was the group whose histological
structure was best preserved in hematoxylin-eosin staining, while the pomegranate
extract group was the closest group to the sham group. In immunostaining with Nix,
the pomegranate extract group was statistically significantly lower than the trauma
group. (p=0.020) Urolithin a group. Similarly, although it gave less reaction with nix,
it was not found statistically significant. (p=0.769) A result parallel to these
immunohistochemistry results was obtained in the evaluation of Nix with Western
blot. Parkin, on the other hand, although an important molecule in mitophagy, did not
yield significant results in the evaluation either by immunohistochemistry or Western
blot.

Conclusion: As a result of the data in our study, it was determined that urolithin a and
especially pomegranate extract were effective in the treatment of traumatic spinal cord
injury by reducing excessive mitophagy.

Keywords: Traumatic spinal cord injury, urolithin a, pomegranate extract, mitophagy,
inflammation
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1.GIRIS VE AMAC

Spinal kord hasari (SKH) 6zellikle gencler ve geng yetiskinler arasinda 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir (1). Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) yillik spinal kord hasari insidansinin bir
milyon kisi basina yaklasik 54 vaka oldugu ve her yil yaklasik 17.810 yeni spinal kord hasari vakasi
oldugunu gostermistir. Ortalama yaralanma yasi 1970' lerde 29 iken, 2015' ten bu yana 43'e
ylkselmistir. Son veriler 1siginda vakalarinin yaklasik %78'i erkektir. SKH'nin baslica nedenleri arasinda
motorlu tasit kazalari (%38,6), dismeler (%32,2), siddet (%14) ve spor (%7,8) bulunmaktadir (2). SKH
tipik olarak en yaygin seviye C5 olmak lizere omurgada %50 servikal bolgeyi, %35 torakal bolgeyi, %11
ise lomber bolgeyi etkiler. (3) SKH olan bir kisiyi tedavi etmenin ortalama yasam boyu maliyeti,
yaralanmanin kapsami ve yeri gibi faktorlere bagli olarak 500.000 ABD Dolari ile 2 milyon ABD Dolari
arasindadir. ABD'de omurilik yaralanmasi olan bireylerin bakiminin toplam dogrudan maliyeti yilda 7
milyar dolari asiyor (4). Hasta ve yakinlari agsindan gerek duygusal ve sosyal gerekse de finansal olarak

blyuk kayiplar olusturan spinal kord hasarinin halen patolojik stireci hakkinda sinirli bilgiye sahibiz.

SKH patofizyolojisinin karmagiklig1 ve omurilikte meydana gelen ¢esitli biyokimyasal
ve fizyolojik degisiklikler tedavi konusunda c¢ok fazla ilerleme kaydedilmemesine sebep
olmustur (5). Bu karisik mekanizmalarin 6nemli bir basamagini olusturan mitofajinin spinal
kord hasarinda onemli bir rol oynadigi daha onceki calismalarda gosterilmistir (6). Nar
meyvesinin 6nemli bir kaynagi oldugu Ellagitaninlerin (ET) barsaklarda doniistiigii

Urolitinler’in (6zellikle Urolitin A) mitofajiyi indiikledigi gosterilmistir (7).

Mitofaji, mitokondrinin otofaji tarafindan secici olarak parcalanmasidir. Genellikle
hasar veya stresi takiben kusurlu mitokondrilerde goriiliir. Dolayisiyla SKH’dan sonra hasar
goren mitokondrinin mitofaji iizerinden yenilenmesi ve hasar géren dokunun rejenerasyonunu

saglanmas1 onemlidir.

Planladigimiz ¢alismada SKH’da daha énce hi¢ calisilmayan Urolitin A’ nin mitofajik
ve inflamatuar degisiklikler iizerine etkisini saptamayi1 amaclayarak tedavi siirecinde umut
veren bir molekiil oldugunu 6ngdérmekteyiz. Nar Ekstresinde bulunmayan ancak barsak
mikrobiyotas1 tarafindan iiretilen Urolitin A, barsak florasi bozulmus bazi insanlarda
{iretilememektedir, bu yiizden son zamanlarda satisa sunulan Urolitin A’nin kullanimi Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmistir. Ancak bazi ¢alismalar agizdan alinan

Urolitin A’nin yeterli mitofaji etkisi gdsteremeyecegini ispat etmistir (8). Bu yiizden



calismamizda hem Nar Ekstresi kullanilip hem de saf olarak satin alman Urolitin A SKH
modeline uygulandi. Kemirgen hayvanlarin barsak mikrobiyotasinin Urolitin A {iretmek i¢in
yeterli oldugu gosterilmistir. Nar Ekstresi verilen kemirgenlerin sindirim sisteminde Ellagic
Asitin (EA) probiyotikler tarafindan doniistiiriilmesi ile Urolitin A olusmaktadir. Bu yiizden bir
hayvandan diger hayvana olusan Urolitin A miktarindaki farklilik her bir hayvanin aldig1 EA
miktarimin fark ile ortaya ¢ikabilir. Bu ylizden ¢alismamizda kullanilacak Nar Ekstrelerindeki
EA miktar1 6l¢iiliip calisma grubundaki tiim hayvanlarin esit miktarda madde almasi saglandi.
Calismamizin bu karmasik patolojik durumun aydinlatilmasinda ve yeni tedavilerin

gelistirilmesinde katkis1 olacagini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Kord Embriyolojisi

Noriilasyon, beyin ve omurilik haline gelecek olan néral tiipii olusturma stirecidir.
Insanlarda, déllenmeden sonraki 3. haftada baslar, sinir sistemi ektodermin kalinlasmasiyla
gelisir (9). Daha sonra mezodermin ve notokordun indiiklenmesi sonucu néral plak meydana
gelir. Sonrasinda noral plaktan, krista noralis ve noral tiip olusur. Periferik sinir sitemi yani
kranial sinirler, spinal sinirler ve otonom gangliyonlar1 krista ndralisin farklilasmasi ile

olusurken, beyin ve omurilik yani merkezi sinir sitemi noral tiipten olusur (10) (Sekil 1).

Neural plate
Neural groove:

Neural cresf

Surface ectoderm

~ Pasterior

W
‘ ]Q neuropore

FrsaT
Areet

gangll ion calls Posterior root Gells of suprarenal medulla
ganglion cells ‘Autonomic ganglion cells

Sekil 1: Sinir sitemi embriyolojisi

Dordiincli embriyolojik haftada noéral tiiplin olusumu tamamlanir. Sonra rostral
kismindan beyin ve beyincik, kaudalinden ise spinal kord olusur (11). Cevre mezodermden
noral tlip etrafina hiicreler go¢ edip farklisarak sulkus limitansi olusturur. Bu sulkusun
arkasindaki kisma alar plate, onilindeki kisima bazal plate denir (12). Motor sinir hiicreleri

onden, duyu hiicreleri ise arka kistmdan gelisirler. Olusan yap1 farklilasip santral kanalin
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etrafini1 ¢eviren kisim gri cevheri, dis kisim ise ak cevheri olugturur. Noral tiipiin kaudalindeki
hiicreler kuyruk seklinde uzanirlar. Embriyolojik siirecin 38. giiniinde kaudal ndral tiipiin
retrogresif differansiasyonu, bir¢ok ependimal hiicre toplulugu ve liimen distal filum terminale

icinde organize olur, konus medullaris olusur ve santral kanal da son halini alir.

2.2.Spinal Kord Anatomisi

Medulla spinalis vertebral kanalin {igte ikisini kaplayan merkezi sinir sistemi
boliimiidiir. Eriskinlerde uzunlugu ortalama 40-50 cm olup agirlig1 30 gram civarindadir (13).
Foramen magnumdan baslayip erislinde L1 vertebranin alt kenar1 seviyesinde sonlanir (Sekil
2). Ustte beyin ile devamliligi mevcutken altta sonlandig1 kistm conus medullaris olarak

adlandirilir.

Neck Muscles
Diaphragm
Deltoid (shoulder)
Wrist

Triceps

Fingers

Hand

Intercostals (Trunk)
Abdominals
Ejaculation

Hips

Quadriceps
Hamstrings - Knee
Foot

Penile erection
Bowel and bladder

Coccygeal \\

cac

Sekil 2: Spinal kord anatomisi

Medulla spinalisin uzunlugu intrauterin dénem 3. Aya kadar vertebral kanala esittir.
Sonrasinda vertebral kanal daha hizli uzar. Dogumda spinal kord yaklasik L3 seviyesinde

sonlanirken, eriskin dénemde L1-L2 vertebralar aras1 seviyede sonlanir. Ince bir filaman olan



filum terminale conus medullaris apeksi ile koksiksin ilk kism1 arasinda uzanir. Filum terminale
S2 seviyesine kadar intradural devam eder ve filum terminale internus olarak adlandirilirken
S2 seviyesinden sonra dura disina ¢ikarak filum terminale eksternus olur, koksikste sonlanir
(14). Foromenlere transvers olarak uzanim gosteren sinir kokleri vertebral kolon ve omuriligin
gelisimindeki relatif esitsizligin sonucunda gelisimin ilerki donemlerinde yukaridan asagiya
gittikge obliklesir, lumbal ve sakral seviylerde ise neredeyse vertikal bir hal alir. Omurilige
tutunduklarindaki olusturduklar1 goriintiiye ise cauda equina denir. Omurga 7 servikal, 12
torakal, 5 lomber, 5 sakral ve 4 koksigeal olmak iizere 33 vertebradan olusmaktadir. On ve arka
koklerin birlesmesiyle bir ¢ift spinal sinir olusmakta olup 31 ¢ift spinal sinir omurilikten
cikmaktadir. Servikal 1. sinir ve koksigeal sinirlerin arka kokleri bulunmamaktadir. Spinal
sinirlerin seviye olarak 8 cifti servikalden ,12 tanesi torakalden, 5 tanesi lomberden, 5 tanesi
sakralden ve 1 tanesi de koksigeal segmentten ¢ikmaktadir (Sekil 3). Servikal 1. ¢ift spinal sinir
foramen magnum ile 1 servikal vertebra arasindan ¢ikmaktadir. 8 servikal ¢ift spinal sinir ise
7. servikal vertebra ve 1. torakal vertebra arasindan ¢ikmaktadir. Dolayisiyla servikalde sinirler
bir alt seviyedeki vertebranin seviyesi ile sdylenmektedir. Torakal ve lomber de bu durum
farklidir. Cikan kok bir {istteki vertebra seviyesi ile adlandirilir (15). Spinal kordda iki bolgede
fazla sinir hiicresi barindirma amagh ¢apta genisleme goriiliir. Bunlara intumesentia servikalis
(3. servikal vertebradan 2 torakal vertebraya kadar) ve intumesentia lumbalis (9. torakal

vertebradan 12. torakal vertebraya kadar) denir.
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Sekil 3: Spinal sinirler A) Lateral goriinlim B) Posterior goriiniim



2.2.1.Spinal kordun zarlar

Spinal kord distan ige dogru dura, araknoid ve pia olarak adlandirilan koruyucu
mebranlar ile ortiiliidiir. Fibroz bir mebran olan dura ikinci sakral vertebranin alt hizasinda
sonlanir. Bu membran vertebral kanal duvarindan venodz pleksuslar ve gevsek yag dokusu
iceren epidural bosluk vasitasiyla ayrilir. Araknoid ise mebranlardan ortada bulunan olup ince
ve seffaf bir yapidadir ve filum terminalede sonlanir. Subaraknoid bosluk araknoid ve pia
zarlarint ayiran BOS igeren biraz daha genis bir araliktir. Medulla spinalise yapisip igine dogru
septalar gonderen pia membranlardan en igte olanidir. Ligamentum dentikulatum pia mater
tarafindan olusturulan dar bir bant olup lateral yiizeyler boyunca uzanip seri noktasal ¢ikintilar
vasitasiyla duranin i¢ tarafina baglnarak omurilik ve dura mater arasindaki bagi saglamis olur

(16) (Sekil 4).
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Sekil 4: Medulla spinalis zarlar1



2.2.2.Spinal kordun i¢ yapisi

Spinal kord 6nde anterior median fissiir, arkada posterior median sulkus ile iki simetrik
boliime ayrilip ortada komisural sinir bandiyla birlesen bir yapiya sahiptir (Sekil 5). Transvers
kesitleri incelendiginde spinal kord beyaz ve gri cevherden olustugu goriilmektedir. Substantia
grisea denilen gri madde her iki yaris1 hilal seklinde olup, laterale dogru yonelen konkavitesi
ve gri kommisiirii ile bir biitiin olarak “H” seklini andirir. Santral kanaldan gegen koronal
plandaki hayali bir ¢izgi bu her iki hilal seklini boliimlere ayirir. Onde kalan kolumna anterior
(anterior kolon) denilen kisim genis dortgen siklindedir. On kismia bas denirken arka kism
taban olarak adlandirilir. Anterior kolonun posterolaterali torakal bolgede lateral kolon adini
alarak tiggen bir alan olusturur (13). Kolumna posterior (anteror kolon) silindirik ve uzun bir
yapidadir ve arkaya, laterale dogru uzanir. Posterolateral sulkus ile arasinda Lissauer traktusu
denilen ince bir ak madde tabakasi bulunur. Apeks, bas, boyun ve taban kisimlarindan olusur.
Lateral funikulusa dogru cikintilar yapan ak madde retikiiler formasyon denilen anterior ve
posterior kolonlar arasinda bir ag sistemi meydana getirir (13). Kanalis santralis tiim spinal kord
boyunca uzanir. Kanalin Oniindeki gri madde anterior komissiir olarak adlandirilirken
arkasindaki gri madde ise posterior komissiir olarak adlandririlir. 40 yasindan sonra oblitere
olan vertikal uzunlugu 8-10 mm kadar olan konus medullarisin alt tarafindaki genislemeye

terminal ventrikiil denir.
2.2.2.1.Anterior kolon hiicreleri

Anteromedial kolon hiicreleri, medial kisim olup servikal 4-5 ve servikal 8-lomber 4’te
daha belirgin olarak goriiliir. Lomber 5-sakral 1 de kaybolur ama sakral 2,3,4’te tekrar belirir.
Bu kismin arkasinda ise dorsomedial kolon denilen kiiciik hiicrelerden olusan kolon yer alir.
Anterolateral kisimda ise servikal 4,5,6 ve lomber 2 -sakral 2 de olmak {izere iki grup vardir.
Posterolateral ise servikalin son bes lumberin son bes ve sakralin {ist kisimlarindadir. Santral
kisim ise lumbar son dort, sakral ilk iki segmenti kapsar. Bu gruplar bacak ve kol kaslarin

uyarir (13).
2.2.2.2.Lateral kolon hiicreleri

Retikiiler formasyonun anteriorunda biitiin omurilik boyunca 6zellikle de torasik
bolgede belirgin olarak izlenir. Buradaki hiicreler y1ldiz veya fusiform seklinde olup sempatik

preganglionik liflere de katilir.



2.2.2.3.Posterior kolon hiicreleri

Lomber 2 -3 seviyesinde baslayarak torakal 12 diizeyinde maksimum biiyiikliige ulasir.
Torakal 9 seviyesinde kaybolur. Daginik hiicreler servikal 3 seviyesinde bir araya gelerek
servikal niikleusu, sakral bolgede bir araya gelerek de sakral niikleusu meydana getirirler.
Sekilleri oval olan hiicrelerin aksonlar1 ipsilateral lateral funikustan gecerek yukariya dogru
spinoserebellar fasikiiliise dogru uzanirlar. Soliter hiicreler posterior kolona yayilmis durumda

iken bazilar1 gruplasarak posterior bazal kolonu meydana getirirler.

Birkag cesit hiicre toplulugundan olusan omuriligin gri madde boliimiindeki néron
tipleri Nissl boyasi ile boyanma 6zelliklerine gore siniflandirlmistir. Substansia alba (ak madde)
3 funikulusa (anterior, lateral, posterior) ayrilan siingerimsi bir noéroglia aginin i¢ine gomiilmiis
sinir hiicrelerinden olusur. En biiyiik sinir hiireleri anterior funiculusta yer alirken en kiictikleri
Lissauer traktusunda (fasiculus gracilis) yer alir. Fasikulus veya traktus adi verilen inen ve ¢ikan
yollar funikuluslar1 olusturur. Anterior ve lateral funikulusta ¢ikan (afferent) ve inen (piramidal
veya efferent) yollar bulunurken posterior funikulusta yanlizca ¢ikan yollar bulunur. Fissura
mediana anteriorun hemen arkasinda yer alan dekussasyo komissura alba anterior inen yollarin

caprazlastig1 yerdir (13).

Dorsal (posterior) median sulcus Dorsal median septum
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Ventral funiculus suleus

Ventral gray column

Ventral median fissure
Anterior white
commissure

Sekil 5: Medulla spinalisdeki sulkus ve fissurlar



2.2.3.Spinal kordun vaskiiler yapisi

Spinal kordun beslenmesi bir adet anterior spinal arter, iki adet posterior spinal arter ve
radikiiler arterler yoluyla olur. Spinal kordun arka 1/3” liik kismin1 besleyen posterior spinal
arter arteria vertebralisten direk olarak veya arteria inferior posterior cerebellilerden indirekt
olarak c¢ikar. Spinal kordun 6n 2/3’ liik kismin1 besleyen anterior spinal arter ise kafatasi i¢inde
her iki arteria vertebralisten ¢ikan arterlerin birlesmesi ile olusur. Her bir intervertebral
foromende kiigiik segmenter arterler ile desteklenen anterior ve posterior spinal arterler orta
hatta longitudinal olarak uzanirlar. Diger 6nemli bir besleyici arter olan Adamkiewicz arteri
(arteria radicularis magna) aortadan {ist lomber veya alt torasik diizeylerden tek tarafli olarak
cikar, genellikle omurilige sol taraftan girer. Spinal kordun torakal 8 ve konus medullaris
arasinda kalan alt 2/3 ‘liikk kisminin ana besleyicisidir. Watershed zone olarak adlandirilan ve
tek besleyicisi torakal 4 ve 5 seviyesindeki radikiiler arterler olup, nispeten daha az beslenmesi

nedeniyle orta torakal bolge vaskiiler hasara daha yatkindir (17).

Spinal kordda venler arterlere eslik ederler ve isimlendirilirken arterler ile ayn1 isimleri
alirlar. Longitudinal venler listte vertebral venve internal juguler ven araciligi ile vena cava
siiperiora agilir. Intervertebral venler olarak adlandirlan her segmentten ayrilan venler hem
foromenden kanal digina ¢ikarak lumbar, sakral, servikal ve interkostal venlere agilip hem de

internal vertebral vendz pleksus yoluyla vena kava inferiora doékalur (17). (Sekil 6).

Arterial supply and venous drainage of the spinal cord
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Sekil 6: Spinal kordun arter ve venleri
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2.3.Spinal Kord Yaralanmasimin Tarihcesi

Eski caglardan beri insanligin karsilastig1 spinal travmalarin tan1 ve tedavisi hakkindaki
calismalar antik doneme kadar uzanir. i1k yazili belge MO 2686-2613 yillar1 arasinda yasamis
olan mimar, astrolog ve ayn1 zamanda firavunun 6zel hekimi olan imhotep tarafindan yazildigi
diisiiniilen Edwin Simith cerrahi papiriisiidiir. (18). (Sekil 7). Bu belgede 48 olgudan
bahsetmekte olup 6 ‘s1 omurga kirigidir (19).

Puelerne. s Tam g 1o vamms
. -

i e

Sekil 7: Edwin Smith cerrahi papiriis belgesi

Milattan once 400’lii yillarda Hipokrat paraplejiyi tanimlamis olup travmaya bagh
olarak ortaya c¢ikan deformitlerde traksiyon yontemleri denemistir (20) (Sekil 8). Hipokratin
teorilerini savunan Aulul Cornelius Celsus (M.O. 30) traksiyon cihazlar1 gelistirmis olup
ozellikle servikal travmalar sonrasi akut solunum yetersizligine bagli ani 6liim gelisebilecegini

sOylemistir (21).

Alen spinal kord kesileri ile ilgili deneyler yapmis olup kesilen segmentlerin altinda
motor ve duyu kaybi oldugunu gostermistir (22). Aretacus (M.S. 81-138) ilk defa spinal kord
hasarinda seviye tanimini yapan kisi olup bazi yaralanmalarda ipsilateral defisitin gelistigini
gosteren kisidir. Hipokrat olarak bilinen Galen de (M.S. 130-200) deneysel fizyolojinin
babasidir. Caligmalarinda spinal kord seviyelerine gore norolojik defisitleri tarif etmis olup alt

komplet kord lezyonunu da tarif etmistir. Calismlarinda longitudinal ve transvers yaralanmalar1
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karsilagtirmis olup trasnvers yaralanmalarin daha ¢ok defisite neden oldugunu saptamis. Ayni
zamanda Ust seviyelerdeki hasarin alt seviyelerdekine gore daha 6nemli oldugunu saptamistir
(23). Egeli Paulus (625-690) traksiyon ile kord hasarinin 6nlenemeyecegini savunmus olup
dekopmresif cerrahi fikrini ortaya koymustur. 1890 yilinda Schamus tarafindan tavsan spinal
korduna travma uygulanip gelisen patolojik degisiklikler gozlenerek yapilan g¢alisma bu
konudaki ilk patofizyolojik ¢aligmadir (24). Allen 1911 yilinda kdpeklere laminektomi yapip
kord iizerine agirlik diisiirerek hasar olusturmustur. Daha sonra travma sonrasi gelisen
hematomyeli dekopresyonu sonrasi klinik diizelme oldugunu saptamistir (25,26). 1978 yilinda
Rivlin ve Tador klip ile spinal kord hasar1 modelini gelistirmis olup bu modelde hem lezyon
hem de iskemi gelimesiyle insan spinal kord hasar1 patofizyolojisine en yakin modeldir. Ayn
zamanda kompresyon sliresinin ve giiciinlin belirlenebilmesinden dolay:1 istenilen siddette

lezyon olusturabilme olanagina sahip bir modeldir.

Sekil 8: Hipokrat’in tarif ettigi traksiyon yonetemi (temsili)

2.4.Spinal Kord Yaralanmalarimin Klinik Siniflamasi ve Sendromlari

Spinal kord hasarli hastalarin degerlendirlmesi ve klinisyenler arasinda ortak bir dil
olusturmak amaciyla standart skalalarin geregi dogmus olup ilk olarak 1969 yilinda Frankel
tarafindan bir degerlendirme 6l¢egi gelistirilmistir. Giiniimiizde ise spinal kord hasari olan
hastalarin norolojik muayensinde ve siniflanmasinda The American Spinal Injury Association

(ASIA) tarafindan belirlenen International Standards for Neurological Classification of Spinal
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Cord Injury (ISNCSCI) 6nerilmektedir. Cesitli revizyonlara ugrayip 2013 yilinda en son halini
alana bu 6l¢ek Giindiiz ve ark. tarafindan Tirkgeye cevrilmistir (27) (Sekil 9).
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Sekil 9: Spinal kord hasarinda ndrolojik siniflama 6lcegi

Iyilesmenin gdzlenmesi, prognoz tayini, tedavi se¢imi ve klinik olarak ortak bir dil
olusmasi agisindan bu degerlendirme dnemlidir. Motor ve duyu muayenesi norolojik muayenin
onde gelen kompanentleri olup hasta sirt {istii yatar pozisyonda yapilir. Motor muaye i¢in
standartlara gore sagda ve solda 10’ar (5 alt ve 5 iist ekstremite) adet olmak {izere anahtar kaslar
belirtilmistir (Tablo 1). Anahtar kas giici muayenesinde degerlendilecek eklem belirlenen
standart pozisyonda muayene edilip kaslarin giici manuel olarak degerlendirilir. Bu

degerlendirmeler sonucu 0-5 arasinda puanlanir (Tablo 2).
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Seviye  Anahtar Kas

Cs Dirsek fleksorleri

ce El bilegi ekstansorleri

c7 Dirsek ekstansorleri

cs Parmak fleksorleri

T Parmak abduktorleri (5. Parmak)
L2 Kalga fleksorleri

L3 Diz ekstansérleri

L4 Ayak bilegi dorsifleksorleri

LS Basparmak ekstansorleri

b1 Ayak bilegi plantar fleksorleri

Tablo 1: ASIA ISNCSCI’ ye gore anahtar kaslar

Kas giicti

0 Total paralizi
1 Palpe edilebilir veya goriilebilir kontraksiyon

2 Aktif hareket, yer cekimi elemine edildiginde
tiim eklem hareket agikligini (EHA) tamamlar

3 Aktif hareket, yer cekimine kars: tim EHA'y1

tamamlar

4 Aktif hareket, yer cekimine ve orta dirence
karsi EHA’yr tamamlar

5 (normal) Akrif hareket, tam dirence ve yer
cekimine karsi EHA'y: tamamlar

5= (normal) Aktif hareket, Agri vb. inhibe edici
fakeorler kaldinldiginda yeterli dirence ve yer
cekimine karsi EHA’y1 tamamlar

NT Test edilemedi

Tablo 2: ASIA ISNCSCI’de kullanilan kas giicii evrelemesi
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ASIA skalasinin 2013 teki revizyonunda degisiklikler olmus olup norolojik seviye
tanim1 Onceki versiyonlarmma gore daha ayrintili bir bigimde tanimlanmistir (28). Son

versiyonda oncekilerden fakli olarak anahtar olmayan kaslar da tanimlanmistir (Tablo 3).

Hareket Kok seviyesi
Omuz Fleksiyon, ekstansiyon, abduksiyon, i ve dis rotasyon C5
Dirsek: Supinasyon
Dirsek: Pronasyon Cé
El bilegi- Fleksiyon
Parmak: Proksimal eklemde fleksiyon, ekstansiyon Cc7
Bagparmak: Fleksiyon, ekstansiyon ve bagparmak diizleminde abduksiyon
Parmak: MKP fleksiyon C8
Basparmak: Oppozisyon, avuca dik abduksiyon
Parmak: 5. parmagn abduksiyonu T1
Kalga: Adduksiyon L2
Kalga: Eksternal rotasyon
Kalga: Ekstansiyon, abduksiyon, internal rotasyon L4
Diz: Fleksiyon
Ayak bilegi: Inversiyon ve eversiyon
Ayak parmag: Metararsofalangeal ve interfalangeal eklem ekstansiyonu
Halluks ve ayak parmag: DIP ve PIP fleksiyon ve abduksiyon LS
Ayak bagparmalk: Adduksiyon 51

Tablo 3: Anahtar olmayan kaslar

Anahtar olmayan kaslar da ASIA seviyesinin belirlenmesinde énemlidir (ASIA B
ve C ayriminda). Duyu muayenesinde de iki tarafli 28’er adet anahtar nokta kullanilmaktadir
(Tablo 4). Muayenede pin-prick (igne batmasi) ve hafif dokunma degerlendirilirken her
dermatom icin ayr1 ayri standart noktalara bakilir. Muayene sirasinda hastanin gozlerini
kapamas1 istenerek hafif dokunma duyusu bir par¢ca pamugun degerlendirlecek alana
degdirilmesi ile yapilir. Keskin/kiint ayrimi ¢engelli igne yardimiyla ignenin hem yuvarlak hem
igne bulunan kismi dokundurularak hissedip hissetmedigi, sivri/kiint ayrimini yapip
yapamadigi sorularak yapilir. Siipheli durumlarda bu muayene 10 kez yapilir ve verilen 8 dogru

cevap yeterli olarak degerlendirirlir. Duyu muayeneleri tablo 5 ve 6’daki gibi puanlanir
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Dermatom Bulundugu nokta

g 2 88 28 ¢8R

N 32

d

Oksipiral protuberensin en az 1 cm larerali (veya kulagin 3 cm arkasi)

Supraklavikiler fossa, orta klavikiler hatta

Akromiyoklavikiler eklem Gzerinde

Antekibital fossa lateral (radyal) kenan, dirsek gizgisinin hemen proksimali

Bagparmak proksimal falanksinin dorsal yiizi

Orta parmak proksimal falanksinin dorsal yiizi

Kiguk parmak proksimal falanksinin dorsal yizi

Antekibital fossa mediyal (ulnar) kenan, humerus mediyal epikondilinin hemen proksimali
Alkcilla apeksi

Midklavikiller hat Gizerinde ve 3. interkostal arahkea (1A)

T4 Midklavikiiler har tizerinde ve 4. |A (meme ucu hizasi)

T5 Midklavikiiler hat izerinde ve 5. |A (T4 ve T6'min orta nokrasi)

T6 Midklavikiiler hat tizerinde ve 6. |A (ksifosternum seviyesi)

7 Midklavikiiler hat Gizerinde ve 7. IA (T6 ve T8'in orta noktasi)

=

g

Midklavikiiler hat Gzerinde ve 8. |A (T6 ve T10'un orta noktas)

Midklavikiler hat Gzerinde ve 9. |A (T8 ve T10'un orta nokrasi)

T10 Midklavikiiler hat Gizerinde ve 10. IA (umblikus)

Tablo 4: Anahtar duyu noktalari

0 Yok
1 Bozulmus

2 Normal
TE Test edilemeyen

Bozulmus

2  Normal

Hasta dofiru veya giivenilir bigimde dokunmay tarif edemiyor.
Hasta dogru bir gekilde dokunuldugunu ifade ediyor, fakat yanaga dokunuldugundan farkl
oldugunu vurguluyor (daha fazla, daha az gibi)

Hasta dogru bir sekilde dokunmay ifade ediyor ve yanak ile aym oldufiunu seyliyor
Herhangi bir nedenle tam olarak degerendirilemiyor.

Tablo 5: Hafif dokunma duyusu puanlanmasi

Hasta keskin ve kiint dokunma duyulanm ayrt edememigtir.

Hasta gengelli ignenin kiint ve sivri uglanm ayirt etmigtir,

ancak yiiziindeki duyu ile test edilen bolge arasinda duyuda fark (az veya gok hissetme) oldugunu
belirtmistir.

Hasta gengelli ignenin kiint ve sivri uglanm dofru bigimde ayrt etmistir,

test edilen nokta ile yiiz arasinda fark olmadigim belirtmigtir.

TE Testedilemeyen Herhangi bir nedenle tam olarak degierlendirilemiyor.

Tablo 6: igne duyusunun puanlanmasi
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Bu degerlendirmeler disinda istemli anal tonus ve kontraksiyon da degerlendirilerek
norolojik muayene tamamlanir. Daha sonra bu muayene verilerine gore hastalar ASIA A, B, C,
D, E olmak lizere 5 smifta degerlendirilirler. S4, S5 seviyesinde motor veya duysal hicbir
fonksiyon korunmadiysa hasta ASIA A olarak degerlendirilir. S4, S5 seviyesinde pin-prick,
derin anal basing veya hafif dokunma duyularindan biri korunmus olup motor hareketler
korunmamis ise hasta duyusal inkomplet olarak degerlendirilir ve ASIA B olarak siniflanir.
Duyusal inkomplet olup ipsilateral motor seviyenin ligten fazla seviye altinda motor yanit
korunmus hastalara motor inkopmlet denir (anahtar olmayan kaslar da motor inkompletin
belirlenmesinde kullanilabilir). Hastalarin hasarli omurilik seviyelerinin altindaki anahtar
kaslarin yasisindan daha azinin kas kuvveti 3/5 ve iizerinde ise ASIA C, bu kaslarin yarisinin
veya daha fazlasinin kas kuvveti 3/5 ve lizerinde ise ASIA D olarak siniflandirilirlar. Motor ve

duyu muayensinde normal olan hastalar ASIA E oalrak siniflandirilirlar (29) (Sekil 10).

Sakral segmetlerde duysal ve motor ‘ Komplet yaralanma ASIA A
korunma yok

Sakral segmetlerde duysal ik
ve motor korunma var - VYR MONGT SEViyEnan 3
seviyeden fazla uzaginda

maotor fonksiyon

Var ise ASIAC/D

/ Yok ise ASIA B
Istemli anal kontraksiyon Duysal Inkomplet

Motor inkomplet

Yarisindan fazlasinda 3

ten azise (0-2)

ASIA C \ Tek norolojik seviye
altindaki anahtar kaslarin
kas giicil

Yarisi ve fazlasinda 3 ve /
fizerinde (3-5)

ASIA D

Sekil 10: ASIA simiflamasi
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Bazi kliink sendromlarin bilinmesi ASIA smiflamasinda yer almasa da inkomplet
yaralanmalarin degerlendirilmesi ag¢sindan oOnemlidir. ISNCSCI 2011 versiyonunda bu

sendromlar yer alir (30).

2.4.1.Santral kord sendromu

En sik goriilen inkomplet spinal kord hasari tipidir. Siklikla yasli spondilozisi olan
hastalarda genellikle hiperkestansiyon yaralanmalarindan sonra meydana gelir. Tipik 6zelligi
ist ekstremite motor ve duyusal fonksyonlar bakimindan alt ekstremitelerden daha fazla

etkilenir (31) (Sekil 11).

Area of
cord damage

Loss of motor
function

Incomplete loss of
/ motor function

Sekil 11: Santral kord sendromu

2.4.2.Brown-Sequard sendromu

Spinal kordun yar kesisi ile karakterize sendromdur. Yaralanmanin oldugu seviyenin
altinda spinotalamik traktusun, lateral kortikospinal traktusiin ve c¢ikan yollardan dorsal
kolonun etkilenmesi sonucu yaralanma seviyesinin altinda ipsilateral propriyosepsiyon,
vibrasyon ve motor kaybi, karsi tarafta ise 1s1 ve agr1 duyusu kayb1 mevcuttur. Biitiin omurilik

yaralanmalar1 i¢inde en yliksek iyilesme sansina sahip sendromdur (32) (Sekil 12).
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Location of
pinal Cord
Injury

w

Loss of vibration,
motor function,
deep touch and
position on
ipsilateral side

Loss of pain,
temperature & light
touch on
contralateral side

A;Lateral corticospinal tract
B.Lateral spinothalamic tract

Sekil 12: Brown-Sequard sendromu (BSS)

2.4.3.Anterior kord sendromu

Spinal kordun 6n 2/3 ‘liikk kisminin etkilenmesi sonucu olusan lezyon seviyesinin altinda
agr1 ve 1s1 duyusu kaybi ile birlikte motor etkilenme olan sendromdur. Posteripr kolonun
korunmasindan dolay1 iki nokta ayrimi, vibrasyon duyusu, pozisyon ve dokunma duyusu
korunmustur. Anterior spinal arterin etkilenmesine bagli yada fleksiyon yaralanmalari, kemik
pargalarina veya disk kompresyonuna bagli direk travma sonucu olusur. Prognozu kotiidiir.

Vakalarin yaklasik %10-20’sinde motor iyilesme goriilebilir (33) (Sekil 13).

Level
of injury

Shaded areas show injury

Loss of movement, pain,
and temperature

Still able to feel position,
vibration, and touch

Sekil 13: Anterior kord sendromu
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2.4.4.Kauda ekina sendromu

L1-S5 periferik sinirlerini i¢ine alan kauda ekina isimli yapinin etkilendigi, alt motor
ndron etkilenmesi sonucu arefleks mesane, flaks paralizi, barsak ve duyu etkilenmelerinin

goriildigi klinik tablodur. Bulbokaverndz refleks ve anal refleks kaybi goriiliir (Sekil 14).

Effects of Cauda Equina Syndrome
Sagittal View of Lumbar Spine Sp.l na._l Nerve I:_lnmaga

Healthy spinal

— Cauda equina nonn @nd areres

spinal narvas
Lange lies I \ :
Iragmam
of disc Damaged nerve kst miecies
Nocrotic tissue
L34 disc bulge
COMprEsses
s equng
Areas Affected by Damage
Legs

Wideya/Ureters.

B

MAGES ARE COPYRIGHTER =)

BY AMICUS VISUAL SOLUTIONS. 55— |

COPYRIGHT LAW ALLows A $150,000 PR
PENALTY FOR UNAUTHORIZED USE.

CALL 1-877-303-1952 FoR LICENSE.

Sekil 14: Kauda ekina sendromu

2.4.5.Konus medullaris sendromu

Etkilenme kauda ekina sendromuna gore daha rostraldedir ve daha fazla siklikta
simetrik tutulum gozlenir. T12-L2 arasindaki yaralanmalar sonrasinda meydana gelebilir.
Yaralanma seviyesine gore alt ve iist motor noron etkilenim bulgular1 goriilebilecegi gibi
yiiksek seviyedeki konus medullaris etkilenimlerinde refleksler (anal ve bulbokavernoz refleks)

korunmus kalabilir. (34)
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2.5.Spinal Kord Yaralanmalarinda Fonksiyonel Degerlendirme ve Tani

Spinal kord yaralanmalarinda ¢esitli 6l¢eklerle fonksiyonel durum degerlendirilebilir.
Bu o6l¢eklendirmelerden bazilari spinal kord yaralanmalarma 6zgii iken bazilar1 genel
fonksiyonel degrelendirme &lgekleridir. Modifiye Barthel ve Fonksiyonel Bagimsizlik Olgegi
genel fonksiyonel degerlendirme &lcekleri arasinda iken Spinal Kord Bagimsizlik Olgegi
(SCIM), Kuadripleji Fonksiyonel Indeksi ve Spinal Kord Yaralanmasi igin Yiiriime Indeksi
spinal kord yaralanmasi olan hastalara 6zgiidiir (35,36). Hadley ve ark. yaptiklar1 derlemede
kendine bakim, mobilizasyon, respirasyon ve sfinkter kontrolii olmak iizere ii¢ alt baslik ve
toplamda 17 sorudan olusan SCIM III (Spinal Kord Bagimsizlik Olgegi I11) ‘ii énermektedirler
(37). SCIM III’lin spinal kord yaralanmas1 olan hastalarda gecerli, duyarl ve giivenilir oldugu
Bluvstein ve ark. tarafindan 261 hasta iizerinde yaptiklar1 ¢alismada ytliksek kanit diizeyi ile

gosterilmistir (38).

Spinal kord yaralanmasi siiphesi olan olgularda tan1 ve lezyon seviyesinin tespiti
agsindan radyolojik goriintiilemeler yapilmalidir. Ozellikle bilinci kapali siipheli spinal kord
yaralanmasi olan tiim hastalarin tiim spinal aksi1 taranmalidir. Oncelikli olarak direk grafi
degerlendirmesi yapilip siipheli alanlara detayli tarama agisindan BT ¢ekilmelidir. Kemik
fraktlirii en 1yi BT gosterirken gerekli hastalarda cekilmesi gereken ndronal hasarlanma,
hematom, disk hernisi ve ligament hasar1 gibi yumusak doku patolojilerini en iyi MRG gdsterir

(Sekil 15).

Sekil 15: Spinal kord yaralanmasi vakast Rontgen, BT ve MRG goriintiilemeleri
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2.6.Spinal Kord Yaralanmalarimin Fizyopatolojisi

2.6.1.Primer yaralanma

Uzun yillar boyunca bilimsel arastirmalarin 6nemli konularindan olan spinal kord
hasarinin mekanizmasinin ve olugum siirecinin anlasilmasi tedavi ¢oziimii i¢in 6nemli faydalar
saglayacaktir. Spinal kord yaralanmalarmin fizyopatolojisi “bifazik yaralanma” olarak
adlandirilan primer (direkt) ve sekonder (indirekt) yaralanmadan olusan bir mekanizma ile
aciklanmaktadir. (39,40). Direkt hasar yani primer hasar mekanik etkiyle olusurken indirekt
hasar bir takim hiicresel reaksiyonlar ve biyokimyasal siirecin direkt hasar tizerine eklenmesiyle

meydana gelir (41) (Sekil 16).

Secondary Injury:

Systemic
hypotension
hypoxia
Cellular
Primary Injury: vasospasm/ischemia
such as contusion, — axcitotoxicity
shear, compression, mitochondrial dysfunction
laceration, stretch oxidative damage/lipid peroxidation

neurcinflammation
axonal degeneration
Ca?+, Na* influx

Barriers to regeneration

and recovery

cell necrosis and apoptosis
aligodendrocyte/myelin loss

axonal degeneration

glial scar

cyst formation

myelin‘extracellular matrix inhibition

Sekil 16: Spinal Kord Hasarin Patofizyolojisi
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Spinal korda alinan darbe sonrasi olusan ilk mekanik hasara pirimer yaralanma denilir.
Olusan travmaya bagli olarak spinal kord ve/veya ¢evresi etkilenebilir. Meydana gelen hasarin
siddeti ¢esitli biyomekanik faktorlere baglidir (42). Spinal kord yaralanmalarinda en sik goriilen
yaralanma mekanizmasi darbe sonrasinda devam eden spinal korda basidir (43). Hasar
genellikle fleksiyon, ekstansiyon, distraksiyon, aksiyel yiiklenme ve rotasyon sonucu meydana
gelir. Travmanin siddetine bagli olarak olusan mekanik kuvvet aksonal hasara, hiicre ve doku
biitiinliiglinde bozulmaya, vaskiiler yaralanmaya, hiicre membran biitlinliigliniin bozulmasina
ve 0deme sebep olur. Bu etkilenimlerin biitlinii primer hasar olarak adlandirilir (44,45). Primer
hasarin derecesi sebep olan etkinin giiciiniin genligine, etki etme siiresine ve spinal kord
tarafindan absorbe edilen enerjinin miktanina baglidir (46). Primer hasarin herhangi bir cerrahi
ya da medikal tedavisi olmadigindan dolay1 tiim ¢alismalar sekonder hasar1 6nelemeye yonelik

sonug elde etmeye yogunlagmustir.

2.6.2.Sekonder yaralanma

1911 yilinda ilk defa Allen tarafindan sekonder yaralanma tanimi ortaya atimigtir
(47,48). Primer yaralanma sekonder yaralanmay1 tetikler, bu da spinal dokularda daha fazla
kimyasal ve mekanik hasar iretir. Hiicreler i¢inde yiliksek kalsiyum birikimi, ndronal
eksitoksisiteye yol acgar. Reaktif oksijen radikallerini ve glutamat seviyelerini arttirir. Bunun
sonucunda niikleik asitler, proteinler ve fosfolipidler zarar goriir ve bu durum noérolojik islev
bozuklugu ile sonuclanir (49). Sekonder yaralanma primer yaralanmay1 takip eden daha uzun
siiren karmasik bir patolojik siiregtir. Sekonder yaralanma ii¢ faza ayrilir: akut, subakut ve
kronik faz. Sekonder hasarin akut fazini vaskiiler hasar, iyonik dengesizlik, eksitotoksisite,
serbest radikal iiretimi, artan kalsiyum akisi, lipid peroksidasyonu, inflamasyon, édem ve
nekroz gibi klinik 6zelliklerle kendini gosterir (50). Sekonder hasarin subakut fazi ndronal
apoptoz, aksonal demiyelinizasyon, aksonal yeniden sekillenme ve glial skar olusumu gibi
ozelliklerle kendini gosterir. Kronik faz ise kistik bosluk olusumu, Wallerian dejenerasyon ve

glial skarin olgunlasmasi ile karakterizedir. (Sekil 17)
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a) Phases of SCI b) Secondary injury: sub-classification
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Sekil 17: Spinal kord hasarinda primer ve sokonder yaralanma fazlar

Spinal kord hasar1 sonrasinda ndronal hasara sebep olan mekanizmalarin anlasilmasi,
tedavi sekillerinin gelistirlmesinde en ©Onemli noktalardan biridir. Bir¢ok fizyopatolojik
mekanizmanin sekonder yaralanmada rol aldigi gosterilmistir (51,52). Asagidaki tabloda

sekonder yaralanma olusumunda etkili olan mekanizmalar 6zetlenmistir (Tablo 7).
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Sitemik etkiler (Norojenik sok)

Kisa siireli tasikardi, daha sonra uzun siireli bradikardi
Kisa siireli bradikardi, sonra uzun siireli hipotansiyon
Periferik direncte azalma

Kardiak debide azalma

Omurilik Dolasiminda Lokal Vaskiiler Hasar

e Kapiller ve veniilllerde mekanik bozulma
e Mikrodolagimda kayip: mekanik, tromboz, vazospazm
e Ogzellikle gri cevherde hemoraji

Biyokimyasal Degisiklikler

Serbest radikal iiretimi

Lipid peroksidasyonu

Norotransmitter birikimi
Eksitotoksitite: glutamat

Arasidonik asit salinmasi
Ketakolaminler: noradrenalin, dopamin
Prostoglandinler

Eikazanoid iiretimi

Endojen opioidler

Sitokinler

Elektrolit

e Intaselliiler kalsiyumda artis
e Intraselliiler sodyumda artis
e Ekstraselliiler potasyumda artig

Yangisal Yanit

Serbest Radikal iiretimi

Makrofajlar

Aksonal Yikim

Sitokinlerin Salmasi

Miyelin Artiklannin Salnimi

Glial hiicre aktivasyonu

Wallerian dejenerasyon
Oligodendiritsitlerde sitotoksik etkiler

Odem, Apopitozis, Enerji Metabolizmasinda Kayip

Tablo 7: Spinal kord yaralanmalarinda sekonder hasar mekanizmalar1
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2.6.3.Sitemik etkiler

Spinal kord yaralanmasi yaralanmanin seviyesine ve siddetine bagli olarak bir¢ok
kardiyovaskiiler ve hemodinamik etkiye neden olabilir. Ozellikle servikal bdlgeyi etkileyen
komplet yaralanmalar noérojenik sok tablosuna neden olabilir. Karsimiza ¢ikan en 6nemli
hemodinamik ve kardiyovaskiler sonuglar nérojenik sok sonucu olusur. Sempatik tonusun
azlamasi, kardiak out-put’un diigmesi sonucunda hipotansiyon meydana gelir. Olusan
hipotansiyon yaralanmadan hemen sonra olusurken haftalarca stirebilir (53,54,55). Meydana
gelen bu sistemik degisikliklerin 1yi bilinmesi ve tedavisi, travma sonrasi olugan iskeminin daha

da ilerlememesi agisindan oldukga degerlidir.

2.6.4.Lokal vaskiiler etkiler

Travma sonrasi erken ve ge¢ safthalarda spinal kordda vaskiiler hasara baglh degisiklikler
olugmaktadir. Bu degisikliklerden en sik goriileni 6zellikle spinal kordun santralinde ve gri
cevher de goriilen hemorajidir. Mekanik darbenin ilk etkisiyle kapiller, veniiller ve arterioller
gibi mikrovaskiiler diizeyde yirtilmalar olusup saatler icinde meydana gelen hemorojide
ilerleme goriiliir. Daha nadir olarak anterior spinal arter gibi biiyiik damarlar da zarar gorebilir
(57,58). Travmanin etkisiyle mikrovaskiiler diizeydeki mikrosirkiilasyon bozlulmasi sadece
travma alaninda degil etkilenen alanin kaudal ve rostralinde de goriiliir. Bu mikrosirkiilasyon
bozulmasina direk travma etkisine bagli meydana gelen vazospazmin yaninda, ortaya ¢ikan
katakolaminler , prostaglandinler ve glutmata bagli da oryata ¢ikan vazospazm da sebep olur

(57).

2.6.5.Biyokimyasal etkiler

Elektrofizyolojik calismlara norotransmitter olarak gdérev yapan aminoasitlerin
monokarboksilik olan inhibitor (Gama aminobiitirik asit, Glisin, Taurin, Prolin, B-Alanin) ve
iki karboksilik asit i¢eren eksitator (L-Aspartik asit, L-Glutamik asit) olarak iki grupta

toplanabilecegini gostermisleridir. Eksitator aminoasit birikimi biyokimyasal hasar teorileri
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icerisinde Onplanda diislinlilen teoridir (59). Beyinde ve spinal kordda diizensiz dagilim
gosteren spinal kordda yaralanma sonrasi olusan iskemide artarak eksitoksisite mekanizmasini
aktive eden eksitator aminoasitlerden gulutamat ve asprtattan, glutamat spinal kordda 6zellikle
arka koklerde yiiksek oranda bulunur (60). Yaralanmanin siddeti ile dogru orantili olarak
glutamat ve aspartat salinimi artar. Agir yaralanmalarda 10 kat artis goriilirken orta siddetli
travmalarda bu artis 2-4 kat seviyesinde olur. Bu artisa bagl eksitoksisitenin bir¢ok norolojik
hastaliklarda (inme, epilepsi, norodejeneratif hastalik vb) noéron hasarin1 artirdigi
diisiiniilmektedir (61). Glutamattaki artis hiicre i¢ine sodyum ve kalsiyum girisini artirir. Hiicre
icine sodyum girisinin artmasi sitotoksik O6dem yaparken kalsiyumdaki yilikselme

noroflamanlarin ve hiicre membraninin hasarina sebep olur (62).

Sinir sisteminde ana inhibitor transmitter olan Gama Amino Biitirik Asit (GABA) ‘nin
iyonotropik olan GABAve GABA( ve metabotropik olan GABAg reseptorleri vardir. Ornegin
benzodiazepinler GABA4’ya etki ederek hiicre igine klor akigini arttirir. Bu sayede sedatif,

antikonviilzan, kas gevsetici ve giiclii anksiyolitik etki yaparlar.

2.6.6.Elektrolit dengesizlikleri

Spinal kord yaralanmasindan sonra intraseliiler ve ekstraseliiler kompartmanlar arasinda
elektrolit degisiklikleri oldugu goriiliir (Sekil 18). Ozellikle kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi
norotoksisteyi tetikleyen en onemli degisimdir. Normal kosullarda kalsiyum hiicre disinda
hiicre i¢inden yaklagik 1000 kat fazla miktrada bulunmaktadir. Spinal kordda meydana gelen
hasardan sonra hiicre i¢ine yogun kalsiyum girisi olur. Bu kalsiyum girisi {i¢ farkli yolla

olmaktadir

¢ Glutamat tarafindan aktive edilen Ca kanallar1 araciligi ile
e Hasar gbrmiis olan hiicre membranindan direk gegis ile

e Voltaj duyarli Ca kanallar1 araciligi ile

Kalsiyumun hiicre i¢inde fazla miktarda birikiminin sonucu olarak Fosfolipaz A:
aktivasyonu , serbest yag asitlerinin salinimi , toksik eikosonoidlerin sentezi, serbest radikal
olusumu , kalsiyum bagimli Adenozin 5’trifosfataz aktivasyonunun sonucu olarak enerji

rezervlerinin tiikkenimi, hiicre iskeletindeki mikrotiibiil ve néroflamentlerin modifikasyonu ,
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aksonal dejenerasyon , mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun bozulmasi , litik enzimlerin (
proteaz, endoniikleaz, fosfataz vb) aktivasyonu meydana gelir (63,64). Kalsiyum kanal
blokerlerinin sekonder hasarin onlenmesine katki sagladigini gosteren ¢alismalar mevcuttur

(65).

Spinal kordda meydana gelen travmadan sonra olusan elektrolit degisimlerinden
sodyumun hiicre i¢ine girisi ve potasyumun hiicre disindaki konstrasyonundaki artis aksonal

iletimi durdurdugu ¢alismalarda gosterilmistir (66).
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Sekil 18: Hiicre hasarinda kalsiyum ve sodyum imbalans1

2.6.7.Serbest radikal olusumu ve lipit peroksidasyonu

Dis yoriingesinde serbest elektron bulunduran, asirt artis1 hiicre liimiine neden olan
kimyasal bilesiklere serbest radikaller denir. Normal hiicrelerdeki antioksidan bilesikler (santral
sinir siteminde ©Onemli antioksidanlar: Alfatokoferol, Glutatyon ve Askorbattir.) serbest
radikallerin zararl etkilerini baskilarken spinal kord hasar1 gibi spinal kord hasar1 gibi patolojik

stireclerde bu koruma mekanizmasi yetersiz kalip hiicre membraninin zarar gérmesiyle
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sonuglanir (67,68). insanda birgok serbest radikal var olup en yaygin olani oksijen kaynakli
olanlaridir. Hidrojen peroksit (H202) (demir hidrojen peroksit olusumunda dnemli rol oynar),
stiperoksit radikali (Oz), hidroksil radikali (OH), peroksit radikali (HO2) ve organik peroksi
radikali (ROO) reaktif oksijen tlirevleri arasinda sayilabilir (69). Viicutta hiicreyi olusturan tiim
yapilar ile serbest radikaller etkilesime gecgebilirler. Bu etkilesime en agik yapilar lipitlerdir
(70). Serbest radikal hasarina bagli sinir hasar1 olugsmasinin en 6nemli sebebi yiiksek oranda
poliansature yag asidi igeren sinir hiicre membranin bu etkilesime maruziyeti sonucu

yikilmasidir (71).

Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin serbest yag asidi ile oksidasyonuna verilen
isimdir. Siire¢ serbest radikallerin ortaya ¢ikmasindan sonra doymus yag asitlerinden bir
hidrojen almasi ile baglar. Daha sonra olusan peroksit radikali bu siirece oksijeninde eklenmesin
sonucudur. Peroksit radikali serbest yag asidinden bir hidrojen daha koparir. Bu zincir bu
sekilde devam eder ve nihayetinde hiicre membran lipoproteinlerinin oksidasyonu ile hiicre
membran hasar1 olusur. Bu hasarin dogal sonucu olarak hiicre i¢ine anormal iyon girisi olur ve
en nihayetinde de hiicre 6liimii meydana gelir. Bu siire¢ kontrol edilemezse zincir reaksiyon ile

hiicresel 6lim yayilir (72).

2.6.8.Apoptoz

Birg¢ok hiicre 6liim mekanizmasi lizerine ¢alismalar devam etse de spinal kord hasarinda
en gecerli hiicre 6liim mekanizmalar1 apopitotik ve nekrotik 6liim mekanizmlaridir. Netozis,
piropitozis, nekropitozis gibi 12 farkli hiicre 6liimii mekanizmasi daha 2012 yilinda yapilan bir

calismada tanimlanmistir (73,74,75).

Hiicre membraninin lizisine ve inflamatuar siireglerin baglamasina sebep olan nekroz,
yogun mitokondriyal hasar ve hiicresel sisme ile seyreden bir siiregtir. Nekroz enerji bagimli ve
pasif bir siiregtir (77,78). Genomik parcalanma, kromatin agregasyonu, niikleus piknozusu ve

hiicresel kiiglilme ile karakterize apoptoz ise enerji bagimli aktif bir siirectir (78,79).

Spesifik uyaranlarla diizenlenebilen fizyolojik programlanmis hiicre 6limi olan apoptoz,
calismalarda hasara ugrayan hiicrelerde travmadan sonra yaklasik 4. Saate baslayip 7. Saatte pik

noktasina ulastig1 gosterilmistir (80). Apoptoz ekstrinsik ve intrinsik mekanizmalar ile diizenlennen bir
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slrectir. Bir kaspas aktivatori olan sitokrom c’nin mitokondriyel salinimi ve kaspas 9'u aktive etmesi
intrinsik yolu baslatirken, hiicre ylizey o6lim resoptorlerinden Timor Nekroz Faktor Reseptori-1
(TNFR1) ve FAS'In aktivasyonu ekstrinsik yolu baslatir (81). Proapoptotik ve antiapoptotik bazi
proteinler apoptozu diizenlemede goérev alir. Bunlardan bax, bak, bid, bad proapototikiken, bcl-2 ve

bcl-xI proteinleri ise antiapoptotiktir (82,83).

Spinal kord hasarindaki hiicre 6liimii ana mekanizmalarindan FAS aktivasyonu ile olan
mekanizma oligodendrositlerin apoptozunda, akut ve subakut inflamatuar yanitta rol alir. FAS
eksikligi ve spinal kord hasari olan fareler iizerinde yapilan ¢alismada inflamatuar yanitta ve

apoptozda azalma oldugu goriilmiis ve sonuglarda anlamli fonksiyonel iyilesme gozlenmis (84)
(Sekil 19).

Apoptoz mekanizmalarinin iyi anlagilmasi regiile edilebilir bir siire¢ olmasi dolayisiyla

yapilacak olumlu miidahaleler ile spinal kord hasar1 tedavisinde yiizgiildiiren sonuglar verebilir.
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2.6.9.Inflamasyon

Her tiirlii hasara kars1 viicudun ortak reaksiyonu olan inflamasyon spinal kord hasarinda
da giiclii bir sekilde ortaya ¢ikar. inflamatuar yanit, sekonder hasarin ana bilesenidir ve akut ve
kronik spinal kord hasar1 patogenezini diizenlemede hayati rol oynar (85). Bu arada inflamatuar
yanit, néronlarin ve oligodendrositlerin apopitozunun yani sira skar olusumuna ve son olarak
noronal fonksiyonun azalmasina neden olabilir (86). Bu nedenle inflamasyonu azaltmanin
spinal kord hasar1 sonrasi sekonder dejenerasyonu ve fonksiyonel defisiti azaltabilecegine
inanilmaktadir. Spinal kord hasar1 sonrasi kan beyin bariyeri bozulur ve bu sayede kandaki
notrofiller hasar bolgesinde yogunlasir. Bu siire¢ primer hasari takip eden sekonder hasara
katkida bulunur. Spinal kord hasarindan 30-45 dakika sonra hasarli omurilik segmenti lizerinde
timor nekroz faktorii (TNF) pozitif hiicreler goriilebilir. 3 ila 24 saat arasinda bir siirede
kontizyon bolgesinde Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) miktar1 hizla
yiikselir (87,88). Calismalarda sican omuriliginde kontizyonu takiben 15 dk kadar kisa bir siire
icinde inflamatuar sitokinlerin indiiklendigi (6nce TNF-o’nin ardindan IL-6’nin) gosterildi
(89,90). TNF-o’nin sigan omuriliginde glutamat aracili hiicre 6liimiinii giiclendirdigi, TNF-a
antagonistinin de spinal kord hasari ile iligkili inflamasyon ve doku hasar1 gelisimini azalttig1
gosterildi (91,92,93,94).  Ayrica IL-6 reseptér monoklonal antikor tedavisi astrositik
farklilagmay1 baskilamis, inflamatuar hiicre sayisini ve bag dokusu skar olusumunun siddetini
azaltmistir (95,96). Calismlarda hiper IL-6 inflizyonu, noétrofil sayisinda alt1 kat artisa,
makrofajlar ve aktive edilmis mikroglia tarafindan isgal edilen spinal kord alanlarinda iki kat
artisa, lezyon bolgesindeki aksonal biiylimede dort kat azalmaya neden oldugu gosterildi
(97,98). Sitokinler spinal kord hasarindaki inflamatuar yaniti ilave sitokinler, kemokinler, nitrik

oksit (NO) ve reaktif oksijen ekspresyonunu indiikleyerek kolaylastirir.

Spinal kord hasarindan sonra ortaya ¢ikan inflamatuar tepkiler, periferik olarak iiretilen
bagisiklik hiicreleri, yaralanma sonrasi ¢ogalan ve lezyon bolgesine go¢ eden aktive edilmis
glial hiicreler tarafindan baslatilir (99). T hiicreleri makrofajlar1 aktive etmek ve hiicresel
bagisiklik yanitin1 ortaya ¢ikarmak igin gereklidir. Spinal kord hasarli ratlarda néron iltihabina
ve gecici felce neden olabilen miyelin bazik protein’in (MBP), reaktif T hiicrelerini aktive ettigi
skleroz (MS) hastalarinda goriilene yakin seviyelere ulasir. Spinal kord hasari ile aktive edilmis
olan B hiicrelerinin patolojik potansiyeli hala dogrudan test edilmeye acik bir alandir (93).

Calismalardan elde edilen verilere gore spinal kord hasariin primer patolojisi ile periferik
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lenfosit aktivasyonu arasinda dogrudan bir iliski oldugu dogrulandi. Lenfositler yaralanma
bolgesine bir kez gosterilmistir. Spinal kord hasarinda MBP ile reaktive T hiicrelerinin sayisi
artar ve multpl eristi§inde siiresiz olarak kalirlar. Yaralanmadan 9 hafta sonra spinal kord
hasarli farenin lezyon bolgesinde Tve B hiicrelerinin arttig1 gosterilmistir (100). Makrofajlarin
ve nortrofillerin de lezyonun doku yikiminda ve bu yikimin genislemesinde 6nemli rolii vardir.
Makrofajlar ve migroglia kismen sitokinlerin (TNF, IL-1, IL-6 ve IL-10), interferon ve
interlokin reseptorlerinin (IL-4R ve IL-2R) katkilariyla sekonder patolojik ve inflamatuar
yanita katkida bulunurlar (101).

2.6.10.Mitofaji

Otofaji gereksiz ve hasarli sitozolik bilesenleri lizozomal yolla ortadan kaldiran bir
mekanizmadir. Mitofaji ise hasarli mitokondriyi ortadan kaldiran mitokondriyal otofajiye denir.
Yapilan ¢alismalar spinal kord hasar1 patogonezinde mitofajinin etkili oldugunu gostermistir
(6). Klasik olarak otofaji 3 tipe ayrilir; makrootofaji, mikrootofaji ve sapheron aracili otofaji
(102,103). Makrootofaji ve mikrootofaji siireclerinde vezikiiller olusmasi gereklidir.
Makrootofajide siztozolde otofagozom olarak bilinen ¢ift zarli vezikiiler bir yap1 olusur.
Otofagozom gereksiz hasarli sitozolik bilesenleri igine alir, sonra lizozom ile birlesir (102,104).
Buna karsilik saperon aracili otofajide sitozolik proteinler vezikiil olusmasina gerek kalmadan
yikilirlar. Proteinler yapisal bir saperona baglanarak taninir ve lizozomal membran hedeflenir
(102,103,105). Hedeflenen proteinler LAMP-2A (lizozom ile iliskili zar proteini tip 2A) ‘nin
sitozolik kuyrugu ile etkilesime gecer ve lizozom liimenine dogru yer degistirir. Makrootofaji

ve mikrootofajinin mitofajiye dahil oldugu gdsterilmistir (Sekil 20).
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Sekil 20: Memeli hiicrelerinde mitofajinin mekanizmalari

2.6.10.1.Makrootofaji mekanizmasi ile mitofaji

Mitofaji terimi ilk olarak 2005 yilinda Lemasters tarafindan kullanilmistir (106). Artan
kanitlara gore mitokondrinin makrootofaji tarafindan bozulabilecegi gdsterilmistir.
Makrootofaji tarafindan mitokondrinin pargalanma siireci 3 adima ihtiya¢ duyar; a) sozde
fagafor olusumu b) mitofagozom olusturmak i¢in hasarli mitokondrinin taninmasi ve yutulmasi

¢) mitofagozom lizozom ile birleserek mitolizozom olusmasi (102,107,108).

2.6.10.1.1.Fagofor olusumu

Fagofor memelilerdeki endoplazmik retikulumdan izole olan bir membran yapisidir
(109,110). Fagofor olusumundaki en énemli olay sitozolik mikrotiibiil iliskili protein-1 hafif
zincir 3 (LC3-I)’ln fosfotidilethenolamin ile LC3-fosfotidil-tanolamin konjugatin1 (LC3-II)

olusturmak tizere yaptig1 konjugasyondur (107,111,112).
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2.6.10.1.2.Hasarh mitokondrinin taninmasi ve yutulmasi

Mitofaji secici bir siiregtir. Fagofor olusumundan sonra mitofagozomlart olusturmak
icin LC3 adaptorleri veya LC3 reseptorleri ile hasarli mitokondrinin taninmasi ve yutulmasi
gerekir (102,113). Verilere gore optineurin, p62/SQSTM1, BRCA1 genl’in komsusu (NBR1),
niikleer nokta proteini 52(NDP52) ve TAX1 baglayici protein 1(TAX1 BP1) olmak iizere 5
adet LC3 adaptdrii tanimlanmustir (102,107,113). Bu adaptorler LC3 kapli fagoforlar ve hedef
mitokondri arasinda koprii olarak hasarli mitokondrinin taninma ve yutulmasina aracilik eder
(102,113,114). Mitokondri, ubiqutin bagimli ve ubiqutinin bagimsiz etkiler ile taninir ve

etkilenir (113,115) (Sekil 21).
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Ubiqutine bagimli bir sekilde Protein tirozin fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ile
indiiklendigi varsayilan kiraz proteini (PINK1) mitokondri etiketini diizenleyen anahtar
molekiildiir. PINK1 i¢ mitokondriyal zarda (IMM) bulunur ve saglikli mitokondride
mitokondiyel isleme peptidazi (MPP) ve presenilin ile iliskili eskenar dortgen benzeri molekiil
(PARL) tarafindan siirekli yikilir. Mitokondri hasar sonucu depolarize oldugunda PINK1’in
yikimi azalir ve daha sonra hasarli mitokondrinin dis zarinda (OMM) PINK1 birikimi olur

(102,113,116,117).

OMM iizerindeki PINK1 otofosforile edilir ve aktive edilir. Aktivasyondan sonra
PINKI isaretlenir. Aktivasyondan sonra isaretli PINK1 iki yolla mitokondriye zarar verir.
PINK1/Parkin’e bagli yol birinci yoldur. Klasik ve en ¢ok calisan yoldur. Parkin, bazal kosullar
altinda otoinhibisyona ugramis sitozolik E3 ubiqutin ligazidir (118,119). Hasarli mitokondri
olustugunda Parkin OMM’ye yer degistirir ve aktive olur. Aktive Parkin OMM proteinlerini
cogaltir (120,121). Ubiqutasyon LC adaptorlerinin hasarli mitokondriyi mitolizozomlarin
tanty1p hedeflemesi i¢in etiketleme gorevi goriir. Parkin’in OMM’ye yer degistirmesi ve aktive
olmasi i¢in PINKI1 gereklidir. PINK1, Parkin’in T175 bélgesini (korunmus bir serin/treonin
bolgesi) fosforile ederek OMM lokalizsyonu dogrudan diizenler (122). Ayrica PINK1 Parkin
translokasyonunu OMM’ye alan MFN2’yi fosforile edebilir (124,124). PINK1 iki asamal1 bir
mekanizma aracilig1 ile OMM Parkin’i etkinlestirir (119,125). ilk adim PINK tarafindan Ubl
aracili otoinhibisyonu azaltmak icin Parkin’in C-terminali ve Ubl alani arasindaki etkilesimi
bozan Parkin Ser65’in fosforilasyonudur. ikinci adim, Parkin'i dogrudan aktive etmek igin

ubiquitin Ser65'in PINK1 tarafindan fosforilasyonudur.

PINK 1/Parkin'den bagimsiz yol diger bir yoldur. Lazarou ve ark. PINK1/Parkin'e bagl
yolun yani sira, hasarli mitokondrinin PINK1/Parkin'den bagimsiz yolla isaretlenebilecegini
buldu (114). Bu yolda, PINK1, Parkin'in yardimi1 olmaksizin hasarli mitokondriyi isaretlemek
icin tek basina hareket eder. PINK 1, OMM iizerinde ubikitin Ser65'i fosforile eder. Ser65 fosfo-
ubikuitin yapisal olarak benzersizdir, bu nedenle OMM proteinlerinin Parkin tarafindan
ubiquitinasyonu olmaksizin hasarli mitokondrinin bir belirtecidir. Optineurin ve NDP52'yi
iceren LC3 adaptorleri, etiketli mitokondriyi tanimak i¢in ubikuitin baglama alanlar

aracilifiyla Ser65 fosfo-ubikuitin ile dogrudan etkilesime girebilir (114).

Ubikuitinden bagimsiz bir sekilde, hasarli mitokondrinin taninmasina kolin

dehidrojenazin aracilik ettigi gosterilmistir (Sekil 22).

35



Qiiu OMM
IMM 4 MM

CHDH — FB1 »p62/SQSTM1) LC3

CHOH - FB1

CHDH ~ FB4 — CHDH — FB1 »p62/SQSTM1 » LC3

CHDH = FB1

CHDH — FB1 »p82/SQSTM1 » LC3

NORMAL MITOCHONDRIA DAMAGED MITOCHONDRIA PHAGOPHORE

Selil 22: Ubiquitin'den bagimsiz bir sekilde, LC3 adaptorleri araciligryla mitokondri tanima

CHDH, mitokondride kolinin betain aldehid dehidrojenasyonunu katalize eden bir
enzimdir. Park ve ark. CHDH'nin betain iiretimindeki iyi bilinen roliiniin 6tesinde,hasarli
mitokondrinin taninmasinda onemli oldugunu gostermiserdir (115). Normal mitokondride
CHDH, OMM ve IMM'de sekestre edilir. Buna karsilik, depolarize mitokondride CHDH,
FAD/NAD (P)-baglanma alant 1'in sitozolik p62/SQSTMI1'in Phox ve Bem 1 alani ile
etkilestigi OMM'de birikir ve sonug olarak p62/SQSTMI1'i hasarli mitokondriye alir (115).
CHDH'nin islevi PINK1 gerektirmez, bu nedenle ubikuitinden bagimsizdir (113,115).

Mitofaji reseptorleri; BCL2/adenovirlis E1B 19 kDa etkilesimli protein 3 (BNIP3), NIP3
benzeri protein X (NIX/Bnip3L), FUNDCI1, BCL2 benzeri 13 (Bcl2L13), otofaji/Beclinl
regiilator 1 (AMBRA1) ve kardiyolipiddir (102,107,113,126). OMM'de bulunduklar1 i¢in
mitofaji reseptOrlerinin hasarli mitokondrileri etiketlemesi gerekli degildir. Mitofaji
reseptorleri, hasarli mitokondriyi mitofagosomlara tanitmak ve hasarli mitokondrinin yutulmasi
icin LC3 etkilesimli bolge (LIR) araciligiyla fagofor tizerindeki LC3 ile dogrudan etkilesime
girebilir (107,108,124) (Sekil 23).
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Sekil 23: LC3 reseptorleri aracilifiyla mitokondri tanima

2.6.10.2.Mikrootofaji mekanizmasi ile mitofaji

Calismalarin  ¢ogu makrootofaji mekanizmasi ile mitofajiye odaklanmasina ve
makrootofajinin mitokondriyal bozulmanin ana yolu oldugunu gostermesine ragmen, bazi
caligmalar mikrootofajinin de mitokondriyal bozulmada da rol oynadigim1 gostermektedir
(127,128,129,130). Mikrootofaji mekanizmasi ile mitofaji, mikromitofaji olarak da adlandirilir
(129). Mikromitofaji, lizozomal membranin invajinasyonu ve ardindan vezikiillerin lizozomal

liimene tomurcuklanmasiyla mitokondrinin lizozoma aktarilmasidir (131).

Mayalarda vakuoller lizozomal bdlmelerdir (131). Campbell ve Thorsness, maya
mitokondriyal kacis 1 (ymel) mayasindaki anormal mitokondrinin fiziksel olarak vakuollerle
iligkili oldugunu buldu (132). Bir ymel susunun vakuol ile iligkili mitokondrileri,
makrootofajik vezikiiller i¢inde bulunmaz. Mdm38-tiikenmis maya hiicrelerinde mitokondri,
vakuollerle yakindan iliskilidir ve vakuoller tarafindan yutulur (133). Bu veriler mitokondriyal
bozulmanin mayada mikrootofaji ile gerceklestigini gostermektedir. Bildirilen verilere gore
mayada mikromitofajinin iki alt tipi vardir. Biri, sadece mitokondrilerin vakuoller tarafindan
yutuldugu secici mikromitofajidir. Bir digeri, mitokondrinin sitozolik bilesenlerle birlikte

vakuoller tarafindan sekestre edildigi secici olmayan mikromitofajidir. (129,134,135). Diger
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mekanizma {izerine yapilan ¢alismalar, OMM'de lokalize bir protein olan Uthl'in varliginin,
yalnizca segici mikromitofaj i¢in gerekli oldugunu gostermistir (134,136). Mikromitofajinin
her iki alt tipindede sitozolden vakuole tasinma Atg proteinlerine (Atgll, Atgl7, Atg29)
baghdir (134,136,137). Ek olarak, bir maya mitokondriyal protein fosfataz homologu olan
Aupl, iki mikromitofajinin alt tipi siirecinde de yer alir (134,138).

Mikromitofaj, memeli hiicrelerinde de bulunur (127,130). Simdiye kadar, memeli
hiicrelerinde iki tiir mikromitofaj tanimlandi (Sekil 20). Bunlardan biri bozulma i¢in lizozomlar
tarafindan hasarli mitokondrinin dogrudan yutulmasini ifade eder. Bu siirece mitokondriyal
GAPDH aracilik eder. Mikromitofajinin bu seklinin varligi kardiyomiyositlerde, PC 12
hiicrelerinde ve beyin dokularinda kanitlanmistir (127,128,129,130). Diger bir form olan ve
vezikiiler kacirma diye tabir edilen bu forma mitokondriden tomurcuklanan (MDV'ler) aracilik
eder (fizyopat 69,84/124,139) MDV'ler, yikim i¢in mitokondriden lizozomlara islevsiz
proteinleri ve lipitleri aktarabilir (71,140,141,142). MDV {iretimi ve lizozomlara teslimi, ATGS
ve LC3 gibi makrootofajik bilesenlerden bagimsizdir, ancak Parkin ve PINK1'in katilimini

gerektirir (71,140). Parkin, PINK1'e bagh bir sekilde MDV'lerle birlikte bulunur (140).

BCL2/adenoviriis E1B 19 kDa etkilesimli protein 3 (Bnip3) ve NIP3 benzeri protein X
(NIX/Bnip3L) mitofajiye dahil olan yalnizca mitokondriyal BH3 proteinleridir. Son ¢alismalar,
mitofajinin BNIP3 ve onun homologu Nix tarafindan spesifik olarak aktive edildigini
gostermistir. Bu anlamda Nix bir mitofaji marker1 olarak kabul edilebilir. Yapilan bir calismada
spinal kor hasarindan sonra mitofajinin aktive oldugu ve BNIP3, Nix ve p53’iin arttig1
gbzlemlenmistir (6). Bu ¢alismada yaralanmadan 24 saat sonra hasarli ndronlarda elektron
mikroskobuyla mitofajinin gostergesi olarak yorumlanan mitofagozomlar gosterilmis. Western
blot analizinde de BNIP3 ve Nix ekspresyonunun yaralanmadan 6 saat sonra belirgin sekilde

arttigini, 24 saatte zirveye ulastigini1 ve 96 saat sonra diismeye basladigi gosterilmis (6).

Nix'in fare embriyonik fibroblastlarinda parkin translokasyonunu ve parkin aracili
mitofajiyi destekledigi bildirilmistir (143). Bir E3 ubiquitin ligaz1 olan Parkin, mitofajiyi tesvik
etmek i¢in PINKI ile etkilesim yoluyla depolarize mitokondriye alimir (144,145).
Mitokondriyel parkin seviyesindeki artma mitofajiyel aktivitenin 6nemli bir gdstergesidir

(146,147).
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2.7.Spinal Kord Yaralanmalarinin Tedavisi

Spinal kord yaralanmalarinda tedavideki asil amag ikincil hasar1 azlatmaktir. Gerek
medikal gerekse cerrahi tedavi ile patolojik siire¢ engellenmek istenir. Medikal tedavide ilaglar
gerek tek gerekse kombine sekilde deneysel olarak arastirlmistir. Giiniimiizde daha ¢ok
yogunlasilan tedavi yaklasimi ile ilgili c¢alismalardadzellikle aksonal rejenerasyonun
saglanmas1 amaglanir. Ayrica hipotermi de giincel tedavi yontemleri arasinda degrlendirilebilir

(148).

2.7.1.Spinal kord yaralanmalarinin cerrahi tedavisi

Yaralanma sonrasi acil sartlarda ilk 24 saat yapilacak dekompresif yaklasimlar ve
anatomik stabilizyonun saglanmasi olusacak olan sekonder hasarin siddetinin azaltilmasi

acsindan faydali olabilir.

2.7.2.Spinal kord yaralanmalarimin medikal tedavisi

Medikal tedavi akut donem ig¢in ndroprotektif ajanlar1 icermekte olup antioksidanlar,
norotransmitter reseptor blokerleri, fosfataz inhibitorleri ve fosfokinaz stimulatorleri oalrak
dort gruba ayrilir (149). lyilesme ve kronik fazinda kullanilan medikal tedaviler aksonal
remiyelinizasyon ve denerve dokularin plastisisitesinde iyilesmeyi amaclayarak fonksiyonel

geri dontligiimii artirmaya katkida bulunur.

2.7.2.1.Metilprednizolon

Uzun zamandan berri spinal kord yaralanamsi tedavisinde kullanimi olan
kortikosteroidlerden en sik kullanilant metilprednizolon olup hidrokortizon ve deksametazonun
da kullanim1 mevcuttur. Posttravmatik iskeminin azlatilmasi, doku kan akimi ve aerobik enerji
metabolizmasimin diizenlenmesi, hiicre i¢i kalsiyum birikimini engellemesi, lipid

peroksidasyonunu inhibe etmesi, spinal néronlardaki eksitabiliteyi azaltmasi, prostaglandin
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F2a ve tromboksan A2 olusmasini engellemesi metilprednizolunun etki mekanizmalar

arasinda gosterilir (150).

The National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS)’in metilprednizolon ile ilgili
calismasi referans ¢alisma olup ilk 8 saatte uygulanmasi norolojik iyilesmeye belirgin oranda
katki sagladigi gosterilmisti. NASCIS-3 ¢alismasinda metilprednizolonun 24 ve 48 saatlik
uygulamalar1 degerlendirilmis olup, yaranama sonrasi ilk 3 saat metilprednizolon baslanan
hastalarin 24 saat, yaralanma sonras1 3-8 saat araligindaki bir saat diliminde metilprednizolon
baslanan hastalarin ise 48 saat boyunca tedavisinin devami gerektigi bildirilmisti. Analizlerde
travma sonrasi ilk 8 saate metilprednizolon tedavisinin baglanmasinin etkinligi gorilmiistiir
(151,152). Fakat son ¢alismalarda gerek etkinligine ait kanitlardaki yetersizlik gerekse de yan
etki fazlaligi dolayisiyla metilprednizolonun spinal kord hasarindaki  kullanimi

onerilmemektedir (153,154,155,156).

2.7.2.2.0piat antagonistleri

Ikincil hasara kars1 etkilerini opiat reseptdrlerini bloke ederek gosterirler. Tirotropin
salinma hormonu (TRH), TRH analogu YM-14673, Naloksan gibi bu gruptaki ilaclar hasar
sonrast endorfin salinimini1 nétralize edip spinal kord kan akiminmi artirarak etki gosterirler

(157).

2.7.2.3.Kalsiyum kanal blokerleri

Spinal kord yaralanamsindan sonra hiicre igine kalsiyum girigindeki artisa bagl olarak
kalsiyum kanal blokerlerinin bu artist1 engelleyerek noroprotektif etki saglayabilecegi
diisiiniilmiis olsada ¢alismalarda doku hasarin1 azaltmada ve ndrolojik fonksiyonlarda
iyilesmede belirgin etkilerinin oldugu goriilmemistir. Kullanim olrak yaralanma sonrasi ilk bir

saat icinde verilmelidir aksi taktirde bu siireden sonra olumlu bir etkisi yoktur (158).
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2.7.2.4.Gangliosidler

Glikosfingolipid yapisinda ilaglar olup ¢aligmalarda ndron gelisimi iizerinde olumlu
etkileri gorlilmiis ve apopitozisi baskilayict etkileri de saptanmistir. 600 mg yiikleme dozu
sonrail 56 giin boyunca 200 mg/giin idame seklinde tedavi onerisi yapilan klinik calismalarla
onerilmistir. Uygulama sonrasi ilk 6 saat sonrasinda belirgin norolojik diizelme gozlenmistir

(159).

2.7.2.5.Serbest radikal tutucular

Hasar sonrasi olusan serbest radikalleri notralize eden bilesiklerdir antioksidanlar.
Hiicre membraninda poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonunu engelleyen E vitamini serbest
radikalleri rediikte eder. Hidrojen peroksidi rediikte eden glutatyon peroksidazin kofaktorii de

Selenyumdur (160).

2.7.2.6.Antiinflamatuar ajanlar

Siklooksijenaz inhibitorleri, lipookisjenaz inhibitdrleri, sindometazin ve glukokortikoid
gibi antiinflamatuar ilaclar arasidonik asit metobolzimasini engelleyerek etki gdsterirler. Ancak
spinal kord hasarinda ndroprotektif etki i¢in verilecek dozlarmin toksik oldugu belirtilmistir

(161).

2.7.2.7.Hiperbarik oksijen tedavisi

Yaralanmanin erken déneminde (ilk 6 saat) uygulanmasi sonucu aksonal ve miyelin

hasarini azalttig1, ndronal rejenerasyonu sagladigi, norolojik iyilesme sagladigi gosterilmistir.

41



Etki olarak olusan vazokonstriksiyon: azaltarak vazojenik 6demi azalttigi ve ayn1 zamanda

kanamanin yayilmasini 6nledigi bildirilmistir (162,163).

2.7.2.8.Urolitin a

Ellagitanninler (ET), esas olarak nar, bogiirtlen ve ¢ilek gibi baz1 meyvelerde bulunan
hidrolize edilebilir tanenlerin ¢esitli bir sinifin1 olusturur (164). Daha sonra bagirsakta hidrolize
edilerek Ellajik Asidi (EA) olustururlar. Hem ellagitaninlerin hem de ellajik asidin bargirsak
bakterileri tarafindan metabolize edilmesi iizerine Urolitin A (UA), Urolitin B (UB), Urolitin C
(UC) ve Urolitin D (UD) tiirleri bulunan Urolitinler olusur. (165) Urolitin tiirleri arasinda,
Urolitin A (UA), insanlarda gdzlenen baslica metabolittir (166). Onceki ¢alismalar,
Urolitinlerin antioksidan, antikanser, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve mitofajiyi idiikleme
ozellikleri dahil olmak {iizere bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir
(167,168,7). Bu veriler 1s18inda spinal kord hasarinda tedavi agsindan {imit vadeden bir

bilesiktir. Calismamizda biz de bu bilesigi kullandik.

2.8.Deneysel Spinal Kord Travma Modelleri

Spinal kord yaralanmas1 yapmak i¢in bircok deneysel model vardir. Giincel kullanimi
en ¢ok olan modeller yiiksekten agirlik diisiirme ve anevrizma klipsi ile spinal korda
kompresyon uygulanmasi modelleridir (169,170). Ik yontem Allen tarafindan tanimlanmus
olup laminektomi yapilan spinal kord alanina belli bir yiikseklikten bilinen bir agirlik
birakilarak yapilir (170). Ikinci yontemde ise Yasargil Anevrizma Klipsi (24 g giiciinde)
yaklasik 30 veya 60 sn kadar korda kompresyon amaci ile tutturulur ve travma olusturulur
(171). Calismamizda spinal kord travmasi olusturmak igin anevrizma klips yOnetemi

kullanilmustir.
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3. YONTEM VE GERECLER

Bu calismamizda Avrupa Konseyi’nin onerdigi standartlara (European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals Usedfor Experimental and Other Scientific Purposes)
(ETS 123) uyulmus olup, calismamiz Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’nun 31/03/2021 tarihli 2021/62 sayili onay karari ile gergeklestirlmistir.
Calismanim deneysel kism1 Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuari’nda, immiinhistokimya calismalari Bezmialem Vakif Universitesi Histoloji
Laboratuari’nda, Elisa ve Western blot testleri Bezmialem Vakif Universitesi Beykoz Arastima

Merkezi Beyin ve Sinir Cerrahisi Laboratuari’nda gerceklestirilmistir.

Deney gruplarimizda 250-300 gr agirliginda 8-10 haftalik 32 adet disi Sprague Dawley
sicanlar kullanildi. Rastgele 4 gruba ayrilan sicanlar her grupta 8 rat olacak sekilde
gruplandirilmistir.  Siganlar  Bezmialem  Vakif  Universitesi Deney  Hayvanlar
Laboratuvari’ndan saglandi. Siganlar iglem Oncesi ve sonrasinda takibi kafeslerde oda sicaklig
(22-25C)’nda 12 saat giindiiz/12 saat gece sirkadien siklusu halinde izlendi. Normal diet ve

suya erisimi deney siirecinde serbest birakildi

3.1.Deney Gruplan

Grup 1 (SHAM Grubu): Bu gruptaki denekelere sadece T9-T10 laminektomi yapilip
48. Saat sakrifiye edilip doku spesimenleri alind1.

Grup 2 (Travma Grubu): Bu gruptaki denekelere T9-T10 laminektomi yapilip spinal

kord hasar1 yapildi. Hig tedavi verilmeden 48. saat sakrifiye edilip doku spesimenleri alindu.

Grup 3 (Urolitin A Grubu): Bu gruptaki denekelere T9-T10 laminektomi yapilip
spinal kord hasar1 yapildi.12, 24. ve 36. saatlerde gavaj ile daha 6nceki ¢aligsmalar referans
alinarak 50 mg/kg dozdan Urolitin A verildi. (172) Daha sonra 48. Saat sakrifiye edilip doku

spesimenleri alindi.
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Grup 4 (Nar Ekstresi Grubu): Bu gruptaki denekelere T9-T10 laminektomi yapilip
spinal kord hasar1 yapildi. 12. 24. ve 36. saatlerde gavaj ile Iml olacak sekilde yogunlugu
artirilmis Nar Ekstresi (gavaj ile verilmesine engel olusturmayacak, miimkiin olan en fazla
yogunlukta ve i¢indeki EA miktar1 standartize edilerek hazirland1) verildi. Daha sonra 48.

Saat sakrifiye edilip doku spesimenleri alindi.

Grup Cerrahi Prosediir Tedavi

SHAM Grubu T9-T10 laminektomi Verilmedi

Travma Grubu T9-T10 laminektomi + kord | Verilmedi
hasar1

Urolitin A Grubu T9-T10 laminektomi + kord | 12,24,36. Saat 50 mg/kg
hasari Urolitin A

Nar Ekstresi Grubu T9-T10 laminektomi + kord | 12,24,36. Saat 1 ml Nar
hasari Ekstresi

Tablo 8: Calisma gruplari

3.2.Calisma Prosediirleri

3.2.1.Anestezi

Deneyimizdeki sicanlara cerrahi islemden Once genel anestezi saglamak amaciyla
intraperitoneal 90 mg/kg ketamin (Parke Davis, Istanbul) ve 10 mg/kg xylazine (Rompun % 2
soliisyon, 50 cc. flakon, Bayer-Tiirk Ilag Ltd. Istanbul) uygulandi. Genel anestezi siiresince

ratlar spontan solunumla izlenip ek solunum destegine ihtiya¢ duyulmamustir.

3.2.2.Cerrahi teknik

Sedasyondan emin olunduktan sonra siganlarindorsal bolgesi tras edildi. Prone
pozisyonda T9-T10 iselm bolgesine uyan alanin Povidon iyodin (Batticon st soliisyon, Adeka,

Samsun / Tiirkiye) ile antisepsisi sagland1 (Sekil 24).
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Sekil 24: Cerrahi hazirlik agsamasi

Daha sonra orta hatta 2 cm lik insizyon yapilarak cilt, ciltalt1 ve fasya gecildi.
Pravertebral adeleler disseke edilip laminalar ortaya konuldu. Daha sonra tiim gruplara T9-T10

laminektomi yapildi (Sekil 25).

Sekil 25: Laminektomi sonrasi spinal kordun ortaya konulmasi

Artindan SHAM grubuna ek islem yapilmazken travma, Urolitin A ve Nar Ekstresi
grubuna T9-T10 laminektomi sonras1 spinal korda gegici anevrizma klipsi (kapanma kuvveti
90 g (0.88 N) olan Yasargil gegici anevrizma klibi (FT262T, Aesculap, Tuttlingen, Almanya)
ile 30 sn. ekstradural kompresyon yapildi. (Sekil 26)
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Sekil 26: Spinal kordun anevrizma klipsi ile kompresyonu

Daha sonra tiim siganlarin cilt, ciltalti dokusu 3/0 atravmatik ipek siitiir ile uygun

birsekilde kapatildi (Sekil 27).

Sekil 27: Tiim katlarin primer siitiirasyonu

Siganlar uyandiktan sonra yapilan muayenede SHAM grubu hari¢ tiim gruplardaki
sicanlarin paraplejik oldugu goriildii. Biitiin siganlara erken postop donemde intraperitoneal
olarak 10 mg/kg parasetamol (Perfalgan, 10mg/mL infiizyon, Bristol Myers SQUIIB, Fransa)
uygulanarak aneljezi saglandi. Paraplejik siganlarin mesanesi giinde iki kez olmak iizere el ile

kompresyon yapilarak bosaltildi.
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Daha sonra Urolitin A grubuna 12, 24 ve 36. saatlerde gavaj ile Urolitin A 50 mg/kg
(Shandong HRC Chemical Co., Ltd., China) dozunda verildi. Nar Nkstresi grubuna ise yine 12,
24 ve 36. saatlerde gavaj ile her uygulamada 1ml olacak sekilde konvansiyonel meyve suyu
stkacaginda hazirlanip daha sonra doner buharlastiricida yogunlugu artirilmig Nar Ekstresi
verildi. Nar Ekstresinin yogunlugu gavajda akiskanliga sorun teskil etmeyecek sekilde
ayarlandi. Elde edilen bu 6ziitiin ig¢indeki ellagic asit miktart HPLC cihazinda 6lgiilerek (bir

litre Oziitte 341,49 mg ellagic asit mevcut) 0ziit standartize edildi.

3.2.3.Sakrifikasyon ve spinal kordlarin ¢ikarilmasi

Biitiin gruplardaki siganlar 48. saatte genel anestezi altinda sakrifiye edildi. Sonra spinal
kordun hasarli bolgesi ve yaklasik 1 cm periferi (distal ve proksimal) ¢ikarilarak kord 6rnekleri
alind1 ve immiinhistokimya, Elisa ve Western blot incelemeleri i¢in eppendorf tiiplerine alinip

-80 derece dolabina yerlestirildi (Sekil 28 a-b).

Sekil 28 a-b: Sakrifikasyon sirasinda alinan spinal kord goriintiisii
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3.3.Immiinohistokimyasal Analizler
3.3.1.Histolojik yontem

3.3.1.1.0rneklerin hazirlanmasi

Sakrifiye edilen ratlardan alman doku &rnekleri Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda 151tk  mikroskobik ve
immunohistokimyasal inceleme yapilmak iizere takibe alindi. Alinan doku Ornekleri fosfat
tamponu (PBS) icinde hazirlanmis %10 tamponlu noétral formaldehitte 1 giin tespit edildi.
Tespit edilen doku ornekleri rutin 151k mikroskop doku takip yontemine gore dereceli
alkollerden gegirilerek dehidrate edildi, ksilolde seffaflandirildiktan sonra parafine gomiildii.
Doku takibi sirasinda optimizasyonun saglanabilmesi i¢in sabit vakumlu bir doku takip cihazi
kullanild1 (Leica, model TP 1020). Parafin bloklardan rotary mikrotom ile 3- 4 pm kalinliginda

kesitler krom aliim jelatin ile kapli rodajli lamlara alindi.

3.3.1.2.Hematoksilen- eozin boyama

Rodajli lamlara alinan 3- 4 um kalinligindaki paraffin kesitler 1 gece etlivde deparafinize

edildikten sonra asagidaki sirayla boyama islemi yapildi.

e 3 kere 15’ er dakika ksilolde bekletildi.

e Srrastyla %96, %96 ve %80’ lik alkollerde 10 ar dakika bekletilerek rehidrate edildi.
e Akar suda 10 dakika yikandu.

e Kullanilmadan 6nce siiziilen Hematoksilende 15 dakika bekletildi.

e Akar suda 10 dakika yikandu.

e 2 kere asit alkole batirilip ¢ikartildi.

e Akar suda 10 dakika yikandi.

e 2 kere amonyakli suya batirilip ¢ikartildi.

e 60 sn eozinde bekletildi.
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e Sirsiyla %80, %96, %96 lik alkollerden gecirildi.
e Kurutulup, 45 dakika ksilolde bekletildikten sonra Kanada balsamu ile lamlar kapatildi

3.3.1.3.immiinohistokimyasal yontem

Mitofajiyi gostermek icin Nix (E-1) (sc-166314) ve Parkin (PRKS) (sc-32282) ile
imminohistokimyasal boyama yapildi. Sekonder anikor olarak Rabbit specific HRP/DAB
(ABC) Detection IHC Kit (ABCAM- ab64261) kiti kullanildi.

Rodajli lamlara alinan 3- 4 pm kalinligindaki paraffin kesitler 1 saat etiivde deparafinize

edildikten sonra;

e 2 kere 10’ er dakika ksilolden gegirildi.

o 2 kere %9011k alkolde bekletildi.

e 10 dakika H20>’ de bekletildi.

e Distile suda 10 dakika yikandi.

e %10’ luk sitrat bufferda 20 dakika tutuldu.

e Blocking serum damlatildi ve 15 dakika oda 1sisinda bekletildi.

e Blocking serum uzaklastirildiktan sonra primer antikor damlatildi ve +4C% de overnight
beklendi.

e Ertesi giin PBS ile yikandiktan sonra sekonder antikor damlatildi, 1 saat beklendi.

e PBSile yikandi.

e HRP damlatildi ve 20 dakika beklendi.
DAB ile Mayer hematoksilen ile boyanarak kapatildi.

Kapatilan ornekler hiicreler Nikon (Eclipse 920248, U.S.A.) 151tk mikroskobunda
degerlendirildi ve goriintiiler Nikon Marka DS-Fi2-U3 Model kamera ile tam uyumlu

goriintiileme yazilimu ile bilgisayar ortamina aktarildi.
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3.4.Doku I1-6 Ve Tnf Alfa Diizeylerinin Ehsa ile Degerlendirlmesi

Sakrifikasyon sonrasinda alinan doku homojenatlarindan siipernati elde etmek igin 2-8
derece500xg’ de 5-10 dk santifliriij yapildi. Daha sonra siipernatlar kuyucuklara
yiiklenmek i¢in Eppendorf tiiplerine alindi.

Diliisyon tampon ile sulandirilan standart 1 ml 6rnekler, son konsantrasyonu 200 — 100
—50-25-12.5-6.25-3.12 pg/ ml olacak sekilde standartlar seri olarak diliie edildi ve
her bir kuyuya standart veya numune olacak sekilde 100’er pl kadar yiiklendi ve 37
derecede 90 dakika inkiibe edildi.

Kuyulardaki sivilar ¢ekildi, sonrasinda 100’er pl Biotin antikor soliisyonu eklenip 37
derecede 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra kuyudaki sivilar aspire edildi ve 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandi.

Daha sonra kuyulara 100’er ul HRP konjugati eklenip 37 derecede 30 dakika inkiibe
edildi.

Sonrasinda kuyulardaki sivilar aspire edilip 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi.
Kuyulara 90’ar pl substrat reaktifi konulup 37 derecede 15 dakika inkiibe edildi.
Kuyularda renk degisimi olduktan sonra 50°ser pl stop soliisyonu eklenip, 450 nm dalga
boyunda 6l¢iim yapildi.

Elde edilen standart egri grafigine gore orneklerdeki TNF-a ve IL-6konstrasyonlari
belirlendi.

3.5.Doku Orneklerinin Western Blot fle Degerlendirilmesi

Oncelikle Resolving Gel ve Stacking Gel adli iki jel hazirland:. Resolving gel igin 1950
ul Acrylamide, 16.25 pl pH:8.8 Tris HCI, 65 pl SDS, 2827 ul H20, 3.25 ul TEMED ve
32.5 ul APS kanstirildi. Kaliba dokiildii. Uzeri tarakla kapatildi. 45 dakika 37C
inkiibatorde bekletildi. Ardindan Stacking Gel hazirlamak i¢in 300 ul Acrylamide, 756
ul pH:6.8 Tris HCI, 30 pl SDS, 1908 pl H20, 3 ul TEMED ve 15 pl APS karistirilip elde
edilen karisim Resolving Gel’in iizerine eklenerek 45 dakika daha 37C inkiibatorde
katilagmas1 beklenildi.
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e 1.kuyuya 4 ul marker eklendi. Diger kuyulara ise istenilen proteinler yiiklendi. Jel,
running buffer dolu tanka koyuldu. Ardindan yiiriitme i¢in cihaz ¢alistirildi. 1 saat 80V
ardindan 2 saat 120V dozajda yiiriitiildi.

e Yiiriitmenin sonunda jel, PVDF membran ve blotting sheetler Transfer bufferda
bekletildi. Blotting sheet, PVDF membran, jel ve blotting sheet {ist iiste konularak
sandvig¢ yapildi. Uzerine transfer buffer koyuldu. Transfer cihazinda 2,5 saat 0.65 mA
dozajda cihaz c¢alistirildi.

e Siirenin sonunda sandvi¢ cihazdan alindi. Membran 5 dakika boyunca wash bufferda
yikandi. Ardindan 1 saat boyunca Blocking bufferda, shakerda inkiibe edildi. Daha sonra
Primer antibody icerisine +4 C’de overnight olarak birakildi.

e Ertesi giin, membran antibody’den alindi. 5’er dakika olmak tizere 5 defa wash buffer
ile shakerda yikandi.

e Yikamanin ardindan jel alinir, Secondary antibody igerisinde 1 saat oda sicakliginda
shakerda inkiibe edildi. Ardindan 4 defa 5 dakika, 1 defa 10 dakika olmak {izere wash
buffer ile yikandi.

e Membran ECL soliisyonu ile muamele edilerek chemiluminescence 1s1ma goriiniitleme

cihazi yardimiyla tespit edildi. Protein saptandi.

3.6. istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen sonugclar i¢cin IBM Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
22 programi kullanildi ve Bezmialem Universitesi Biyoistatistik Anabilim Dali’nda analiz
edildi. Tiim veriler ortanca, minimum ve maksimum degerleriyle temsil edildi. Verilerin normal
dagilip dagilmadigina bakildi ve tiim veriler parametrik olmayan testlerle analiz edildi. (Gruplar
arasindaki karsilastirmalar i¢in parametrik olmayan Kruskal Wallis testi uygulanip, ¢oklu
karsilastirma i¢in Dunn Bonferroni'nin ¢oklu karsilastirma testi kullanildi.) Farkin p<0.05’ten

kiiclik olmas1 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Histolojik Bulgular

Travma grubuna ait spinal kordlarin hematoksilen ve eosin (HE) ile boyanmis
kesitlerinde gri ve beyaz cevherin beklenen diizenini kaybettigi, doku ddemi ve kanama
alanlarinin ortaya ¢iktig1 (Sekil 29 a), gri cevherde noron gevresi 6demin belirgin oldugu (Sekil
29 b), beyaz cevherde doku hasar1 oldugu, gliya hiicre sayisinin da nispeten azaldig1 izlendi

(Sekil 29 b-c).

Sekil 29 a. Travma grubuna ait spinal kordda gri cevher (yildizlar) ve beyaz cevherin (X isaretleri)
beklenen dizenini kaybettigi goriliyor. Yaygin hemoraji (H), beyaz cevherde 6dem ve doku hasari

izleniyor. H-E; X 100.

Sekil 29 b. Travma grubuna ait spinal kordun gri cevherinde hemoraji (H) ve dejenere olmus
noronlar (oklar) isaretlenmistir. Noronlarin ¢evresinde ddem oldugu anlagilmaktadir. Beyaz

cevherde de belirgin 6dem goriilmektedir (seklin sag tist boliimii). H-E; X 400.
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Sekil 29 ¢. Travma grubuna ait spinal kordun beyaz cevherinde belirgin 6dem alanlari
(yildizlar) goriiliiyor. Bu 6demli dokuda gliya hiicrelerinin (oklar) seyrekleserek aralikli

yerlestigi izleniyor. H-E; X 400.

Sham grubuna ait spinal kordlarin hematoksilen ve eosin ile boyanmis kesitlerinde gri ve
beyaz cevherin normal histolojik yapisini korudugu izlendi (Sekil 30 a-b-c). Beyaz cevherdeki

yer yer hafif 6dem goriildii (Sekil 30 a-c), gliya hiicre sayisi normaldi (Sekil 30 c).

S 100um

Sekil 30 a. Sham grubuna ait spinal kordun gri (yildizlar) ve beyaz cevherinin (X isaretleri)
olagan diizenini korudugu goriiliilyor. Beyaz cevherde (6zellikle resmin sol alt boliimiinde) hafif

0dem goriliiyor. H-E; X 200
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Sekil 30 b. Sham grubuna ait spinal kordun gri cevherinde noronlarin (oklar) ve gliya
hiicrelerinin dagiliminin normal oldugu goriliiyor. Santral kanali (CC) déseyen ependim

hiicreleri de saglikli goriiliiyor. H-E; X 400.

Sekil 30 c. Sham grubuna ait spinal kordun beyaz cevheri yer yer hafif 6dem disinda normal

goriiniiyor. Gliya hiicreleri kirmizi oklarla isaretlenmistir. H-E; X 400.

UA grubuna ait spinal kordlarin hematoksilen ve eosin ile boyanmis kesitlerinde gri ve
beyaz cevherde normal histolojik yapisini koruyan alanlar goriildii. Ancak yine de yer yer doku
diizeninin ve biitlinliigliniin bozuldugu, kanama alanlarinin ve 6demin ortaya ¢iktig1 goriildii.

Beyaz cevherde gliya hiicre dagilimi1 normaldi ($ekil 31 a-b-c-d).

54



\- ' ’ | (i b 4
Sekil 31 a. UA grubuna ait spinal kordun gri (y1ldiz) ve beyaz cevheri genel olarak normal

goriiliiyor. Gri cevherde noron ¢evresinde 6dem izleniyor. Beyaz cevherde 6dem

goriilmemektedir. H-E; X 100.

i 4 e 3 3
g 45 4 ) . 4. 100pm

Sekil 31 b.UA grubuna ait spinal kordda 6demin yol actig1 dejenere alanlar (D) ve ¢cok genis

olmayan kanama alanlar1 (H) goriiliiyor. Beyaz cevherde 6dem goriilmektedir. H-E X 100.

Sekil 31 c. UA grubuna ait spinal kordda gri cevherde néron ve gliya hiicre dagilimi normal

goriinliyor. Noronlarin ¢evresinde 6dem izlenmektedir. H-E; X 200.
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Sekil 31 d.UA grubuna ait spinal kordun beyaz cevherinde yaygin olmayan kanama alanlar1

(H) ve 6dem goriiliiyor. Gliya hiicreleri isaretlenmistir. H-E; X 100.

NARE (Nar Ekstresi) grubuna ait spinal kordlarin hematoksilen ve eosin ile boyanmis
kesitlerinde gri ve beyaz cevherin sham grubuna yakin gériintimde oldugu, genel olarak normal
histolojik yapisim1 korudugu goriildii. Gri cevherde az da olsa kanama alanlarina rastlandi.

Beyaz cevherde gliya hiicre dagilimi normaldi (Sekil 32 a-b).

100 pm

Sekil 32 a. NARE grubuna ait spinal kordda gri (yi1ldiz) ve beyaz cevher (X isareti) normal
goriiniiyor. Doku igindeki damarlarda ve subaraknoid mesafedeki damarda konjesyon

goriiliiyor. H-E; X 100.
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Sekil 32 b. NARE grubuna ait spinal kordun gri cevherinde néron (oklar) ve gliya hiicre

dagilimi normal goriiniiyor. Noron ¢evresi 6ddem izlenmektedir. H-E; X200.

4.2.immiinohistokimyasal Bulgular

Immiinoreaksiyon derecesinin belirlenmesi amaci ile Tsai HD ve arkadaslarinin
kullandig1 derecelendirme yontemi kullanildi (Tablo 9) (173). Buna gore %0 boyanma (-), %1-
30 boyanma (+; zayif), %31-60 boyanma (++; orta), %61-100 boyanma (+++; siddetli) olarak
kabul edildi.

Kullanilan Simge Siddeti

- Sifir (immiinoreaktivite yok)

+ Zayif
++ Orta
+++ Siddetli

Tablo 9: Immiinreaksiyon dereceleri

4.2.1.Nix immunreaksiyonu

Travma grubuna ait Nix immiinohistokimyasal igaretleme yontemi uygulanan spinal
kordlarda beyaz cevherde daha yiiksek olmak iizere (beyaz cevher: +++, gri cevher: ++) her iki

cevherde de immiinopozitif boyanma oldugu izlendi (Sekil33a). Gri cevherde bulunan néron
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ve gliya hiicrelerinin gévdelerinde niikleus ve sitoplazmada immunreaksiyon saptandi (++).

Beyaz cevherde de immiinoreaksiyon 6zellikle aksonlarda goriildii (+++) (Sekil 33 b-c).

Sekil 33 a. Travma grubuna ait spinal kordda gri cevherde (yildiz) ndronlarda ve gliya
hiicrelerinde, beyaz cevherde gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde pozitif boyanma izleniyor.

Nix antikoru, ABC yontemi; X 100.

Sekilm33 b. Travma grubuna ait spinal kordun gri cevherinde néron ve gliya hiicrelerinin
govdelerinde niikleus ve sitoplazmalarinda pozitif reaksiyon belirgin olarak goriilityor. Nix

antikoru, ABC yontemi; X 400.

58



Sekil 33 c¢. Travma grubuna ait spinal kordun beyaz cevherinde gliya hiicrelerinde ve

aksonlarda pozitif boyanma izleniyor. Nix antikoru, ABC ydntemi; X 200.

Sham grubuna ait Nix immiinohistokimya yapilan spinal kordlarda néronlarin ve gliya
hiicrelerinin niikleuslarinda pozitif reaksiyon goriilmedi. Sitoplazmalarinda ise zayif bir
immiinoreaksiyon izlendi (+) (Sekil 34 a-b). Beyaz cevherde aksonlarda da reaksiyon zayifti
(Sekil 34 b).

Sekil 34 a. Sham grubuna ait spinal kord gri cevheri, siyah oklar: zayif immiinopozitif

boyanmis néron hiicreleri (+) (Nix antikoru, ABC yontemi X400)
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Sekil 34 b. Sham grubuna ait spinal kordun beyaz cevherinde aksonlarda zayif (+)

immiinopozitif boyanma goriilityor. Nix antikoru, ABC yontemi; X 400.

Urolitin A grubuna ait Nix immiinohistokimya isaretleme ydntemi uygulanan spinal
kordlarda gri cevherde beyaz cevherden daha fazla olmak iizere (beyaz cevher: ++, gri cevher:
+++) immiinopozitif boyanma oldugu izlendi (Sekil 35 a-b). Gri cevherde bulunan néronlarin
ve gliya hiicrelerinin gévdelerinde niikleus ve sitoplazmada pozitif reaksiyon saptandi (+++).

Beyaz cevherde de immiinoreaksiyon gliya hiicrelerinde ve aksonlarda goriildii (++).
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Sekil 35 a. Urolitin A grubuna ait spinal kordun gri cevherinde ndron (oklar) ve gliya
hiicrelerinin govdelerinde niikleus ve sitoplazmada pozitif reaksiyon belirgin olarak goriilityor.
Beyaz cevherde de (X isareti) gliya hiicrelerinde ve aksonlarda reaksiyon izleniyor. Nix

antikoru, ABC yontemi; X 200.
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Sekil 35 b. Urolitin A grubuna ait spinal kordda gri cevherde (yildiz) ve beyaz cevherde (X
isareti) noron (oklar) ve gliya hiicrelerinin govdelerinde niikleus ve sitoplazmada pozitif
reaksiyon belirgin olarak goriiliiyor. Beyaz cevherde (X isareti) gliya hiicrelerinde ve

aksonlarda reaksiyon izleniyor. Nix antikoru, ABC yontemi; X 400.

NARE grubuna ait Nix immiinohistokimya yontemi ile isaretlenen spinal
kordlarda gri cevherde orta ve beyaz cevherde zayif immunreaksiyon gézlendi. Gri cevherde
bulunan bazi néronlarin sitoplazmalarinda ve glia hiicrelerinde orta (++) reaksiyon gdzlenirken
beyaz cevherdeki gliya hiicrelerinin sitoplazmalarinda zay1f reaksiyon (+) saptandi (Sekil 36 a-

b).
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Sekil 36 a. NARE grubuna ait spinal kordda gri cevherde (y1ldiz) néron ve gliya hiicrelerinin
sitoplazmalarinda orta (++) reaksiyon goriiliiyor. Niikleer boyanma goriilmemektedir. Beyaz
cevherde de gliya hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve aksonlarda boyanma zayiftir (+). Nix

antikoru, ABC yontemi; X 200.
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Sekil 36 b. NARE grubuna ait spinal kordda gri cevherde (yildiz) néron (oklar) ve gliya
hiicrelerinin ~ sitoplazmalarinda orta (++) reaksiyon goriiliiyor. Niikleer boyanma
goriilmemektedir. Bazi ndronlarda sitoplazmik boyanma da belirgin degildir (ok baslar1). Beyaz
cevherde de gliya hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve aksonlarda boyanma zayiftir (+). Nix

antikoru, ABC yontemi; X 200.

4.2.2.Parkin immunreaksiyonu

Travma grubuna ait Parkin immiinohistokimyasal teknik uygulanan spianal kord
kesitleri incelendiginde gri ve beyaz cevherde noronlarin ve gliya hiicrelerinin
sitoplazmalarinda orta (++) immiinreaksiyon izlendi (Sekil 37 a-c). Gri cevherdeki néronlarin
ve gliya hiicrelerinin bir kisminda ise niikleer veya sitoplazmik reaksiyon goriilmedi (Sekil 37

a-b).

Sekil 37 a. Travma grubuna ait spinal kordun gri cevherinde (yildiz) orta (++) sitoplazmik
immunreaksiyon gosteren hiicreler oklarla, reaksiyon gostermeyen bir hiicre ise kalin okla
isaretlenmistir. Beyaz cevherde de (X isareti) orta boyanma dikkat ¢ekiyor. Bu alanda 6dem ve

doku hasari belirgin goriilityor. Parkin antikoru, ABC yontemi; X 100.
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Sekil 37 b. Travma grubuna ait spinal kordun gri cevherinde immunreaksiyon gosteren hiicreler
oklarla, gostermeyenler kalin oklarla isaretlenmistir. Alandaki gliya hiicrelerinde niikleer veya

sitoplazmik pozitiflik goriilmemektedir. Parkin antikoru, ABC yontemi; X 400.

Sekil 37 c¢: Travmagrubuna ait spinal kordun beyaz cevherinde aksonlarda orta (++)

immiinopozitif boyanma goriiliiyor. Parkin antikoru, ABC yontemi; X 400.

Sham grubuna ait Parkin immiinohistokimyasal teknigi uygulanan spinal kord
kesitlerinde gri cevher ve beyaz cevherde ndronlarda, gliya hiicrelerinde ve aksonlarda
genellikle immiinoreaksiyon goriilmedi. Ancak nadiren néronlarin ve gliya hiicrelerinin

periferik sitoplazmalarinda hafif reaksiyon saptandi (Sekil 38 a-b-c).
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Sekil 38 a. Sham grubuna ait spinal kordun gri (y1ldiz) ve beyaz cevherinde (X isareti) belirgin
bir immunreaksiyon goriilmiiyor. Ancak resmin sag alt yarisinda goriillen ndronlarin
sitoplazmalarinin membrana yakin periferik bolgelerinde zayif (+) boyanma izleniyor. Parkin

antikoru, ABC yontemi; X 100.
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Sekil 38 b. Sham grubuna ait spinal kordun gri cevherinde sadece periferik sitoplazmalarinda
zayif (+) reaksiyon goriilen ndronlar isaretlenmistir. Bu durum gliya hiicrelerinin bazilari igin
de gecerlidir. Her iki hiicre grubunda da niikleer boyanma izlenmemektedir. Parkin antikoru,

ABC yontemi; X 400.
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Sekil 38 ¢. Sham grubuna ait spinal kordun beyaz cevherinde aksonlarda pozitif boyanma
goriilmiiyor. Bazi1 gliya hiicrelerinin sitoplazmalarinda zayif reaksiyon izleniyor. Parkin

antikoru, ABC yontemi; X 400.

Urolitin A grubuna ait Parkin immiinohistokimyasal teknigi uygulanan spinal kord
kesitlerinde gri cevherde bazi noronlarin ve gliya hiicrelerinin sitoplazmalarinda zayif
immiinopozitif (+) boyanma goriildii. Beyaz cevherde de gliya hiicrelerinin sitoplazmalarinda
zay1f immiinopozitif boyanma saptandi (Sekil 39 a-b-c). Aksonlarda reaksiyon yoktu veya ¢ok
zayift1 (Sekil 39 a-c).

Y doopm

Sekil 39 a. Urolitin A grubuna ait spinal kordun gri cevherinde (y1ldiz) ve beyaz cevherinde (X
isareti) bazi noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde zayif boyanma goriilityor. Aksonlarda da

belli belirsiz bir reaksiyon izleniyor. Parkin antikoru, ABC yontemi; X 100.
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Sekil 39 b. Urolitin A grubuna ait spinal kordun gri cevherinde bazi néronlarin (oklar) ve gliya
hiicrelerinin periferik sitoplazmalarinda zayif boyanma goriilityor. Parkin antikoru, ABC

yontemi; X 400.

F 3 o soum

Sekil 39 c¢. Urolitin A grubuna ait spinal kordun beyaz cevherinde aksonlarda
immunreaksiyonun olmadigi veya c¢ok zayif oldugu goriiliiyor. Gliya hiicrelerinin

sitoplazmalarinda zay1f pozitif reaksiyon izleniyor. Parkin antikoru, ABC ydntemi; X 400.

Nar Ekstresi grubuna ait Parkin immiinohistokimya yapilan spinal kord kesitleri
incelendiginde Urolitin A grubuna benzer sekilde gri cevherde bazi néronlarda ve gliya
hiicrelerinde zayif immiinopozitif (+) boyanma, bazilarinda ise negatif boyanma saptandi.
Niikleer reaksiyon yoktu. Beyaz cevherde de zayif immiinpozitif boyanma oldugu goriildi

(Sekil 40 a-b).
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Sekil 40 a. Nar Ekstresi grubuna ait spinal kordun gri cevherinde (y1ldiz) ve beyaz cevherinde

(X isareti) zayif (+) veya negatif boyanma goriiliiyor. Parkin antikoru, ABC yontemi; X 100.
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Sekil 40 b. Nar Ekstresi grubuna ait spinal kordun gri cevherinde (y1ldiz) sitoplazmik reaksiyon
gosteren noronlar oklarla, reaksiyon gostermeyen noronlar kalin oklarla isaretlenmistir. Beyaz

cevherde de (X isareti) boyanma belirgin degildir. Parkin antikoru, ABC yontemi; X 200.
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NiX PARKIN
GRUP Beyaz cevher | Gricevher Beyaz cevher Gri cevher

Travma 1 +++ (%80) ++ (%50) ++ (%50) Bir kisim ndéron -(%0)
Bir kisim néron++ (%45)

Travma2 +++ (%80) ++ (%50) ++ (%50) Bir kisim ndéron -(%0)
Bir kisim néron++ (%45)

Travma3 +++ (%80) ++ (%50) ++ (%50) Bir kisim néron -(%0)
Bir kisim néron++ (%45)

Travma4 +++ (%80) ++ (%50) ++ (%50) Bir kisim ndéron -(%0)
Bir kisim néron++ (%45)

Travma5s +++ (%80) ++ (%50) ++ (%50) Bir kisim ndéron -(%0)
Bir kisim néron++ (%45)

Travma 6 +++ (%80) ++ (%50) ++ (%50) Bir kisim ndéron -(%0)
Bir kisim néron++ (%45)

Sham 1 -(%0) +(%15) -(%0) Bir kisim ndron -(%0)
Bir kisim néron+ (%25)

Sham 2 -(%0) +(%15) -(%0) Bir kisim ndéron -(%0)
Bir kisim néron+ (%30)

Sham 3 -(%0) +(%15) -(%0) Bir kisim néron -(%0)
Bir kisim néron+ (%30)

Sham 4 -(%0) +(%15) -(%0) Bir kisim ndron -(%0)
Bir kisim néron+ (%25)

Sham 5 -(%0) +(%20) -(%0) Bir kisim ndron -(%0)
Bir kisim néron+ (%25)

Sham 6 -(%0) +(%20) -(%0) Bir kisim néron -(%0)
Bir kisim néron+ (%25)

Sham 7 -(%0) +(%15) -(%0) Bir kisim ndéron -(%0)
Bir kisim néron+ (%25)

Sham 8 -(%0) +(%20) -(%0) Bir kisim ndron -(%0)
Bir kisim noéron+ (%25)

NARE 1 +(20) +(%34) +(%15) +(%15)

NARE 2 +(20) +(%34) +(%15) +(%15)

NARE 3 +(20) +(%34) +(%15) +(%15)

NARE 4 +(20) +(%34) +(%15) +(%15)

NARE 5 +(20) +(%34) +(%15) +(%15)

NARE 6 +(20) +(%34) +(%15) +(%15)

URA 1 ++ (%40) +++ (%80) -(%0) +(%13)

URA 2 ++ (%40) +++ (%80) -(%0) +(%13)

URA3 ++ (%40) +++ (%80) -(%0) +(%12)

URA 4 ++ (%40) +++ (%80) -(%0) +(%13)

URAS ++ (%40) +++ (%80) -(%0) +(%13)

URA 6 ++ (%40) +++ (%80) -(%0) +(%13)

URA7 ++ (%40) +++ (%80) -(%0) +(%13)

Tablo 10: Deney gruplarini NiX ve Parkin ile gosterdigi immiinreaksiyonun karsilastirlmasi

68



Deney gruplarinin gosterdigi immiin reaksiyonlarin derecelerinin Tsai HD ve
arkadaglarinin kullandig1 derecelendirme yontemi referans alinarak verilen yiizdelerinin

istatistiksel degerlendirimesi yapildi

Nix beyaz cevher 80(80-80)  0(0-0)  20(20-20)  40(40-40) <0,001
2-4 0,004
2-1 <0,001

3-1 0,020

Nix gri cevher 50(50-50)  15(15-20) 34(34-34) 80(80-80)  <0,001
2-1 0,011
2-4  <0,001

3-4 0,023
Parkin beyaz cevher  50(50-50)  0(0-0)  15(15-15)  0(0-0) <0,001

2-3 0,039
2-1 <0,001
4-3 0,049
4-1 <0,001
Parkin gri cevher 45(45-45)  25(25-25) 15(15-15)  13(12-13) <0,001
4-2 0,004
4-1 <0,001
3-1 0,010

Tablo 11: Deney gruplarinin Nix ve Parkin ile immiin reaksiyonunun istatiksel olarak

yorumlanmasi
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Nix’in beyaz cevherdeki immiin reaksiyonun deney gruplart arasindaki
karsilastirilmasina bakildiginda en biiyiik deger travma grubunda iken en diisiik deger sham
grubunda goriilmiistiir. Travma grubu ile sham grubu arasindaki bu fark istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (p <0,001). Nar Ekstresi tedavisi Nix in beyaz cevherde verdigi immiin
reaksiyonu travma grubuna gore belirgin azaltmaktadir ve sonug istatiksel olarak anlamlidir
(p=0,020). Urolitin A tedavisi de Nix’in bu yanitim1 diisiiriir ama istatiksel olarak anlamli

diizeyde degildir (p=0,769).

Nix’in gri cevherdeki immiin reaksiyonuna bakildig1 zaman en yiiksek deger Urolitin A
grubunda olup en diisiik yine sham grubundadir (p<0,001). Travma grubunda Nix reaksiyonu
saham grubuna gore anlaml1 yiiksek olup (p=0,011). Nar Esktresi grubu Urolitin A grubuna
gore anlamli sekilde diisiiktiir (p=0,023). Bu durumda Urolitin A tedavisi gri cevherdeki Nix

reaksiyonu travma grubuna gore artirirken nar ekstresi tedavisi azaltmaktadir.

Parkin’in beyaz cevherdeki immiin reaksiyonuna bakildiginda yine en yiiksek sonug
travma grubunda iken en diisiik sonuglar sham ve Urolitin A grubunda goriildii (p<0,001).
Urolitin A tedavisi ile beyaz cevherdeki Parkin immiinreaksiyonu travma grubuna gére anlaml
sekilde azalirken (p<0,001), Nar Ekstresi tedavisindeki azalma istatiksel olarak anlanmli

bulunmamistir (p=0,871).

Parkin’in gri cevherdeki immiin reaksiyonuna bakildiginda ise en yiiksek yanit travma
grubunda iken en diisiik yanit Urolitin A grubunda goriilmiistiir. (p<0,001) Nar Ekstresi
tedavisinde de (p=0,010) Urolitin A tedavisinde de (p <0,001) travma grubuna gére Parkin gri

cevher immiinreaksiyonunda anlamli azalma goriilmiistiir.

4.3.Doku 11-6 ve tnf alfa diizeyleri

Deney gruplarindan alman dokun oOrneklerinin pool edilerek elisa yontemi ile
degerlendirilmesi sonucu deney gruplari ile standartlarin optik dansitelerinin karsilagtirlmasi ile
gruplara ait TNF-o ve IL-6 konsantrasyon degerleri elde edilmistir. Calisma iki tekrarh
yapilarak sonuglar istatiksel olarak karsilagtirlmis olup gruplar arasinda istatiksel anlamli fark

bulunamamistir. (TNF-a i¢in p=0,0718, IL-6 i¢in p=0,2250)
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ORNEK KONSANTRASYON
Travma 104,0302pg/ul
Sham 151,4199pg/ul
Urolitin A 136,8973pg/ul
Nar Ekstresi 148,3625pg/ul

Tablo 12: TNF-a elisa konsantrasyon tablosu

TNF-o

L | Grafik Alani |
120

ioo
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60
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20

Tr aema SHAM URA Nar

Sekil 41: TNF-a elisa konsantrasyon grafigi

ORNEK KONSANTRASYON
Travma 108,710126pg/ul
Sham 140,987544pg/ul
Urolitin A 121,664015pg/ul
Nar Ekstresi 152,790973pg/ul

Tablo 13: IL-6 elisa konsantrasyon tablosu
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Sekil 42: IL-6 elisa konsantrasyon grafigi

TNF-a diizeyi sham grubunda (151,4199 pg/ul) en yiiksek bulunmus olup onu Nar
Ekstresi grubu (148,3625 pg/ul) ve Urolitin A grubu (136,8973 pg/ul) takip etmektedir.En
diisiik diizey travma grubunda (104,0302 pg/ul) bulunmustur.IL-6 i¢in ise en yiiksek deger Nar
Esktresi grubunda (152,790973 pg/ul) bulunmus olup onu sham (140,987544 pg/ul ) ve
Urolitin A grubu (121,664015 pg/ul) takip etmektedir.Yine en diisiik diizey travma grubunda

(108,710126 pg/ul)bulunmustur. Tiim bu sonuglar istatiksel olarak anlamlandirilamamustir.

4.4.Doku Western blot bulgular:

Doku o6rneklerindeki Nix ve Parkin’in deney gruplarindaki Western blot sonuglarinin
konsantrasyonunun B aktin’in konsantrasyonu ile karsilagtirilmas: sonucu Parkin en yiikek
Urolitin A grubunda (24749,492) &lciilmiis olup sonrasinda travma (18383,681) ve sham
(15406,217) grubunda ol¢iilmiistiir. Endiisiik diizey ise Nar Ekstresi grubunda (16398,51)
Ol¢iilmiigiir. Nix’in ise en yiiksel diizeyi travma grubunda (19759,309) olup sonrasinda sham
(16313,329) ve Urolitin A (13628,342) grubunda oldugu gériilmektedir. En diisiik diizey ise
Nar Ekstresi grubundadir. (11394,309)
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Nix

Sekil 43: Parkin ve Nix’in Western blot ile degerlendirilmesi

GRUP PARKIN NiX
Sham 15406,217 16313,329
Travma 18383,681 19759,309
Nar Ekstresi 16398,51 11394,309
Urolitin A 24749,492 13628,342

Tablo 14: Parkin ve Nix’in Western blot sonug¢lari tablosu

western blot
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Sekil 44: Parkin ve Nix’in Western blot sonuglar1 grafigi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada anevrizma klipleme yontemiyle si¢canlarda olusturulan spinal kord hasari
sonrasinda uygulanan oral Urolitin A’nin ve Nar Ekstresi'nin mitofaji iizerine etkileri

incelenmistir.

SKH morbidite ve mortaliteye sebep olan dnemli bir saglik problemidir. SKH ‘na maruz
kalan bireyi fiziksel, psikolojik ve ekonomik olarak ciddi bir sekilde etkiler. Tedavi maliyetleri
bakimindan bireye ve iilkelere ciddi bir maddi yiik olusturmaktadir (1,4). Hala evrensel olarak
kabul goren net bir tedavi protokolii olmayisi, diinya genelindeki yayginligi ve olusturdugu
hasara bagh ciddi fiziksel ve psikososyal problemler nedeni ile SKH {izerinde yogun

aragtirmalarin yapildig1 bir konudur.

SKH bir¢ok farkli travma sebebiyle olabilir. Farkli bircok biyomekanik faktor spinal
kordu ve etrafindaki dokular etkileyebilir. Bu biyomekanik faktorler spinal korda travma
aninda hasar verebilecegi gibi mekanik hasar sonrasi olusabilecek kemik ve ligaman basis1 veya
kanal i¢ine kanama sonrasi gelisen kompresyon ile ayn1 zamanda kalic1 deformiteye ve kronik
olarak spinal kord harabiyetine sebep olabilir. Olusabilecek instabilite ile posttravmatik kifoz

gibi daha ileri yapisal deformiteler gelisip nérolojik durumu kétiilestirebilir. (174)

Hasar sonrast gelisen patofizyolojik siireclerin iyi anlasilmasi gelistirilecek
farmakolojik tedavi yoOntemleri acgisindan oOnemlidir. SKH patofizyoloji temel olarak
baslangigtaki mekanik hasara bagli (primer) ve sonrasinda gelisen vaskiiler, biyokimyasal ve
histopatolojik degisiklerden olusan (sekonder) hasar meaknizmasi ile agiklanir. (49) ilk olarak
Allen tarafindan 1911 yilinda kopekler iizerinde olusturulan omurilik kontlizyonu sonrasi
yapilan myelotomi ve hematomyelinin kaldirilmasinin nérolojik diizelmeye sebep oldugunun
gozlenmesi sekonder hasar konseptine Onciilik yapmis olup bu konu ile ilgili deneysel

caligmalarin belirli kriterlere baglanmasina 6nayak olmustur. (47,48)
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Primer spinal kord hasari1 traksiyon ve kompresyon gibi kuvvetlerin spinal kordu
etkilemesi 1ile saniyeler iginde noral elemanlarin dogrudan kompresyonu sonucunda
yaralanmasi ile olugur. Sonrasinda néral hiicre membran hasari, aksonal hasar ve zarar gormiis
vaskiiler yapilar spinal korddaki 6demin artmasina ikincil iskeminin ortaya ¢ikmasina sebep
olur. Sekonder hasar olusumunda 6dem, vaskiiler iskemi, serbest radikal olusumu, lipid
peroksidasyonu, elektrolit bozukluklari, posttravmatik inflamatuar reaksiyon, apopitozis ve
diger hiicresel diizeydeki reaksiyonlar etkilidir (50). Sekonder hasarin anabilesenlerinden olan
inflamasyon spinal kord hasarinin patogenezinde akut donemdede kronik dénemde de hayati
rol oynamaktadir (85). Mitofaji ise hasarli mitokondriyi ortadan kaldiran mitokondriyel otofaji
olup calismalarda SKH patogenezinde 6nemli bir rolii olabilecegi gosterilmistir (6). Biz de

calismamizda 6zellikle inflamasyon ve mitofaji lizerine yogunlastik.

SKH’da bir¢ok ajan denenmis olmasina ragmen hala etkinligi kanitlanmis bir tedavi
protokolii bulunmamaktadir. Sadece metilprednizolon (MP) tedavi protokolii mevcut olup
bununda tekralanabilir yararl: etkileri kesin olmayip yan etki profili genis oldugu i¢in etkinligi
tartisilmaktadir (175,176). Son yillardaki yayinlarda akut SKH tedavisinde MP protokolii

tedavide onerilmeyip tedavi algoritmasindan ¢ikarilmistir (177).

Nar, bogiirtlen, ¢ilek gibi baz1 meyvelerde bulunan Ellagiteninlerin (ET) bagirsaklarda
Ellajik Aside (EA) donlismesinden sonra barsak bakterileri tarafindan metabolizasyonu
sonucunda olusan Urolitin A’nin daha &6nce antioksidan, antikanser, antiinflamatuar,
antimikrobiyal ve mitofajiyi indiikkleme gibi etkileri bilinmektedir (167,168,7). Biz de
calismamizda kardiak, gastrointestinal, endokrin, merkezi sinir sisteminde beyin gibi bir¢ok
sistemin patolojilerinde tedavide arastirilmis olan Urolitin A’nin daha &nce ¢alisiimadig

travmatik SKH’nda kullanmak istedik.

Nar Ekstresinde bulunmayan ancak bagirsak bakterileri tarafindan iiretilen Urolitin A,
bagirsak floras1 bozulmus bazi insanlarda iiretilmemektedir. Bu baglamda son zamanlarda FDA
Urolitin A preperatlarini onaylanmis ve Amerika’da satisa sunulmustur. Ancak agizdan alinan

Urolitin A’nin mitofaji iizerine etkisinin az oldugu yoniinde bazi ¢alismalar mevcuttur (8). Bu
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yiizden calismanzda hem Nar Ekstresi hem de saf Urolitin A’y1 kullanarak elde edecegimiz

karsilastirmali sonuglar ile tedavi etkinligini degerlendirmek istedik.

Kemirgen hayvanlarin barsak mikrobiyasinin EA den Urolitin A iiretmek i¢in yeterli
oldugu gosterilmistir. (7) Nar Esktresi verilen kemirgenlerin sindirim siteminde EA’in
probiyotikler tarafindan déniistiiriilmesi ile Urolitin A olusur. Biz de Nar Ekstresi vermeyi
planladigimiz hayvan gruplarina Nar Ekstresi icindeki EA miktarin1 standartize ederek tiim

hayvanlara esit olacak sekilde uyguladik.

SKH sonrasinda hastalarda ilk saatlerden itibaren iskemi, doku hasar1 ve hemorojiye
kars1 akut fizyolojik yanit olarak inflamasyon olusur. Endojen mediatorlerin, sitokinlerin
salgilanmasi ve karmagik bir olaylar zinciri spinal kordun dogal iyilesme siirceini saglamaya
calisir. Fakat inflamasyondaki asirilik iyilesme i¢in olumsuz olup c¢oklu organ yetmezligi,
sistemik isnflamasyon cevabina sebep olabilir. SKH sonrasi sekonder yanitta ortaya c¢ikan
inflamasyonda oncelikli roli IL-1, IL-6 ve TNF-a {istlenir. Calismamizda hasarli spinal kord
doku o6rneklerinden inflamatuar sitokinlerden IL-6 ve TNF-a seviyelerine bakilarak hayvan
gruplart arasinda karsilastirma yapilmistir. Calismalarda SKH sonrasinda 3-24 saat arasi bir

stirede kontiizyon bolgesinde TNF-a ve IL-6 miktar1 hizlica yiikselir (87,88).

TNF-a ve IL-6 bekledigimiz sonucun aksine en diisiik travma grubunda ¢ikmis olup bu
litaratilir bilgisine uymamaktadir. Bunun sebebi travmanin siddeti, dokuda TNF-a ve IL-6
diizeylerine bakilma siiresi olabilir. TNF-a diizeyi en yiiksek sham grubunda olup Urolitin A
grubunun hem TNF-o hem de IL-6 seviyeleri Nar Ekstresi grubuna gore diisilk bulunmustur.
Calismamizda hayvan gruplarindaki doku 6rnekleri havuzlanarak ELISA yéntemi ile iki
tekrarli calisilarak sonuglar istatiksel olarak karsilastirilmis olup sonuglarda deney gruplari

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Otofaji kusurlu sitozolik bilesenleri lizozomal yolla ortadan kaldiran bir mekanizma
iken mitofaji hasarli mitokondriyi ortadan kaldiran mitokondriyel otofajidir. Yapilan
caligmalarda SKH patogenezinde mitofajinin etkili oldugu gosterilmistir. Fakat SKH’nda hala

mitofaji ile ilgili cok az rapor mevcuttur. Bazi ¢aligsmalar mitofajinin hasarli mitokondrinin
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ortadan kaldirilmasinin noéronal hiicrelerde koruyucu bir etki yaptigini1 sdylesede enerji arzini
azaltmada zararli bir rol oynayip oynamadigi belirsizdir (6). 2013 yilinda Zhang ve ark.
tarafindan serebral iskemi ve perflizyon hasari1 iizerine yapilan bir ¢aligmada mitofajinin
noronal hasara kars1 koruyucu bir etkisi oldugu sdylenirken, Mart 2021 de Nie ve ark. tarafindan
yapilan bagka bir yayinda asir1 mitofajinin SKH’nda ndronal 6liime yol a¢tig1 ve SKH’nda asir
mitofajiyi aktive etmek i¢in LC3 ileetkilesime giren Nix’in inhibisyonunun muhtemel bir

noroprotektif etki yaptig bildirilmistir. (178,179)

BNIP3 ve Nix mitofajiye dahil olan mitokondriyal BH3 proteinleri olup son ¢alismalar,
mitofajinin BNIP3 ve onun homologu Nix tarafindan spesifik olarak aktive edildigini
gostermistir. Bu anlamda Nix bir mitofaji marker1 olarak kabul edilebilir. Bir E3 ubiquitin ligaz1
olan Parkin de mitofajiyi tesvik etmek icin PINKI1 ile etkilesim yoluyla depolarize
mitokondriye alimir (144,145). Mitokondriyel parkin seviyesindeki artma mitofajiyel
aktivitenin onemli bir gostergesidir (146,147). Biz de calismamizda hasarli spinal kord

dokusunda hem immiinhistokimyasal olarak hem de Western blot ile Nix ve Parkin’e baktik.

Yapilan bir calismada SKH sonrasinda mitofajinin aktive oldugu, BNIP3, Nix ve p53’iin
arttig1 gozlemlenmis, 24 saat sonra elektron mikroskobu ile mitofajinin gostergesi olarak
yorumlanan mitofagozomlar gosterilmis. Western blot’da ise Nix be BNIP3 ekspresyonu
yaralanmadan 6 saat sonra belirgin artmis, 24 saat sonra pik yapmis ve 96 saat sonra da diismeye
baslamis (6). Biz de bu baglamda mitofaji odakli calismamizin siiresini SKH sonrasinda 48.

saatte hayvanlarin sakrifikasyonu yapilacak sekilde planladik.

Calismamizda immiinhistokimyasal inceleme sirasinda immiinboyama yapilmadan
once direk histolojik bakida hemotoksilen ve eosin (HE) ile boyanmis kesitlerde travma grubu
orneklerinin gri ve beyaz cevherlerinde hiicre diizeninin bozuldugu, doku 6deminin arttig1 ve
kanama alanlar1 gortildii. Sham grubunda ise gri ve beyaz cevherin normal histolojik yapisinin
korunup beyaz cevher de yer yer az miktarda 6dem alanlarinin oldugu goriildii. Urolitin A
grubunda normal histolojik yap1 korundugu gériilse de yer yer 6dem ve kanama alanlar1 vardi.

Nar Ekstresi grubu ise sham grubuna en yakin histolojik gdriiniime sahip olan gruptu. Direkt
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histolojik bakida Nar Esktresi tedavisinin Urolitin A tedavisine iistiin olarak doku histolojisi

rejenerasyonu agsindan olumlu etki ettigi sonucu ¢ikarilabilir.

Nix ve Parkin ile immiinreaksiyon derecesinin belirlenmesi amaci ile Tsai HD ve ark.
kullandig1 derecelenme yontemi referans alinarak verilen ylizdeler gruplar arasinda istatiksel
olarak karsilastirildi. Nix ile immiinreaksiyon sonuglarina bakildiginda travma grubunda beyaz
cevher %80 median deger ile boyanirken, gri cevher %50 boyanma gosterip en yiiksek
immiinboyanma gozlenen grup oldu. Sham grubu ise %0 beyaz cevher, %15 gri cevher
boyanmasi ile en az reaksiyon gozlenen grup oldu. Nix’in beyaz cevher immiinreksiyonunun
istatiksel karsilagtirlmasinda travma ve sham gruplarinin arasinda anlamli bir fark oldugu
goriildi (p=0,004). Ayni sekilde gri cevherde de anlamli bir diisiikliik gozlendi (p=0,011).
Sham grubuna en yakin boyanma %20 beyaz cevher, %34 gri cevher boyanmasi ile Nar Ekstresi
grubu oldu. Nar Ekstresi tedavisinin verildigi grup ile travma grubu arasindaki beyaz cevher
reaksiyonu karsilastirildiginda Nar Ekstresi grubunda anlamli bir diisiikliik saptandi. (p=0,020)
Nix ile verilen immiin reaksiyon gri ve beyaz cevher i¢in birlikte degerlendirildiginde en fazla
boyanma olan travma grubuna gore Nar Ekstresi tedavisinde anlamli bir diistikliikk goriiliirken
Urolitin A grubunda beyaz cevher reaksiyonu acisindan bir azalma olsada istatiksel olarak
anlamli goriilmemistir. (p=0,769) Bu bilgiler 1s181nda calismamizda iyi bir mitofaji marker1
olan Nix’in Nar Ekstresi tedavisi ile azalmasi bir¢ok calismada bahsedilen mitofajinin
artmasinin noroprotektif etki yapacagi sonucuna uymamaktadir. Fakat Nie ve ark. yaptigi
calismada bahsedilen Nix’in ve dolayli olarak asir1 mitofajinin azalmasinin néroprotektif etki
yaptig1 sonucu caligmamizin sonucuna paralel olup calismamizdaki hemotoksilen eosin
boyanmasi yapilan direk bakida doku biitlinliigiiniin Nar Ekstresi grubunda travmaya gore daha
iyi olmasi da bu durumu desteklemektedir (179). Urolitin A tedavisinin Nar Ekstresi kadar etkin
olmamasi da oral Urolitin A tedavisinde sistemik dolasima yeterli etken madde ge¢gmemesi ile

ilgili calismay1 destekler bir sonugtur. (8)

Beyaz cevherdeki parkin reaksiyonuna bakildiginda en yiiksek boyanma travma
grubunda iken en diisiik boyanma sham ve Urolitin A grubunda olup istatiksel olarak bu
diisiikliik anlamlidir. (p<0,001) Nar Ekstresi grubu da yine travma grubuna gore diisiik bulundu
fakat istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,871).
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Parkin icin gri cevher reaksiyonu bakimindan bazi hiicrelerde hi¢ reaksiyon
gozlenmezken bazi hiicrelerde orta siddette (travma grubu) bazilarinda ise hafif siddette
boyanma goriilmiistiir. Gri cevherdeki reaksiyon veren hiicreler bakimindan en yiiksek boyanan
grup yine travma grubu iken sham grubu 2.sirada olup beyaz cevher parkin boyanmasina paralel

degildir.

Western blot sonuglarinin konsantrasyonu B aktin ile karsilastirildi. Nix’in en yiiksek
diizeyi immiinhistokimya sonuglarina benzer sekilde travma grubunda c¢ikti. Yine
immiinhistokimya sonuglarina paralel sekilde Nar Ekstresi tedavisi Urolitin A’ya gore Nix’de
daha fazla azalmaya neden oldu. Parkin konsantrasyonu degerlendirildi§inde ise travma
grubunda Nix’e benzer sekilde sham grubuna kiyasla artmis konsantrasyon verdigi goriildii.
Nar ekstresi tedavisi Parkin seviyesinde de azalmaya neden oldu. Urolitin A grubunda ise
Parkin seviyesinin diismedigi ve seviyesinde artis saptandig1 gézlendi. Sonug¢ olarak mitofaji
markeri olan Nix’in gerek immiinhistokimyasal gerekse Western blot ¢aligmalarindaki
sonuclar1 anlamlandirilabilen, tutarli ve Nie ve ark. tarafindan yapilan calismay1 destekler
sekilde oldugu goriildi. Parkin ise her ne kadar mitofajide 6nemli bir molekiil olsa da

caligmamizda Parkin i¢in net anlamlandirilabilir sonuglar elde edilemedi. (179)

6. SONUC

Bu calismadaki veriler 1s1g3inda SKH’nda Urolitin A ve Nar Ekstresi tedavisinin
mitofajiyi baskiladigi gosterildi. Bdylece asir1 mitofaji baskilanarak noroprotektif etki
hedeflendi. Nar Ekstresi tedavisinin mitofaji iizerine Urolitin A’dan daha etkili oldugu saptandi.
SHK gibi karmagik ve zor bir patoloji i¢cin mitofaji arastirmalarin derinlestirilebilecegi bir
konudur. Bununla beraber gerek Urolitin A’nin gerek de Nar Esktresi tedavisinin daha fazla
denek {izerinde, uzun siireli takipler yapilarak ve daha genis kapsamli verilerden de
yararlanilarak calisilmasi SKH basta olmak {iizere birgok patolojide olumlu ¢ikarimlar
dogurabilir. Bu baglamda ¢alismamizin daha ileri ¢alismalara yol gosterici olacagini umut

ediyoruz.
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