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OZET

Deneysel Spinal Kord Hasarinda Clitoria Ternatea (Mavi Kelebek
Sarmasigr) Ekstraktinin Noroprotektif ve Terapotik Etkisinin Arastirilmasi

Bu calismada, travmatik spinal kord yaralanmasi sonrasi ortaya ¢ikacak sekonder hasara karsi
Clitoria ternatea ekstraktinin noroprotektif ve terapdtik etkinliginin ortaya konulmasi
amagclandi. Calisma i¢in 200-250 g agirliginda 35 adet Wistar albino irki erkek rat rastgele
olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Grup I: Kontrol Grubu bu gruptaki ratlara cerrahi bir islem
yapilmadi. Grup II: bu gruptaki ratlara sadece dorsal laminektomi yapildi. Grup III: bu gruptaki
ratlara dorsal laminektomi yapildi ve agirlik diisiiriilerek spinal kord hasari olusturuldu. Grup
IV: bu gruptaki ratlara dorsal laminektomi ve agirlik diisiirme modeli olusturulmadan 24 saat
once tek doz 200 mg/kg gavaj ile Clitoria ternatea extrakti verildi. Grup V: dorsal laminektomi
uygulandi ve agirlik disiiriilerek spinal kord hasari olusturuldu. Tek doz 200 mg/kg gavaj ile
Clitoria ternatea extrakti verildi. Postoperatif 24. saatin sonunda biitiin ratlardan anestezi

altinda analizler i¢in intrakardiyak kan alinip sakrifiye edildikten sonra doku 6rnekleri alindi.

Grup III’de MDA dizeyinin istatistiksel agidan anlamli olarak (p<0.01;p<0.05) arttig
belirlenmistir. MDA diizeyinde gbzlemlenen bu artigin hasar olusumunun bir gostergesi oldugu
sOylenebilir. Grup III’te artan MDA dizeyinin Grup IV ve Grup V’te azaldigi(p>0.05)

biyokimyasal olarak belirlenmistir.

Histopatolojik olarak grup 111 ¢alismada en agir patolojik lezyonlarin izlendigi gruptur. Grup IV
ve Grup V’te yer yer dejenerasyon ve nekroz bulgulart gozlenmistir. Bu iki grupta gozlenen
lezyonlar Grup I’ e kiyasla hem siddet hem yogunluk bakimindan daha diigiik seviyededir.
Immunohistokimyasal olarak Grup Ill‘de Caspase-3 pozitif hiicre sayis1 ve pozitif reaksiyon

belirginligi istatistiksel olarak tiim gruplardan daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak Clitoria ternatea extraktinin laminektomi ile olustiurulan spinal kord hasarim
onlemede etkili olabilecegi fakat bu sonucun farkli farmakolojik caligmalarla desteklenmesi

gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Spinal kord hasari, Clitoria Ternatea, Apoptozis, Rat, Travma
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ABSTRACT

Investigation of Neuroprotective and Therapeutic Effect of Clitoria Ternatea
(Blue Butterfly Pea) Extract in Experimental Spinal Cord Injury

The aim of this study was to investigate the neuroprotective and therapeutic effects of Clitoria
ternatea extract against secondary damage following traumatic spinal cord injury. The study
involved 35 male Wistar albino rats weighing 200-250 g, randomly divided into 5 groups.
Group | served as the control group, No surgical procedure was performed. Group Il underwent
only dorsal laminectomy, while Group 11l underwent both dorsal laminectomy and spinal cord
injury through weight reduction. Group IV received a single dose of 200 mg/kg of Clitoria
ternatea extract via gavage 24 hours prior to the creation of the weight reduction model through
dorsal laminectomy. In Group V, the weight reduction model was created through dorsal
laminectomy and spinal cord injury was induced by lowering the weight. Additionally, Group V
received a single dose of 200 mg/kg of Clitoria ternatea extract via gavage. Tissue samples
were collected from all rats at the end of the 24" postoperative hour after intracardiac blood was

obtained and the rats were sacrificed under anesthesia for analysis.

It was determined that the MDA level increased statistically significantly (p<0.01;p<0.05) in
Group II. It can be said that this increase in MDA level is an indicator of damage formation. It
was biochemically determined that the MDA level increased in Group Il and decreased in
Groups 1V and Group V (p>0.05).

In the study, Group Il exhibited the most severe pathological lesions, while Groups 1V and V
showed lower severity and intensity of degeneration and necrosis findings.
Immunohistochemically, the number of Caspase-3 positive cells and the positive reaction

specificity were statistically higher in Group Il than in all other groups.

It is believed that Clitoria ternatea extract may prevent spinal cord damage caused by
laminectomy. However, this conclusion should be supported by additional pharmacological

studies.

Keywords: Spinal cord injury, Clitoria Ternatea, Apoptosis, Rat, Trauma



1. GIRIS

Spinal kordun ayrintili anatomisinin ge¢misi, sinir sisteminin diger boliimlerine kiyasla
nispeten kisadir. Spinal kord travmasina (SKT) iliskin ilk belge, Edwin Smith
papiriisiinde kaydedilmistir. Imhotep tarafindan yazildig1 sanilan 4600 yillik bu belge,
ust ve alt servikal omurga yaralanmalar1 olan hastalarda vertebral subluksasyon,
luksasyon, kuadripleji ve paraplejiyi ilk kez ele almistir (Naderi ve ark. 2004). Akut
spinal kord yaralanmalar1 veteriner hekimlikte yaygin bir sorun olmakla birlikte motor,
duyusal ve otonomik islevi etkileyen kalici, ciddi norolojik bozukluklara neden
olabilmektedir (Olby 2010). Acil olarak degerlendirilmesi gereken spinal kord
lezyonlar1 pek cok intrinsik ve ekstrinsik nedene bagl olarak meydana gelmektedir
(Kih¢ ve ark. 2013). SKT' lerde primer yaralanma, travma aninda noronal ve vaskiiler
dokulara mekanik hasar verilmesinden sonra meydana gelmektedir (Ustiin ve ark.
2014). Primer yaralanmadan sonraki saatler ve giinler icerisinde bir takim patofizyolojik
stirece bagli olarak gelisen SKT’ ler ise sekonder yaralanma olarak adlandirilmaktadir
(Tehli ve ark. 2015). Kitlesel iskemik ndral hilicre nekrozu ve apoptoz, metabolik
bozukluklar, mikrovaskiiler yikim, inflamasyon, lipid peroksidasyonu, serbest radikal
uretimi, demiyelinizasyon ve glial skar olusumu SKT’ yi takiben ortaya ¢ikan ve
kapsamli sekonder yaralanmalarmma yol agan patolojik mekanizmalardir. Spinal
korddaki sinir aksonlarinin mekanik tahribi tedavi i¢in uygun olmasa da, sekonder
hasardaki degisiklikler terapotik miidahaleye egilimlidir (Cemil ve ark. 2012). Primer
hasardan  sonra baglayan bu sekonder hasar doneminin  yavaslatilmasi veya
durdurulmasi klinik tedavinin asil hedefidir (Tehli ve ark. 2015). Bu ¢alismanin amaci,
deneysel spinal kord travmasi olusturulan ratlarda sekonder hasarlara karsi clitoria
ternatea extraktinin antioksidan aktivitesi ile olas1 néroprotektif ve teropotik etkisini
degerlendirmektir. Bu g¢aligma sayesinde SKT’ de sekonder hasarlara karsi Clitoria
Ternatea ekstraktinin olast noroprotektif ve terapotik etkisi klinik muayeneleri,

biyokimyasal, histopatolojik ve imminohistokimyasal olarak ilk kez ortaya konuldu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Kord Yaralanmasinin Tarihgesi

Spinal kord yaralanmalarinin tarihi tip ve cerrahiye iliskin bilinen en eski kayit olan
Edwin Smith Papiriisii'ne kadar dayanmaktadir (Schiller ve Mobbs 2012). Eski Misir’li
bir doktor ve ayn1 zamanda mimar, rahip, sihirbaz, astronom olan Imhotep tarafindan
yazilan bu papirislerde 48 kemik lezyonu belirtilmistir (Biiyiikkkinaci ve ark. 2008).
Imhotep Edwin Smith Papirlslerinde adi gegen ilk cerrahtir (Biiyiikkinaci ve ark. 2008).
MO 2686-2613 yillar1 arasinda yasamis olan Imhotep vertebral sublukasayon ve
dislokasyonlarimi tanimlamis, iist spinal kord travmalarinda kuadripleji, alt seviyelerde
parapleji gelistigini ifade etmistir (Yazar ve Altun 2007). Omurga cerrahisi tekniklerini
aciklayan ve adlandiran bir belge niteliginde olan bu papiriisler spinal kord
yaralanmalarmi1 “tedavi edilmeyen bir hastalik” olarak nitelendirilmistir (Schiller
Mobbs 2012). Ayni zamanda spinal kord travmalarinin ilk klinik raporunu temsil ettigi

diistiniilmektedir (Lifshutz ve Colohan 2004).

Hipokrat SKT ile iligskili komplikasyonlar1 énleme konusunu ele alan ilk kisidir ayni
zamanda al¢ili tedaviyi ilk Oneren ve kullanan kisidir. Galen ¢ikan sinir koklerini
tanimlamis ve hayvanlarda omuriligin kesilmesi ile ilgili deneyler yapmistir. Ayrica
Galen ise lordoz, skolyoz ve kifozu derinlemesine tanimlamustir (Schiller ve Mobbs
2012; Uzumcugil ve ark. 2020).

2.2. Spinal Kord Embriyolojisi

Spinal kordun olustugu temel embriyolojik asamalar gastrulasyon, birincil noriilasyon

ve ikincil noriilasyondir (Rossi ve ark. 2003).

Gastrulasyon evresi; Viicut formunun gelisimi, bilaminar diskten trilaminar embriyonik
bir diskin olusturuldugu bir siire¢ olan gastrulasyon sathasinda baglar (Kaplan ve ark.
2005). Ektoderm, mezoderm ve endoderm olarak adlandirilan bu G¢ germ hicre
tabakasini olusturan slrece gastrulasyon denir (Thompson 2014). Embriyo bu evrenin
baslangi¢ siirecinde i¢ ve dis hiicre kitlelerinden olusan iki tabakali bir yapiya sahiptir

(Thompson 2014). Embriyonun dorsalinde orta hatta, kranialden kaudale uzanan ve



primitif ¢izgi ad1 verilen bir oluk bulunur (Yazic1 2019). Bu oluk boyunca iki tabakanin
arasina yeni hiicrelerin go¢ etmesiyle embriyo ii¢ tabakali hale gelir Distaki tabaka
ektoderm, ortadaki mesoderm ve icteki de endoderm olarak adlandirilmaktadir (Yazici
2019).Gastrulasyon evresinin sonuna dogru primitif ¢izgi kaudale dogru regrese olup

yerini notokord adi verilen tubular bir yapiya birakir (Yazic1 2019).

Primer norilasyon; Notokord ve {izerini Orten ektoderm arasindaki etkilesim ya
dogrudan indiiksiyon yoluyla ya da bir baslangi¢ néroektodermal varsayilan durumunun
korunmasiyla noroektodermin olusumuyla sonuglanmakla beraber spinal kordun da
%90’1 bu evrede olusur (Rossi ve ark. 2003; Yazic12019).

Sekonder ndrilasyon; primer noriilasyonun tamamlanmasinin ardindan baslayan sure¢
olmakla beraber bu evrede embriyonun distal kesimindeki puliripotent hiicrelerden
olusan kaudal hiicre kitlesi, spinal kordun distal kesimini sekillendirilir ve sekonder
noral tlp meydana gelir. Sekonder ndral tup, sonunda, gerileme, dejenerasyon ve daha
fazla farklilagmanin bir kombinasyonunun meydana geldigi retrogresif farklilasma
yoluyla konus medullaris ve filum terminale'nin ucuyla sonuglanir (Rossi ve ark. 2003;

Yazic12019).
2.3. Spinal Kord Anatomisi

Spinal kord sinir sisisteminin substania alba ve griseadan meydana gelen ve
meningslerle gevrili olarak canalis vertebraliste bulunan yari silindirik bir yapidadir
(Kahvecioglu ve ark. 1995). Bilindigi gibi spinal kordun her iki tarafindan simetrik
olarak spinal sinirler ¢ikar ve her spinal sinir medulla spinalisin bir segmenti
karsihgmdadir. Spinal kord, bu sinirlerin ¢ikis yerine gOre pars cervicalis, pars
thoracica, pars lumbalis, pars sacralis ve pars caudalis olmak Uzere 5 bdlime
ayrilmaktadir (Bahadir ve ark. 1994). Spinal kord, medulla oblongatadan foramen
magnum seviyesinde herhangi bir s gostermeden baglaylp conus medullaris’i
sekillendirerek sonlanmaktadir (Toyran ve Cakmak 2021). Dorso-ventral olarak basik
bir silindire benzeyen spinal kord kalinligi biitiin uzunlugu boyunca ayni olmayip
ozellikle pars cervicalis’ten pars thoracica’dan ve pars thoracica’dan pars lumbalis’e
gecis yerinde genisleme gosterir. Bunlardan birincisine intumescentia cervicalis
ikincisine intumescentia lumbalis ad1 verilir. Medula spinalisin bu pargalarinin canalis

vertebralis i¢indeki durumu columna vertebralisin ayn1 ismi tagtyan bdliimleri hizasina



raslamaz ve medulla spinalisin segmentleri kendilerine tekabil eden vertebralara oranla
daha 6nde yer alirlar (Bahadir ve ark. 1994). Spinal kord dorsalden basik ve iki yiize
sahiptir, bu yizlerde de oluklar bulunmaktadir. Fissura mediana ventralis olarak
isimlendirilen bu oluk spinal kordun altta kalan yiiziin tam orta kisminda uzunlamasina
yer alan bir olusumdur. Sulcus lateralis ventralis olarak adlandirilan oluklarsa mevcut
olugun her iki tarafinda bulunur ve spinal sinirlere ait olan ventral dallar bu oluklardan
cikmaktadirlar. Dorsal yiuzde tam ortadaki oluk ise sulcus medianus dorsalis olarak
isimlendirilir. Sulcus lateralis dorsalis olarak adlandirilan oluklarsa sulcus medianus

dorsalis’in her iki yaninda s1g olarak yer alir (Toyran ve Cakmak 2021).

Canalis vertebralis icinde yer alan bu olusum sigirda ilk sacral vertebra diizeyinde
maymunda 4. ve 5. lumbal vertebrae, kopekte 7. lumbal vertebra'nin cranial'inde, kedi
de sacrum'un ortalarinda veya ilk sacral omur yakininda, atta ise 2. sacral vertebra'nin
caudal yarim1 ya da, 1. ve 2. sacral vertebra'nin birlesme yerinde sonlanir (Ocal ve ark.
Haziroglu 1988). Foramen magnum'dan baslayan spinal kord, canalis vertebralis'in
sonuna kadar uzanir Spinal kord, meninksler olarak adlandirilan ti¢ zarla gevrilidir
bunlar; pia mater, araknoid mater ve dura mater’dir. Dura mater spinalis meninkslerin
en dis tabakasidir ve spinal kordu korumak icin hareket eden sert ve elastik olmayan bir
zardir. Araknoid mater spinalis, meninkslerin orta tabakasidir. BOS ile dolu olan
subaraknoid boslugu iceren avaskiiler bir meningeal tabakadir. Subaraknoid bosluk,
miyelografi sirasinda radyografik kontrast maddelerle opaklastirilabilecegi i¢in klinik
olarak 6nemlidir. Pia mater spinalis meninkslerin i¢ tabakasidir ayrica beynindekine
kiyasla daha kalm ve yogundur. Spinal kordun yiizeyine yakindan yapisir (Jeffery
1995; Patel ve ark.2009).

Spinal kordun ana arteriyel beslenmesi, servikal bdlgede vertebral arterlerden, torasik
bdlgede dorsal interkostal arterlerden ve spinal kordun lomber bdlgesinde lomber
arterlerden ¢ikan segmental spinal kord dallari tarafindan saglanmaktadir (Mazensky ve
ark. 2017). Radikuler arterler aorttan veya servikal bolgede vertebral arterden tiretilir
(Bolat ve ark 2012). Spinal kordun histolojik kesitlerinde H harfini andiran gri cevher
merkezde, beyaz cevher ise periferde yer almaktadir (Bolat ve ark. 2012). Spinal kord
noronlarmin hiicre gévdelerini bir miktar destekleyici hiicreyi (glia) ve baglanti sinir

liflerini igerir (Jeffery 1995). Beyaz madde, miyelin {ireten ve aksonlar1 destekleyen ve



koruyan glial hucrelerle birlikte sinir sisteminin daha rostral veya daha kaudal

kisimlariyla baglanti kuran aksonlar1 icermektedir (Jeffery 1995).
2.4. Spinal Travma Modelleri

2.4.1. Travmatik Yaralanma

1. Akut kinetik kompresyon

2.4.2. Non-Travmatik Yaralanma

1.Iskemi; Aort okliizyonu, Selektif arter ya da ven okliizyonu

2. Timor kompresyonu

3. Kimyasal

Spinal travma modelleri (Tator ve ark. 1991).

Spinal kord travmalari iginde en yaygimn kullanilan model olan agirlik diisiirme modeli
1911 yilinda Allen tarafindan tanitilmistir (Tator 1995). Bu model tekrarlanabilir,
Olcllebilir ve standartlastirilmis lezyonlar1 indiiklemesi ile 6ne ¢ikmustir ve gliniimiizde
hala deneysel lezyonlarin olusturulmasinda kullanilan temel olmaya da devam

etmektedir (Lifshutz ve Colohan 2004).
2.5. Spinal kordun Yaralanma Mekanizmalari

Spinal kord yaralanmasi primer ve sekonder hasar olmak tizere iki asamali karmasik bir
strectir (Difazio ve ark. 2013). Primer hasar travmadan hemen sonra meydana gelir ve
travmatik etkinin dogrudan sonucudur ve yaralanmanm boyutuna bagl olarak fokal
veya diffuz olarak smiflandirilmaktadir (Difazio ve ark. 2013). Spinal kordun akut
yaralanmasi, Sekonder hasarinin gelismesiyle sonuglanan bir dizi vaskiiler,
biyokimyasal ve inflamatuar olay1 baslatir. Sekonder hasar akut (0-48 saat), subakut (48
saat-2 hafta) ve kronik fazlar iizerinde gelisir (Olby 2010).



2.5.1. Primer Hasar Mekanizmasi

Primer hasar, spinal kordun fiziksel yaralanmasidir ve noral dokunun laserasyon,
kontlizyon, kompresyon ve traksiyonunun sonucudur. Primer yaralanma
mekanizmalarindan kaynaklanan patolojik degisiklikler, kopmus aksonlari, hiicrelere
dogrudan mekanik hasar1 ve yirtilmis kan damarlarmi igerir. Sekonder yaralanma ¢ok
onemlidir ve primer yaralanmanin genislemesinden sorumludur (Aubrey ve ark. 2010).
Primer yaralanmalar arasinda epidural hematomlar, subdural hematomlar, subaraknoid
kanama, kortikal kontlizyonlar/hematomlar ve travmatik aksonal yaralanma yer alir
(Difazio ve Fletcher 2013). Primer yaralanma maksimum 2 saat slrer ve nispeten
lokalize doku yikimina neden olabilir. ilk darbeden birka¢ dakika sonra, genellikle akut,
subakut, gecis ve kronik asamaya ayrilan sekonder yaralanma baslar. Ik mekanik
saldir1, 6zellikle periferik olarak beyaz maddenin goreceli olarak korunmasiyla, esas
olarak merkezi gri maddeye zarar verme egilimindedir (Dumont ve ark. 2001, Sulla ve
ark. 2022). Gri maddedeki bu artan hasar egiliminin, daha yumusak kivamimnin ve daha
fazla damarlanmasinin bir sonucu oldugu tahmin edilmektedir. Spinal kord igerisindeki
kan akigi primer yaralanmadan sonra bozulur. Kan akiminin bozulmasi, hipoksi ve
iskeminin sebep oldugu lokal enfarktiisle sonuglanir. Bu, ylksek metabolik gereksinimi
nedeniyle Ozellikle gri maddeye zarar verir. Yaralanma bdlgesinden gecen néronlar
fiziksel olarak bozulur ve azalmis miyelin kalinlig1 sergilerler. Sinir iletimi, yaralanma
bolgesine yakin mikrokanamalar veya 6dem nedeniyle daha da bozulabilmektedir. Gri
cevherin yaralanmadan sonraki ilk bir saat icinde, beyaz cevherin ise yaralanmadan
sonraki 72 saat i¢inde geri doniistimsiiz olarak hasar gérdiigii ileri siiriilmiistiir (Dumont
ve ark. 2001). Sonu¢ olarak hiicre zarlarinin fiziksel olarak pargalanmasi, kanamaya ve
bunun sonucunda iskemi ve yaygin noronal ve glial yaralanmaya neden olur (Olby
2010) . Fitiklagmus disk materyali, yer degistirmis vertebralar, vertebral fragmentler ve
epidural hematomlar siirekli basiya neden olurlar (Olby 2010). Bas hem arteriyel
beslenmeyi sinirlayarak hem de vendz drenaji tikayarak spinal kord perflizyonunu
etkiler ve miyelin ile aksonlarda dogrudan hasara neden olur (Olby 2010). Yer
degistirmis bir vertebra kirigi durumunda, primer yaralanma, spinal kordun tamamen

fiziksel olarak kesilmesine ve yikici sonuglara yol agabilmektedir (Olby 2010).



2.5.2. Sekonder Hasar Mekanizmasi

Primer hasar, genisleyen bir doku yikimi bolgesine neden olan bir dizi ikincil olay1
baslatir (Olby 2010). Birden fazla patolojik olayin aracilik ettigi sekonder yaralanma
slirecleri arasinda hemoraji, 6dem olusumu, mikrovaskiiler yatagin kirilmasi, hiicre zar1
sizmtisy, iskemi, mitokondriyal hasar ve islev bozuklugu, Ca2+ ve Na+'nin hiicre ici
kaymasi, vazospazm, kan omurilik bariyerinin bozulmasi, lipid peroksidasyonu, iyon
pompasi diizensizligi, K+'nin hiicre dis1 kaymasi, asir1 nérotransmitter salinimi, serbest
radikal Gretimi (O2 , NO, H2 O2 , OH), eksitotoksik amino asitlerin (6zellikle glutamat)
ve prostaglandinlerin salinimi, sitokinlerin salinmasi, hiicre i¢ine bagisiklik hiicrelerinin
(n6trofiller, T-lenfositler, makrofajlar, monositler), apoptoz, kalpain aracili proteoliz ve
DNA hasaridir (Sulla ve ark. 2022). SKT’den sonra birgok hayvan, visseral arterlerin
vazodilatasyonu veya kan kaybi nedeniyle pulmoner disfonksiyon, kardiyovaskiiler
instabilite ve hipovolemik sok ile kendini gosterir. Hipovolemi ve hipoksemi sekonder

omurilik hasarina katkida bulunur (Sulla ve ark. 2019).
2.6. Spinal Kord Yaralanmalarinin Patofizyolojisi

SKT’yi genellikle ani hematom olusumu ve oksidatif ve inflamatuar yanitlar takip eder
Bu olaylar, enzim aktivasyonunu, enflamatuar hiicre gocund, glial aktivasyonu ve
noronal doku bozulmasmi i¢ermektedir (Kim ve ark. 2015). Yaralanmayi takiben
saptanabilen ilk patolojik degisiklik, spinal kordun genellikle hiicre zarlarinin dogrudan
mekanik bozulmasi veya vaskiiler bozulmadan kaynaklanan iskemi nedeniyle hiicrelerin
hemen nekrotik 6liime maruz kaldigr merkezi gri maddede kanamadir (James ve ark.
2008). Spinal travma sirasinda kanama, SKT’nin erken déneminde baslar ve daha sonra
kan akiginin kesilmesi ile devam eder. Hipoksi ve lokal iskemik infraksiyon, SKT’yi
takiben kan akisinin bozulmasmin sonuglaridir (Zhang ve ark. 2021). Kanamalar, spinal
kordda hiicre disi bosluklarin hemoglobine ve onun pargalanma {irlinlerine maruz
kalmasma neden olur ve bu da daha sonra serbest radikal olusumuna neden olabilir
(Kim ve ark. 2015). Sekonder hasarin diger biyokimyasal olaylari, kalsiyum bagimli
glutamata bagli hiicre Olimii ve proteinlere, niikleik asitlere, lipidlere ve
glikosaminoglikanlar gibi hiicre digi matris proteinlerine zarar vererek ndronal hiicre
Oliimiine ve fonksiyon kaybina neden olan serbest radikallerin ve nitrik oksit {iretimini

icerir. SKT ayrica, enerji kaybina, hipoksiye ve mitokondri fonksiyon bozukluguna



neden olan vaskiiler hasara neden olmaktadir (Venkates ve ark. 2019). Ayrica,
mikroglial aktivasyon, hematomun temizlenmesinde yer alr ve aktive edilmis
mikroglia, gesitli sitokinler salgilar (Kim ve ark. 2015). SKT'yi takiben, bu olaylarin
ilerlemesi merkezi sinir sisteminde aksonal rejenerasyonu engeller ve hastalar norolojik
hasardan kurtulamazlar (Kim ve ark. 2015).Spesifik olarak bu iki durum metabolik
fonksiyonun yuksek oldugu gri maddeye zarar verir ve hasarli bolgedeki noronlar
fiziksel olarak pargalanip miyelin kalmliginin azaldig1 goriiliir. Tiim bunlara ek olarak,
noronal iletimdeki bozulma, 6dem ve hasarli dokuda makrofajlarin birikmesi ile
artabilir. En dikkate deger mekanizma, iskemiye bagli enerji eksikligi ve hiicresel

diizeyde bozulmus perfuzyondur (Zhang ve ark. 2021).
2.6.1. Serbest Radikal Kaynakh Hasar

SKT'den sonra erken meydana gelen iyi karakterize edilmis bir patolojik siireg, reaktif
oksijen (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin olusumudur (Oyinbo 2011). Serbest
radikaller en distaki yoriingede eslesmemis bir elektrona sahiptir. Bu nedenle son derece
reaktiftirler ve normal molekiillerle reaksiyona girdikten sonra diger radikal tiirlerin
olusumuna yol agarak bir zincirleme reaksiyon olustururlar. Normal hicre
metabolizmasi sirasinda az sayida serbest radikal iiretilir, ancak bunlar askorbat, a.-
tokoferol ve siiperoksit dismutaz gibi enzimler dahil olmak {lizere ¢esitli ajanlar
tarafindan temizlenir ve bdylece hiicre zararli etkilerinden korunur. Iskemi, hiicre i¢inde
metabolizmanin degismesine, laktat birikimine ve yiliksek hiicre i¢i kalsiyum seviyeleri
ile kombinasyon halinde, serbest radikal iiretimini tesvik eden biyokimyasal yollarin
aktivasyonuna neden olur. Serbest radikaller, hiicre zarmnn islev bozukluguna yol acan
ve nihayetinde hicre 6limine yol acabilen, lipid peroksidasyonu olarak bilinen bir
slire¢ olan hiicre zarlarmim lipid bileseni ile reaksiyona girer (Jeffery 1995). Lipit
peroksidasyonu, membran hasarina yol agan hiicre lizisine, organellerin islev
bozukluguna ve membran lipitlerinin oksidasyonu yoluyla kalsiyum dishomeostazina
katkida bulunan, kendi kendini devam ettiren bir serbest radikal reaksiyonudur (James
ve ark. 2008). Lipit peroksidasyonunda, serbest radikaller bir lipid molekulinden bir
elektron alir bu da daha az kararli hale gelip zarin pargalanmasina ve nekroz yoluyla
6lime yol acan bir zincirleme reaksiyon olayini baglatir (Oyinbo 2011). Néral doku,
yiiksek lipid igerdigi i¢in serbest radikal aracili hasarlara karsi hassastir (Jeffery 1995).

ROS iiretimi, yaralanmanin ilk 12 saati i¢inde zirve yapar ve seviyeler en az bir hafta



boyunca yiksek kalir. Serbest oksijen radikalleri, glial, néronal ve endotelyal hasara
neden olan lipit peroksidasyonu ile membranlara zarar verir; nitrat ve oksitleyici
proteinler ve nlkleik asitler ve spesifik mitokondriyal enzimlerle etkileserek
mitokondriyal solunumun inhibisyonuna neden olur (Olby 2010). Serbest radikaller
ayrica kilcal gegirgenligi artirarak yangiyr tesvik etmek ve fagositik hiicreler igin
kemotaktik maddeler olarak hareket etmek gibi bagka etkilere de sahiptir (Jeffery 1995).

2.6.2. Apoptoziz

Akut spinal kord yaralanmasindan sonra, merkezi sinir sisteminde inflamatuar
reaksiyonlar, nekroz ve apoptoz gibi bir dizi hicresel ve molekiler olay meydana gelir
(Wang ve ark. 2017). Hucre 6limidnin morfolojik olarak nekrotik ve apoptotik yolla
gerceklesebilecegi bilinmektedir (Lou ve ark. 1998). Nekrotik hiicre 6lumi hucresel
kontrol olmadan gergeklesir ve bu nedenle pasifdir. Nekrotik hiicre 6limda, hicrelerin
gercek mekanik bozulmasinin yani sira sekonder yaralanma kaskadi sirasinda meydana
gelebilecek asir1 hiicresel yaralanmadan sonra meydana gelir. Buna karsilik, apoptotik
hiicre 6limii, belirli bir indiikleyici uyarana indiiklenebilir hiicreler tarafindan aktif
olarak diizenlenen bir yanit gibi goriinen fizyolojik veya programlanmis bir hiicre
olimi olarak kabul edilir (Lou ve ark. 1998). Apoptoz, SKT 'yi takiben, yangi ve
eksitotoksisiteye yol acan enflamatuar sitokinlerin ve serbest radikallerin salinmasi
nedeniyle aktive edilir (Zhang ve ark. 2020). Bir doku icindeki hedeflenen hiicrelerin
apoptozuna, ya apoptotik uyaranlarin ve hiicre yiizeyi Olim reseptorlerinin
baglanmasindan ya da mitokondrinin dogrudan bozulmasindan ve ardindan uygulayici
kaspazlari igeren bir proteolitik kaskadin aktivasyonundan kaynaklanan hiicre sinyalinin
aktivasyonu aracilik eder. SKT'den sonra, lezyon bdlgesindeki bazi hiicreler travma
sonrast nekrozla oliirken, digerleri apoptozla 6liir (Zhang ve ark. 2012). SKT'yi takip
eden 3 saat ile 8 hafta arasinda, yarali spinal kord dokusunu gevreleyen alanlarda
apoptoz meydana gelir (Zhang ve ark. 2020). Apoptoz, noéronlar, astrositler,
oligodendrositler ve mikroglia dahil olmak Uzere 6zel hicrelerde indiklenir (Zhang ve
ark. 2021). Apoptoz, gen diizenlemesinde degisikliklere ve karmagik bir molekiiler
mekanizma ile diizenli, enerjiye bagli bir 6liim siirecine neden olan bir dizi proteazi
icerir. Kaspaz-3, apoptozun bir¢ok asagi akis yolunun ortak efektoriidiir ve bir proteaz
kaskadinin bir bilesenidir. Bu nedenle, Kaspaz-3 ekspresyonunun seviyesi apoptozun

derecesini yansitabilir (Wang ve ark. 2017).
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2.6.3. immun Yanit

Tum sekonder hasar mekanizmalar1 arasinda inflamasyon en onemlisidir ve dogrudan
veya dolayli olarak SKT sonrasi sekelleri kontrol eder (Kong ve Gao 2017). Tipik
olarak yaralanmadan kisa bir siire sonra tetiklenen dogustan gelen bagisiklik tepkisi,
yarali parankime sizan yerlesik mikroglia/makrofajlari, nétrofilleri ve dendritik
hlcreleri icerir (Trivedi ve ark. 2006). Makrofajlar, monositler, notrofiller ve dendritik
hlcreler gibi fagositler, yerlesik mikroglia ile birlikte, dogustan gelen spesifik olmayan
bagisiklik tepkisinin ana hiicresel bilesenleridir ve SKT'den hemen sonra uyarilabilir.
Enflamasyon birka¢ asamaya ayrilabilir: 0-2 gtinde ani ndtrofil stimiilasyonu ve yerlesik
mikroglialarin invazyonu, 3-7 gilinde lezyona kan monositlerinin toplanmast ve 7.
giinden itibaren antiinflamatuar makrofajlar ve aksonal yeniden biiylime ile skarin
cozilmesi (Kong ve Gao 2017). Notrofiller, spinal yaralanmasindan sonraki saatler
icinde birikir ve yaralanmadan 3 giin sonra zirveye ulasir, ardindan birka¢ hafta sonra
ikinci bir zirveye ulasir. Notrofiller, hiicresel kalintilar1 fagosite etme yetenekleriyle
iyilesme siireglerini desteklerken ayni zamanda hasarli dokuya makrofajlar1 ¢agirirlar
(Trivedi ve ark. 2006). Bu makrofajlar sadece fagositler olarak islev gormez, ayni
zamanda yenilenen aksonlarin yeniden miyelinasyonu sirasinda kullanilabilen, alinan
miyelin tdrevi kolesterol icin bir rezervuar gorevi gorur (Trivedi ve ark. 2006).
Notrofiller reaktif oksijen ve nitrosil radikallerinin yani sira sitokinler, kemokinler ve
metaloproteinazlar ve notrofil elastaz dahil olmak Uzere bir ¢ok proteazlar salgilar bu
nedenle sekonder doku hasarinda anahtar belirleyicilerdir. Bagisiklik hiicreleri, IL-1,
IL-6 ve timor nekroz faktorl-o (TNFa) dahil olmak {izere proinflamatuar sitokinler
salgilar ve bunlarin tiimii inflamatuar yanitin boyutunu artirir (Trivedi ve ark. 2006;
Lukacova ve ark. 2021). Sizan mikroglial hiicreler, yarali spinal kordda sekonder hasara
katkida bulunan reaktif nitrojen tiirleri dahil olmak iizere cesitli sitotoksik faktorler
uretir (Kang ve ark. 2007). Fibroblastlar, enflamatuar ortami siddetlendiren inhibitor

hiicre dis1 matris bilesenlerini biriktirir (Lima ve ark. 2022).
2.6.4. Eksitoksisite

Eksitotoksisite, ndronal hasar iizerine salinan ve yakindaki reseptorleri aktive ederek bu
oldugu hiicre 6liimii siirecidir (Rosado ve ark. 2014). Spinal kord yaralanmasinin hemen

ardindan, glutamat seviyeleri eksitotoksik esik seviyelerine yiikselebilir (Cox ve ark.
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2015). Bunun sonucunda noronlara Ca2+ akisi, eksitotoksik hiicre 6liimii olarak bilinen
bir sure¢ yoluyla nekroz veya apoptoz yoluyla néronal 6lime neden olur (Oyinbo
2011). Kalsiyum akisi, endoplazmik retikulumda bulunan riyanodin reseptorlerini
aktive ederek hiicre i¢i depolardan ek Ca2+ salinimimi indiikler (Rosado ve ark. 2014).
Hiicre i¢i Ca2+'daki bu biiyiik artis, apoptozu tetikleyen kalpainler ve kaspazlar gibi
proteazlar1 aktive eder (Rosado ve ark. 2014). Oligodendrositlere ve ndronlara
eksitotoksik hasar, aksonlarm demiyelinizasyonuna ve yaralanma bdlgesi etrafindaki
noronlarin kaybma neden olarak, aksonal iletimin siddetli bir sekilde azalmasina veya
tamamen durmasina yol acar, bdylece beyin ve spinal kord segmentleri arasindaki
kopuKlugu seviyenin altinda arttirir (Oyinbo 2011). Yaralanma ve dolayisiyla motor ve
duyusal eksikliklere katkida bulunur (Oyinbo 2011). Sonu¢ olarak, glutamat
eksitotoksisitesi, SKT'den sonra karsilagilan fonksiyonel sorunlari belirgin sekilde
siddetlendirir (Oyinbo 2011).

2.6.5. Vaskuler Degisiklikler

Spinal kordda vaskiiler yapmin bozulmasi ve hipoperfiizyon primer hasarin erken
sonuglarindan biridir (Alizadeh ve ark. 2019). Spinal kordda kan akisinda azalma artan
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlar1 ve prostanoidler gibi vazoaktif kimyasallarin
salmmasmim neden oldugu otoregiilasyon kaybi, mikrovaskiilatiiriin tahribati, trombiis
olusumu ve vazospazmim sonucudur (Olby 1999). Spinal kord otoregllasyonu
bozuldugunda, sistemik hemodinamideki anormal degisiklikler spinal kordda kan
akisina yansiyabilir (Zhang ve ark. 2021). Fibrin ve trombosit birikimine bagh
konjesyon ve vendz staz, petesiyal kanamalar, laktik asidoza bagl olarak doku pH'inin
diismesi, kapiller endotel hasar1 iskemi nedenlerinden bazilaridir (Y1lmaz ve ark. 2014).
Iskemi nedeniyle glikoz ve oksijenin dokulara tasinmasi ve ATP iiretimi dnemli 6lciide
azalir (Zhang ve ark. 2021). Intrinsik spinal kord damarlarindan proteinli sizinti
nedeniyle yaralanan bolgede ve periferik dokularda 6dem olusur (Zhang ve ark. 2021).
Odemli spinal kordda artmis doku basmci ve saglam damarlarda kanamaya baglh
vazospazm omurilige kan akisini daha da bozar (Alizadeh ve ark. 2019). Anterior spinal
arter gibi daha biiyiilk damarlar genellikle saglam kalirken, travmatik hasara duyarli
daha kiiciik intramediiller damarlarin ve kilcal damarlarin yirtilmas: 16kositlerin ve
kirmizi kan hiicrelerinin ekstravazasyonuna yol agar (Alizadeh ve ark. 2019). Bagisiklik

hiicrelerinin yaralanma bolgesindeki bu ekstravazasyonlari, yarali spinal kord dokusu
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tizerinde baski uygular ve kan akisimi daha da bozarak vazospazm iiretir. Bu durum 24
saate kadar devam eder. Endotel yaralanmasi ve enflamasyonu daha sonra gozenek
boyutunu arttirir ve bdylece biiyiik plazma tlirevli molekiillerin hiicre zarmdan
gegmesine izin vererek vazojenik 6demle sonuglanir. Bu akut sekonder yaralanma fazi 2

saatten 48 saate kadar devam eder (Anjum ve ark. 2020).
2.7. Spinal Kord Yaralanmalarinda Farmakoterapi

Travmatik bir spinal kord yaralanmasmi takip eden akut faz, yarali kordun sekonder
hasarmi sinirlayabilen noroprotektif yaklasimlarla miidahale etmek i¢in 6nemli bir
terapotik firsat penceresini temsil eder ve boylece hastaya biraz norolojik iyilesme elde
etmesi i¢in en iyi sansi saglar (Williams ve ark. 2020). Etkili terap6tik midahale,
SKT'den sonra yaralanmanim gelisiminde yer alan patofizyolojik mekanizmalarin daha
iyi anlasilmasmi gerektirir (Leonard ve ark. 2015). Spinal kordun karmasik anatomisi
nedeniyle avantajli tedavilerin tasarlanmasinda hala biiyiik zorluklar olusturmaktadir
(Mcmahill ve ark. 2015). SKT'nin hem primer hem de sekonder yaralanma
mekanizmalarini igerdigi, sekonder yaralanma mekanizmalarinin tersine gevrilebilir
oldugu ve dolayisiyla potansiyel terapotik miidahalelerin gelistirilmesi igin siklikla
hedeflendigi iyi bilinmektedir (Leonard ve ark. 2015). Spinal kord yaralanmasi dnemli
bir sakatlik nedenidir ve mevcut, evrensel olarak kabul edilmis bir tedavi yoktur
(Paspala ve ark. 2022). Spinal kord dekompresyonu ve omurga fiksasyonu dahil olmak
iizere ultra erken cerrahi miidahaleler rutin olarak yapilir, ancak birincil hasar yaralanma
anmda zaten meydana geldiginden, SKT'de tam olarak iyilesmeyi saglamak genellikle
zordur (Yamazaki ve ark. 2020). Spinal kord parankiminin kaybma bagli geri
doniisiimsiiz fonksiyon kayb1 uzun zamandir bilinmektedir ve yogun ¢abalara ragmen
basarili tedaviler hala mevcut degildir (Mcmahill ve ark. 2015). SKT i¢in basarili bir
tedavi, noral islevi eski haline getirir ve parankimal mimariyi verimli bir sekilde
degistirir (Mcmabhill ve ark. 2015). Bu nedenle, SKT tedavisi i¢in mevcut ana hedef,
akut (birka¢ gln icinde), subakut ve kronik fazlara bdlinebilen sekonder hasar

kaskadini azaltmak veya durdurmaktir (Yamazaki ve ark. 2020).
2.7.1. Kortikosteroidler

SKT'de kortikosteroidlerin kullanimini destekleyen onerilen mekanizmalar arasinda

serbest radikal temizleme, antiinflamatuar etkiler ve iyilestirilmis bolgesel kan akis1 yer
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alir (Difazio ve ark. 2013). Insanlarda ve hayvanlarda akut SKT'nin tedavisinde
kortikosteroidlerin kullanimi, kapsamli klinik aragtirmalara ragmen tartigmalidir
(Difazio ve ark. 2013). SKT'de kortikosteroid tedavisine iligkin klinik ve deneysel
arastirmalarin ¢ogu metilprednizolon sodyum siiksinat (MPSS) {izerine odaklanmistir
(Difazio ve ark. 2013). MPSS, gucli anti-enflamatuar etkileri nedeniyle genis bir
hastalik yelpazesinde kullanilan bir kortikosteroiddir (Fehlings ve ark. 2017). MP'nin
antioksidan noroprotektif etkisi, ilacin doku farmakokinetigi ile yakindan baglantilidir
(Hall 2011). Akut SKT'nin klinik tedavisi i¢in mevcut standart etkili terapotik ajan
olarak MPSS'nin, hiicre zar1 lipid peroksidasyonunu inhibe etmenin yani sira
inflamasyonu ve spinal kord iskemisini azaltarak sekonder hasar1 hafiflettigi
gosterilmistir (Kim ve ark. 2015). Diger kortikosteroidler (6rnegin, prednizon ve
deksametazon) bu 6zellige sahip degildir ve sekonder SKT'nin tedavisinde herhangi bir
yararlt etkiye sahip olma olasiligi diisiiktiir (Difazio ve ark. 2013). Deksametazon ve
hidrokortizon gibi diger kortikosteroid ajanlarla karsilastirildiginda, metilprednizolonun
iistiin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu, hiicre zarlarindan daha hizli gectigi ve aktive
edilmis kompleman bilesenlerine notropenik yanit1 inhibe etmede daha etkili oldugu
gorilmektedir (Dumont ve ark. 2001). Ornegin, 30 mg/kg'lik bir intravendz dozun
uygulanmasmi takiben MP doku seviyeleri zirvede oldugunda, yarali korddaki laktat
seviyeleri baskilanir (Hall 2011). Doku MP seviyeleri diistiigiinde, spinal doku laktati
yikselir (Hall 2011). Bununla birlikte, birinci dozdan sonraki seviyelerin %50 oraninda
diistiigii noktada ikinci bir dozun (15 mg/kg i.v.) uygulanmasi, ilk dozun zirvesinde
gorilen laktat baskilanmasini siirdiirmek ve ATP iiretimini ve enerji yiikiinii daha etkin
bir sekilde siirdiiriir ve spinal kord nérofilamentlerini bozulmaya karsi korur (Hall
2011). Bununla birlikte, yiiksek dozlarda glukokortikoid steroidlerin uygulanmasi,
enfeksiyon insidansinda artig, pndmoni, basi yaralari, gastrointestinal kanama ve derin
ven trombozu gibi bircok komplikasyona neden olur (Kim ve ark. 2015).
Metilprednizolonun (MP) norolojik iyilesmeyi iyilestirebilecegini ve norolojik agig1 bir
dereceye kadar azaltabilecegini gosteren yakin tarihli biliylik klinik ¢aligmalarin
yaymlanmasma ragmen, ¢aligma tasarimi ve analizi/yorumlanmasi ile ilgili sorunlar
nedeniyle akut SKT tedavisinde kortikosteroidlerin kullanimma iliskin 6nemli

tartigmalar devam etmektedir (Dumont ve ark. 2001).
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2.7.2. Gangliozidler

Sekonder hasarlar1 azaltmayir amaclayan noroprotektif ajanlar, SKT'de potansiyel
anahtar tedavilerdir (Rouanet ve ark. 2017). Gangliositler, merkezi sinir sistemi
hicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan asit yapili kompleks glikolipidlerdir
(Geisler ve ark. 1990). Gangliositler, ginumizde bilinen ve sinir yenilenmesini
hizlandirmada biiyiik rol oynayan ilaglardir (Yuan ve ark. 2017). Hiicre zarmin 6nemli
bir bilesenidirler ve sinaptik kavsakta en yiikksek konsantrasyonda bulunurlar (Geisler ve
ark. 1990). Hayvan galismalarinda, gangliyositlerin hasarli dokudaki sinir hiicrelerinin
biliylimesini uyardig1 gosterilmistir. Etki mekanizmalari, yaralanma bdlgesinden gecen
artik aksonal yollarin hayatta kalmasini arttirmay1 ve boylece distal olarak yararli motor
fonksiyonun geri kazanilmasini kolaylastirmay1 igerir (Delamarter ve Coyle 1999).
Fakat gangliosid bilesiginin randomize yapilan kontrollii ¢aligmasinda 6 ay sonunda
norolojik iyilesmede bir fark goriilmediginden artik onerilmemektedir (Boyali ve ark.

2020).
2.7.3. Lazoroidler

Metilprednizolonun sekonder hasar1 azaltmadaki etkisinin hormonal aktivitesinden ayr1
oldugunun fark edilmesi lipid peroksidasyonunu 0zel olarak inhibe eden lazaroidlerin
(21-aminosteroidler) gelisimini uyardi. Lazaroidler, reseptor bagimli yan etkiler
olmaksizin glukokortikoidlerin zar stabilize edici etkilerine sahip benzersiz bilesiklerdir.
Lazaroidler, anti-lipid peroksidasyon etkilerini serbest radikal temizleme ve membran
stabilizasyonu yoluyla uygularlar. Travmatik ve iskemik yaralanmaya iligkin ilk hayvan
calismalari, lazaroidlerin, E vitaminininkine benzer bir mekanizma olan peroksil
radikallerini  temizleyerek membran lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini

gostermektedir (Kavanagh ve Kam 2001).
2.7.4. Opioid Reseptdr Antagonistleri

Akut SKT'den sonra endojen opioid seviyelerindeki artiy ve ardindan opioid
reseptorlerinin aktivasyonu sekonder hasara katkida bulunabilir. Opioid antagonizmasi
da dahil olmak lzere bu sekonder yaralanma mekanizmasini hedef alan farmakolojik
stratejiler incelenmistir. Spesifik olmayan bir opioid reseptor antagonisti olan Nalokson,

en c¢ok incelenen ajan olmustur (Dumont ve ark. 2001). Nalokson tedavisinin
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hipotansiyon, hipotermi ve hipoventilasyonu tersine ¢evirmede ve deneysel spinal

yaralanmay1 takiben norolojik sonucu iyilestirmede yararli oldugu bildirilmistir (Milne

ve Jhamandas 1984).
2.7.5. Kalsiyum Kanal Blokorleri

Kalsiyum, ¢esitli patolojik iskemik durumlarda merkezi bir rol oynayabilir. Spinal kord
yaralanmasindan sonra korddaki kan akisinin Sl¢iimleri, bazi deneysel ¢alismalarda,
yaralanma bolgesinde ve Onemli mesafelere yayilan iskemi gOstermistir.
Farmakoterapinin spinal kord hasar1 iizerindeki yararh etkileri, kalsiyum antagonistleri
ile bildirilmistir (Baykal ve ark. 1995). Kalsiyum kanal blokerleri, glutamat olmayan
reseptorler yoluyla hiicrelere patolojik kalsiyum akigmi azaltmada Onemli etkiler
gosterir (Zhang ve ark. 2021). Kalsiyum kanal blokerleri, hiicre duvarin1 kapsayan
iyona 6zgii kanallardan hiicre dis1 kalsiyum akigin1 engeller (William ve Ram 2011).
Bununla birlikte, kalsiyum blokerlerinin giicli fizyolojik etkileri, néronal ve glial hiicre
zarlar1 boyunca kalsiyum akismi indiikklemek yerine vaskiiler diiz kas tizerindeki
farmakolojik aktiviteleri araciligiyla diizenlenir. Akut SKT'de kalsiyum kanal
blokerlerinin uygulanmasi, yarali spinal kord baglaminda otoregiilasyon nedeniyle
zararl olabilecek sistemik hipotansiyon potansiyeli ile ilgili endiseleri artirmaktadir

(Zhang ve ark. 2021).
2.7.6. Magnezyum

Merkezi sinir sisteminde, 1yi anlasilmamasina ragmen, Mg'nin kalsiyum homeostazinin
korunmasinda kritik bir rolii vardir ve bu nedenle norotransmitter saliniminda, nodal
dokuda aksiyon potansiyeli iletiminde ve transmembran elektrolit akiginda yer alir
(Sperl ve ark. 2019). Magnezyum’un deneysel gerceklestirilen beyin hasar1 ve spinal
kord iskemisinde etkili bir noroprotektif ajan oldugu ileri siiriilmiistiir (Kaptanoglu ve
Beskonakli 2003). Sinir yapilarinda N-metilD-aspartat reseptér blokaji ile glutamat
toksisitesini onler (Kaptanoglu ve Beskonakli 2003). Magnezyum iyonlari, kalsiyum
iyonlari ile rekabet ederek, endojen bir kalsiyum kanal blokeri olarak hareket eder ve
NMDA reseptorii ile iligkili iyon kanallarmi kaplayarak ndronal hiicresel fizyolojide
onemli bir rol oynar. Ayrica magnezyum, membran biitinliigii, hiicresel solunum,
transkripsiyon gibi normal hiicre fonksiyonlar1 ig¢in gereklidir (Slzer ve ark. 1999).

Eksikligi, hiicre i¢i kalsiyum asir1 yiikklenmesine ve hiicre alt1 dagilimimda bozukluklara
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neden olabilir. Bu serotonin ve asetilkolin gibi uyarici ndrotransmitterlerin
uyarilmasina, N-metil-d aspartat reseptoriiniin rekabet¢i olmayan blokajma ve inhibitor
amino asit y-amino bdtirik asidin etkisinin azalmasina yol agabilir (Sperl ve ark. 2019).
Magnezyum ayrica subaraknoid kanamadan sonra deneysel olarak gecikmis serebral
vazospazmi tersine gevirir ve vazokonstriksiyondan kaynaklanan vaskiiler degisiklikleri

Onleyerek yararli bir etkiye sahiptir (Kaptanoglu ve Beskonakli 2003).
2.7.7. Sodyum Kanal Blokor

Primer hasardan sonra, hiicre i¢i sodyumun toksik bir birikimi oldugu i¢in sodyum
kanallarin1 bloke edebilen ve bu yanit1 diizeltebilen ilaglar faydali olabilecegi goriisii
One slrdlmustiir. Sodyum kanal blokerlerinin kullanimi sezgisel bir terapdtik strateji
olmaya devam etse de, akut SKT" deki etkinligini destekleyen veriler ¢ok azdir (Dumont
ve ark. 2001).

2.8. Clitoria Ternatea

Clitoria ternatea, Fabaceae familyasindan bir bitkidir (Lijon ve ark. 2017). Bitki, ¢coklu
farmasotik uygulamalar1 nedeniyle geleneksel Hint tip sisteminde benimsenmistir
(Ponnusamy ve ark. 2010). Hint tibbinin geleneksel ayurveda sisteminde ¢ok c¢esitli
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan ¢ok yillik bir tirmanicidir.
Ayurveda tibbinda yiizyillardir hafiza gii¢lendirici, nootropik, antistres, anksiyolitik,
antidepresan, antikonviilsan, sakinlestirici ve yatistiric1 ajan olarak kullanilmaktadir
(Lijon ve ark. 2017). Clitoria ternatea 6zleri, ¢esitli nérolojik bozukluklarmn tedavisi ve
entelektiiel yetenegi giliclendirmek icin genglestirici bir bitkisel formiilasyon olan
"Medhya Rasayana" da bir bilesen olarak kullanilmistir (Gollen ve ark. 2018). Clitoria
ternatea'nin geleneksel tipta popiiler kullanimi, arastrmacilari ¢esitli Clitoria ternatea
dokularindan elde edilen ekstraktlarin farmakolojik aktivitelerini aydinlatmaya tesvik
etmistir (Georgianna ve ark. 2019). Ekstraktlari, antimikrobiyal, antipiretik,
antiinflamatuar, analjezik, antidiyabetik dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli farmakolojik
aktivitelere sahiptir (Kalmankar ve ark. 2020). Cok sayida hayvan c¢aligsmasi,
ekstraktlarin ditiretik, nootropik, antiastmatik, antiinflamatuar analjezik, antipiretik,
antidiyabetik, antilipidemik, anti-artritik, antioksidan ve yara iyilestirici Gzellikler
sergiledigini bildirmistir (Georgianna ve ark. 2019). Clitoria ternatea yliksek miktarda

antosiyanin pigmenti icerir (Jamil ve ark. 2018). Flavonoidler, ternatinler,
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antosiyaninler, alkaloidler, taraxerol, saponinler, tanenler ve taraxerone, Clitoria
ternatea’da bulunan baslica bilesenlerdir (Turnos 2021). Clitoria ternatea kuersetin,
kaemferol, robinin ve klitorin gibi flavonoidler igerir (Turnos 2021). Ayrica nisasta,
tanen, recine ve antosiyaninler ve malvidin-3-R3-glikozit, deipinidin-3-B-glikozit dahil
olmak tizere gesitli glikozitler igerir (Turnos 2021). Birgok kanit, Clitoria ternatea'nin
diger ciceklere ve ilag elementlerine kiyasla antioksidan Ozellikler agisindan zengin

oldugunu gOstermektedir (Jamil ve ark. 2018).



3. GEREC VE YONTEM

Deneysel Ortam, Deney Hayvami ve Deney Siiresi: Hayvan deneylerinin Bingol
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 11.03.2022 tarihli 01/06 sayili
onay1 ile gerceklestirildi. Caligma igin 200-250 g agirhiginda 35 adet Wistar albino 1rki
erkek rat Bingdl Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi araciliiyla temin
edildi. Deneklere adaptasyon siiresi 7 giin olarak belirlendi. Deneysel spinal kord
travmasi olusturulacak hayvanlarin deney siiresi 1 giin (24saat) siirdii. Deneysel spinal
kord travmasinda 7 giin adaptasyon 1 giin deney siiresi ile toplamda 8 giin siirdii.
Calismanin deneysel asamasi, Bingdl Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nde 6zel bir odada yapildi. Oda sicakligi 22-24°C + 2°Ce nem orani
%355 £+ %S5 olacak sekilde disariya alinan ve verilen hava filtre edilebilecek sekilde
saglandi. Deney hayvani odalarinin aydinlik/karanlik oranlar1 12 saat/12 saat seklinde
ayarlandi. Ratlar bireysel kafeslerde (50x30x30 cm’lik) barindirildi. Calismada ticari bir
firmadan temin edilen olan liyofilize haldeki clitora ternatea kullanildi. Clitoria
ternatea kullanim dozu daha onceki bir literatiir referans verisinden alarak belirlendi
(Nithianantham K ve ark 2011). Hayvan sayis1 (N=35) G*Power programi (Versiyon
3.1.9) kullanilarak gii¢ analizi ile belirlendi (Polat ve ark 2012; Karatas ve ark 2015).
Bu nedenle, popiilasyon sayis1 baz almarak ilgili parametreleri a=0,05 giiven araliginda,
%95 glcte (1-B) ve 0,65 etki biiyiikligiinde gosterebilmek i¢in her grupta 7 adet rat

kullanilacag1 hesaplandi.
3.1. Gruplar

Grup | (Kontrol Grubu); bu gruptaki ratlara cerrahi islem yapilmadi ve yirmi doérdunci
saatin sonunda ratlar anestezi altma alindiktan sonra analizler igin intrakardiyak kan

alinip sakrifiye edildi ve doku 6rnekleri alindu.

Grup Il; bu gruptaki ratlara sadece dorsal laminektomi yapildi, spinal kord travmasi
uygulanmadi. Postoperatif yirmi dordinci saatin sonunda ratlar anestezi altina
alindiktan sonra analizler i¢in intrakardiyak kan alinip sakrifiye edildi ve doku

Ornekleri alindi.
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Grup I1; bu gruptaki ratlara dorsal laminektomi uyguland: ve agirhik diisiiriilerek spinal
kord hasar1 olusturuldu, postoperatif yirmi dordinci saatin sonunda ratlar anestezi
altina alindiktan sonra analizler i¢in intrakardiyak kan alinip sakrifiye edildi ve doku

Oornekleri alindi.

Grup 1V; bu gruptaki ratlara dorsal laminektomi ve agirlik diisiirme modeli
olusturulmadan 24 saat once tek doz 200 mg/kg gavaj ile Clitoria ternatea extrakti
verildi. Daha sonra dorsal laminektomi uygulandi ve agirlik disiiriilerek spinal kord
hasar1 olusturuldu, postoperatif yirmi dordiincii saatin sonunda ratlar anestezi altina
alindiktan sonra analizler i¢in intrakardiyak kan almip sakrifiye edildi ve doku 6rnekleri

alind1

Grup V: bu gruptaki ratlara dorsal laminektomi uygulandi ve agirhik disiiriilerek spinal
kord hasar1 olusturuldu. Tek doz 200 mg/kg gavaj ile Clitoria ternatea extrakti verildi.
Postoperatif yirmi dordiincli saatin sonunda ratlar anestezi altina alindiktan sonra

analizler icin intrakardiyak kan alinip sakrifiye edildi ve doku 6rnekleri alindi.
3.2. Anestezi

Cerrahi islem yapilacak olan tiim gruplardaki ratlara genel anestezi amagli intraperitonel

yolla 10 mg/kg Ksilazin hidroklorir ve 50mg/kg Ketamin hidrokloriir uygulandi.
3.3. Cerrabhi islem

Anesteziye alinan ratlar sternal pozisyonda tespit edildikten rutin cerrahi prosedurlere
uygun olarak sirt bolgesi genisce tiraslanip povidon iyot ile antisepsisi saglandi ve
cerrahi islem yapilacak alan steril serviyet ile sinirlandirilarak interskapular mesafe
referans almip T5-T12 seviyesinde iki cm ensize edilerek deri ve deri alt1 dokulardan
sonra paravertebral kaslara ulasildi. Paravertebral kaslar disseke edilerek prosesus
spinozuslar ile vertebral laminalara ulagilip T7-T10 seviyesinde dorsal laminektomi ile

dura mater biitiinliigii bozulmadan spinal kord ag¢iga ¢ikarildi (Karatas ve ark. 2015).



Sekil 3.1. Sirt Bolgesinin Povidon Iyot Ile Antisepsisinin Saglanmasi

Sekil 3.2. Dorsal Laminektomi Operasyonu ve Spinal Kordun Agiga Cikarilmasi
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3.4. Spinal Kord Travmasinin Olusturulmasi

Deneysel spinal kord travmasi olusturmak i¢in Allen tarafindan tarif edilen yliksekten
agirhik diistirme modeli uyguland: (Karatas ve ark. 2015). Bu amagla ¢alismamizda rutin
preoperatif asamasi sonrasinda perioperatif donemde T7-T10 arasinda dorsal
laminektomi ile agiga ¢ikarilan spinal kord {izerine agirlik diigiirme modeli kullanilarak
spinal hasar olusturuldu. Bu amagcla 10 g agirhiginda 3 mm ¢apindaki metal gubuk 5 cm
yiikseklikten birakilarak ratlarin paraplejik olmalar1 saglandi. Olas1 kanama durumunda
kanamalar kontrol altina alindiktan sonra paravertebral kaslar ve deri cerrahi prosediire
uygun olarak dikildi ve peri-operatif siire¢ tamamlandi. Postoperatif siirecte ise ratlar

sabit oda sicakligina birakild:.

Sekil 3.3. Spinal Kordun Uzerine Agirlik Diisiirme
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Sekil 3.4. Cerrahi Alanin Dikislerle Kapatilmasi

3.5. Clitoria Ternatea Extraktinin Hazirlanisi

Su kullanilarak Clitoria ternatea antosiyaninlerin ekstrakte edildiginde, suda ¢6ziinen
diger biyoaktif bilesikler de birlikte ekstrakte edilir. Bu nedenle, bu bilesikler
antosiyanin ekstraktinin antioksidan 6zelligine de katkida bulunabilecegi ve en uygun
ekstraksiyon sicaklig1 50-60 °C civarinda ve ekstraksiyon siiresi 20-60 dk oldugu tespit
edilmistir (Chandrajith ve ark. 2021). Calismamizda da buna uygun olarak Clitoria
ternatea ekstakti elde edildi.

3.6. Postoperatif Analjezi ve Bakim

Postoperatif ketoprofen 5mg/kg subkutan yolla tek doz uygulandi. Daha sonrasinda

ratlar bireysel kafeslere alinarak serbest beslenmelerine izin verildi.
3.7. Norolojik Muayene Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Klinik motor muayene degerlendirilmesinde Modifiye Tarlov Skalast (MTS)
kullanilacaktir (Gale ve ark. 1985). Modifiye Tarlov Skalasina gére motor fonksiyonlari

degerlendirilecektir.
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Tablo 3.1. Modifiye Tarlov Skalas1

Derece Modifiye Tarlov Skalasi

Arka ekstremitelerde tam paraliz, arka ekstremitelerde hareket yok, agirlik tasima yok
Farkedilebilir arka ekstremite hareketleri, agirlik tasima yok

Sik ve/veya giiglii arka ekstremite hareketi, agirlik bindirme veya lokomosyonla
sonuglanmayan belirgin arka ekstremite hareketleri

Arka estremiteler viicut agirligini destekler,bir veya iki adim atabilir.
Yiirtyiiste hafif bir kayip vardir

Normal yiiriiyiis

Kaynak: Gale ve ark. 1985.

Parmak a¢cma testi: Rat govdesinden kaldirilarak arka ekstremiteler asili tutulacak ve

parmaklarin a¢ilmasi gozlemlenerek refleksler asagidaki gibi siniflandirildi.

Tablo 3.2. Parmak agma testi

Derece Parmak A¢ma Testi

0 Parmaklarin agilmamasi

1 Parmaklarin hafif agilmasi
2 Parmaklarin tam agilmasi

Kaynak: Oztiirk ve ark. 2016
3.8. Deney Hayvanlarinin Sakrifikasyonu

Biyokimyasal analizler i¢in kalpten kan alinip denekler sakrifiye edildi. Sakrifikasyon
oncesi ratlara anestezi islemi uygulanip ve cerrahi yontemlerle spinal kord yeniden
aciga c¢ikarildi. Hasarli spinal kord bolgesi merkez olacak sekilde 1 cm cranial, 1 cm
caudal yonde olmak Uzere 2 cm kord disseke edildikten sonra %10 luk formaldehit

solusyonu icerisine birakildi.
3.9. Biyokimyasal Analizler

Serum ve doku MDA analizleri yapildi bu amagla ¢aligmadaki tiim deneklerden alinan
kan ornekleri 10 dakika ve 4000 rpm de santrifuj edilip serumlar1 ayrilip kuru ve temiz

eppendorf tiiplere alinarak calisma anma kadar derin dondurucuda -80 °C’de sakland:
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ayni sekilde alinan spinal kord dokusu once izotonik ¢ozeltide yikandi kurutuldu ve

analizler icin -80 °C’de saklandh.
3.10. Histopatolojik ve Immunohistokimyasal Degerlendirme

Otenazi sonrasinda deneklerden alinan spinal kord doku érnekleri % 10’luk tamponlu
formalin soliisyonu igerisinde 1 giin siire ile tespit olmasi igin bekletildi. Daha sonra
rutin islemler gergeklestirilerek 5 mikronluk kesitler alindi ve hematoksilen-eozin
boyama yontemi kullanildi bu sayede gorilen lezyonlar orta ve siddetli olarak

nitelendirildi.

Immunohistokimyasal boyama islemi iginde saleye alman doku Kkesitlerine rutin
yontemler uygulandiktan sonra dokulara nonspesifik arka plan boyanmalarini dnlemek
icin protein blok soliisyonu damlatildi (ab 80436, abcam USA) ve 15 dakika
inkubasyonda bekletildikten sonra anti caspase-3 antikoru (sc-56053) damlatilarak
inkubasyona birakildi ardindan sekonder antikordan (komplement) her bir doku 6rnegi
Uzerine 1-2 damla eklendi ve 20 dk boyunca oda isisinda nemlendirilmis kapta
inkubasyona birakildi ve HRP konjugat her bir doku 6rnegine 1-2 damla eklendi, 30 dk
oda 1sisinda nemlendirilmis kapta inkiibe edildi. Kromojen olarak 3-3’
Diaminobenzidine (DAB) kullanildi ve hematoksilen (Mayer’s ) ile 15-20 saniye zit
boyama uygulandi ve yikanma islemi uygulandi bu islemden sonra sirasiyla; 3’ er dk.
%80 etanol, %96 etanol, %100 etanol ve ksilolde bekletilerek lamlar entallen

yardimiyla lamelle kapatildi.
3.11. Istatistiksel Analiz

Tum istatistiksel analizler SPSS istatistiksel yazilimi (Windows i¢in SPSS, siirtim 20.0)
kullanilarak yapildi ve tlim veriler ortalama (£) standart hata (S.E.) cinsinden sunuldu.
Bes grup arasinda oOlgiilen parametrelerdeki farkliliklar, parametrik olmayan bir testle
(Kruskal-Wallis) analiz edildi ve anlamli degerler sergileyen gruplar arasindaki ikili

karsilagtirmalar Mann-Whitney U-testi ile degerlendirildi (p<0.05).



4. BULGULAR

4.1. Norolojik Muayene Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tablo 4.1. Deney gruplarinin modifiye tarlov skalasinin (MTS) karsilastirilmasi

Scores
Analyses Grupl G2 G3 G4 G5

MTS 5.00+0.00* 4.83+0.174¢ 1.50+0.678 2.83+0.838¢ 4.67+0.33%¢

A,B,C; Ust simge harfleri istatistiksel farklilig1 gostermektedir (p<0.05). Parametreler ortalamatsem

olarak sunulmustur.

Tablo 4.1’ de gosterildigi gibi Grup IIT ve Grup IV degerlerindeki diisiis Grup I’ e gore
istatiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05).

Grup H1; Grup Il ve Grup V’ e gore degerlerindeki farklilik istatiksel olarak énemlidir
(p < 0,05).

Tablo 4.2. Deney gruplarinin parmak agma testinin (PAT) karsilastirilmasi

Scores
Analyses Grupl G2 G3 G4 G5

PAT 2.00+0.004 2.00+0.00* 0.50+0.22" 1.00+0.378¢ 1.83+0.17A¢

A,B,C; Ust simge harfleri istatistiksel farkliligi gostermektedir (p<0.05).

Tablo 4.2’ de gosterildigi gibi Grup I, Grup Il ve Grup V birbirine benzer; Grup Il ve
IV istatiksel olarak Grup I ve Grup II’ den farkhidir (p <0.05) ancak Grup IV ve Grup V
arasinda istatiksel farklilik yoktur.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda herhangi bir patolojik bulgu gézlenmedi. Grup II’ de bazi purkinje
hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler izlenmistir. Grup III caligmada en agir patolojik

lezyonlarin izlendigi gruptur. Yogun dejenerasyon ve nekroz ile birlikte kontrol grubuna
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kiyasla noron ve purkinje hiicre sayisinda ciddi azalma oldugu gézlemlenmistir. Grup
IV ve grup V’ de yer yer dejenerasyon ve nekroz bulgular1 gdzlenmistir. Bu iki grupta

gozlenen lezyonlar grup III” e kiyasla hem siddet hem yogunluk bakimindan daha diisiik

seviyededir.

3 * L » / 3 .
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Sekil 4.3. Kontrol Grubu, Normal Serebellum ve Purkinje Hucreleri (Oklar) (H&E, 70 um).
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Sekil 4.5. Purkinje Hicrelerinde Dejenerasyon (Oklar). Grup 2. (H&E, 70 pm).
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Sekil 4.7. Purkinje Hucrelerinde Nekroz (Oklar), Fagositoz Yolu ile Tamamen Yok
OlanPurkinje Hiicre Grup Lokalizasyonlar1 (Ok baslar1). Grup 3. (H&E, 70 um).
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8. Purkinje Hucrelerinde Dejenerasyon (Oklar). Grup 4. (H&E, 70 um).

Sekil 4

70 pm).

Sekil 4.9. Purkinje Hucrelerinde Dejenerasyon ve Nekroz (Oklar). Grup 4. (H&E
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Sekil 4.10. Purkinje Hicrelerinde Dejenerasyon ve Nekroz (Oklar). Grup 5. (H&E, 70 pm).
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e
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4.3. immunohistokimyasal Bulgular

Grup I’ de (Kontrol grubu) az sayida kaspaz -3 pozitif hiicre sayilmistir. Grup II” de
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel acidan pozitif hiicre sayisinin fazla oldugu
gbzlenmistir. Grup III ‘de kaspaz-3 pozitif hiicre sayis1 ve pozitif reaksiyon belirginligi

istatistiksel olarak tim gruplardan daha fazla oldugu goriilmistiir. Grup IV ve Grup V
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‘de kaspaz -3 pozitif hiicre sayis1 Grup II’ye kiyasla daha fazla oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte bu iki grup arasinda pozitif hiicre sayisi ve reaksiyon belirginligi

acisindan istatistiksel agidan bir fark tespit edilememistir.

Sekil 4.12. Kontrol Grubu Serebellum, Caspase -3 Negatifligi. (IHC, 70 um)

Sekil 4.13. Caspase -3 Negatifligi. Grup 2. (IHC, 70 um)
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Sekil 4.14. Guglu Caspase -3 Pozitifligi . Grup 3. (IHC, 70 um)

Sekil 4.15. Guglu Caspase -3 Pozitifligi . Grup 3. (IHC, 70 um)



33

Sekil 4.16. Caspase -3 Pozitif Purkinje Hucreleri (Oklar), Caspase-3 Negatif Purkinje Hucreleri
(Ok Baslar1). Grup 4. (IHC, 70 um)

Sekil 4.17. Zayif Caspase -3 Pozitifligi . Grup 4. (IHC, 70 pm)
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Sekil 4.18. Zayif Caspase -3 Pozitifligi . Grup 5. (IHC, 70 pm)

Sekil 4.19. Zayif Caspase -3 Pozitifligi . Grup 5. (IHC, 70 pm)
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.3. Spinal kord dokusunda tespit edilen MDA dizeylerinin gruplara gore
dagilimi Grup I, Grup II, Grup III, Grup IV, Grup V ( **p<0.01;*p<0.05).

1.0
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0.6 ===
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MDA (nmol/mg protein)
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Grup | Grup Il Gruplll Gruplv GrupV

Sunulan calismada Grup | ile karsilastirildiginda Grup II anlamli olmayan (p>0.05)
kismi bir artis gézlemlenirken, Grup I ve Grup II’e oranla Grup III’ te MDA dUzeyinin
istatistiksel acgidan anlamli olarak (p<0.01;p<0.05) arttig1 belirlenmistir. MDA
diizeyinde gbézlemlenen bu artisin hasar olusumunun bir gostergesi oldugu soylenebilir.
Grup 11 te artan MDA duzeyinin Grup 1V ve Grup V te azaldigi(p>0.05) belirlenmistir.
Bu sonu¢ gboz Oniine alindiginda Clitoria ternatea extraktinin laminektomi ile
olusturulan spinal kord hasarin1 onlemede ve tedavisinde etkili olabilecegi

diistiniilmektedir.



5. TARTISMA

Travmatik spinal kord yaralanmalari hem beseri hem de veteriner hekimlikte yasam
kalitesini ciddi olarak etkileyebilen hastaliklardandir. Kedi ve kopeklerde travmatik
spinal kord yaralanmasinin kesin insidansi bilinmemektedir. SKT’nin patofizyolojik
sonuglar1 primer ve sekonder hasar mekanizmalari tarafindan saglanir. Primer hasar,
spinal kordun fiziksel yaralanmasidir yani ilk darbe aldigi anda olusan yaralanmadir ve
engellenemez. Primer hasar olusmasindan sonra meydana gelen c¢esitli patofizyolojik
olaylar1 igeren kisim ise sekonder hasar olarak adlandiriimaktadir. (Webb ve ark. 2010).
SKT’ de primer hasarin onlenmesi miimkiin olmadigi i¢cin yapilan tiim g¢aligmalar
sekonder hasar1 6nlemeye yoneliktir. Giincel tedavi yontemlerinde amag¢ canli noral
dokunun sekonder hasarini onlemek veya bu hasarin sonuglarmi en aza indirmektir
(Oztiirk ve ark. 2020). Bu hasar fazindayken spinal kordun daha fazla zarar gordiigii ve
buna bagh olarak travma sonrasi hiicre 6liimiiniin devam etmesine neden oldugu tespit
edilmistir (Ilhan ve ark. 1999; Onifer ve ark. 2007). SKT’de norolojik fonksiyonlarin
geri doniisiinii saglayabilecek yeni bir tedavi se¢eneginin bulunmasi hem mortalite hem
de morbiditenin azalmasina yardimeci olabilir (Polat ve ark. 2012). Sekonder hasar
fazinda travma alaninda ortaya ¢ikan serbest radikaller oksidatif stresin artmasma ve
lipid peroksidasyona sebep olmaktakdir. Bu amacla da serbest oksijen radikalleri
tarafindan tretilen oksidatif hasar1 azaltmada veya ortadan kaldirmada akut ve kronik
bir rol oynayan antioksidanlar kullanilmaktadir (Aslan ve ark. 2012). Clitoria ternatea
Fabaceae familyasindan ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Hem modern tipta hem de tarimda
potansiyel uygulamalar1 oldugu ve antioksidan kaynagi oldugu i¢in son zamanlarda ¢ok
ilgi gormiistiir. Cok sayida hayvan calismasi, ekstrelerin diiiretik, nootropik,
antiastmatik, anti-inflamatuar, analjezik, antipiretik, antidiyabetik, antilipidemik, anti-
artritik, antioksidan ve yara iyilestirici 6zellikler sergiledigini bildirmistir (Georgianna
ve ark. 2019; Chandrajith ve ark. 2021). Bu bitkiden polifenolik flavonoidler,
antosiyanin glikozitler, pentasiklik triterpenoidler ve fitosteroller gibi ¢esitli ikincil
metabolitler rapor edilmistir (Nithianantham ve ark. 2011; Fu ve ark. 2021).
Antosiyaninlerin, oksidatif hasar1 ve yangiy: hafiflettigi, , tiimdr hiicrelerinde apoptozu
tetikledigi, vaskiiler endotelyal fonksiyonunu iyilestirdigi, lipoprotein oksidasyonunu

azalttigi, lipoprofilleri normallestirdigi, trombosit reaktivitesini azalttigi, DNA hasarimni
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onardig1 ve ndrotoksisitenin iyilestirilmesine katki sagladigi tespit edilmistir (Afacan ve
Sonmezdag, 2020). Bu bilgiler 1s1ginda Clitoria ternatea antiyosinleri néroprotektif ve
terapotik bir ajan olmak ig¢in iyi bir potansiyele sahip olabilecegi diistiniildii ve bu
calisgma sayesinde SKTde sekonder hasarlara karsi Clitoria Ternatea ekstraktinin
noroprotektif ve terapOtik etkisi klinik muayneleri, biyokimyasal, histopatolojik ve

imminohistokimyasal olarak ilk kez ortaya konuldu.

SKT modelleri Allen tarafindan 1911'de ilk kez denenen agirhik diisiirme modelini
gelistirmesinden bu yana yillar igerisinde 6nemli 6lgiide gelisti ve bu sayede travmatik
SKT’ de yer alan mekanizmalar1 daha iyi anlamada ve deneysel terapdtik miidahalelerin
etkinligini degerlendirmede ¢ok dnemli oldugu kanitlanmistir. Bizde bu ¢alismamizda
benzer sekilde agirlik diisiirme modeli kullanarak bir spinal kord hasar1 olusturmayi

tercih ettik.

SKT’nin patofizyolojisi lizerine yapilan caliymalarda serbest oksijen radikalleri ve lipid
peroksidasyonunun sekonder hasarin gelisiminde énemli bir rol oynamaktadir. Travma
nedeniyle artan oksitadif stres sonucu ortamda yogun bulunan serbest radikaller
lipitlerle reaksiyona girerek lipit peroksidasyona neden olurlar. Yogun lipit i¢erigine
sahip olan spinal kord hiicreleri lipit peroksidasyonu sonucunda da membran yapilarini
kaybederek parcalanmaktadirlar (Kertmen ve ark. 2018). Lipit peroksidasyonun son
irtini MDA’ dir. MDA seviyelerindeki artis dokularda ve viicut sivilarinda serbest
radikallerin toksik aktivitesinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu durum
spinal kord travmasi gibi norolojik hasara neden olan durumlarla iliskilendirilebilir
clinkii bu tiir travmalardan sonra oksidatif stres artisina bagli olarak doku hasar1 daha da
kotiilesebilmektedir. Metilprednizolon anti-lipid peroksidasyon ve néroprotektif
etkilerinden dolay1 giiniimiizde hala spinal kord yaralanmalarinda en sik kullanilan
klinik ajandir. Travma sonrasi ilk 24 saat i¢cinde yiiksek doz uygulanan
kortikosteroidlerin ndrolojik yararlarina ragmen mide kanamasi, sepsis, pnomoni, akut
miyopati ve enfeksiyon gibi ciddi yan etkilere sahiptir, bu sebeple sekonder hasara karsi
diger noroprotektif ajanlarin kullanimina odaklanan ¢aligmalar1 gerekli kilmistir (Hanct

ve ark. 2010; Kavakli ve ark. 2011; Atanur ve ark. 2018).

Sicanlarda spinal kord yaralanmasinda curciminin antioksidan etkilerini aragtirmiglardir.

Calismalarinda 24 adet Wistar albino si¢ani rastgele 3 gruba ayrilmislar ve spinal kord
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yaralanmasini agirlik diisiirme modeliyle ger¢eklestirmiglerdir. Grup I’e laminektomi
ardindan spinal kord yaralanmasi uygulanip herhangi bir tedavi uygulanmamis, Grup
II’ye laminektomi ardindan spinal kord yaralanmasi uygulanip tedavi olarak curcumin
verilmis (200 mg/kg/giin agizdan), Grup IllI’e laminektomi ardindan spinal kord
yaralanmas1 uygulanip tedavi olarak metilprednizolon verilmistir (30 mg/kg periton
icine) ve 24 saat sonra tiim siganlardan kan Ornekleri alinip malondialdehit (MDA)
diizeyleri belirlenmistir ve Grup Il nin MDA diizeyinin Grup I’e gore daha diisiik
bulunmustur (p<0,042) (Kavakli ve ark. 2011). Calismamizda curcumin gibi
antioksidan kapasitesi yiksek olan Clitoria ternatea extraktinin da oksitatif hasara karsi
spinal kord dokularmni korudugu tespit edildi. Calismamizda Grup 1 ile
karsilastirildiginda Grup II anlamli olmayan (p>0.05) kismi bir artis gdzlemlenirken,
Grup I ve Grup II’e oranla Grup III’ te MDA diizeyinin istatistiksel acidan anlaml
olarak (p<0.01;p<0.05) arttig1 belirlenmistir. MDA diizeyinde gdzlemlenen bu artisin
hasar olusumunun bir gdstergesi oldugu soylenebilir. Grup III te artan MDA diizeyinin
Grup IV ve Grup V te azaldigi(p>0.05) belirlenmistir. Bu sonug¢ gdz oniine alindiginda
Clitoria ternatea extraktinin laminektomi ile olustrurulan spinal kord hasarmi 6nlemede

etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizdaki tiim gruplara norolojik muayenelerini degerlendirmek i¢in modifiye
tarlov skorlamasi ve parmak agma testi uygulandi. Modifiye tarlov skorlamasi sonucu
Grup III’teki deneklerin ¢ogunlukla paraplejik oldugu goriiliitken Grup V’ e gore
degerlerindeki farklilik istatiksel olarak onemlidir (p < 0,05). Parmak agma testi sonucu

Grup IV ve Grup V arasinda istatiksel farklilik yoktur.

Apoptozisin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli ve gilivenilir biyokimyasal
belirteglerden biri de kaspaz 3’ tiir. Bu sebeple bircok SKT modelinde de kaspaz 3
aktivasyonu apoptozisin gilivenilir bir belirteci olarak kullanilmaya devam edilmektedir
(Solaroglu ve ark. 2005; Barut ve ark. 2005; Ding ve ark. 2023). Calismamizda Clitoria
ternatea extraktinin tedavisinin spinal kord yaralanmalarinda antiapoptotik etkilerini
degerlendirmede doku kaspaz-3 degerlerine bakildi. Grup III” de kaspaz-3 pozitif hiicre
sayis1 ve pozitif reaksiyon belirginligi istatistiksel olarak Grup IV ve Grup V’ den daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte Grup IV ve Grup V arasinda pozitif hiicre
sayist ve reaksiyon belirginligi ag¢isindan istatistiksel agidan bir fark tespit

edilememistir. Bu sonuglara gore degerlendirildiginde Clitoria ternatea extraktmimn
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spinal kord yaralanmalarinda antiapoptotik etki gostererek tedaviye olumlu katkilar

sagladigi tespit edildi.

Calismamizin histopatolojik degerlendirilmesi sonucunda noral dejenerasyon ve nekroz
gibi en agir patolojik lezyonlar Grup III’ te oldugu tespit edildi. Ayrica Grup IV ve
Grup V’ te tespit edilen lezyonlarin Grup III’ e kiyasla hem siddet hem yogunluk
bakimindan daha diisiik seviyede oldugu tespit edildi. Bu sonucglara gore Clitoria
ternatea’nin noral doku iizerinde dejenerasyon ve nekroz gibi patolojik lezyonlar
onlemede olumlu katkilar sagladig: tespit edildi. Calismamizda histopatolojik sonuglar

ile immunohistokimyasal sonuc¢larinin birbirini destekler oldugu goriildii.

Literatiir taramamizda Clitoria ternatea ekstraktinin deneysel SKT’de sekonder hasar
Uzerine etkisinin daha once arastirilmadigi belirlendi. Bildigimiz kadariyla bu ¢aligma
deneysel SKT’de sekonder hasarin siganlarda Clitoria ternatea ekstrakti ile tedavisine
iliskin ilk ¢alismadir. Calisma sonucunda Clitoria ternatea’nin deneysel SKT’ de
sekonder hasar lizerinde hem ndroprotektif hem de terapotik etkilere sahip oldugu
ortaya konuldu bu yizden SKT’ de sekonder hasarlara kars1 iyi bir segenek olabilecegi

diistiniilmektedir.



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada elde edilen norolojik muayene, biyokimyasal, histopatolojik ve
immunohistokimyasal verileri sonucunda, antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik
etkisi olan Clitoria ternatea extrakt1 tedavisinin SKT de ndroprotektif ve terdpatik etki
sagladig1 ortaya konuldu. Bir¢ok calismada oldugu gibi bu ¢alismada da bazi
kisitlamalar1 vardi. Deneyde kullanilan deneklerin takip siiresinin uzatilarak kullanilan
ajanin uzun donem etkinliklerinin degerlendirilmesi, ndroprotektif ve terap6tik etkilerin
degerlendirmesinde kullanilan biyokimyasal parametrelerin arttirilmasi, tedavide
kullanilan ajanin kullanim sekilleri, doz araliklar1 ve miktarlar1 degistirilmesi ve doz
bagimli sonuglarin elde edilmesi, baska ajanlarla kombine tedavilerin denenmesi gibi

yontemler kullanilarak daha detayl sonuclar elde edilebilir.
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