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Deneysel olarak olusturulan spinal kord yaralanmasinda trombositden zengin
plazmanin etkisinin incelenmesi

Ogrencinin Adi: Hilal Yapici

Damismani: Prof. Dr. Aysen YARAT

Anabilim Dal: Biyokimya Anabilim Dali

OZET

Amac: Omurilik yaralanmasi (SKH) idrar yolu enfeksiyonlarina, bobrek ve mesane
sorunlarina yol agabilir. SKH'da oksidatif stres ve inflamatuar yolaklarin aktivasyonu
doku hasarinda 6nemli rol oynamaktadir. Trombositler yara iyilesmesini baslatan
bircok biliylime faktorii ve sitokinleri ihtiva ederler. Biliylime faktorleri, cesitli
ajanlarla uyarilmak suretiyle trombositlerden salinir. Trombositden zengin plazma
(TZP) yumusak ve sert dokularda hizli bir iyilesme saglar. Bu ¢alismada spinal kord
hasarindan sonra spinal kord, mesane ve bobrek flizerine TZP uygulamasinin
potansiyel koruyucu etkisi arastirilmast amaglanmastir.

Gerec ve Yontem: Sprague-Dawley cinsi siganlar ii¢ gruba ayrildi; Kontrol grubu,
SKH grubu ve TZP uygulanan SKH grubu. SKH indiiksiyonu i¢in modifiye edilmis
agirhik disirme modeli uygulandi. TZP iki kez santriflyj islemi ile hazirland1 ve
hasarli omuriliklere uygulandi. SKH indiiksiyonundan bir hafta sonra, siganlar
kesildi ve dokular alindi. Doku homojenatlar1 doku hasar ve doku antioksidan
parametrelerini incelemek i¢in serum fizyolojik ile hazirlandi.

Bulgular: Tim dokularda malondialdehit, miyeloperoksidaz, nitrik oksit ve siyalik
asit SKH grubunda, kontrol grubuna gore anlamli olarak artti. Doku faktorii aktivitesi
ise SKH grubunda yalnizca omurilik dokusunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
diisiik bulundu. Glutatyon, glutatyon-S- transferaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz
aktiviteleri kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldi. TZP uygulanmas: ile SKH
grubuna kiyasla hemen hemen tiim parametrelerde anlamli iyilesme gozlendi.
Sonug¢: TZP tedavisi, spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda antiinflamatuar ve
antioksidan etkileri ile SKH'na bagli oksidatif hasara karsi faydali olabilir. TZP
tedavisi,oksidan-antioksidan dengesinin korunmasini saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Omurilik yaralanmasi, trombositten zengin plazma, oksidan-

antioksidan parametreler, omurilik, mesane, bobrek



Investigation of the effect of platelet rich plasma in experimental spinal cord
injury

Name of the student: Hilal Yapici
Adviser: Prof. Dr. Aysen YARAT
Department: Biochemistry

SUMMARY

Aim: Spinal cord injury (SCI) can lead to urinary tract infections, kidney and bladder
problems. Oxidative stress and activation of inflammatory pathways in the SCI play
an important role in tissue damage. Platelets have many growth factors and cytokines
which start wound healing. Growth factors are released from platelets by stimulation
with various agents. Platelet rich plasma (PRP) provides rapid improvement in both
soft and hard tissues . In this study, the aim was to investigate the potential protective
effect of PRP in experimental spinal cord injury on spinal cord, bladder and
kidney.

Materials and Methods: Sprague-Dawley male rats were divided into three groups;
control group, SCI group and PRP applied SCI group. Modified weight-drop model
was performed for SCI induction. PRP was prepared by two consecutive
centrifugations and applied to spinal cord. A week after SCI induction, rats were
decapitated and tissues were taken.Tissue homogenates were prepared in saline to
examine tissue damage and tissue antioxidant parameters.

Results: In all tissues malondialdehyde, miyeloperoxidase, nitric oxide increased
significantly in SCI group compared to control group. Tissue factor activity
decreased significantly in SCI group compared to control group only in spinal cord
tissue. Glutathione, glutathione-S transferase, superoxide dismutase and catalase
activities decrease significantly compared to control group. Application of PRP
improved almost all parameters significantly compared to SCI group .
Conclusions: PRP treatment may have beneficial effects against SCI induced
oxidative damage in spinal cord, bladder and kidney tissues through its anti-
inflammatory and antioxidant effects. PRP treatment could ensure maintenance of
oxidant-antioxidant balance.

Keywords: Spinal cord injury, platelet rich plasma, oxidant-antioxidant parameters,

spinal cord, bladder, kidney



1.GIRIS VE AMAC

Spinal kord hasarinin patofizyolojisi; baslangigta olusan birincil hasar ve onu takip
eden, biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel degisiklikleri kapsayan ikincil hasar ile
karakterizedir. Bu ikincil olaylar, mikrovaskiiler iskemi, oksidatif stres, iyon
diizensizlikleri ve inflamasyona bagli olarak ortaya cikar (Zileli ve Giilmen, 2002;
Gris ve ark., 2008). Spinal kord yaralanmalarinda doku hasarinda iskemi
reperfiizyonun rol oynadigi ve artan serbest radikallerin lipid peroksidasyonuna
neden oldugu ve boylece doku hasariin gelistigi gosterilmistir (Hall ve Braugler,
1987). Ayrica inflamasyonun, reaktif oksijen tiirevlerinin ve sitokinlerin asir1 tiretimi
ile yakindan iligkili oldugu, cesitili patolojilerde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir.
Reaktif oksijen tiirevlerinden olan superoksid anyon radikalinin NO ile birlesmesi
daha toksik olan peroksil radikalini olustururken hem doku hasarini artirmakta hem

de NO miktarini azaltmakta ve boylece diiz kas gevsemesini bozmaktadir.

Spinal kord yaralanmalarma bagli doku hasarlarinda patogenezde rol oynayan
faktorler goz oniine alindiginda antioksidan ve antiinflamatuvar ajanlarin spinal kord

hasarinda klinik yararlarinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Slemmer ve ark., 2008).

Spinal kord yaralanmalarinda ilgili pek ¢ok doku da etkilenmekte ve fonksiyonlar
bozulmaktadir. Komplikasyonlarin en ¢ok gorildigi dokular baslica

korpuskavernozum, mesane ve bobrekler vs dir.

Yara iyilesmesi, kan hiicreleri, ekstraselliiler yapi, parankimal hiicreler ve
¢Oziinebilir mediatorleri igceren dinamik, interaktif bir siirectir. Son zamanlarda
ozellikle kronik yaralarin tedavisinde biliylime faktorlerinin roliine dikkat
cekilmektedir. Trombositler yara iyilesmesini baslatan biiylime faktorlerini ve
sitokinleri icerir. Trombositlerin ¢esitli maddelerle uyarilmasi ile 6rnegin trombinin
etkisi ile trombositlerden biiytime faktorleri agiga ¢ikar (Carter ve ark., 2003).
Trombositten zengin plazma (TZP) hem yumusak hem de sert dokunun klinik olarak
hizli bir sekilde iyilesmesini sagladigi son yillarda en ¢ok lizerinde calisilan konular

arasinda yer almistir (Eppley ve ark., 2004; Tambini, 2005).



(Erisim tarihi:11.05.2005 http://dendistry.uic.edu/depts/omfs/gr/2001/0618) Otolog
trombosit jeller, doku i¢in nontoksik olduklarindan gilivenle kullanilabilirler, kolay
bulunabilir ve cabuk hazirlanirlar. Lokal doku gelisimi ve onarimini hizlandirr,
viicut tarafindan kisa sitirede geri emilirler ve ekonomiktirler (Schmitz ve Hollinger,
2001). Trombositlerin alfa graniilleri, iyilesme isleminde Onemli rol oynayan
yaklasik 30 kadar biliylime faktoriinii icermektedir. Ayrica bu graniiller fibronektin,
thrombospondin ve vitronektin gibi ekstraselliiler matriks komponentlerini de ihtiva
etmektedir (Grageda, 2004)

TZP’nin kullanim alanlar1 arasinda norosirurji (Buza, 2005), oral ve maksillofasiyal
cerrahi (Man ve ark., 2001; Petrungaro, 2001; Carlson ve ark., 2002; Kim ve ark.,
2002; Robiony ve ark., 2002; Lecovic ve ark.,2003; Buza, 2005), otorinolaringoloji
(Buza, 2005), plastik cerrahi, kronik diabetik iilserlerin tedavisi (Shukla ve ark.,
1998; Man ve ark., 2001; Aminian, 2005), iiroloji (Buza, 2005), orto/spinal cerrahi
(Buza, 2005) ve veteriner cerrahi (Carter ve ark., 2003; Fortier, 2005)(Erisim tarihi:
11.05.2005. http://www.vet.cornell.edu/Public/Research/2weig/fortier05html)yer

almaktadir. Bu agidan TZP’nin spinal kord yaralanmasinda yarali olabilecegi

beklenmektedir.

Calismamizda spinal kord yaralanmasina bagli olarak spinal kord ve mesane ve
bobrek gibi diger bazi dokularda gelisen komplikasyonlara TZP nin etkisi arastirildi.
Bu nedenle oksidan parametreler ile antioksidan biyokimyasal parametreler tayin
edildi.


http://www.vet.cornell.edu/Public/Research/2weig/fortier05htm

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Spinal Kord Yapisi ve Fonksiyonlari

Merkezi sinir sistemi (MSS) spinal kord ve beyin olmak iizere iki kisimdan olusur.
MSS’nin en alt kismini olusturan spinal kord (Omurilik), beyin sapindan baslayip,
omurga i¢inde ikinci bel omuruna kadar uzanan ve bundan sonra fibréz (bag dokusu)
bir kordon seklindeki filum terminale denen kisimla devam eden merkezi sinir
sisteminin O6nemli bir pargasidir. Spinal kord, vertebralar, vertebralari birbirine
baglayan ligametler, kaslar, spinal zarlar ve beyin omurilik sivist (BOS) tarafindan

cevrelenerek korunmaktadir (Sekil 1) (Gianino ve ark., 1996).

L e et

Sekil 1: Spinal kord ve spinal sinirlerin lateral ve anterior goriiniimii (Gianino ve

ark., 1996)

Spinal kordun disinda ak, i¢inde de boz madde vardir. Omuriligin ak maddesinin
tizerinde ¢ katli bir zar bulunur (pia, arachnoidea ve dura zarlar1). Bu zarlar, beyin
zarlarinin devamidir. Pia ve arachnoidea zarlar1 arasinda “ beyin omurilik sivis1” yer
alir ve omuriligi darbelere ve sarsintilara kars1 korur (Sekil 2). Beyin omurilik sivisi

beyindeki 6zel bosluklarda bulunan koroid aglari tarafindan salgilanir ve 6zel



kanallar vasitasiyla omurilige ulasir. Merkezi sinir sistemiyle ilgili baz1 hastaliklarin
teshisinde bu sivinin almip incelenmesi biiyiik &nem tasir. Ug spinal zardan en
yilizeysel olan1 dura mater (sert) olup, yogun, diizensiz bag dokusundan olusur.
Oksipital kemikteki foramen magnum seviyesinden, beynin dura mater ile devam
ettigi yerde, ikinci sakral omurgaya kadar bir kese olusturur. Spinal kord aym
zamanda epidural boslukta dura mater ile vertebral boslugun duvari arasinda kalan
bir yag ve bag dokusu yastig1 tarafindan korunur (Netter, 2007).Orta zar, oriimcek
ag1 kadar narin kollajen liflerin ve bazi elastik liflerin diizenlenmesi nedeniyle
araknoid materyal olarak adlandirilan avaskiiler bir kiliftir (Latince'de 'Griimcege
benzer' anlamina gelir). Dura mater i¢in derindir ve beynin araknoid materyaliyle
kesintisizdir. Dura mater ile araknoid mater arasinda interstisyel sivi igeren ince
subdural bir bosluk bulunur (Netter, 2007). En i¢teki menenks, omuriligin ve beynin
yiizeyine yapisan ince seffaf bag dokusu tabakasi olan pia mater (narin) dir. I¢ ice
geemis kollajen lif demetleri ve bazi ince elastik liflerden olusur. Omurilikte spinal
korda oksijen ve besin saglayan bir¢ok kan damari bulunur. Araknoid materyal ile
pia mater arasinda beyin omurilik sivis1 iceren subaraknoid bosluk bulunur (Netter,

2007)

Beyaz madde

Sirt kéki giris bolgesi

Dorsal gri boynuz

Ventral gri boynuz

Dura materyali
Dorsal kok

Pia materyali

Ventral kdék

Araknoid materyali

Dentikulat baglar

Sekil 2: Spinal kord, spinal sinir ve meninkslerin goriiniimii (Netter, 2007)

Spinal kord yaklasik 40-45 c¢cm uzunlugunda ve 1 cm c¢apinda olup, 6nden arkaya
dogru hafif basik silindir seklindedir (Netter, 2007). Eriskinde spinal kord vertebral
kolondan daha kisa kalir. Dogumda spinal kord L3 seviyesinde iken eriskin donemde

L1 alt kenarinda sonlanir. Bu seviyenin altindan itibaren spinal sinirler kauda ekina”



olarak devam eder (Netter, 2007). Kalinligi 8-12 mm arasinda degismektedir.
Toplam agirlig1 ise 25-30 gram kadardir. Omurilik bastan sona kadar ayn1 kalinlikta
degildir. ki yerde siskinlik gdsterir. Bunlardan biri 3. boyun omuru ile 2. sirt omuru
arasinda; ikincisi ise 10. sirt omuru ile 2. bel omuru arasindadir. Bu siskinliklerden,

alt ve tistuzuvlara giden sinirler ¢ikar.

Servikal bolgedeki genisleme, {list ekstremitenin innervasyonunu saglayan spinal
sinirlerin birleserek olusturacagi brakiyal pleksus nedeniyle meydana gelen
yogunlagmaya baglidir. Bu genisleme C4-T1 segmentleri arasinda olup, bu seviye
C3-T3 vertebral kolon bolgesine karsilik gelmektedir. Lomber bolgedeki genisleme,
alt ekstremitenin innervasyonunu saglayan spinal sinirlerin birleserek olusturacagi
lumbosakral pleksus nedeniyle meydana gelen yogunlasma sonucudur. Bu bélgedeki
genisleme, L.2-S3 segmentleri arasinda olup, T10- L2 vertebral kolon bélgesine denk
gelmektedir (Netter, 2007; Moore, 2010).

Omuriligin enine kesitinde ortadaki gri maddeyi cevreleyen ve miyelinli ndron
aksonlariin demetlerinden olusan beyaz bir kisim goriiliir. Beyaz maddeyi iki oluk
ile sag ve sol olarak ikiye bdler. Anterior median fissiir, anterior (ventral) tarafta
genis bir oluktur. Posterior median sulkus posterior (dorsal) tarafta dar bir oluk
halindedir (Sekil 2) (Netter, 2007; Moore, 2010). Omuriligin beyaz kismi, gri madde
gibi, bolgeler halinde organize edilir. On ve arka gri boynuzlar her taraftaki beyaz
maddenin siitunlar olarak adlandirilan ii¢ genis boliime ayrilir: anterior (ventral)
beyaz kolonlar, arka (dorsal) beyaz kolonlar, yanal beyaz siitunlar (Moore, 2010).
Omuriligin ak maddesinin iizerinde ii¢ katli bir zar bulunur. Bu zarlar arasindaki

“’beyin omurilik s1vis1’” omuriligi darbelere ve sarsintilara karsi korur.

Omurganin gri maddesi kelebek gibi sekillenmistir ve H harfine benzemektedir.
Dendritler ve noronlarin hiicre govdelerinden, milimetrik aksonlardan ve
neurogliadan olusur. Gri birlesme yeri H'nin ¢apraz ¢ubugunu olusturur. Gri birlesme
yerinin merkezinde orta kanal olarak adlandirilan kiigiik bir alan vardir; Omuriligin
tim uzunlugunu kusatir ve beyin omurilik sivisi ile doludur. Gri birlesme yerinin 6n
kism1 omuriligin sag ve sol tarafindaki beyaz cevherleri birbirine baglayan anterior

(ventral) beyaz maddedir (Netter, 2007; Moore, 2010).



“H” harfi seklindeki gri madde boynuzlar olarak adlandirilan bélgelere béliiniir. On
boynuzlar1 viicudun on tarafina, arka boynuzlar1 da arka tarafina uzanir. Arka
boynuzlar duyusal sinirlerle ilgili olup, beyne hislerin iletilmesinde gorevlidirler. On
boynuzlar ise viicudun hareketlerini saglayan motor sistemle ilgilidir. Arka (dorsal)
gri boynuzlar, hiicre govdeleri ve interndronlarin aksonlar1 ile gelen sensor
noronlarinin aksonlarin1 igerir. Anterior (ventral) gri boynuzlar, somatik motor
niikleuslar igerirler, bu somatik motor niikleonlari, iskelet kaslarinin kasilmasi i¢in
sinir uyarilar1 saglayan somatik motor néronlarin hiicre cisimlerinin kiimeleridir.
Arka ve On gri boynuzlari arasinda, lateral gri boynuzlar bulunur; bunlar sadece
omuriligin torasik ve iist lomber bdliimlerinde bulunurlar. Yanal gri boynuzlar,
otonomik motor noéronlarin hiicre goévdelerinin kiimeleri olan otonomik motor
cekirdegi igerirler ki bu kalp kasi, diiz kas ve bezlerin aktivitesini diizenler (Netter,

2007; Moore, 2010).

Ak madde, omurilik boyunca uzanan sinir liflerinden meydana getirilmektedir. Bu
lifler, vazifelerine gore belirli bir diizende seyrederler. Omurilikten ¢ikan 31 cift
sinir, bag ve boyunun bir kism1 disinda viicudun kaslarini sinirlendirir. Ayni1 zamanda
buralardan dogan uyarilar1 beyne iletirler. Her birinin i¢cinde, motor liflerin seyrettigi
bir 6n kok ve duyusal liflerin bulundugu bir arka kok vardir. Arka kokte bir sinir
diigiimii (gangliyonu) bulunur. ki kok birlesir ve omurlar arasindaki delikten ¢ikip
iki dala ayrilir. Bir dal viicudun arkasina bir dal da oniine gider. Kol ve bacaklara

gidecek sinirler, biiyiik sinir demetlerini (pleksuslar1) yaparlar (Moore, 2010).

Spinal kordun, iki ana fonksiyonu vardir: 1-Uyarilar iletmek: Duyu organlarindan ve
cevreden gelen uyarilar Oncelikle omurilige gelir, burada ¢apraz yaparak beyine
iletilir. Spinal korddaki beyaz kisim, sinir impulsunun yayilmasi ig¢in otoyollardir.
Duyusal girdi bu yol boyunca beyine dogru ilerler. 2-Refleksleri ve alisa gelmis
haraketleri kontrol etmek: Omurilik viicutta gerceklesen iki ¢esit refleksin de kontrol
merkezidir. Yeni dogan bir ¢ocugun annesini emmesi, avucuna parmaginizi
koydugunuzda parmagimizi kavramasi, diz kapagi refleksi gibi dogustan gelen

kalitsal refleksleri, limon goriince agzin sulanmasi, daha once elini yakmis bir



¢ocugun sobay1 gordiigiinde elini sakinmasi gibi kazanilmis refleksleri kontrol eder.
Omurganin gri maddesi, gelen ve giden bilgileri alir ve birlestirir (Netter, 2007;

Moore, 2010).

2.1.1. Spinal kord hasari

Spinal kord hasar1 (SKH), travma gibi nedenlerle omurilikte tamamen veya kismen
olusan hasar sonucunda motor, duyu ve otonom islevlerin kaybedilmesi veya
bozulmasi ile karakterizedir. Bu yaralanma, emek ve gelir kaybinin yani sira dmiir
boyu siirecek bir tedavi ve bakim gerektiren yiiksek maliyetli, hastalari, aileleri ve
tilke ekonomisini olumsuz yonde etkileyen toplumsal ve psikolojik sorunlara neden

olan ¢ok 6nemli bir halk saglig1 problemidir (Tator, 1998; Dumont ve ark., 2001).

Yaralilardan sag kurtulanlarin yarisindan fazlasi normal yasama geri donemez (Li ve
ark., 2000). Ote yandan, omurilik yaralanmalarinin biilyiik cogunlugunun 15-25 yas
arast saglikli geng eriskinlerde goriilmesi ciddi bir sosyal problemdir. Modern
yaklasimin olumlu etkisine ragmen bugiine kadar yapilan tedaviler i¢in yogun ¢aba
harcanmis olsa da etkili, kalict ve evrensel olan bir tedavi protokolii heniiz

gelistirilmemistir ( Fehlings, 2001; Dumont ve ark., 2002; Schwab, 2002).

Omurilik hasar1 sonrast merkezi sinir sisteminin yenilenememesi Onemli bir
problemdir. Halen bir¢ok arastirmaci norolojik fonksiyonu iyilestirmek icin akut
spinal kord yaralanmasmin patofizyolojik mekanizmalarin1 aydinlatmaya

calismaktadir.

Deneysel caligmalar, travmadan sonra SKH’nin daha da kotiiye gidebilecegini
gostermistir. SKH'da iki asamali mekanizma kavrami, 1900'lerin basinda ortaya
atilmistir (Allen, 1911; Kaptanoglu, 2010). Birincisinin primer-mekanik hasar oldugu
ve ikincisinin ise yaralanma sonrasinda tetiklenen birgok faktoriin etkisiyle gelisen

olaylar oldugu bildirilmistir.

Primer mekanik hasar: insan SKH’ rmnin en yaygin mekanizmasi, hasar sonrasinda
devam eden omurilik kompresyonudur (Dumont ve ark., 2001; Kaptanoglu ve ark.,

2002). Primer hasar; distraksiyon, fleksiyon, ekstansiyon ve rotasyondan



kaynaklanan kuvvetlerin spinal kord veya vaskiiler gerilme yaratmasi ile ortaya
cikmaktadir (Fehlings ve ark., 2001; Giizel ve ark., 2006). Spinal kord travmalarinda
kanama erken donemde baslarken, kan akisinda kesinti daha sonraki bir donemde
ortaya ¢ikar. Kan akisiin kesilmesi hipoksi ve iskemi lokal enfarktiise yol acar. Bu,
Ozellikle, metabolik ihtiyact daha fazla olan gri cevher hasarina neden olur. Hasar
goren bolgede bulunan noronlar fiziksel olarak kesilir ve miyelin kalinlig1 azaltilir.
Hasar bolgesinde olusan 6demden dolay1 sinir iletiminde bozulmalar olusur (Dumont

ve ark., 2001)

SKH olan hastalarda mesane, bagirsak ve seksiiel disfonksiyon gibi medikal
komplikasyonlar goriiliir. Bu kisilerin aym1 zamanda kronik agrisi, otonomik
disfonksiyonu, spastisitesi olabilir, ancak bunlar olduk¢a degiskenlik gosterir ve
mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir. Ciddi travmalarda artan respiratuar

ve kardiyak problemler goriilebilmektedir (Demirel, 2015).

SKH boyun ve torakal bolgedeki sinir ve kaslar etkiler. Solunum komplikasyonlari
siddetli bir SKH’nin gdstergesidir. Boyun bolgesinde SKH’1 olanlarin yaklasik {igte
birine entiibasyon destegi gerekir. Diyafragmay1 innerve eden frenik sinirin koken

aldig1 C1-C4 segmentlerindeki hasar solunumun durmasina neden olabilir.

Ikincil mekanik hasar: Birincil zedelenmeden sonra gelisen hasar olup, yaralanmadan
saatler ve giinler sonra pataofizyolojik olaylarin devam ettigi durumdur (Mautes ve
ark., 2000). Travmatik SKH'dan hemen sonra iskeminin basladigi ve tedavi
edilmedigi takdirde, ilk 3 saatte iskemi nedeniyle olan doku hasarinin arttig1 ve en az
24 saat boyunca devam ettigi bildirilmektedir (Dumont ve ark., 2001; Kaptanoglu ve
ark., 2002). SKH’dan sonra omurilikte, kanama, 6dem, demiyelinasyon, aksonal ve
noronal nekroz ve enfarktlis gibi bir dizi patolojik degisiklik dahil olmak iizere

birgok degisiklikler olmaktadir (Dumont ve ark., 2001; Kaptanoglu ve ark., 2002).
SKH sonrasinda hiicre zarlarinda glutamat toksisitesi, oksidatif hasar, iskemi, Ca ++

bagimli nitrik oksit iiretimi, serbest radikal hasar1 ve lipid peroksidasyonu artar (Choi

ve ark., 2001; Eaton, 2006). Dokunun iyilesebilmesi ve nekrozun dnlenmesi igin kan
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akiginin saglanmasi gereklidir. SKH sadece omuriligin yaralanmasi ile sinirlt kalan
bir patoloji degildir. Omurilik hasarindan sonra beyin-omurilik arasinda yer alan
yolaklardaki ndronlar, atrofi, apoptoz veya nekroza ugrayabilir. Vaskiilarize
astrositik ortam, spinal kord yaralanmasi durumunda aksonlarin bélgede yeniden
olugsmasina izin verebilir. Bu nedenle, yaralanmadan sonra noron o6liimiine neden
olabilecek sekonder yaralanma mekanizmalarinin anlagilmasi, uygun terapilerin

gelistirilerek uygulanmasi ¢ok 6nemlidir (Choi ve ark., 2001; Eaton, 2006).

2.1.2. Spinal kord hasarimin diger dokulara etkileri

SKH’l1 bireylerde genellikle pndmoni gibi solunum komplikasyonlar: 6liim nedeni
olabilmektedir (Demirel, 2015). SKH dolasimda kan basinct diizensizlikleri,
aritmiler, tromboemboliler gibi ¢esitli degisimlere sebep olabilir. Ciinkii kardiyak
sinirlerin beyindeki kontrolii sekteye ugrar, bradikardi ya da tasikardi goriiliir.
Aritmiler en ciddi ve en yaygin goriilen kardiyovaskiiler patolojidir. Diisiik kan
basinci sinir sisteminin kontroliindeki degisiklige baglh vaskiiler gollenmeye sebep
olur. Kas hareketlerindeki paralizi kan akisinda durgunluga sebep olarak gdéllenmeye
ve trombo emboli gelismesine risk olusturur. Tedavisinde alt ekstremitede kan

akigini arttirmak i¢in antikoagiilan ilaglar ve kompresyon coraplari kullanilir

(Demirel, 2015).

Spinal kord zarar gordiigii zaman beyin refleks aktivitesini diizenlemeyebilir.
Reflekslerin agir1 aktivitesi sonucu spastisite olusur. Kaslarda hipoaktiviteye bagl

atrofi gelisir. Spazmlar siddetli hala gelirse tibbi tedavi gerekebilir (Demirel, 2015).

Otonom sinir sistemi, kan basinci, kalp atimi, mesane ve bagirsak fonksiyonlart gibi
istemsiz hareketleri Kkontrol eder. Otonom disrefleksi servikal ve iist torakal
travmalarinin  hayat1 tehdit eden refleks hareketidir. Sinir sisteminde travma
seviyesinin altinda uyari, agri, irritasyon oldugu zaman otonom disrefleksi meydana
gelmektedir. Bu irrite olan bolge beyine sinyal gondermeye c¢alisir ancak sinyal
yanlis yonlenebilir ve patolojik reflekslerin olusmasina, mesane disfonksiyonuna ve
konstipasyona sebep olur. Ayrica bag agrisi, kan basincindaki ani degisimler, gérme

degisiklikleri, kizarma, terleme, semptomlar arasindadir (Demirel, 2015).
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Paraplejik ya da tetraplejik hastalarda basi yaralari daha sik goriiliir. Spinal kord
yaralanmasi olan kisiler normal kas iskelet agrisina meyilli olurlar. Kronik agrinin
tedavisinde medikasyon, akupunktur, spinal ya da beyin elektrik stimiilasyonu,
cerrahi yontem uygulanir. Ancak norojenik agrilarin azaltilmasinda bu tedavilerin

hicbirisi tamamen etkili degildir (Demirel, 2015).

Omurilik yaralanmalariin biiyiik ¢cogunlugu, mesane ve bagirsak fonksiyonlarini
etkiler. Ciinki ilgili organlar1 kontrol eden sinirler, omuriligin alt ucunun yakininda
baslar ve normal beyin girdilerini kaybeder. Bobrekler, idrar liretmeye devam etse de
mesane kontrolii kaybolabilir ve mesane ve liriner sistem enfeksiyonlar1 riski artar.
Bazi kisilerin, mesanelerini bosaltmak icin kateter kullanmalar1 gerekebilir. Sindirim
sistemi etkilenmeyebilir, fakat omurilik yaralanmasindan iyilesen kisilerin,
bagirsaklarint bosaltma yontemlerini 6grenmeleri gerekebilir. Kontrole yardimci

olmasi i¢in beslenme diizeninde bir degisim gerekebilir (Demirel, 2015).

2.1.3. Spinal kord hasar tedavisi

Spinal kord travmasi sonrasi tedavinin esas amaci olusacak sekonder hasari
engellemektir. Travmatize olmus spinal kordun tedavisi i¢in, hem cerrahi hem de
noroprotektif ajanlarin kullanilmasi en bilinen tedavi yontemleridir. SKH sonrasi
ilaglar, tek veya etkilerini potansiyelize edip etmediklerini saptamak amaciyla
kombine sekilde deneysel ¢alismalarda kullanilmistir (Teke ve ark., 2012). Giincel
tedavi yaklasimi ise travmatize olmus spinal korddaki 6zellikle aksonlarin yeniden

gorevlerini yapabilecegi rejenerasyon ¢aligmalaridir.

Cerrahi tedavide travma sonrasi primer hasara neden olan hematom, kemik ve disk
fragmanlar gibi yer kaplayan olusumlarin ¢ikarilmasimi igeren dekompresif
yaklasimlar erken donemde fayda saglayabilir. Travma sonrasi ilk 24 saat i¢inde
yapilan acil dekompresyon nérolojik durumu iyilestirebilir. Ayrica yapilacak olan
stabilizasyon anatomik pozisyonda diizelmeyle sekonder hasarin siddetlenmesini

engelleyebilir (Grulova ve ark., 2013).
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Spinal kord travmasinda rejenerasyon ve kok hiicre tedavisinde, kullanilan kok
hiicre, kendini yenileme 6zelligi olan ve bircok patolojik durumda tedavi edici rolleri
tanimlanmis olan hiicrelerdir. Ciddi ¢alismalar yapilmasina ragmen insanlarda hasarl
spinal kordun tam rejenerasyonu halen gosterilememistir. Son yillarda yapilan
caligmalarda, SKH, serebrovaskiiler olay veya dejeneratif beyin hastaligi
modellerinde kemik iligi kok hiicrelerinin intravendz uygulama sonrasinda
rejenerasyonun hizlandigmma ve remiyelinizayonun olustuguna dair kanitlar elde
edilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda spinal korda go¢ eden ve ¢ogalabilen kok
hiicrelerin varligit SKH sonrasinda olusan geri doniisiimsiiz ndrolojik iglevlerin

diizelebilmesini miimkiin kilmaktadir (Merih ve ark., 2006).

Son zamanlarda bir deneysel ¢alismada polipeptid yapidaki biliylime hormonunun
subtipi olan sinir biiyiime faktorii kullanilmis, santral sinir sistemindeki aksonal
yenilenme, ndronal iyilesme gibi bilinen etkilerini spinal kord yaralanmasinda da

gosterdigi bildirilmistir (Kasai ve ark., 2011).

Spinal kord travmasi lizerine yapilan deneysel ¢alismalarda bir¢ok farmakolojik ajan
kullanilmistir. Bazi1 ila¢ gruplarinin etkinligi deneysel olarak gosterilse de bu ilaglar
klinik kullanima girememistir. Metilprednizolon basta olmak iizere gangliozidler,
opiyat reseptor antagonistleri ve nimodipin insanlarda faz ¢alismalarin1 tamamlamis
ve onaylanmis, giincel kullanim1 olan ilaglardir (Aver ve ark., 2011; Sencerve ark.,

2013).

2.1.4. Deneysel spinal kord hasari olusturma yontemleri

Deneysel c¢alismalar incelendiginde ¢ok eski yillardan beri SKH modelinin
gelistirilmesi ile 1ilgili arastirmalarin yapildigr goriilmektedir. Giinlimiizde bu

modeller travmatik ve non-travmatik yaralanmalar olarak ayrilmaktadir.
Travmatik yaralanmalar i¢ine, klip, balon kompresyon, agirlik uygulama, ¢arpma
veya agirhk disiirme, akselerasyon-deselerasyon, distraksiyon, transseksiyon

yaralanmalar girmektedir. Non-travmatik yaralanmalar ise aort okliizyonu, selektif
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arteryel veya venoz okliizyon, ekstradural, kimyasal ve fotokimyasal yaralanmalardir

(Demirel, 2015).

En ¢ok kullanilan yontemler hemiseksiyon, agirlik diistirme ve klip yontemidir.
Hemiseksiyon yontemi, insandaki spinal kord yaralanmasinin biyomekanigini en iyi
taklit eden modeldir. Agirlik diisiirme yontemi 1911 yilinda Allen ve ark.’lar
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu modelde, dura iizerine dik a¢1 ile belli bir
yiikseklikten belirli bir agirhk tip i¢inden disiiriilmiis, boylelikle travma
olusturulmustur. Olusturulan travmanin siddeti, (gr-cm) seklinde ifade edilmistir. Bu
modelin en biiylik dezavantaji, posterior kord kompresyonu olusturmasidir. Ancak
insanlarda, anterior kord kompresyonu daha sik goriiliir. Agirlik diistirme modelinin
farkli sonuglara yol agtigi da bildirilmistir (Barbosa ve ark., 2014; Senturk ve ark.,
2014; Zhang ve ark., 2014). Klip yontemi, T7-T10 laminalar1 goriilir. T7
seviyesinde total laminektomi uygulanir ve dura materin zedelenmemesine dikkat
edilir. Bu seviyede spinal kord standart travma amaciyla 63 g kuvvet uygulayan
Yasargil anevrizma klibi (Aesculap FE 721 K) ile dura ve spinal kordu ¢epecevre
saracak sekilde bir dakika siireyle sikistirilir. Daha sonra klip kaldirilir ve hemostazi
takiben insizyon sahasi anatomik katlarmma uygun olarak kapatilir (Polat ve ark.,

2012; Jin ve ark., 2014; Ni ve ark., 2014).

Deneysel SKH caligsmalarinda baslica,

1. Klinik muayene : a. Subjektif: Tarlov Motor Skalas1 b. Objektif: Egik diizlem
. Histolojik muayene a. Subjektif b. Objektif: Akson sayimi

. Goriintiileme: CT, MRI

. Anjiografik degerlendirme

. Spinal kord kan akimi dl¢timii

. Aksonal tarayicilar ile degerlendirme

. Biyokimyasal dl¢timlerle degerlendirme

0 N N B W

. Norofizyolojik degerlendirmeler yapilmaktadir (Tator ve Fehlings, 1991).

Insanlarda spinal kord vyaralanmasi ile deneysel SKH arasinda farkliliklar

bulunmaktadir: Deneysel modellerde yas, seks gibi degiskenleri kontrol altinda
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tutmak miimkiinken insanlarda SKH ¢ok fazla degisken icermektedir (Martinez ve

ark., 1992).

Deneysel calismalarda uygulanan kuvvet genellikle tek yonliidiir ve kompresyon
tarzindadir. Insanlarda ise yaralanma farkli kuvvetlerin kombinasyonu ile
olusmaktadir. Insanlarda spinal kord yaralanmalar1 kapali vertebral sistem iginde
gerceklesirken, deneysel modellerde yaralanma genellikle acik laminektomi

sonrasinda olusturulmaktadir (Martinez ve ark., 1992).

Deneysel modellerde yaralanma genel anestezi altinda yapilmaktadir. Kullanilan
anestezik maddenin spinal kord yaralanmasina herhangi bir asamada bilinmeyen ve

kontrol edilemeyen etkileri olabilir (Martinez ve ark., 1992).

Hastalarin yaralanmadan sonra degerlendirilip medikal ve cerrahi tedaviye
baslanmasi i¢in gecen siire oldukca degiskendir. Bu siire olgularin bir kisminda 48
saate kadar uzayabilmektedir. Oysa deneysel c¢alismalarda uygulanan tedaviler
genellikle ilk saatlerde verilmektedir (Demirel, 2015).

SKH modelleri arasinda hasar yoniinden de bir takim farkliliklar olusabilmektedir.
Agirlik diistirme yonteminde SKH biiyliik oranda mekanik nedenle olusmaktadir.
Oysa balon kompresyonu ve klip kompresyonu yontemlerinde hem mekanik ve hem
de vaskiiler faktorler devreye girmektedir. Uygulanan klibin kapanma kuvvetinde ve
uygulama siiresinde de biiytlik farkliliklar goriilebilmektedir (Khan ve Griebel, 1983;
Duncan ve ark., 1992; Xarchas ve Bourandas, 2003).

2.2. Bobrek Yapi ve Fonksiyonlari

Bosaltim sistemi, idrar1 olusturan iki bobrekden, idrar1 bobrekten mesaneye ileten iki
iireter kanalindan, bir adet idrar kesesinden, idrar1 mesaneden viicut disina génderen
bir adet ‘liretra kanalindan, kan1 bobrege getiren renal arterlerden, kan1 bdbrekten

uzaklastiran renal venlerden ve sinirlerden olusur (Sekil 3) (Hickling ve ark., 2015).
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Sekil 3: Bobrek anatomisi ( Hickling ve ark., 2015)

Bobrek, sinir sisteminin hem sempatik hem de parasempatik boliimleri araciligiyla
uyarilir. Bobreklere pregangliyonik sempatik sinirsel inervasyon, T8-L1 seviyesinde
omurilikten kaynaklanir. Sempatik sistemin faaliyete gecirilmesi renal damarlarin
vazokonstriksiyonuna neden olur. Parasempatik innervasyon, 10. kafa sinirinden (X),
vagus sinirinden kaynaklanir ve stimiile edildiginde vazodilatasyona neden olur

(Wein ve ark., 2007b).

Kalbin pompaladigr toplam arterial kanin 9%20-25’ini bobrekler renal arter
vasitasiyla direkt olarak aorttan alir. Renal ven vasitasiyla da kan inferior vena
cava’ya (alt ana toplar damara) geri gonderilir. Bobregi terk eden idrar (kandan
filtrelenen atitk maddeler ve su) ureterlerde asagi dogru goénderilir ve mesanede
toplanir. Mesane kaslar1 (detrusor kas), mesane icerisindeki basinci arttirmadan idrari
burada tutabilme yetenegine sahiptirler. Biiylik miktarda sivi (700-1000ml)
mesanede depolanabilir. idrar mesaneden gectiginde, mesanenin tabanindaki iiretral
sfinkter gevser, mesane kaslar1 kasilir ve idrar {iretra araciliiyla tahliye edilir (Wein

ve ark., 2007a).
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Genellikle toksinleri ve metabolik atiklari viicuttan uzaklagtiran filtreler olarak
diisiiniilen bobrekler, filtrasyon, segici geri emilim ve filtre edilen maddeleri idrar
yolu ile atarak kanin hacim ve kompozisyonunu diizenleyen énemli organlarimizdir.
Iki tane olup, karin bélgesinin arka duvarinda omurganm her iki yanina T12-L3
omurlarimin arasina yerlesmis, fasulye seklindeki retroperitoneal yapilardir.
Karaciger sag bobregin iizerine baski yapip biraz asagiya ittiginden, sol bobrek sag
bobrekten biraz daha yukaridadir. Bobregin agirligi cinsiyete gore 150 ile 135 g
arasinda degismektedir. Genellikle 10-12 cm uzunlugunda, 5-7 cm eninde ve 2-3 cm
kalinligindadir (Wein ve ark., 2007a).

Bobrekiistlii bezleri, her bobregin iist kutbuna bitigiktir. Sag tarafta duodenum
bobreklerin medial yoniinde yer alir. Sol tarafta mide, bobreklerin medial yoniinde
bulunur, pankreas ise bobrek hilumunun iizerine uzanir. Dalak, list kutbun 6n
tarafinda olup splenorenal (lienorenal) baglarla baglanir. Bu organlarin alt kisminda
bulunan kolon genellikle her iki taraftaki bobreklerin Oniine dayanmaktadir. Arka

kisimda, diyafram her bobregin iist ligte birini kapsar. (Wein ve ark., 2007a).

Bobrek korteks ve medulladan olugur. Medulla, renal piramit olarak adlandirilan 8-
18 konik kisma ayrilir. Her piramidin st kismu korteksle, alt kismi renal pelvisi
olusturacak olan renal papilla ile baglantilidir. Renal pelvis de alt kisminda iireteri
olusturur. Kalikslerin, pelvis ve lreterin duvarlari, kasilarak peristaltik hareketle
idrar1 mesaneye itecek olan diiz kaslar ile astarlanmistir. Korteks ve medulla
nefronlardan olusur. Nefron, bobregin fonksiyonel birimidir ve her bobrekte yaklasik

1-3 milyon kadar nefron bulunur (Sekil 4) (Hall ve Guyton, 2011).
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Sekil 4: Nefron yapisi ( Hall ve Guyton, 2011)

Nefron bobrekte kanin ultrafiltrasyonundan ve onu takip eden filtrelemede bazi

tiriinlerin geri emilim ile atilimdan sorumlu birimdir.

Her nefronda bulunan baslica yapilar:

* Filtreleme tiinitesi: Glomerulus, kalbur benzeri bu yap1 sayesinde kandan dakikada
125 ml siiziintii olusturulur. Buradaki filtrasyon kontrolsiizdiir. Gerekli gereksiz her
sey kandan atilir/siiziiliir.

* Proksimal Tibil : Glukoz, sodyum, vitaminler ve kandaki diger gerekli
¢Oziinenlerin kontrollii emilimi burada gerceklesir.

* Henle Kulpu: Bu bolge idrarin yogunlastirilma veya seyreltilmesinden sorumludur.
Temelde suya gecirgen olmayan bu bdlge sodyum iyonlarini disar1 pompalar,
bdylece gevresindeki dokularin osmolaritesini degistirir. Dolayisiyla bunun ardindan
suya gegirgen toplama kanalinda ice veya disa dogru olusacak su hareketlerini
diizenler.

* Distal Tiibil: Bu bdlge,bagli oldugu toplama kanali (collecting duct) ile beraber
suyun geri emiliminden sorumludur. Yani, suyun % 99‘u geri emildiginden dakilada
125 ml idrar olugsmaz aslinda. Bu sebeple toplama kanali ve pelvise olduk¢a yogun

bir idrar gider (Hall ve Guyton, 2011).
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Bobrekler filtrasyon ve metabolik atik maddelerin atilimi (iire ve amonyum) da dahil
olmak iizere 6nemli islevlere sahiptir. Gerekli elektrolitlerin, sivilarin ve asit-baz
dengesinin diizenlenmesinde ve kirmizi kan hiicresi iiretiminin uyarilmasinda rol
alirlar. Karaciger ile birlikte ilaglarin detoksifikasyon ve eliminasyonun
diizenlenmesinde baslica Oneme sahiptir. Ayrica, renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemi yoluyla kan basincini diizenlemek, suyun emilimini kontrol etmek ve
intravaskiiler hacimi diizenlemek fonksiyonlar1 arasinda yer alir. Bobrekler ayrica
uzun siireli aglik esnasinda amino asitlerden ve diger Onciillerden glikoneojenez
yoluyla glikoz sentezi ve eritrosit yapimindan sorumlu eritropoietin sentezi,
kalsiyum metabolizmasindan sorumlu kalsitriol ve D vitaminin aktivasyonu gibi

hormonal islevlere de sahiptirler (Hall ve Guyton, 2011).

2.3. Mesane Yapi ve Fonksiyonlari

Mesane (idrar kesesi), tiriner sistemde (idrar yollarinda) yer alan organlardan biridir.
Pelvisteki kasik simfizinin arkasinda yatan ekstraperitoneal kasli idrar deposudur.
Uriner sistem yukaridan asagiya dogru siralandiginda sirasiyla bobrek, iireterler,
mesane ve lretradan olusur. Bobrek ¢ok gelismis bir filtre sistemidir. Kan bobregin
icerisine girer bu Ozellesmis filtreden geger, igindeki atik ve zararli maddeler idrar
olarak siiziiliir geri kalan kan dolagim sistemine geri doner. Her iki bobrekte tiretilen
idrar, ireterler adim verdigimiz sag ve sol lireter tiipleri ile mesaneye iletilir.
Mesanede idrar depolanir ve iiretra (idrar yolu) adim1 verdigimiz bir tiip vasitasiyla

viicut digina atilir (Sekil 5) (Baykara, 2011).

\\ Ureterler /]

Detrusor kasi——=

\"

Uretra

Ig sfinkter

Dig sfinkter

Uretra deligi-

Sekil 5: Mesane yapis1 (Baykara, 2011)
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Normal bir mesane kas iskelet sistemi, norolojik ve psikolojik fonksiyonlarin
karmasik koordinasyonuyla iglev goriir ve mesane iceriginin doldurulmas: ve
bosaltilmasina izin verir. Mesane, kadinlarda pelvik diyaframdan veya erkeklerde
prostattan ve obturator internus ve levator ani kaslarindan lateral destek alir. Hem
erkekte hem de kadinda benzer nitelikte olmasina ragmen iiretranin farkli olmasi
nedeniyle farkli anatomik &zellige sahiptir (Sekil 6) (Kingsnorth ve ark., 2000;
Walters ve Weber, 2000).

Mesane

Sekil 6: Disi mesane, i¢ sfinkter, dis sfinkter ve iiretra (Fowler ve ark., 2008)

I¢ sfinkter, ayr1 bir anatomik varliktan ¢ok islevsel bir kavramdir. Mesane i¢ yiizeyi
tirotelyum ad1 verilen mukoza tabakasi ile kaplidir. Bu katmanin altinda “Lamina
Propria” tabakasi ve bunun da altinda yiizeyel ve derin kas tabakasi (detrusor) vardir
(Sekil 7). Bir ag gibi kas liflerinin birbirine gecmesi sayesinde kiiresel yapiya sahip
mesane gevseyerek idrar depolama kapasitesini arttirirken, kasildiginda yiiksek
basing saglayarak idrarin atimini saglamaktadir. Mesane kapasitesini arttiran kas
gevsemesi ve idrarin atimmi saglayan kas kasilmalari, omurga kemiginin kuyruk
sokumu bdlgesinden ¢ikan sakral sinirler ile saglanmaktadir (Sekil 8) (Baykara,
2011).
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Uretral sfinkter

Sekil 7: Mesane ve prostatin anatomik yapisi (www.urologyhealth.org)

7 — Uro itelyum
= Mukoza
amina Propria

Submukoza

Sekil 8: Mesanenin katlar1 (Baykara, 2011)

Mesane, mide gibi esnek bir organdir. Tamamen kaslardan olusmus esnek duvar
yapisina sahiptir. Bu yap1 sayesinde bobrekten gelen idrari uzun siire depolayabilir.
Mesane bosaldigi zaman armut seklini alir. 40-50 ml civari1 hacim kaplar. Normal
yetiskin mesane idrarla tamamen doldugunda ise 400-500 ml’lik hacime sahip olur.
Mesane belli bir doluluga ulastiginda beyne mesanenin dolmakta oldugunun uyarisi
gonderilir. Genellikle mesane 1/4 kapasiteye ulagtiginda ilk uyar1 gelmektedir.
Genellikle hacim 400 mL'ye ulastiginda uyarilma sonucu mesane dolgunlugunun

hissi ve bosalmasi gerektigi seklinde algilanir. Bununla birlikte, idrara ¢ikma,
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periferik sinir sisteminin kortikal bastirilmasi veya dis iiretral sfinkterin istemli
kasilmasi ile Onlenebilir. Bazen idrar bosaltimi1 geciktidiginde 800-900 ml ye ¢ikan
hacime ulasabilir (Fowler ve ark., 2008). Bu asamada beyin tarafindan mesanenin
kasilmasi baskilanir ve uygun ortam bulunana kadar mesaneden gelen sinyaller
kesilir. Mesane dolmaya devam eder. Halen bosaltma fonksiyonu yerine
getirilmemisse daha siddetli bir uyar1 ile beyin uyarilir ve bosaltim talebinde
bulunulur. Ancak uygun ortam mevcut degilse beyin yine mesaneden gelen sinyalleri
bastirabilme 0Ozelligine sahiptir. Beyin, bosaltim i¢in uygun ortamin olustugunu
diisiindiigli zaman mesane kaslar1 kasilarak icerisindeki idrarin bosalmasina olanak
verir. Mesanenin dolumu sirasinda idrar kagcagini dnlemek igin i¢ tipa ve dis tipa adi
verilen iki adet sfinkter yani tipa mekanizmasi1 mevcuttur. Bu tipa mekanizmalar
hem dolum esnasinda idrar kagagini1 6nler hem de bosaltim esnasinda idrarin rahat
atilmasi i¢in mesanenin huni sekline girmesine olanak vererek rahat idrar bosaltmay1

saglar (Baykara, 2011).

Mesanenin arteryel temini kismen obturator arter ve inferior gluteal arterden
tiiretilmistir. Disilerde bu uterin arter ve vajinal arter yoluyla yapilir. Mesanenin
vendz geri doniisii, hem anatomik seyir hem de ad olarak damarlarin paralellik
gosterdigi zengin bir damar agidir. Mesaneden gelen vendz doniislin biiylik kismi i¢

iliyak damara akar (Kingsnorth ve ark., 2000; Walters ve Weber, 2000).

Mesanenin lenfatik drenaji obturator, dis ilyak, internal iliak ve ortak iliak olusturur
ve lenf nodlarina girer. Viicudun herhangi bir bdlgesinde oldugu gibi, daha 6nce
yapilan ameliyatlar bolgenin lenfatik ¢ikisini degistirebilir. (Kingsnorth ve ark.,
2000; Walters ve Weber, 2000).

Bazen dis faktorlere bagli olarak mesanenin ¢aligma fonksiyonu bozulabilir. Mesane
fonksiyonunda bozulma yapan en onemli etken sistit adin1 verdigimiz durumdur.
Sistit, mesanenin bakteriyel enfeksiyonudur ve daha ¢ok bayanlarda goriliir.

Bayanlarda iiretra adi verilen idrar yolunun kisa olmasi1 dis ortamdaki bakterilerin
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erkeklere oranla daha kolay bir sekilde mesane igerisine girmesine ve bakteriyel
enfeksiyon meydana gelmesine neden olmaktadir. Erkeklerde mesane enfeksiyonu
daha nadir goriiliir. Prostat biliylimesine bagli olarak ileri yaslarda idrar kanalindaki
tikanikliklar nedeniyle idrarin rahat bosalamamasi mesane enfeksiyonlarina yol agar.
Enfeksiyon disinda mesanede baska hastaliklarda mesane fonksiyonlarinda
bozulmalara neden olabilirler. Ilerleyen yasla beraber mesanede bu tip hastaliklarin
goriilme sikligr da artar. Mesane ile ilgili diger hastaliklar arasinda baslica mesane
kanseri, mesane taslari, asir1 aktif mesane sendromu, stres idrar inkontinansi,
norojenik mesane, mesane ekstrofisi (dogustan mesanenin karin duvarina agik
olmasi), akut idrar retansiyonu (ani idrar yapamama durumu), akut sistit, intersistiyel

sistit sayilabilir (Powell, 2016).

2.4. Trombositden Zengin Plazma ve Kullanim Alanlari

Trombositler, kemik iliginde olusan ve yaklasik 2 um c¢apinda megakaryositlerin
sitoplazmik parcalaridir. Trombositler yara iyilesmesini baglatan biiyiime faktorlerini,
sitokinleri, hemostazda veya doku iyilesmesinde temel bir role sahip 30'dan fazla

biyoaktif proteini igerirler (Schliephake, 2002).

Trombositlerin ¢esitli maddelerle uyarilmasi ile Ornegin trombinin etkisi ile
trombositlerden biiyiime faktorleri agiga cikar (Sunitha ve ark., 2008). Trombositten
zengin plazma (TZP) hem yumusak hem de sert dokunun klinik olarak hizli bir
sekilde iyilesmesini sagladigi son yillarda en ¢ok {izerinde ¢alisilan konular arasinda
yer almistir. Otolog trombosit jeller, doku i¢in nontoksik olduklarindan gilivenle
kullanilabilirler, kolay bulunabilir ve ¢abuk hazirlanirlar. Lokal doku gelisimi ve
onarimini hizlandirir, viicut tarafindan kisa siirede geri emilirler ve ekonomiktirler
(Cole ve ark., 2010).

Salg1 proteinleri (6rn., PDGF, TGF-B vb.) (Kevy ve Jacobson, 2004), histonlar ve
karbohidrat yan zincirlerinin eklenmesiyle aktivasyon baslar ve trombositler sahip
olduklari graniiller aracilig1 ile hiicre zarina baglanirlar (Schliephake, 2002). Aktif
proteinler, mezenkimal kok hiicreleri, osteoblastlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve

epidermal hiicreleri igeren hiicre grubuna baglanarak agonistleri olustururlar. Bu
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agonistler transmembran reseptorlerini baglar ve daha sonra hiicre proliferasyonunu,
matris olusumunu, osteoid {iiretimini, kollajen sentezini vb. yonlendiren ve bdylece
doku onarimi ve doku rejenerasyonunu tetikleyen bir gen sekansinin ekspresyonuna
neden olan bir hiicre i¢i sinyal proteinini aktive eder (Antoniades ve Williams, 1983,
Schliephake, 2002; Kevy ve Jacobson, 2004; Marx, 2004; Sunitha ve ark., 2008;
Cole ve ark., 2010).

Trombositler tarafindan biiyiime faktorlerinin aktif salinimi, aktivasyondan sonra 10
dakika i¢inde baglar ve 6nceden sentezlenen biiyiime faktorlerinin % 95'inden fazlasi

1 saat iginde salgilanir (Marx, 2001).

Kemik ve yumusak doku iyilesmesi icin 5 mL sinde 1.000.000 (trombosit / pl)
trombosit ihtiva eden TZP’nin kullanilmasi tavsiye edilmistir ( Marx, 2001). Optimal
uyarinin meydana geldigi konsantrasyonu belirten ¢aligmalarin sayis1 azdir. Rughetti
ve ark. trombosit konsantrasyonu ile insan endotel hiicrelerinin fonksiyonel
aktivitesindeki degisiklikler arasindaki iliskiyi incelemislerdir (Rughetti ve ark.,
2008).

Temel olarak TZP otolog kanin belirli bir devirde santrifiij edilmesiyle elde
edilmektedir. Trombosit membran biitiinliigiinii korumak i¢in antikoagiilan olarak
sitrat kullanilmaktadir. Cok farkli TZP hazirlama teknikleri bulunmaktadir: 1-
Standart kan bankas1 prosediirleri ile (Aferez tinitelerinde -Tam kan dondrlerinden
alinan kan ile ), 2-Test tiipiine antikoagiilan ile alinan 20-60 cc kandan 3-Ticari
olarak bulunan otomatik TZP hazirlama cihazlar1 kullanilarak hazirlanabilir

(Zimmermann ve ark., 2001).

Klinik olarak hazirlama tekniklerinde genel ortak noktalar sunlardir. Cerrahiden 6nce
ve cerrahi sirasinda hastadan alinan kan antikoagiilan igeren tiipe alinir ve hemen
santrifiij islemi baslatilir. Ik santrifiij sonrasinda kan 3 tabakaya ayrilir. Santrifiij
sonrasinda en alta kirmizi kan hiicreleri, ortada platelet ve beyaz kan hiicreleri en
istte ise molekiill agirligi en diisiik aselliller plazma (trombositce az plazma)
bulunmaktadir. Ikinci asamada cok farkli protokoller uygulanmakla beraber temelde
kirmiz1 kan hiicre tabakasi ve aselliiler plazma tabakas1 uzaklastirilarak sadece beyaz

kan hiicreleri ve yogun trombosit iceren ‘buffy coat’ tabakasi elde edilir. Boylece
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hazirlanan TZP trombositleri aktive etmek i¢in trombin ve/ veya kalsiyum ile

karistirildiktan sonra uygulamaya hazir hale getirilir (Pietrzak ve Eppley, 2005).

Standart hiicre separatorleri ile TZP hazirlanmasi isleminde genel olarak bir {inite
kan kullanilmaktadir. Hizli ve yavas santrifiij teknikleri ile normal trombosit
konsantrasyonundan 2 ila 4 kat daha fazla trombosit iceren TZP elde edilebilir.
Bunlardan bazilar1 sunlardir. KAT (Fresenius, Wilmington, DE), Sequestra
(Medtronic, Minneapolis, MN), Haemonetics Cell Saver 5 (Haemonetics Corp.,
Braintree, MA)( Kevy ve Jacobso, 2004; Hannon ve ark., 1999). Ayrica 6 ml den,
45-60 ml’e kadar TZP hazirlayabilen, kiigiik kompakt ofis sistemleri de
bulunmaktadir. Bunlardan bazilar1 ise sunlardir; GPS (Cell factor Technologies, Inc.,
Warsaw. IN), PCCS (Implant Innovations, Inc., Palm Beach Gardens.FL), the
Symphony Il (DePuy, Warsaw, IN), the SmartPReP (Harvest Technologies Corp,
Norwell, MA), and the Magellan (Medtronic, Minneapolis, MN).

Bu sistemlerden elde edilen trombosit konsantrasyonu degismekle birlikte elde edilen
TZP’lerdeki trombosit konsantrasyonu normalin 2 ila 8 kati arasinda oldugu
bildirilmistir (Epply ve ark., 2006). Standart laboratuar teknikleri ile de TZP elde
edilebilmesine ragmen, islem 6zel dikkat gerektirmekte, genel olarak iki santrifiij
islemi ve birden fazla transfer gerektirdiginden sterilitenin saglanmasi zor
olabilmektedir. TZP hazirlandiktan sonra 8 saat koagiile olmadan kalabilmektedir.
Daha oncede belirtildigi gibi TZP icindeki alfa graniillerden biiylime faktorlerin ve
proteinlerin salinmasi icin aktive olmasi gerekmektedir. Bunun iginde degisik
teknikler tarif edilmekte olup kalsiyum ve sigir trombin karigimi kullanilmaktadir
(Conley, 2004; Pietrzak ve Eppley, 2005).

TZP’nin kullanim alanlar1 arasinda norosirurji (Buza, 2005), oral ve maksillofasiyal
cerrahi (Petrungaro, 2001; Lecovic ve ark., 2003; Carlson ve Roach, 2002; Robiony
ve ark.,, 2002), otorinolaringoloji (Buza, 2005)(Erisim tarihi:12.05.2005

http://www.heartpumpur.com/prp clinical applications.htm) plastik cerrahi, kronik

diabetik iilserlerin tedavisi (Shukla ve ark., 2001; Man ve ark., 2002; Aminian ve
ark., 2005)(.http://www.ams.ac.ir/AIM/0032/aminian0032.html, Erisim tarihi:9 Ocak
2014), fiiroloji (Buza, 2005), orto/spinal cerrahi (Buza, 2005) ve veteriner
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cerrahi(Carter ve ark., 2003) yer almaktadir. Bu agidan TZP’nin spinal kord

yaralanmasinda yarali olabilecegi beklenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Ara¢ ve Gerecler

Calismamizda kullandigimiz kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Merck,

Sigma-Aldrich ve Fluka firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Markalar

Calismamizda kullandigimiz cihazlar Tablo 1 de goriilmektedir.

Tablo 1: Kullanilan cihazlar ve markalari

Spektrofotometre
Santrifiij

Santrifiij

Mikro santrifiij
Vortex

Manyetik karistiricilar
Etiiv

Su banyosu (37°C)
Su banyosu (100° C)
Elektronik terazi
Distile-deiyonize su cihazlar
Otomatik pipetler

pH metre

Buz yapma makinasi
Buzdolabi

Homojenizator

RAY LEIGH UV 1800
HERAEUS-SEPATECH LABOFUGE 200
NUVE NF 200

HEIDOLPH

JANKE & KUNKEL, IKA LABOR TECHNIK
JANKE & KUNKEL, IKA RH BASIC 2
NUVE EN 500

BOEHRINGER - MANNHEIM

NUVE, BT 400

SHIMADZU AUX 220

PURELAB OPTION - Q

GILSON

710 A pH/ISE METER

KING

ARCELIK

JANKE & KUNKEL ULTRA TURRAXT 25
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3.3. Kullanilan Deney Hayvanlari

Tim deney gruplarinin beslenmeleri oral yolla gerceklestirildi. Hayvanlar siirekli
kafeslerinde tutuldular. Deney siiresi boyunca beslenme su ihtiyaglar1 giinliik olarak
karsilandig1 kontrolii laboratuvar sartlarinda muhafaza edildiler. Su ihtiyaglar1 taze
cesme suyundan karsilandi. Beslenmeleri igin Istanbul Cobangesme Yem Sanayi
Fabrikalarinda tiretilen ve igerigi asagida belirtilen normal pellet tipi sigan yemi

kullanildi.

% 24 protein, % 7 seliilloz, %8 ham kiil, %2 HCI’de ¢ozlinmeyen kiil, % 1- 2,8
kalsiyum, % 0,9 fosfor, % 0,5 - 0,7 sodyum, % 1 sodyum kloriir, % 0,6 metiyonin ve
% 1 lizin iceren standart sican yemi ve icme suyu ad libitum olarak verilmistir.

Sagladig1 metabolik enerji: 2650 kcal/kg

3.4. Trombositden Zengin Plazmamin (TZP) Hazirlanmasi

Omurilik hasar1 sonrasi deneklere uygulanacak TZP, trombosit yoOniinden
zenginlestirilmis plazmadir. Bu plazma antikoagiilan ile alinan kanin santrifiij

edilmesi ile elde edilir.

-Sodyum sitratl tiiplere 1’er ml sican kalp kanlar1 alinir, Trombosit sayimi yapilir.

- Kan oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilir ve daha sonra 1000 rpm’de 5 dak
santrifuj edilerek TZP (trombositce zengin plazma) elde edilir (iist faz). Ust faz
alinarak 6300 rpm de 2 dak daha santrifuj edilerek plazma trombosit¢e daha da
zenginlestirilir. Trombosit sayimi yapilir. Trombosit sayisi yaklasik 2300 x 10%/L ye

ayarlanir.

- Trombositler alindiktan sonra kalan kan 3000 rpm’de 10 dk santrifuj edilerek (TFP)

(trombositge fakir plazma) elde edilir. TFP trombosit sayisini seyreltmede kullanilir.
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3.5. Gruplar ve Deney Protokolii

Bu calisma Marmara Universitesi Hayvan Etik kurulu onay1 ( Karar No:

70.2015.mar) alinarak yapildi.

Calismada denek hayvam olarak MU DEHAMER den temin edilen yaklasik 8
haftalik, 250-350 gr agirhiginda toplam 21 tane Sprague Dawly erkek siganlar
kullanild1. Deney siiresince 20 °C +2, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortami

ayarlanmig laboratuar kosullarinda yasayan sicanlar 3 gruba ayrildu.

1- Kontrol (K) grup (n=7) : Taklit (sham) operasyon yapilacak ve islemden hemen
sonra baslamak tizere bir hafta siiresince 1 ml/kg tasiyici (vehicle, serum fizyolojik;

SF) i.p. olarak uyguland:.

2- Spinal kord hasarh (SKH) grup (n=7): Asagidaki yontem ile spinal kord hasar1
olusturulan hayvanlara bir hafta siiresince 1 ml/kg tasiyici (vehicle, serum fizyolojik;

SF) i.p. olarak uygulanda.

3- Spinal kord hasari ve TZP uygulanacak grup (n=7): Spinal kord hasar1
olusturulan hayvanlara hasarli bolgeye TZP (10 pL) uygulanda..

3.5.1. Spinal kord hasarinin (SKH) olusturulmasi

100 mg/kg. ip. ketamin ve 1 mg./kg. ip. klorpromazin anestezisi uygulanacak
siganlar 1s1 kontrollii bir diizlem tizerine prone pozisyona getirildi. T10 seviyesinde
posterior orta hat insizyonu ile agildi paravertebral adeleler siyrildi ve total
laminektomi uygulandi. Spinal kord hasari olusturmak i¢in agirlik diisiirme modeli
uygulandi (Allen, 1914). Bu yontemde 10 cm yiikseklikten 10 g. agirliginda 3 mm.
capinda bir paslanmaz c¢elik omurilik iizerine disiiriilerek omurilik travmasi
olusturuldu. Cerrahi insizyon steril olarak kapatildi. Cerrahi sonrasi rutin yara bakimi
ve mesane bakimi yapildi. SKH olusturulduktan 1 hafta sonra siganlar dekapite
edilirler ve spinal kord, bobrek ve mesane dokulart ¢ikarildi. Alinan dokular
homojenize edildi. Doku homojenatlarinda total protein (Lowry ve ark., 1986),
glutatyon (GSH) (Beutler, 1975), lipid peroksidasyon (LPO)(Ledwozyw ve ark.,
1986), siyalik asit (SA) (Warren, 1959), nitrik oksit (NO) (Miranda ve ark., 2001)
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diizeyleri ve superoksid dismutaz (SOD) (Mylorie ve ark., 1986), katalaz (KAT)
(Aebi, 1974), glutatyon-S-transferaz (GST) (Habig ve Jacoby, 1981),
miyeloperoksidaz (MPQO) (Hillegas ve ark., 1990) enzim aktiviteleri ve doku faktorii
aktivitesi (TF) (Ingram ve Hills, 1976) tayin edildi.

3.6. Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Alman dokularr ayr1 ayr1 serum fizyolojik ile yikanip kan ve damarlarindan
temizlendikten sonra bir siizge¢ kagidi ile kurutularak tartildi ve tartim kaydedildi.
Bir makas yardimiyla kiiciik parcalara ayirildi. Gerekli miktarda serum fizyolojik ile
cam homojenizatorde ¢ok ¢abuk olarak ve her biri esit siirede homojenize edildi.
Hazirlanan % 10 g’lik her doku homojenati ayri1 ayri kiigiik kisimlara ayrilarak
eppendorf tiipleri icinde, gerekli bilgiler iizerlerine yazilarak derin dondurucuda
calisilacag1 giine kadar saklandi. Tiim islemler sogukta yapildi. Deney yapilacag
vakit dondurucudan ¢ikarilir, 5nce +4 °C de yaklagik bir saat, sonra oda sicakliginda
buz lizerinde bekletilerek ¢oziinmesi saglanir. Homojenat ya direkt olarak kullanilir
ya da 4000 rpm’de 10 dk. sogukta santrifiij eldildikten sonra siipernatantla tayin
yapilir.

% 10 gramlik doku homojenat i¢in gerekli olan serum fizyolojik hacmi;
Nemli doku tartimi (mg)
Serum fizyolojik hacmi (ML) = ----=-mmmmmmmmm oo formiilii ile hesaplanir.

100

Doku homojenatlarinda doku hasar parametreleri ( MDA, MPO, SA, NO, DF) ve
doku antioksidan ve oksidan paramatreler ( GSH, SOD, KAT, GST) tayin edildi.
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3.6.1. Doku homojenatlarinda doku hasar parametreleri i¢in kullamlan tayin

yontemleri

3.6.1.1. Lipid peroksidasyonu tayini

Prensip: LPO iiriinii olan MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon
sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirilir

(Ledwozyw ve ark., 1986).

Gerekli Cozeltiler:

+  TBA cozeltisi (0.047 M):500 mg TBA ile 6 mL 1 M’lik NaOH ile karigtirilir.
Uzerine 69 ml distile su ilave edilir.

* NaOH (1M): 4 g NaOH tartilir, biraz distile suda ¢oziiliir, hacmi 100 mL’ ye
distile su ile tamamlanur.

* Triklorasetik asit (TCA) c¢ozeltisi (1.22 M, 0.6 M HCI ): 20 mL TCA
(%100 g TCA) ile 5 mL HCI (% 37 g’lik, d=1.19 g/dI’lik HCI) karistirilir ve
hacmi distile su ile 100 mL’ ye tamamlanur.

* n-butanol: Orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin Yapihisi:

Iki tane deney tiibii alinarak numune ve kor olmak iizere isaretlenir ve asagidaki gibi

caligilir.
Numune Kor
Stipernatant 0.25 mL -
Distile su - 0.25 mL
TCA 1.25 mL 1.25mL
Vortekste karistirilir ve 15 dk bekletilir.
TBA 0.75 mL 0.75 mL
Vorteks ile karistirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilir.
n-butanol 2mL 2mL

Ilave edilir. Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Butanol faz1 aliarak
532 nm’de kore kars1 absorbanslar kaydedilir. MDA i¢in saptanmis ekstinksiyon kat

sayist (1.56. 10° M*em™) kullamlarak sonuglar hesaplanur.
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3.6.1.2. Miyeloperoksidaz aktivitesi tayini

Prensip: MPO enzim aktivitesi MPO aracili Hy;O; ile yapilan oksidasyon igin

substrat olarak 4-aminoantipirin (4-AAP) fenol soliisyonu kullanilarak yapilir (Wei
ve Frenkel, 1991).

Gerekli ¢ozeltiler

25 mM 4-AAP: 0.05 g 4-AAP tartihir bir miktar % 2’lik fenol
cozeltisinde ¢oziillir ve ayn1 ¢ozelti ile 10 mL’ye tamamlanir.

50 mM K;HPO, (pH: 6 ): 8.709g K,;HPO, tartilir biraz distile su ile
¢oziilir, pH 6 olacak sekilde ayarlanip hacim distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanir.

% 1’lik HETAB (Hekzadesiltrimetil-amonyum bromid): 2 g HETAB
bir miktar 50 mM K;HPOQ, ile ¢oziiliir pH 6’ya ayarlanir ve hacmi 50
mM K;HPO, ile 200 mL’ye tamamlanr.

1.7 mM H,03: % 30’luk H,O,’den 0.017 mL cekilir distile su ile 100

mL’ye tamamlanur.

Deneyin Yapihisi
%10 g’lik olacak sekilde SF ile homojenize edilen doku 1 gece once %1°lik HETAB
ile 1:1 seyreltilir. Bir gece -20 °C’de dondurulur. Ertesi sabah +4’de 1 saat bekletilir.

5 dk 11000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant ile galisilir. ki tane deney tiibii

alinarak numune ve kor olmak tizere isaretlenir ve asagidaki gibi caligilir.

Numune Kor
4-AAP/fenol 650 uL 650 uL
H,0, 750 puL 750 puL

Vortekslenir, 3’30 dk beklenir.
Siipernatant 100 pL -
Distile su - 100 pL

Vorteks ile karistir. 5 dk beklenir. 510 nm’de kore karst okunur. Sonuglar U/g doku

cinsinden hesaplanir.
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3.6.1.3. Siyalik asit tayini

Prensip: Siyalik asit, periyodik asid oksidayonuna ugrayarak, p-formilpiirivik asit

olusur. Bu bilesik, tiyobarbiitirik asid ile reaksiyonlagarak, 549 nm’de maksimum

absorbans veren renkli bir bilesik olusturur. Bu {iriin stabil degildir, bu nedenle

siklohegzanon fazina c¢ekilir. Olusan rengin siddeti 549 nm’de maksimum

absorbansa sahiptir (Warren, 1959).

Gerekli Cozeltiler:

0.1 N H,SO4: 1 litrelik balon jojeye bir miktar distile su ilave ettikten sonra
tizerine 2.71 mL derisik siilfiirik asid konur ve hacim distile su ile 1 L’ye
tamamlanir.

0.2 M sodyum metaperiyodat (9 M fosforik asid icerisinde): 250 mL’lik
balon jojeye belli bir miktar distile su ilave edilir. Suyun {izerine 151.7 mL
fosforik asid ilave edilip karistirilir. Bu karigimin tizerine 10.695 g sodyum
metaperiyodat ilave edilir, karistirilarak ¢oziinmesi saglanir. Hacim distile su
ile 250 mL’ye tamamlanir.

0.5 M sodyum siilfat (0.1 N H,SO, icerisinde): 500 ml’lik balon jojeye
35.51 g sodyum siilfat bir miktar 0.1 N H,SO, igerisinde ¢oziildiikten sonra
hacim 500 mL’ye siilfiirik asidle tamamlanir.

%10 g sodyum arsenit (0.1 M siilfiirik asidde hazirlanan 0.5 M sodyum
siilfat icerisinde): 10 g sodyum arsenit tartilir bir miktar 0.5 M sodyum siilfat
igerisinde ¢oziiliir, hacim 0.5 M sodyum siilfat ile 100 mL'ye tamamlanur.

% 0.6 g TBA (0.1N siilfiirik asitte hazirlanan 0.5 M sodyum siilfat
icerisinde): 0.6 g TBA tartilir bir miktar 0.5 M sodyum stilfat igerisinde
¢oziilir, hacim 0.5 Msodyum siilfat ile 100 mL’ye tamamlanir (taze
hazirlanir).

Siklohegzanon: Direk olarak orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin Yapihsi:

% 10 gramlik doku homojenati1 10 dk. 4000 rpm’de santrifiij edilir ve siipernatant

alinir. 180 pl 0,1 N H,SO4+ 20 pL siipernatant karigtirtlir, 1 saat 80°C'de hidroliz

edilir. Numune, standart ve kor olmak {izere 3 deney tiipli alinir. Asagidaki gibi

calisilir.
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Kor Standart(St) | Numune (N)
Distile su 0.2mL - -
Standart - 0.2mL -
Siipernatant - - 0.2 mL
0.2 M Sodyummeta periyodat 0.1mL 0.1mL 0.1 mL
20 dakika oda sicakliginda beklenir.
% 10 g Sodyum Arsenit 1mL 1mL 1mL
Meydana gelen sar1 renk kayboluncaya kadar calkalanir.
% 0.6 g TBA 3mL 3mL 3mL

100 °C'lik su banyosunda 15 dakika bekletilir. Bu siire sonunda tiipler su
banyosundan alinarak oda 1sisina sogutulur.

Siklohegzanon 4.3 mL 4.3 mL 4.3 mL

[lave edilir. Vortekslenir ve 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siklohekzanon fazi
alarak 549 nm de kore kars1 absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi yardimiyla

stipernatantin SA degeri (mg / g doku) cinsinden hesaplanir.
3.6.1.4. Nitrik oksit tayini

Nitrat, vanadyum (IIT) kloriir ile nitrite indirgenir. Nitritle siilfanilamidin asidik
ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyon sonucu kompleks
diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’de spektrofotometrik
olarak ol¢tliir (Miranda ve ark., 2001).

Gerekli ¢ozeltiler

e 0.3 M NaOH cozeltisi: 0.6 g NaOH tartilir, bir miktar distile suda
coziliir ve iizeri distile su ile 50 mL’ye tamamlanir.

e % 10’luk ZnSO,: 5 g ZnSO,4 ya da 8,9 g ZnS0O,.7 H,0 tartilir bir miktar
distile suda ¢oziiliir ve tizeri distile su ile 50 mL tamamlanir.

e 1 M HCI: 4.2 mL HCI ¢ekilir ve tizeri distile su ile 50 mL tamamlanur.

34



e VCl3: 0.4 g VCl3 bir miktar 1 M HCI de ¢oziiliir ve tizeri ayni1 ¢ozelti ile
5 ml’ye tamamlanir.

e % 5’lik HCI: 2.86 mL %37°lik HCI ¢ekilir ve lizeri distile su ile 25
mL’ye tamamlanir.

e % 2’lik SULF( Siilfanilamid): 0,5 g siilfanilamid tarthir, 25 mL % 5’lik
HCl igerisinde ¢oziiliir.

e 9% 0.1’lik NEDD (N-(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir): 0.025 ¢
NEDD tartilir. Bir miktar deiyonize suda ¢oziiliir ve tlizeri deiyonize su

ile 25 mL’ye tamamlanr.
Deneyin yapilhisi

Doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. 0.3 mL siipernatant alinir,
tizerine 0.3 mL 0.3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dk beklenir. 0.3 mL %
10’luk ZnSOyilave edilir. Vortekslenir. +4’de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Ust
faz alinir ve +4’de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir.

Iki adet deney tiipii alinir, kdr ve numune olarak isaretlenerek asagidaki gibi calisilir.

Numune Kor
Deprotenize Sivi 0.3 mL -
Distile Su - 0.6 mL
VCl; 0.3 mL 0.3 mL
SULF 0.15mL -
NEDD 0.15mL -
30 dk 37 °C’de etiivde inkiibe edilir.

Kore karst 540 nm’de absorbans kaydedilir. Sonuglar 53000 M /em ™ ekstinsiyon

katsayist nmol/g doku cinsinden hesaplanir.

3.6.1.5. Doku faktorii aktivitesi tayini

Prensip: Doku faktorii aktivitesi saglikli kisilerden alinan plazma kullanarak Quick

metoduna gore tespit edilir (Ingram ve Hills, 1976). Doku faktorii kaynagi olarak
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doku homojenat1 kullanilir. CaCl, ilavesinden sonra fibrin olusumu igin gegen siire

tayin edilir. Aktivite siire ile ters orantili olarak degisir.

Gerekli ¢ozeltiler

* Sodyum sitrat cozeltisi (%3.8 g): 3.8 g sodyum sitrat biraz distile suda
¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.

» Plazma: Saglikli kisiden sitratli kan (9mL kan + 1 mL % 3.8g’lik sitrat)
aliarak plazmasi ayrilir.

* Stok kalsiyum Kkloriir ¢ozeltisi (0.2 M): 2.22 g CaCl, biraz distile suda
¢oziilerek hacmi 100 mL'ye distile su ile tamamlanir.

* Seyreltik kalsiyum Kloriir ¢ozeltisi (0.02 M): 1 mL stok kalsiyum klortir
¢oOzeltisi lizerine 9 mL distile su konur ve karistirilir. 37 °C detutulur (taze
hazirlanir).

* Deneyin Yapihs1

37 °C’lik su banyosunda kiigiik bir deney tiipiinde;

Doku homojenati 0.1 mL
2 dk inkiibe edilir.

Plazma 0.1 mL

Karigtirtlir 30 sn inkiibe edilir
0,02 M’lik CaCl; ¢ozeltisi 0.1 mL

Karigtirilir, piht1 olusumu i¢in gegen siire kronometre ile tayin edilir.

3.6.2. Doku antioksidan-oksidan parametreleri i¢in kullanilan tayin yontemleri

3.6.2.1. Glutatyon tayini

Prensip: Elmann ayiraci, 5-5’ ditiyobis 1-2 nitro benzoikasid ( DTNB ) ile siilfidril

gruplarinin reaksiyonu sonucu olusan renkli {iriin spektrofotometrik olarak

degerlendirilir (Beutler, 1975).

Gerekli Cozeltiler:
e Sodyum sitrat c¢ozeltisi (% 1 g): 1 g sodyum sitrat tartilir, biraz distile suda

¢oziilerek hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.
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e Elmann ayiract (%40 mg DTNB): 40 mg DTNB (5-5' ditiyobis 1-2
nitrobenzoik asit) tartilir, biraz sodyum sitrat ¢ozeltisinde (% 1 g) coziiliir.
Hacmi %1g’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 mL'ye tamamlanir.

e Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g etilen diamin
tetra asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum kloriir ayr1 ayr1 biraz
distile suda ¢oziiliir. Hepsi birlestirilir ve hacmi 100 mL'ye distile su ile
tamamlanir.

e Disodyum fosfat cozeltisi (0.3 M): 4.26 g Na,HPO, veya (5.34 ¢
Na;HPO,4.2H,0) biraz distile suda ¢oziiliir ve hacim distile su ile 100 mL'ye

tamamlanir.
Deneyin Yapihs::

%10 g’lik doku homojenat1 10 dk. 4000 rpm’de santrifiij edilir ve siipernatant alinir
ve bir deney tiipiine 0.2 mL konulur. Vorteks ile karistirilir. Uzerine 0.3 mL
proteinsizlestirme ¢ozeltisinden ilave edilir. Vorteksle karistirihir. 5 dk. oda
sicakliginda bekletilir. 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Cokelti atilir. Stipernatant

alinir.

Iki tane deney tiibii alinir. Numune ve kor olarak isaretlenerek asagidaki gibi ¢alisilir.

Numune Kor
Distile su - 0.2mL
Stipernatant 0.2mL -
Na;HPO4 0.8 mL 0.8 mL
Elmann ayiraci 0.1 mL 0.1mL

Tiipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5° bekletilir. Kore kars: 412
nm’de absorbanslar kaydedilir. Sonuglar seyreltme faktorii ve olusan sar1 renkli

iriiniin 412 nm’de ekstinksiyon katsayis1 (13600/ I\/I'lcm'l) kullanilarak hesaplanir.
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3.6.2.2. Glutatyon-S-Transferaz aktivite tayini

Prensip: GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB)
konjugasyonu ile olusan {riiniin, 340 nm’deki absorbansimnin spektrofotometrik

olarak degerlendirilmesi esasina dayanir (Habig ve Jacoby, 1981).

Gerekli ¢ozeltiler

e Sodyum fosfat tamponu (0.2 M pH 6,5): 0.534g Na;HPO,4.2H,0 ve 2.3 g
KH2PO, ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziiliir ve birbirine karistirilir ve hacim
distile su ile 100 mL’ye tamamlanir (hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce
pH kontrol edilir, pH 6.5 e ayarlanir) (2°C de saklanr).

e Glutatyon (GSH) (60 mM): 1.84 g glutatyon biraz distile suda ¢oziliir ve
hacmi 100 mL’ye tamamlanir (taze hazirlanir).

e 1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): Absolii etanolde taze
hazirlanir. 1.22g CDNB tartilir ve biraz etanolde ¢oziiliir. Sonra hacmi 100

mL’ye tamamlanir (taze hazirlanir).
Deneyin Yapilhsi:
% 10 gramlik doku homojent1 10 dk. 4000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant alinir

ve 1/300 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek calisilir.

Numune ve kor olarak isaretlenmis iki tiip alinir ve asagidaki gibi calisilir.

Numune Kor
Dilue siipernatant 0.5mL --
SF veya Distile Su -- 0.5mL
Fosfat Tamponu 1.5mL 1.5mL
GSH cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
CDNB cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
Distile su 0.90 mL 0.90 mL
Toplam Hacim 3mL 3mL
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Karistirilir. 3 dakika siire (0, 1, 2, 3. dakikalarda) ile karistmim 340 nm’de (25 °C)
absorbanslart izlenir ve kaydedilir. Absorbans artist hesaplanir. Glutatyon ve
CDNB’nin konjugasyonu sonucu olusan iriin igin saptanmis olan ekstrinksiyon
katsayis1 (9.6 mM™ x Cm'l) kullanilarak sonuglar hesaplanir. Enzimsel konjugasyon
sonucundan, enzimsel olmayan konjugasyon degerleri ¢ikarilir. Sonuglar U/g doku

cinsinden hesaplanir.

3.6.2.3. Siiperoksid dismutaz aktivite tayini

Prensip: SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin foto-
oksidasyon hizini arttirma yetenegi olarak Olgiiliir. Riboflavinin floresans 15181
etkisiyle olusturdugu siiperoksit radikali, ortamdaki SOD'un etkisiyle hidrojen
peroksite doniisiir. H,O, ise 0-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli {iriin olusturur.
SOD aktivitesi ne kadargok ise renkli iirlin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan
renkli {riiniin absorbanst 460 nm'de spektrofotometrik olarak degerlendirilir

(Mylorie ve ark., 1986).

Gerekli ¢ozeltiler

+ Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.8): 0.136 g KH,PO,4 ve 0.697 g K,;HPO,
tartilip ayr1 ayri biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su
ile 100 mL’ye tamamlanir. (Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan once pH
kontrol edilir, pH 7.8'e ayarlanir, 2°C de saklanir).

* Fosfat tamponu + 0,1 mM’hik Na-EDTA: 0.0037 g Na-EDTA tartilir, biraz
50mM’lik fosfat tamponunda ¢oziiliir ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile
100 mL'ye tamamlanir.

» Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH 7.5): 0.041 g KH,PO,4 ve 0.122 g
K2HPO, tartilip ayr1 ayr biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi
distile su ile100 ml'ye tamamlanir. (Hacim 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce
pH kontrol edilir, pH 7.5'e ayarlanir, 2°C de saklanir).

* Riboflavin (0.2 mM): 7.5 mg riboflavin 100 mL potasyum fosfat
tamponunda (10mM’lik, pH.,5) ¢oziiliir.

* 0-dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 mL distile suda ¢oziiliir.
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« SOD (120 IU/ml) stok standardi:Liyofilize SOD standardi 120 1U/mL
olacak sekilde soguk distile su ilecoziiliir. Daha sonra bu stok standartdan
uygun hacimler alinarak deney ortaminda 3, 6, 9, 12 unite SOD olmasi

saglanir.

Deneyin Yapihsi:

% 10 gramlik doku homojent1 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant

alinarak ¢aligilir. Numune, standart ve kor olmak iizere 3 deney tiipii alinir.

Numune St 3U St 6U St 9uU St 12U Kor
Fosfat
tamponu 2.6 mL 2.6 mL 2.6 mL 26mL | 26mL | 26 mL
(pH 7.8)
o- dianisin
0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 01lmL | 01mL | 0.1mL
Distile su 0.075 0.025
- 0.05 mL - 0.1 mL
mL mL
Stok
0.025 0.075
standardi - 0.05 mL 0.1 mL -
mL mL
(220 1U/ml)
Siipernatant 0.1 mL - - - - -

Her tiipe 30 sn. ara ile 0.2 mL riboflavin konur, karistirilir. 460 nm'de absorbansi
okunur. Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W Floresans lamba bulunan kutu i¢inde 8
dk. inkiibe edilir. 460 nm'de absorbansi okunur. Not: Lamba 20 dk. once agilir ve
1sinmast  saglanir. Standart grafigi yardimiyla yapilan seyreltmeler g6z Oniine

alinarak silipernatantin SOD aktivitesi U SOD/g doku.dk cinsinden hesaplanir.
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3.6.2.4. Katalaz aktivite tayini

Prensip: Katalaz enzimi; H,O;’nin, H,O’ya doniisiim reaksiyonunu katalizler. Bu

doniisiim 240 nm’de absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dk. da absorbanstaki

azalma katalaz aktivitesi ile ilgilidir (Aebi, 1974).

Gerekli ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0): a) 6.81 g KH,PO, ve b) 8.90 g
Na;HPO4.2H,0 tartilip ayr1 ayr1 biraz distile suda c¢oziildiikten sonra
hacimleri ayr1 ayr1 distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir. Kullanilacag: vakit
a’dan 1 hacim b’den 1.5 hacim alinarak karistirilir (pH 7.0 olmali) (2°C de
saklanir) (fosfat tamponu bakteriyal kontaminasyon olmadig: siirece stabildir,
kullanilabilir)

H,0, cozeltisi (30 mM) + Fosfat tamponu: Yogunlugu d=1.11 g/mL olan
%30 g’lik H,0, ¢ozeltisinden 0.31 mL alinir ve 50 mM’lik fosfat tamponu
(pH 7.0) ile 100 mL’ye seyreltilir (taze hazirlanir).

Doku homojenati: Doku serum fizyolojik ile homojenize edilir. Gerekirse
doku serum fizyolojik ile seyreltilebilir. On denemelerle dokunun nekadar

seyreltilecegi onceden tespit edilmelidir.

Deneyin Yapihsi:

% 10 gramlik doku homojentt 10 dk. 4000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant alinir

ve 1/10, 1/20 veya 1/50 oraminda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢alisilir.

stipernatant diliie edildikten sonra 5-10 dakika i¢inde mutlaka ¢aligiimalidir.

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayr1 deney tiipii alinir. Asagidaki gibi galigilir.

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0.2mL
Dilue siipernatant 0.4 mL 0.4 mL
H,O, c¢ozeltisi + fosfat
tamponu 0.2mL --
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flave edilir ve karistirilir. 1 dk. sonra 240 nm de absorbanslar okunarak kaydedilir.
Bu deney icin ekstinksiyon katsayis1 0,004 (0,00394) mM™/ mm * gbz 6niine

alinarak hesaplanir.

3.6.2.5.Protein tayini

Prensip: Lowry ve ark. yontemine gore yapilan bu metodda once proteinler alkali
ortamda bakir iyonlar1 ile reaksiyona sokulur. Daha sonra fosfomolibdik -
fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile indirgenir. Olusan mavi rengin siddeti
spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Olusan mavi rengin siddeti protein

konsantrasyonu ile orantilidir (Lowry ve ark., 1951).
Gerekli Cozeltiler:

e A cozeltisi: Sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 2 g, 0.1N NaOH'teki); 0.4 ¢
NaOH biraz suda ¢oziiliir ve hacmi 100 mL'ye distile su ile tamamlanir. 2 g
sodyum karbonat hazirlanan 0.1 N NaOH ¢6zeltisinde ¢oziiliir ve hacmi 100
mL'ye 0.1N NaOH c¢dzeltisi ile tamamlanir.

* Bakir siilfat ¢ozeltisi (% 1 g): 1 g bakir siilfat biraz distile suda ¢oziiliir ve
hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanur.

e Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi (% 2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat
biraz distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 mL'ye tamamlanur.

e B cozeltisi: %1 g lik Bakir siilfat ¢ozeltisi ile % 2 g lik sodyum potasyum
tartarat ¢ozeltisi esit hacimde (1/1) karistirilarak kullanilir (kullanilacag:
zaman taze hazirlanir).

e C cozeltisi: 50 mL A c¢ozeltisi ve 1 mL B ¢ozeltisi karistirilarak kullanilir.
(Kullanilacag1 zaman taze hazirlanir.)

e Folin ¢ozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat.2H,0, 50 mL
% 85 g lik fosforik asid, 100 mL derisik HCI ve 700 mL distile su bir balona
konularak 10 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g
LiSO, ilave edilip, geri sogutucu altinda 15 dk daha kaynatilir. Soguduktan

sonra, 5-6 damla brom katilir. (Cozelti bozuksa renk siyahlasir, bu durumda
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cozelti tekrar hazirlanir, bozuk degilse renk sar1 yesil olur.) Cozelti distile su
ile 1000 mL'ye tamamlanir ve kullanilir. Koyu renkli sisede saklanir, uzun
siire dayanir.

e Serum fizyolojik ( % 0.9 g NaCl): 0.9 g NaCl biraz suda ¢oziiliir ve hacmi
100 mL'ye distile su ile tamamlanr.

e Protein stok standart cozeltisi (%100 mg’hk albumin cézeltisi): 100 mg
albumin biraz serum fizyolojik de ¢6ziildiikten sonra hacmi 100 mL'ye serum
fizyolojik ile tamamlanur.

e Protein ¢alisma standart cozeltileri: Stok c¢ozeltiden uygun hacimler
alimarak % 5, 15, 20 mg albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile

seyreltilerek hazirlanir.
Deneyin Yapihsi:

%10 g’lik doku homojenati 10 dk. 4000 rpm’de santrifiij edilir ve slipernatant alinir.
5 deney tiibli alinarak numune (N), standart 1 ( St1), standart 2 (St2), standart 3 (St3)
ve kor (K) olmak tizere isaretlenir ve asagidaki gibi ¢aligilir.

Numune Stl St2 St3 Kor

(N) % 5 mg|% 10 mg|% 15 mg| (K)
Albumin Albumin Albumin

Albumin (%100mg) | - 25 puL 50 uL 75 uL -

Doku homojenati 10 uL - - - -

(veya silipernatanat)

Serum fizyolojik 490 uL 475 uL 450 pL 425 uL 0.5mL
Toplam hacim 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL
Vortekste karistirilir.

C ¢ozeltisi 3mL 3mL 3mL 3mL 3mL

Vortekste iyice karistirilir ve oda sicaklifinda 10 dk bekletilir.

Folin ay1raci 0.1 mL 0.1mL 0.1mL 0.1 mL 0.1 mL
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Vortekste iyice karistirilir, oda sicakliginda 30 dk. bekletilir. 30 dk. sonunda 500 nm
de kore kars1 absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi ¢izilir. Doku protein miktari

(mg Protein/g doku) cinsinden hesaplanir.

3.6.3. Istatiksel Degerlendirme

Caligmanin biyoistatistiksel analizinde Graphpad Prism 6.0 (Graphpad Yazilim, San
Diego, Ca, ABD) programi kullanilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak
tanimlanmistir. Coklu gruplari karsilastirmada ANOVA varyans analizi, gruplararasi
ikili karsilastirmalar i¢in de Tukey testi kullanilmistir. P < 0,05‘ten kiigiik degerler

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Doku Hasar Parametreleri (MDA, MPO, SA, NO, DF)
4.1.1. Lipid peroksidasyon sonuclar1 (MDA sonuclar)

Spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda lipid peroksidasyonun gostergesi olan
MDA degerleri SKH grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak artmistir. PRP
uygulanan SKH gruplarinda ise MDA diizeyleri SKH grubuna goére anlamli olarak

azalmustir (Sekil 9).
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Sekil 9: Spinal kord, mesane ve bobrek dokularina ait lipid peroksidasyon sonuglari

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. MDA: Malodialdehit, SKH: Spinal kord
hasar1 yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup, PRP:Trombositce
zengin plazma. **p<0,01, ***p<0.001 kontrol grubuna goére anlamli, +p<0,05, ++p<0,01 SKH

grubuna gore anlamlidir.
4.1.2. Miyeloperoksidaz aktivitesi sonuclar:
Spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda MPO aktivitesi SKH grubunda kontrol

grubuna gore anlamli olarak artmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise MPO

aktivitesi SKH grubuna goére anlamli olarak azalmistir (Sekil 10).
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Sekil 10: Spinal kord, mesane ve bobrek dokularina ait MPO sonuglari

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. MPO: Miyeloperoksidaz, SKH: Spinal
kord hasar1 yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup,
PRP:Trombositce zengin plazma. **p<0,01 kontrol grubuna goére anlamli, +p<0,05, ++p<0,01,
+++p<0,001 SKH grubuna gore anlamlidir.

45



4.1.3. Siyalik asit sonuglari

Spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda SA degerleri SKH grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise SA
degerleri SKH grubuna gore anlamli olarak azalmistir (Sekil 11).
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Sekil 11: Spinal kord, mesane ve bobrek dokularina ait SA sonuglari

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. SA: Siyalik asit, SKH: Spinal kord
hasar1 yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup, PRP:Trombositce
zengin plazma. **p<0,01, ***p<0.001, ****p<0.0001 kontrol grubuna goére anlaml, ++p<0,01 SKH

grubuna gore anlamlidir.

4.1.4. Nitrik oksit sonuclar:

Spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda NO degerleri SKH grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise NO
degerleri SKH grubuna gore anlamli olarak azalmustir (Sekil 12).
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Sekil 12: Spinal kord, mesane ve bobrek dokularina ait NO sonuglar1

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. NO: Nitrik oksit, SKH: Spinal kord
hasar1 yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup, PRP:Trombositce
zengin plazma. ***p<0.001, ****p<0.0001 kontrol grubuna gore anlamli, ++p<0,01, ++++p<0,01

SKH grubuna gére anlamlidir.

4.1.5. Doku faktorii aktivitesi sonuclari

Spinal kord dokusunda DF aktivitesi SKH grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise DF aktivitesi SKH grubuna
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gore anlamli olarak azalmistir. Spinal kord dokusunda DF aktivitesi bobrek
dokusunda anlamli degisiklige neden olmamistir (Sekil 13). Mesane dokusunda DF
aktiviesine bakilamamuistir.
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Sekil 13: Spinal kord ve bobrek dokularina ait DF sonuglari

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. DF: Doku faktorii, SKH: Spinal kord
hasar1 yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup, PRP:Trombositce
zengin plazma. ****p<0.0001 kontrol grubuna goére anlamli, ++++p<0,01 SKH grubuna gore

anlamlidir. Siirenin uzamasi DF aktivitesinin azaldigin1 gostermektedir.

4.2. Doku Antioksidan Parametreleri (GSH, GST, SOD, CAT)
4.2.1. Glutatyon sonuglari

Spinal kord ve bobrek dokularinda GSH degerleri SKH grubunda kontrol grubuna
gore anlamli olarak azalmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise GSH degerleri
SKH grubuna gore anlamli olarak artmustir (Sekil 14). Mesane dokusunda GSH
bakilamamustir.
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Sekil 14: Spinal kord ve bobrek dokularina ait GSH sonuglar

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. GSH: Glutatyon, SKH: Spinal kord
hasar1 yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup, PRP:Trombositce
zengin plazma. *p<0,05, **p<0.01, ***p<0.001 kontrol grubuna gore anlamli, ++p<0,01
++++p<0,0001 SKH grubuna goére anlamlidir.
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4.2.2. Glutatyon-S-transferaz sonuclari

Spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda GST aktivitesi SKH grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise GST
aktivitesi SKH grubuna gore anlamli olarak artmuistir (Sekil 15).
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Sekil 15: Spinal kord, mesane ve bobrek dokularina ait GST sonuglar1

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. GST: Glutatyon-S-transferaz, SKH:
Spinal kord hasart yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasart yapilan ve PRP uygulana grup,
PRP:Trombositce zengin plazma. *p<0,05, **p<0.01 kontrol grubuna gore anlamli, ++p<0,01,
++p<0,01, +++p<0,001 SKH grubuna gore anlamlidir.

4.2.3. Superoksid dismutaz sonuglar:

Spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda SOD aktivitesi SKH grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise SOD

aktivitesi SKH grubuna gére anlamli olarak artmistir (Sekil 16).
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Sekil 16: Spinal kord, mesane ve bobrek dokularina ait SOD sonuglari

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. SOD: Superoksid dismutaz, SKH:
Spinal kord hasar1 yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup,
PRP:Trombositce zengin plazma. **p<0.01 kontrol grubuna gore anlamli, +p<0,05, ++p<0,01 SKH

grubuna gore anlamlidir.
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4.2.4. Katalaz sonuglari

Spinal kord dokusunda KAT aktivitesi gruplar arasinda anlamli de§ismemistir.
Mesane ve bobrek dokularinda KAT aktivitesi SKH grubunda kontrol grubuna gore
anlaml olarak azalmistir. PRP uygulanan SKH gruplarinda ise KAT aktivitesi SKH

grubuna gore anlamli olarak artmustir (Sekil 17).
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Sekil 17: Spinal kord, mesane ve bobrek dokularina ait KAT sonuglari

Sonuglar ortalama ve standard hata (SEM) olarak verilmistir. KAT: Katalaz, SKH: Spinal kord hasar1
yapilan grup, SKH+PRP: Spinal kord hasar1 yapilan ve PRP uygulana grup, PRP:Trombositce zengin
plazma. **p<0.01 kontrol grubuna gére anlamli, +p<0,05, ++p<0,01 SKH grubuna gore anlamlidir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Omurilik yaralanmasi kalici norolojik hasarlara neden olur. Fakat hasarli néronlar
rejeneratif yetenege sahip degildir. Bunun sonucunda SKH 'yi takip eden bir dizi
patolojik olay meydana gelir. Patolojik olaylar hiicre 6liimiine ve devaminda doku

kaybina neden olurlar (Sezer ve ark., 2015).

SKH ' hastalarda terapdtik girisimlerin etkinligini degerlendirmek ve olasi tiim
yollar1 aydinlatmak icin SKH patofizyolojisi, iki ana baslik altinda ele alinmistir:
Birincisi, merkezi ve periferik sinir sistemini, sinir hiicresi zarlarmmi ve kan
damarlarin1 yogun sekilde etkileyerek omurilikte mekanik travma olusumu olarak
tamimlanir. Ikincisi, birincil travma sonrasinda spinal kordun sikismasi sonucunda
olusur. Birincil SKH, gecici olup patofizyolojik olaylar oncesinde gerceklesir
(Cotman ve Nieto, 1985; Dumont ve ark., 2001; Borgens ve Liu-Snyder, 2012).

Bu olaylarin her biri, amino asitlerin hiicre dis1 diizeylerinin yiikselmesi (Liu ve ark.,
1991; Farooque ve ark., 2009) ve ortaya ¢ikan noronal eksitotoksisite,
intraparankimal inflamasyon ve reaktif nitrojen tiirlerinin ve reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesi, "sekonder hasar" boyutunu belirlemek icin 6nemli bir paya sahiptir
(Donnelly ve Popovich, 2008). ikincil SKH, esasen ndronlarin, glial hiicrelerin ve
iskeminin apoptotik ve nekrotik 6liimii ile karakterizedir (Tator ve Fehlings, 1991;

Luve ark., 2000).

Omurilik yaralanmalarinin diinyadaki artan yiikii ve ortaya ¢ikan komplikasyonlar,
rehabilitasyon programlart ve hastane tabanli hizmetler icin artan talebi
aciklamaktadir. SKH, ndrojenik mesane veya bagirsak disfonksiyonu, cinsel
sorunlar, otonomik hiperrefleksi, idrar yolu enfeksiyonlari, solunum ve
gastrointestinal problemler, hepatoseliiler hasar, psikolojik islev bozuklugu vb. gibi
cesitli ciddi komplikasyonlara neden olabilir. SKH ile iliskili komplikasyonlar
yaralanma diizeyine bagli olarak dnemli derecede farklilik gosterebilir (Sezer ve ark.,
2015).

SKH'nin hayvan modelleri, klinik olarak uygun terapotik rejimlerin

degerlendirilmesi i¢in gerekli bir 6n sarttir (Constantini ve Young, 1994; Wrathall ve
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ark., 1994). Ideal bir hayvan modeli SKH'min klinik patolojik degisim siirecini
yansitmali ve kullanilabilirlik ve tekrarlanabilirlik gereksinimlerini kargilamalidir

(Bresnahan ve ark., 1991; Behrmann ve ark., 1992, 1994).

Hayvan modellerinin SKH dogasini anlamak ve tedavi stratejilerini gelistirmek icin
yararli oldugunu ileri siirmektedir (Zhang et al., 2014). SKH' nin birgok deneysel
modeli vardir ve her biri lezyon gelisiminin, iyilesme mekanizmalarinin ve
potansiyel terapdtik miidahalelerin  farkli  yonlerini arastirmada avantaj ve
dezavantajlara sahiptir. Her model belirli bir SKH tiiriiniin anatomik 6zelliklerini ve
norolojik fonksiyon degisikliklerini tiretse de, hi¢ bir model, insanlarin gercek
SKH'sin1 simiile etmemektedir (Sed'y ve ark., 2008; Li ve Dai, 2009). Biiyiik
hayvanlar, o6zellikle kediler ve kopekler, 1950'i ila 70'1i yillarda yaygin olarak
kullanilmistir ancak rodent modelleri son 30 yilda standart haline gelmistir (Kwon et
al., 2015). Sican modellerinde SKH'yi indiiklemek ve SKH sonrasi islevsel
sonuclarin degerlendirilmesi i¢in standartlagtirilmis Onlemler almak icin ¢esitli
teknikler ve araglar gelistirilmistir. Sican modelleri kullanilabilirlik  ve

tekrarlanabilirliklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Tator, 2006).

Tarihsel olarak, klinik SKH 'T modellemeye yonelik en erken girisimler spinal korda
agirhik disiisii etkisine dayanmaktadir. Baslangigta Allen tarafindan kopekler
tizerinde kullanilan agirlik diisiirme teknigi daha sonra anestezi uygulanmis siganlar
i¢cin uyarlanmistir (Panjabi ve Wrathall, 1988; Wrathall ve ark., 1985). Spinal kordun
maruz kalan dorsal yilizeyinin tanimlanmis biytiklikte bir kuvvet tarafindan
etkilenen mekanizmalara dayanan kontlizif yaralanma modelleri, popiilerlik

kazanmustir (Wrathall, 1992; Stokes ve Jakeman, 2002; Young, 2002).

Agirlik diisiirme modeli yani sira uygulan diger yontemlerden anevrizma klip
sikistirma, insanlardaki kontiizif yaralanmaya daha cok benzeyen alternatif bir
yontemdir, ¢iinki sikistirma gegicidir. Bu nedenle, tam spinal kord transeksiyonu
aksonal rejenerasyon (Ramon-Cueto ve ark., 2000, Bregman ve ark. 2002, Fouad ve
ark., 2005) ve spinal hemiseksiyon ile ilgili en net bilgiyi saglarken, daha lokalize
keskin omurga yaralanmalari, islevin geri kazanilmasinda plastik mekanizmalar ile

ilgili ¢ok degerli veriler saglamaktadir (Diener ve Bregman, 1998; Bareyre ve ark.,
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2004). Kimyasal yolla yaralanmalar, ilk travmatik SKH'dan sonra ortaya c¢ikan

sekonder hasarinin belirli yonlerini arastirmak icin yararlidir (Onifer ve ark., 2007).

Caligmamizda deney hayvanlarina agirlik diigiirme yontemi uygulanmis ve 1 hafta
sonunda dekapite edilen hayvanlarda deneysel spinal kord yaralanmasina bagli
olarak spinal kord, mesane ve bobrek tizerine TZP uygulamasinin potansiyel
koruyucu etkisi arastirilmistir. Spinal kord hasart olusturmak igin ¢esitli deneysel
modeller olmasina ragmen agirlik diistirme modeli tekrarlanabilirlilik, ¢arpma hiz1 ve
yaralanma parametrelerinin izlenebilir olmasma olanak sagladigindan tercih

edilmistir.

Spinal kord hasari, sistemik inflamasyonu destekleyen kronik bir tibbi durum
oldugundan, noérolojik hasarlarin yani sira ¢oklu organ hasari ve islev bozuklugu

olusturur.

Garshick ve ark., kronik SKH hastalarinda sistemik inflamasyon ve pulmoner
fonksiyon arasindaki iliskiyi degerlendirmis ve SKH sonrasi1 pulmoner fonksiyonun
azalmasmin sadece noromiiskiiler bozuklukla degil, ayn1 zamanda sistemik
enflamasyonu tesvik eden faktorlerle iligkili oldugunu ileri stirmiistiir (Garshick ve

ark., 2011).

Dahasi, ¢aligmalar SKH' nin idrar torbasinda belirgin yapisal, fizyolojik ve molekiiler
degisiklige neden oldugunu gostermistir (Toosi ve ark., 2008; Herrera ve ark., 2010).
Norojenik mesane, genellikle hastalifin yasam kalitesini bozan ciddi bir hastaliktir
ve ayn1 zamanda yagsami etkileyebilir. Veziko {iriner basincin artmasi nedeniyle
bobrek yetmezligine neden olabilecegi icin tehdit edicidir. Modern terapotik
seceneklerin gelistirilmesiyle birlikte norojenik mesanenin hayati tehlike olusturan
etkileri son zamanlarda azalmis olsa da, ndrojenik mesane ile iligkili renal

komplikasyonlar hala {iirolojik uygulamada ©nemli bir problem olusturmaktadir
(Akakin ve ark., 2013).

PR

SKH sonrast mesane spinal refleksinin diizelmesi 7-14 giin arasinda degistigi ve
spinal korteksi iyilestirmesine ragmen eksiksiz isleme verimliliginin geri
kazanilmadig1r gosterilmistir. Bobrekler iizerindeki histolojik ve immiinofloresan

caligmalar, normal renal mimarinin idrar torbasi hipertrofisine bagli oldugunu
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gostermistir (Shunmugavel ve ark., 2010).Bu etki mesanedeki biiyiik hacimlerde
idrarin tutulmasi ve daha sonra iiretere, bobreklere, hilusa ve medulla geri itilmesini

saglamaktadir (Kim ve ark. 2003).

Korteks-mediiller interstisyel gradyan idrar konsantrasyonunu etkiler ve bu nedenle,
SKH ile indiiklenen hipertrofiye bagli idrar kesesi ve kortiko-mediiller interstisyel
gradiyentten kaynaklanan proteiniiri nedeniyle idrar retansiyonunun SKH’da renal
morfoloji rahatsizlig1 iizerinde etkili oldugu kabul edilmistir (Shunmugavel et al.,

2010).

Reaktif oksijen tiirleri, normal olarak oksijen metabolizmasi sirasinda iiretilen ara
metabolitler, proteinleri, lipitleri, niikleik asitleri, karbonhidratlar1 ve diger
molekiilleri yok edebilirler. Ayrica inflamasyon, apoptoz, fibroz ve hiicre

¢ogalmasina neden olabilirler.

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerlediginden oldukga zararlidir. Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana gelir. MDA kanda ve idrarda
ortaya cikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatori
olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon
gosterdiginden biyolojik materyalde lipid peroksidasyonu indikatorii olarak kullanilir
(Kwiecien ve ark., 2002). LPO reaksiyonlar1 (Mylonas ve Kouretas, 1999; Paul ve
ark., 2012) tarafindan hiicre zar1 lizerinde ciddi yaralanmalara neden olabilirler ve

SKH kaynakli nefropati i¢in 6nemli bir rol oynayabilirler (Gris ve ark., 2008).

SKH' na sahip sicanlarin bobrek dokularinda, ROS' un neden oldugu membran LPO'
nun glivenilir gdstergelerinden biri olan belirgin olarak artmis MDA seviyeleri, SKH
kaynakli doku hasarinin oksidatif stres ile olusabilecegini ortaya koymaktadir. MDA
diizeylerindeki artis ile uyumlu olarak, énemli bir antioksidan olan GSH, SKH' y1
takiben tiikenmektedir (Akakin ve ark., 2013).

GSH sahip oldugu siilfidril  gruplar  sayesinde  zararli  bilesiklerin

etkisizlestirilmesinde 6nemli rollere sahiptir. GSH radikal kaynakli hasara karsi
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koyarken antioksidan enzimlere substrat olarak gorev yapar ve bir radikal tutucusu
(scavenger) gibi davranir (Akkus, 1995). Oksidatif stresin, GSH ve diger antioksidan
enzimlerin doku diizeylerini diisiirdiigi ve antioksidanlarin eksikligi veya
tilkkenmesinin, oksijen serbest radikallerin makromolekiillere veya membran

lipidlerinde hasara neden oldugu kesinlikle bilinmektedir (Ballatoriet al., 2009).

NO fizyolojik fonksiyonlarin yani sira patolojik durumlarda yiiksek miktarlarda
tiretilmesiyle norotoksik hale doniisiir ve bir serbest radikal olarak sekonder hasarin
ilerlemesinde 6nemli rol oynar (Donatucci ve ark., 2008; Porst ve ark., 2008). NO
sentezinde islev goren enzimlerden olan INOS saglikli dokularda bulunmazken
patolojik siireclerde inflamatuar mediyatdrler ve sitokinler tarafindan uyarildigi icin
asr1 nitrik oksit olusumuna neden olur. Bu ise peroksinitrit olusumu, protein hasari,
lipid peroksidasyonunda artig, hiicresel enerji kaybr mitokondrial solunumun
durmasi ve DNA replikasyon inhibisyonu ile hiicre Oliimiine neden olur (Porst

ve ark., 2008).

Cevik ve ark.’nin SKH'na bagli mesane hasaria kars1 kuarsetin'in faydali etkisinin
arastirildigr caligmasinda SKH grubundaki dokularin  NO, malondialdehit ve
miyeloperoksidaz aktivitelerinde artis tedavi sonucunda anlamli sekilde azalmistir.
Ote yandan SKH grubunda yiikselmis plazma sitokin diizeyleri, kuarsetin tedavisi ile
de azaltilmistir (Cevik ve ark., 2013).

MPO, nétrofiller tarafindan oksidan iiretiminde temel bir rol oynar ve nétrofil
infiltrasyonu i¢in bir indeks olarak kullanilmaktadir. Aktive edilmis nétrofiller
protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asitler de dahil olmak iizere makro molekiilleri
oksitleyen ve zarar veren biiyilk miktarda HOCI iiretimine neden olan MPO
salgilarlar. Ayrica nétrofillerin kemotaktik maddeleri serbest biraktigini ve bu da
notrofilin dokuya gogiinii artirdigini, notrofilleri aktive ettigini ve hasari artirdigin

ortaya koymaktadir (Kettle and Winterbourn, 1997).

Ersahin ve ark’nin calismasinda histolojik olarak degerlendirilen spinal kord ve
mesane dokularinda GSH da azalmalar, MDA ve MPO diizeylerinde ise artiglar
goriilmistiir. Fakat uygulanan montekulast tedavisi sonucunda degerlerin normal

diizeye geldigi bildirilmistir (Ersahin ve ark., 2012).
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Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde SOD enzimi bulunur. SOD enzimi siiper
oksit radikallerin yikim reaksiyonlarin1 hizlandirarak siiperoksit radikallerinin
hidrojen peroksit ve oksijene doniismesi saglar. Ancak artan siiperoksit anyonlara
paralel olarak bunlar1 ortadan kaldiran SOD da artacagi i¢in bunun diizeyinin
Ol¢iilmesi bize siiperoksit anyonlar hakkinda fikir verebilir (Halliwell, 2007
Bhagavan, 2002). Siiperoksit radikal miktarinin artirimia paralel olarak SOD
miktarmmn artimi dogaldir. ileri derecede nekroz ve gevre dokular yeterince SOD
tiretilemezse radikaller kendi dismutasyon iiriinii olan H,O; ile tepkimeye girerek
HaberWeiss reaksiyonu ile hidroksil radikali ve singlet oksijen iiretimine neden olur

(Halliwell, 2007; Bhagavan, 2002).

Akakin ve ark.’nin yaptig1 calismada spinal kord yaralanmasi sonucu incelenen
bobrek dokularinda MDA diizeyleri, MPO ve SOD aktivitelerinin arttigini1 ve GSH
diizeylerinin kontrollerden daha diisiik oldugu bulunmustur. Ote yandan, melatonin
ile tedavi edilen SKH grubunda MDA seviyeleri ve MPO aktivitelerinin azalmis ve
GSH diizeylerinin arttifi gozlenmistir. Deneysel olarak uyarilan SKH' nin sican
bobreginde oksidatif strese neden oldugu buna takiben melatoninin olusan bobrek

hasarmin giderilmesinde yararl olacagi belirtilmistir (Akakin ve ark., 2013).

Calismamizda, spinal kord, bobrek ve mesane dokularinda MDA, siyalik asit ve NO
degerlerinin SKH’l1 grupda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, GSH
degerlerinin ise azaldigr gorilmiistir. TZP uygulanan grup SKH’li grupla
kiyaslandiginda ise MDA, siyalik asit ve NO degerlerinin azaldigi ve GSH
degerlerinin arttig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar 1s518inda TZP uygulamasinin
spinal kord, bdbrek ve mesane dokularinda antioksidan etkiyi arttirarak doku

tyilesmesine katkida bulundugu s6ylenebilir.

Bizim g¢alismamizda da literatiire benzer olarak spinal kord, mesane ve bobrek
dokularinda MPO aktivitesi SKH grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak
artmis ve TZP uygulanan SKH gruplarinda ise MPO aktivitesi SKH grubuna gore

anlamli olarak azalmistir.

Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan ve yapisinda 4 “hem” grubu bulunan bir

protein olan katalaz, H202’in molekiiler oksijen ve suya c¢evrilmesini katalizler.
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Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. Katalaz metil hidroperoksit
ve etil hidroperoksit gibi kiigiik molekiillerin indirgenmesini de saglar, ancak biiyiik
molekiil agirlikli lipit hidroperoksitlere karsi etki gostermez. Katalaz hidrojen

peroksiti su ve molekiiler oksijene parcalar (Young ve Woodside, 2002).

Glutatyon, SOD ve KAT gibi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, reaktif
oksijen tiirlerine kars1 birincil savunmadir. Bu antioksidanlarin, peroksidatif strese

kars1 6nemli bir adaptif yanit olusturdugu gosterilmistir (Sgaravatti ve ark., 2009).

SKH ile ilgili yapilan ¢aligmada quercetin ile tedavinin, SKH grubunda goriilen doku
GSH seviyelerinin ve SOD aktivitesinin tiikkenmesini de engellendigi goriilmiistiir

(Cevik ve ark., 2013).

Yapilan bir deneysel ¢alismada SKH sonrasi doku hasarin1 ve antioksidasyon etkisi
arastirilmis ve tedavi amagh kullanilan resveratrol sonucunda SKH gruplarinda SOD

aktivitesinin arttig1 gorilmustiir (Liu ve ark., 2011).

Deneysel omurilik yaralanmasi sonrasinda curcumin ve metilprednizolon sodyum
siiksinatin fonksiyonel, biyokimyasal ve patolojik olarak etkilerini degerlendirildigi
calismada, uygulama sonucunda doku SOD ve KAT aktivitesinde artis
gozlemlenmistir. Ayrica yapilan mikroskop incelemesinde de doku yapisinin

korundugu belirtilmistir (Cemil ve ark., 2010).

SKH iizerine TZP uyguladigimiz ¢alismamizda literatiirdeki ¢aligmalardan farkl
olarak spinal kord dokusunda KAT aktivitesinin gruplar arasinda anlamli
degismedigi goriilmiistiir. Mesane ve bobrek dokularinda ise KAT aktivitesi SKH
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi, TZP uygulanan SKH

gruplarinda ise KAT aktivitesi SKH grubuna gore anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir.

Literatlir ¢alismalarina benzer sekilde spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda
SOD aktivitesi SKH grubunda kontrol grubuna gdre anlamli olarak azalmigir. Ancak
TZP uygulanan SKH gruplarinda ise SOD aktivitesi SKH grubuna gore anlamh
olarak artmistir. Deneysel ¢alismamizda spinal kord, mesane ve bobrek dokularinda

GST aktivitesi SKH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir. TZP
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uygulanan SKH gruplarinda ise GST aktivitesi SKH grubuna gore anlamli olarak

artmistir.

Doku faktorii, hemostatik fonksiyonlarinin yani sira hiicrenin biyolojik 6zelligini
direkt veya indirekt olarak etkileyen, hemostatik olmayan fonksiyonlara da sahiptir
(Rickles ve ark., 2003; 2001). Doku faktorii, olusturdugu sinyaller araciligr ile pek
cok biiyiime faktdriiniin, pro-inflamatuar sitokinlerin, transkripsiyon faktorlerinin ve
genlerin transkripsiyonuna ve ekspresyonuna neden olur (Lopes-Bezerra ve Filler,
2003). Calismamiz da incelenen parametrelerden biri de doku faktoriidiir. Deneysel
calisma sonucunda spinal kord dokusunda DF aktivitesi SKH grubunda kontrol
grubuna gore anlaml olarak azalmistir. TZP uygulanan SKH gruplarinda ise DF
aktivitesi SKH grubuna gore anlamli olarak azalmistir. SKH, bdbrek dokusunda DF

aktivitesinde anlamli degisiklige neden olmamistir.

Normal bir kanda % 95 kirmiz1 kan hiicreleri, % 5 trombosit, ve % 1'den az beyaz
kan hiicresi bulunur. TZP de ise % 4 kirmizi kan hiicresi, % 95 trombosit ve % 1
beyaz kan hiicresi bulunur. Trombositlerin alfa graniilleri yara iyilesmesini
baslatmak icin trombositler tarafindan aktif olarak salgilandigi bilinen 7 Onemli
bliylime faktorii icerir. Bu biiylime faktorleri, trombosit tiirevi biiyiime faktoriiniin
(PDGF-aa, PDGF-bb ve PDGF-ab) 3 izomeri, transformasyon bilyiime faktorii-b'nin
(TGF-bl ve TGF-b2) iki izomeri, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve epitelyal
bliylime faktoriidiir. Bu faktorler hasardan sonra onarim siirecinde islev goriiriiler

(Marx, 2001; Kigiik ve ark., 2014).

Kiiciik ve ark.’nin siyatik sinir kesim modelinde TZP uygulamasi yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda, TZP'min sinir rejenerasyonu iizerindeki olumlu etkileri oldugunu
gostermistir. TZP grubundaki fonksiyonel iyilesme ve histolojik parametrelerin
kontrol grubundakilerden anlamli derecede iyi oldugu sonucuna varmislardir (Kiiciik

ve ark., 2014).

Periferik sinir yaralanmalar1 lizerine yapilan benzer arastirmalar, TZP’nin sinir
rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesme iizerindeki olumlu etkilerini gdstermistir
(Elgazzar ve ark., 2008; Ye ve ark., 2012).

57



Takeuchi ve arkadaslar1 spinal kord dokularinda aksonal biiyiimeyi TZP’nin
yetenegini degerlendirmek ve akson biiyiimesinin diizenlenmesine katkida bulunan
TZP'deki biliyiime faktorlerini belirlemek i¢in bir organ-doku kiiltiir sistemi
kullanilmistir. TZP'deki TGF-b1, aksonal biiyiime {izerinde negatif etkiler yaparken,
TZP'nin omurilik dokularindaki aksonal biiylimeyi IGF-1 ve VEGEF ile iliskili

mekanizmalarla arttirdig1 sonucuna varmislardir (Takeuchi ve ark., 2012).

Yapilan ¢alismalarin aksine, Pigkin ve arkadaglari, trombosit jel ile sinir boslugunun
mikrocerrahi ile yeniden yapilandirilmasindan sonra siyatik sinir rejenerasyonunun

diizelmedigini belirtmislerdir (Pigkin ve ark., 2009).

Bir baska calismada, Welch ve arkadaslari, PDGF ve IGF-I kombine uygulamasinin,
transeksiyon ve anastomoz modelinde periferik sinir  rejenerasyonunu

gelistirmedigini ortaya koymustur (Welch ve ark., 1997).

Literatiir caligmalar1 degerlendirildiginde spinal kord iyilesmesi tizerine direkt TZP
uygulamasinin TZP faktorlerinin tek ya da kombine olarak uygulanmasi ile
karsilagtirildiginda direkt uygulamanin daha etkili sonuglar ortaya c¢ikardig

gorilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismada spinal kord hasari tizerine TZP uygulamasi sonucunda yapilan
biyokimyasal degerlendirmelerde, antioksidan parametrelerin artmis ve oksidan
parametrelerinin  azalmig olmast TZP wuygulamasimin spinal kord hasarmi
tyilestirmede etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar literatiirde yapilan direk

TZP uygulama calismalari ile uyumluluk saglamistir.

Sonu¢ olarak TZP uygulamasinin spinal kord iyilesmesi iizerine etkili oldugu,
mesane ve bobrek dokularinda da olusan hasar1 azalttig1 biyokimyasal parametrelerle
gosterilmistir. Bu bulgular 1s18inda TZP uygulamasmin SKH tedavisi i¢in yararh

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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7.3 Kongre Kabul Yazilar ve Ozetleri
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PP-20 The Effect of Platelet Rich Plasmea in Experimental Spinal Cord Injury
Hilal Sari®, Burcin Al=y®, Mehmet Ersshin®, Emin Mehmet Eminogiu®, Goks=l Sener®, Sysen Yarst®
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Background: Spinal cord injury [507) can l=ad to urinary tract infections, kidney and bladder problems [1). Oxidative
stress and activation of inflammatory pathways in the 5CI play an fmportant role in tissue damages (2], Platelsts
harve many growth factors and optokines which start wound healing. Growth factors are released from platelets by
stimulation with variows agents. Platel=t rich plasma |PRP) provides repid improvement in both soft and hard
tissues [3). In this study, the potential protective =ffect of spplication of FR? to spinal cord on the antiovidant-
cuidart parameters of kidney after spinal cord injury was irvestigated.

Methods: Sprague-Dawley male rats were divided into three groups; control growp, 321 group and PRF applied 5C1
group. Modified wesght-drop moded was performed for 500 induction. PRF was prepared by two consscutive
centrifugations and applied to spinal cord. & wesk after 501 induction, rats were dzcapitated and kidneys were
taken. Kidney tissw= homogenates wers pregared in saline to ecamine for malondialdebyds |MDA] and glutathione
|G5H] lewels by thiobarbituric acid [2] and Elman |5] methods respectively.

Results: Eidney GEH level decreazed and MDA level increased significantly in 500 group compared to controd group
|p=cD.001). Apglication of FAP improved G5H and MDA l=vels significanthy compared to  5C1 group |p«<0001).
Conclesions: PRF treatment may haee beneficizl effects szainst 501 induced coddative damaze in kidney tisswes
through its ant-inflammatary and antioxidant effects. PRP treatment could ensure maintznance of oxidant-
antiowidant balance.

Keywords: Spanal cord injury, plotelat rich plazma, oxigont-ontiowidant porometars
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