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KISALTMA VE SIMGELER

HA: Humik Asit

TAS: Total Antioxidant Status

TOS: Total Oxidant Status

OI: Oxidative Index

TSKH: Travmatik Spinal Kord Hasarlanmas1

SUAM: Saglikta Uygulama ve Arastirma Merkezi

PNL: Polymorphonuclear leucocyte (Parcgali 16kositler)
MNL: Mononuclear leucocyte (Mono niikleer 16kositler)
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T: Torakal

L: Lomber

Na-K ATPaz: Sodyum Potasyum Adenozin Tri-Fosfataz
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AMPA: Amino-3-hydroxy-5- methylisoxazole-4-propionate-kainate
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OZET

Amac: Agir motor kayiplara sebep olan spinal kord hasarlanmalar1 gelismekte
olan iilkelerde maddi ve manevi kayiplara sebep olan dnemli bir saglik problemidir.
Heniiz Travmatik spinal kord hasarlanmalarinda farmakolojik olarak kullanimi olan
kesin bir ajan bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci humik asit maddesinin travmatik
spinal kord hasar1 iizerinde erken donemdeki etkilerinin aragtirilmasidir.

Yéontem: Bu calisma Ege Universitesi Deney Hayvanlarr Laboratuari ve Saglik
Bilimleri Universitesi Tepecik SUAM nde gergeklestirildi. Calismaya, her grupta 7’ser
tane olacak sekilde, 28 adet Wistar-Albino tiirii rat dahil edildi. Sham grubuna sadece
laminektomi uygulandi. Kontrol grubuna laminektomi ve spinal kord travmasi yapildi.
Humik asit gruplarma ise travma sonrasinda humik asit enjeksiyonu intraperitoneal
olarak verildi (5Smg/kg ve 10 mg/kg). Deneklerin preoperatif, postoperatif 1. saat ve 24.
saat kardiak kanlar1 alindi. Serumda TAS, TOS ve Ol diizeyleri degerlendirildi. 24. saat
motor fonksiyonlar1 Modifiye Tarlov Skorlamasi’na goére bakildi. Sonrasinda
sakrifikasyon uygulanarak spinal kord dokusu patolojik inceleme icin alindi.

Bulgular: Ratlardan alinan serumlarda kontrol gurubu ile humik asit gruplari
karsilagtirildiginda TAS miktarlarinda anlamli degisik saptanmazken, erken dénemde
alinan Orneklerde TOS ve OI'te anlamli azalma goriildiigii ortaya kondu. Humik asit
verilen gruplar ile kontrol grubu karsilagtirildiginda patolojik incelemelerde 6dem,
hemoraji, PNL ve MNL/makrofaj/mikroglia degerlerinde anlamli diislis saptandi
(p<0,05). Es zamanli olarak parapleji degerlerinde ortalama 1 birimlik diizelme
olduguve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,001).

Sonu¢: Bu calisma ile humik asidin spinal kord hasarlanmasimin erken
donemlerinde uygulanmasinin oksidatif stres {izerindeki olumlu etkileri gosterilmistir.
Bu nedenle akut spinal kord yaralanmalarinda potensiyel bir terdpatik ajan olabilecegi
diistinilmistiir.

Anahtar sozciikler: Humik asit, Travma, Spinal Kord, Antioksidan, Oksidan
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ABSTRACT

Objective: Traumatic spinal cord injury is an important health problem
especially in developing countries as it causes socio-economic loss. The aim of this
study is to search effectiveness of humic acid on early stages of traumatic spinal cord
injury.

Material and method: This study was carried out at Ege University
Experimental Animals Laboratory and Health Sciences University Tepecik SUAM.
Twenty-four Wistar-Albino rats were included in the study. Sham group underwent only
laminectomy. In control group, laminectomy and spinal cord injury were performed.
Humic acid groups were administered 5 mg / kg and 10 mg / kg of humic acid after
spinal cord injury. Preoperative, postoperative 1st hour and postoperative 24th hour
cardiac blood samples were obtained. TAS, TOS and OI levels were evaluated in serum.
The 24th hour motor functions were evaluated by Modified Tarlov Score. After the
sacrification, spinal cord tissues were extracted for pathological examination.

Results: There were no significant changes in TAS values. However there were
a significant decrease of OI and TOS levels in the early blood samples. Pathological
evaluation showed a significant decrease in the severity of edema, hemorrhage, PNL and
MNL/macrophage/microglia when we compare with the control group (p<0,05). We
also founnd out a significant recovery in paraplegia level as we compared the humic acid
groups with control groups (p<0.001).

Conclusion: In this study, We showed the positive effects of administration of
humic acid in the early stages of spinal cord injury on oxidative stress. Therefore, it is
thought to be a potential therapeutic agent in acute spinal cord injuries.

Keywords: Humic acid, Spinal cord, Trauma, Oxidant, Antioxidant
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GIRIS VE AMAC

Travmatik spinal kord hasarlanmalar1 (TSKH) giiniimiizde hizla artmakta olan
ve heniiz kesin bir tedavi yontemi olmayan, ¢cogunlukla geri doniisiimsiiz bir problem
halindedir. Mevcut tedavi modalitelerine ragmen hastalar 6miir boyu bakima muhtag
kalabilmekte, maddi ve manevi ciddi kayiplara ugrayabilmektedir. Bu durumuyla
hastanin ailesi ve iilke ekonomisini de olumsuz yonde etkileyen bir saglik problemi
halini almistir.

Diinya genelinde TSKH yaklasik 3.6-195.4/1.000.000 siklikla goriilmektedir
(1). Etiyolojide; motorlu tasit kazalar1 (%36-48), siddet yaralanmalar1 (%5-29),
yiiksekten diismeler (%17-21), spor yaralanmalari (%7-16) baslica nedenlerdir (2).
Ulkemizde 2000 senesinde yayinlanan ulusal bir ¢alismaya gore TSKH baslica
sebepleri; trafik kazasi (%48.,8), diisme (%36,5), bicaklanma (%3,3) ve suya dalistir
(%1,2) (3).

Glinlimiizde spinal kord hasarlanmasi sonrasi kullanilmakta olan rutin bir
farmakolojik tedavi yoOntemi bulunmamakla beraber ¢esitli ajanlarin etkinligi
arastirilmistir. Nalokson, tirotropin salgilayict hormon ve tirilazad gibi daha az ¢aligilmis
etken maddelerin yan1 sira GM-1 gangliozid (Sygen) ve metilprednizolone gibi sikca
kullanilmakta olan ve cesitli seviyelerde etkinligi gosterilmis ajanlar mevcuttur. Bu
ajanlarin heniiz hi¢ biri 1. ve 2. kamt diizeyine dayali tedavi protokolleri
olusturmamaktadir (4). Bunlarin yani sira deneysel spinal kord travma modellerinde
glutamate reseptdr ve iyon kanal antagonistleri, siklooksijenaz inhibitorleri, eritropoetin
gibi etkinligi arastirilmis cesitli etken maddeler mevcut olup; bu ajanlarinda ileri
caligmalar ile desteklenmesi beklenmektedir (5).

Bu c¢alismadaki amacimiz humik asit etken maddesinin spinal kord
hasarlanmas1 olusturulan deneklerde Total antioksidan statiisii (TAS) ve Total oksidan
status Olclimlerinin yapilarak oksidatif stress indeksini (OI) hesaplamak ve spinal kord
hasar1 lizerindeki etkinliginin histopatolojik, klinik ve biyokimyasal olarak

degerlendirilmesidir.



GENEL BIiLGILER

a) Spinal Kord Embryolojisi
Embriyojenik donemin {igiincii haftasinda baglamakta olan sinir sistemi
ecktoderm kokenlidir. Ektodermin kalinlagmasiyla noral tabaka olugsmaya baglar. Noral
plaktan ise orta hatta noral katlanti ve her iki yanda kabart1 seklinde noral krestler
olusmaya baslar (Sekil-1). iste bu olusan néral oluk, lateralinde yiikselti olarak bulunan
noral katlantilarin mediale dogru yaklasarak birlesmesi ile silindir seklinde kapanir ve

noral tlipli olusturur.

Neural plate

¢
{ caudal

neuraltube
end

Sekil 1. Sinir sisteminin embriyolojik gelisimi — Cavdar S. (6)



Noral plagin rostral kismi serebrum ve serebellumu olustururken kalan kaudal
kism1 medulla spinalisi olusturacaktir. Medulla spinalisin duvarinda olusan si1g oluga
sulkus limitans ad1 verilmekte olup bu oluk dorsal ve ventral kisma ayirmaktadir. Dorsal
kisimda olusan Alar ve ventral kisimda olusan bazal plaklar medulla spinalisin geligmesi
esnasinda uzunlamasima c¢ikintilar olusturur. Bu plaklar sirasiyla afferent ve efferent

lifler ile iligkili olacaktir (Sekil-2) (6).

51/, hafta (transvers kesit) Erigkin (transvers kesit)
( Merkez kanali ( Merkez kanal
Dorsal alar plak Ependimal katman E""s:'(gg i)
(duysal ve Manto katmani Duysal 4 i
esgldim) . Traktlar
T~ Marginal katman (ak cevher)
E N
Oluk limitans B Lateral gri sGtun
(boynuz)
Ventral bazal y Ventral gri situn
plak (motor) Motor (boynuz)
Traktiar
\ (ak cevher)

Sekil 2. Intrauterin omuriligin transvers kesiti — Netter FH. (7)

Cornu posterior’da yer alacak olan gri cevher, alar plakta bulunmakta olan
hiicre govdelerinden olusmaktadir. Bunlar motor fonksiyona sahip hiicrelerdir. Bu
noronlardan ¢ikacak olan ¢esitli akson demetleri (traktus ve funikuluslar) beyaz cevheri

olusturacaktir.

b) Anatomi
i.Spinal Kord Makroskopisi

Omurilik vertebral kolon tarafindan korunmakta olup, kanalis sentralis
icerisinde yer almaktadir. Eriskinlerde yaklasik 40-45 cm uzunlugunda ve 30-35 gr
agirhgindadir. Omurilik  fetal hayatin  sonunda L2-L3 (Lomber) seviyelerinde
sonlanirken, erigskinlerde L1 alt hizasinda sonlanmaktadir (8).

Alt beyin sapinda bulbustan itibaren baglayarak conus medullaris diizeyine

kadar devam etmektedir. Siklikla L1 vertebra alt sinir1 veya L2 vertebranin {ist sinirina



kadar uzanmaktadir. Filum terminale ise koksiksin ilk kismina kadar uzanan, konus
medullaristen baslayan ince filament6z bir yapidir (6).

Medulla spinalis seyri sirasinda iki defa genislemektedir. Bunlardan ilki
intumescentia cervicalis (C4-T1) (Servikal ve torakal) olup buradan plexus brachialis
kokleri ¢ikmaktadir. Diger genisleme intumescentia lumbosacralis (T9-L1) olarak

adlandirilmakta olup lomber ve sacral pleksus liflerinin ¢iktig1 yerlerdir (9).
ii. Kesitsel Anatomi

Spinal kord makroskopik olarak 6n ve arkada; fissura medianus anterior ve

fissura medianus posterior; her iki yanlarda ise dnde ve arkada bilateral olarak sulkus

anterolateralis ve sulkus posterolateralis ad1 verilen girintilere sahiptir (Sekil 3).

Sekil 3. Spinal kordun makroskopik yapisi - K.L. Moore. (9)

1 - Fissura mediana anterior, 2- Sulcus anterolateralis, 3- Radix anterior, 4- Columna lateralis,
5- Spinal sinir dura matter, 6- Radix posterior, 7- Sulcus mediana posterior, 8- Canalis centralis, 9-
Columna posterior, 10- Commissura grisea anterior ve posterior, 11- Columna anterior, 12- Spinal sinir
koki

Spinal kord uzunlamasina gri cevher ve inen ¢ikan yolaklar olan beyaz
cevherden olusmaktadir. Kelebek veya H seklindeki gri cevher posterior (dorsal),
anterior (ventral), ve lateral (intermediate) boynuzlar olarak boliinmiistiir. Beyaz cevher
ise posterior, lateral ve anterior olmak iizere 3 kolona bdlmektedir. Orta kisimda ise

ndrap tiip kapanmasi sirasinda kalint1 seklinde bulunmakta olan ve spinal kord boyunca



uzanan, 4. Ventrikiil rostral kisminda sonlanan spinal kanal bulunmaktadir. Bu kanal
ependim ile kapli olup glial hiicrelerle ¢evrilidir ve igerisi serebrospinal siv1 ile doludur
(10).

Gri cevher, diger adiyla substansia grisea, Rexed’in g¢aligmalar1 sirasinda
ndronlarmn sekli, biiylikliigli, yogunlugu ve hiicresel 6zellikleri goz 6ntinde alinarak 10
laminaya ayrilmistir. Nukleus marginalis olarak bilinen Lamina I, posterior kolonun en
arka kisminda yer almaktadir. Lamina II; Substansia gelatinosa, Lamina III — I'V nucleus
proprius olarak adlandirilmakta olup genellikle ciltten gelen afferent liflerin sinaps
yaptig1 segmentlerdir. Lamina V ve VI proprioseptif afferent lifleri igerirken Lamina
VIl’nin durus ve mobilizasyonda gorev aldigr diistiniilmektedir. Lamina VIII’de
contralateral taraftan gelen aksonlar ile sinaps olmas1 sebepli interndronlar
bulunmaktadir. Lamina IX ise ekstrafiizal kaslarin innerve edildigi alfa motor noronlar
ile intrafiizel kaslarin radiks posterior ile gelen afferent lifleri sinaps yapmaktadir (11).

Beyaz cevher, diger adiyla substansia alba, akson liflerinden olusmakta olup
inen ve c¢ikan yolaklardan olusmaktadir. Bu lifler cesitli iletim gorevlerinde yer
almaktadirlar. Substantia griseum tarafindan posterior funikiiliis, Lateral funikulus ve

anterior funikulus olarak bolinmektedir.
iii.Spinal Sinirler

Omurilikten simetrik sekilde ¢ikan 31 cift (8 servikal, 12 torakal, 5 lomber, 5
sakral, 1 koksigeal) spinal sinir mevcut olup, ventral ve dorsal olmak iizere iki adet sinir
kokeiigiiniin birlesimiyle omurilikten kdken alir. Foramen intervertebralisler araciligiyla
omurgay1 terkederler.

Birinci servikal sinir oksipital kemik ve atlas arasindan ¢ikmaktadir. C1 ve C2
arasindan 2. servikal sinir ¢ikmakta olup sekizinci sinir olarak C7 ve T1 vertebralar
arasindan c¢ikmaktadir. Torasik ve lomber vertebrada ise sinirler ayni vertebra
seviyesinden ¢ikmaktadir.

Ventral kokler efferent motor lifleri ve presinaptik otonom lifleri igerirken,
dorsal lifler afferent duyu liflerini icermektedir. Ventral kok aksonlarmin hiicre

govdeleri medulla spinalin kornu anteriorda bulunmaktadir. Dorsal kdklerin aksonlarinin



hiicre govdeleri ise medulla spinalisin disinda, dorsal kok ganglionlarinda (ganglion
spinale) bulunurlar. Sinirler seyri sirasinda primer rami ventralis ve primer rami dorsalis
olarka ikiye ayrilirlar. Deri ve sirt kaslarin1 dorsal dallar innerve ederken, ekstremiteler

ve govdenin geri kalanini ventral dallar inerve eder (87).

1v.Spinal Kordun Vaskiiler Yapisi

Omuriligi, fissura mediana anterior boyunca uzanan anterior spinal arter,
posterolateral sulkuslarda iki yanli seyreden posterior spinal arterler ve radikiiler arterler
beslemektedir. Anterior radikiiler arterlerden bir tanesi digerlerinden belirgin olarak
daha biiyiik olup, Adamkiewicz arteri olarak adlandirilmaktadir. Genellikle sol taraftan
ve T9-L1 arasindan ¢ikmaktadir. En stk T5 ve L3 arasinda yer almaktadir. Arteria

radiikiilaris magna olarakta adlandirilabilir (Sekil-4).

Posterior spinal arteries

Anterior spinal artery

Radicular anterior artery
Radicular posterior artery
Spinal branch

|\\‘>7 4— Dorsal branch

) A Vertebral branch
Posterior intercostal artery

Sekil 4: Omurilik arteryel anatomisi- Alexandre C. M. & Noedir A. G. (88)



Omurilikte vendz sistem, arteryel sisteme eslik ederek seyreder ve ayni isimleri
alirlar. Ust ugtaki longitidunal venler, internal jugular ven ve vertebral ven yoluyla vena
cava superiora dokiiliir. Diger segmentlerden cikan intervertebral venler ise salral,
lomber, interkostal ve servikal venler araciligtyla inferior vena cavaya dokiiliir (Sekil 5)
(90).

Anterior spinal vein

Posterior sulcal vein
Posterior spinal vein

Radicular anterior vein

Radicular posterior vein

venous plexus

Sekil 5: Omurilik ven6z anatomisi - Alexandre C. M. & Noedir A. G. (88)

¢) Spinal Kord Travmalar

a. Patofizyoloji

Travmatik omurilik hasari, endojen veya ekzojen travmadan kaynaklanir.
Nedeni ne olursa olsun, sonu¢ patolojisine iki ayr1 mekanizma neden olur: primer

yaralanma mekanizmasi ve sekonder yaralanma mekanizmalar1 (12).
b. Primer Hasar

[lk etki, ¢arpisma bélgesinde kanamaya ve hizli hiicre 6liimiine yol acar. Bunu
takiben daha fazla doku kaybina ve islev bozukluguna neden olan ¢ok sayida ikincil

hasarlanma mekanizmalar1 goriiliir.



Spinal kordun primer hasari dort morfolojik tiire sahiptir: darbe ve kalici
kompresyon, darbe ve gecici kompresyon, distraksiyon ve laserasyon veya transeksiyon
ile tek basina etki olarak siralanmaktadir (13).

Ik mekanik etkiyle o6zellikle gri cevher etkilenir. Bununla beraber beyaz
cevherde daha az etkilenme olur. Bu muhtemel etki, gri cevherin daha yumusak icerikte
ve yiiksek oranda kanlanmasi sebepli olmaktadir (14). Spinal kordda hemoraji erken
donemde olusmaktadir. Kan akimindaki bu bozulma hipoksi ve iskemiye yol acar. Bu
durum, yiiksek metabolik gereksinimi nedeniyle gri maddeye ozellikle zarar verir.
Yaralanma bolgesinden gegen noronlar fiziksel olarak hasar goriir ve miyelin
kalinliginda azalma goriiliir (15). Sinir iletimi, hasar bolgesi yakininda mikrohemorajiler
veya 0dem ile daha da bozulabilir (16-18). Yaralanma sonrasi ilk saat icinde gri cevherin
geri doniissiiz olarak hasar gordiigii, beyaz cevherdeki geri doniigsiiz hasarlanmanin ise

72 saat sonar goriildiigii diisiiniilmektedir (19).

c¢. Sekonder Hasar

Ikincil hasar mekanizmalar1 arasinda nérojenik sok, hemoraji ve iskemi-
reperfiizyon gibi vaskiiler hadiseler, eksitotoksisite, kalsiyum aracilt sekonder hasar ve
stvi-elektrolit ~ bozukluklari, immiinolojik  hasar, apopitozis, mitokondriyon
fonksiyonundaki bozukluklar ve diger ¢esitli mekanizmalar yer alir (13).

Norojenik Sok: Spinal travma sonrasinda sempatik aktivite kaybina bagli olarak
goriilmekte olan, bradikardi ve hipotansiyon ile birlikte azalmis vaskiiler periferik
rezistans ve kardiak debi azalmasi durumudur. Bu etkiler azalan sempatik ton, artmis
vagal tonus kaynakli azalmis miyokardiyal fonksiyon ve muhtemel olarak kalpte olusan
ikincil degisikliklere bagli anormalliklerle iliskilendirilmistir (13). Tedavi edilmezse,
norojenik sokun sistemik etkileri (yani, omurilik ve diger organlarin iskemisi), noral
doku hasarin1 siddetlendirebilir.

Vaskiiler Hasarlanma ve Oksidatif Stres: Spinal kord mikrovaskiiler
hasarlanmasi ile birlikte anterior spinal arter gibi major yaralanmalarda olabilir. Buna

bagl olarak petesial alanlar, kiiciik kanama alanlar1 ve zamanla hemorajik nekroza



gdtiiren bir silire¢ yaratabilir.

Post-travmatik iskemi yapilan ¢aligmalarda cesitli yollarla olabilecegi ortaya
konmugtur. Direk travmaya bagli olarak vazospazm, intravaskiiler trombozis,
mikrosirkiilasyonda hasarlanmanin olugsmasi veya otoregiilasyonun bozulmasi
nedenlerden bazilaridir (20-22).

Bunun sonucunda hiperemik faza gecilir ve reperfiizyon olugsmaya calisirken
salmman oksijen radikalleri ve diger biyotoksik materyaller ile hasarlanma artabilir.
Ozellikle erken reperfiizyon evresinde salinmaya baslayan oksijen radikalleri oksidaitf
streste artiga sebebiyet verir (23,24). Artan oksidatif stress, antioksidan kapasiteyi astigi
zaman ise lipid peroksidasyonu, mitokondrial respiratuar zincir enzimlerinin
inaktivasyonu, gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenazin inaktivasyonu, Na-K ATPaz
inhibisyonu ve Na membrane kanallarinin inaktivasyonuna yol acarak hiicre 6liimiinde
artisa sebebiyet verir (25).

Eksitotoksisite: Eksitotoksisite, glutamate proteinindeki asir1 artisa bagh olarak
olusmakta olan ndral hiicre 6liimii olarak adlandirilmaktadir (26). Major eksitator olarak
gorev almakta olan glutamate spinal kord hasarlanmasi sonrasi dakikalar icerisinde
toksik seviyeye ulasmaktadir (27-28). Ozellikle N-methyl-D-aspartate (NMDA) ve
amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionate-kainate (AMPA) reseptdr subtip-
lerinin aktivasyonu iskemik hasarin gelismesinde kritik role sahiptir. Glutamat reseptor
aktivasyonu, hiicre i¢i Na’un erken birikmesine sebep olmaktadir (29). Bunun sonucu
olarak sitotoksik 6dem ve hiicre i¢i asidoz olusmaktadir. Na+-K+ ATPase kanallarinin
bozulmasi, intraseliiler Na+ ve su birikimi ile ekstraseliiler potasyum kaybini daha da
artiracaktir (30). Hiicre i¢i Na+ miktarindaki artisa bagli olarak Na+-Ca+ kanallari
aktive olacaktir ve hiicre i¢i kalsiyum miktarida artis gosterecektir. Hiicre i¢i artan
kalsiyum ise santral sinir sistemi i¢in hiicre 6liimiinde son yolak olarak bilinmektedir
(31,32).Sonu¢  olarak hiicre icinde artan glutamat baglantili olarak lipid
peroksidasyonunun baslangicina, Na+-K+ ATPase inhibisyonu, membrane Na+
kanallarinin  inhibisyonu ve mitokondriyal respiratuar zincir reaksiyonlarinin
inhibisyonu, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz ve diger oksidatif degisikliklerin

olusumuyla hiicre 6liimiine sebep olacaktir (34,35).



Kalsiyum Aracih ve Sivi Elektrolit Dengesizligine Bagh Sekonder
Hasarlanma: Yiiksek intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu cesitli mekanizmalar ile
sekonder hasara yol agmaktadir. Bu artis kalsiyum bagiml lipaz ve proteaz
aktivasyonuna bagli olarak (kalpain, fozfolipaz A2, lipooksijenaz ve siklooksijenaz
gibi)(38), bir digeri ise mitokondriyel fonksiyona olan etkinligi ile, zaten azalmis olan
hiicresel solunuma negatif etki etmesidir (37,38).

Kalpain ve diger kalsiyum bagimli proteaz ve kinazlar akson-myelin unitesi
dahil olmak {iizere gesitli hiicresel yapi elemanlarimin bozunmasina sebep olmaktadir
(39). Lipaz ve lipooksijenazin aktivasyonu, arasidonik asitten tromboksan, prostaglandin
ve lokotrienlerin olusumuna sebebiyet verir ve bu spinal kord hasarlanmasi ile iliskili
olabilir (40-42). Ayn1 zamanda yaklagik 24 saat sonrasinda Na+ -K+ ATPase ve doku
O0demine bagli olarak arasidonik asitte artis beklenmektedir (43). Siklooksijenaz-1
ekspresyonu artisi1 spinal kord hasar modellerinde gosterilmistir (44). Arasidonik asitten
koken alan bu maddelerin artigi trombosit agregasyonu ve vazokonstriksiyona sebep
olmakla birlikte inflamatuar yanit ve lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Bu
stirecte devam eden membrane yikimina bagl olarak agiga ¢ikan oksijen radikalleri igin
ise endojen antioksidanlara ihtiya¢ duymaktadir (37).

Siklooksijenaz-2’nin de sekonder hasarda etkili oldugu ortaya konmus olup
spinal kord hasarlanmasinda artis gdézlemlenmistir (45). Hiicre dist eksitatuar
norotransmitterlerin artig1 noronal aktiviteyi artirarak, siklooksijenaz-2’de artigsa sebep
olmaktadir (46). Bunun sonucunda hiicre oliimii direk toksisite ile olusabilmektedir.
Yapilan deneysel calismalarda siklooksijenaz inhibitorlerinin etkinligi spinal kord
hasarlanmasinda gosterilmistir (47,48).

Magnezyum’un intraseliiler bolgede azalmasi glikoliz, oksidatif fosforilasyon
ve protein sentezi gibi kofaktor olarak gorev almakta oldugu olaylarda ciddi derecede
azalmaya sebep olmaktadir (38). Magnezyum ayni1 zamanda NMDA reseptorlerini bloke
ederek noral hiicreleri korumaya yardimci olmaktadir. Bdylece eksitotoksisiteyi
azaltmaktadir (47). Bunun yan sira ekstraseliiler potasyum asir1 depolarizasyona sebep

olarak, spinal soka sebebiyet verebilecegi diisliniilmektedir (48).
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Immiinolojik Sekonder Hasarlanma: Lokositler (graniilosit, monosit/makrofaj
ve lenfositler) spinal kord hasarlanmasi sonrasi yalnizca inflamatuar siirecte gorev
almamakla birlikte, patolojik hasarlanmay1 siirlamak iizere es zamanli olarak anti-
inflamatuar bir silirece de etki etmektedir (49,50). Beyin ve spinal kord arasinda néro-
inflamasyon ile ilgili bir heterojenite oldugu diisiiniilmektedir. Bunun sebebi aktive
edilmis graniilosit, mononiikleer hiicreler ve mikroglial hiicreler daha fazla etki
gostermesidir (50,51). Notrofiller, oksidatif (NADP oksidaz ve meyeloperoksidaz) ve
proteolitik enzimler (matriks metolloproteinaz-9) ile hasarlanan bolgedeki ilk
inflamatuar hiicrelerdir (50,54). Lee ve ark. (53) tarafindan yapilan bir ¢alismada
ndtrofil ve monosit toplanmasinin inhibisyonunun spinal kord hasarlanmasinda faydal
olabilecegi vurgulanmistir. Buna karsin Neirinckx ve ark. (54) tarafindan yapilan
calismada ise baz1 notrofil subtiplerinin ikincil hasarlanmadaki yenilenme siirecini
destekledigi bildirilmistir.

Makrofajlar, dolasimdan ve mikroglial hiicrelerden kaynaklanarak myelin ve
nekrotik dokuda fagositoza baslamaktadir. Makrofaj ve mikroglia hiicreleri biiylime
faktorii, oksijen serbest radikalleri ve sitokinlerin salinimini saglar (54,55). Es zamanlh
olarak interlokin-1 benzeri sitokinler ile anjiogenezi baslattig bildirilmistir (56). Salinan
bliylime faktoriiniin rejenerasyon agisindan biiyiikk oneme sahip oldugu bildirilmistir.
Salinan diger prositokin ve serbest oksijen radikalleri hasarin artisina sebep olmaktadir
(13).

Apopitozis: Apopitoz; sitokinler, inflamatuar hasar, serbest oksijen radikalleri ve
eksitotoksisite gibi sebeplerden dolayr gelisebilmektedir. Travmatik spinal kord
hasarlarinda ve denek hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda apopitoz varlig1 ve iliskisi
gosterilmistir  (61-65). Bu olay noronlarda, oligodentrositlerde, mikrogliada ve
astrositlerde olabilmektedir (63).

Mikroglial hiicrelerdeki apopitozis inflamatuar sekonder hasar yol agmaktadir
(63). Oligodentrositlerin apopitozu genellikle spinal kord hasarlanmasi sonrasi
haftalarda olusan demyelinizasyon siirecine katkida bulundugu gosterilmistir (64,65).

Noronlardaki apopitoz sagkalimi ve prognozu etkileyecek derecede etkilidir

(66,68). Noronlardaki apopitoz ekstrinsik; Fas ligand ve Fas reseptor veya makrofajlar
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tarafindan iretilen nitrik oksit sentaz tarafindan, ve intrinsick olarak; direk kaspaz-3
proenzim aktivasyonu (40) ve/veya mitokondrial hasarlanma, sitokrom c ve kaspaz-9
aktivasyonu, apopitoz indiikleyen kaspaz yolaklar1 ile meydana gelebilmektedir (67).
Yapilan baz1 ¢aligmalar kaspaz yolaklarinin ve apopitoza karsi alinacak &nlemlerin
spinal kord hasarlanmasindaki gelecek terapilerde kullanilabilecegini 6n gormektedir
(67).

Mitokondrial Hasarlanmanin Etkileri: Mitokondrinin, spinal kord
hasarlanmasinda Onemli bir rol oynadigr disiiniilmektedir. Oksijen-indirgeme
reaksiyonlarina ev sahipligi yapmakla beraber reaktif oksijen maddelerine de sahiplik
yapmaktadir. Intraseliiler kalsiyum hemostazinin saglanmasinda gorev almaktadir (70-
73,75). Travma sonrasinda hiicresel solunum ve oksidatif fosforilasyon zarar
gormektedir (71-75). Mitokondrinin eksitotoksisite ile intraseliller mesafeye alinan
kalsiyumu aktif olarak uzaklastirmaya g¢aligmaktadir. Ancak bu durumda mitokondri
icerisinde artan kalsiyum miktar1, eksitotoksisitedeki hiicre Oliimiiniin ana sebebini
olusturmakta (76-83). Ek olarak mitokondrial dig membranin bozularak apopitojenik
proteinlere gecirgenliginin artisi, apoptozisin ve noronal hiicre 6liimiiniin baglamasinda
kilit rol oynamaktadir.

Humik asit: Topraktaki organik maddelerin ana igerigi humustur. Humik asit ise
toprakta bulunan en aktif maddelerden biridir. Hiimik asitler (HA), ¢oklu karboksilik asit
yan zincirleri olan ve Onemli fizyokimyasal ozellikler gosteren, poliaromatik ve
heterosiklik kimyasallarin karmasik yapisina sahip olan yiiksek molekiillii polimerik
aromatik maddelerdir. Topraktaki bakteriler tarafindan c¢liriimiis bitki maddelerinden
iiretilen toprak ve linyitten dogal olarak ayrismis organik bilesenlerdir.

Humik asitler, Avrupa'daki veterinerlik uygulamalarinda profilaktik ve
terapoOtik ilaclar olarak kullanilan aktif maddelerdir. Antidiyareal, analjezik,
immiinostimiilator ve antimikrobiyal ajanlar olarak uygulanirlar. Ayrica yem degistirme
oranini arttirmak, malniitrisyon ve ishali tedavi etmek i¢in replasman tedavisinde
kullanilan maddelerdir (83). Yapilan in vitro ¢alismalarda humik asidin enzimatik ve
non-enzimatik antioksidan defans sistemleri arastirilmis ve antioksidan savuna

mekanizmasint yeniden yiikledigi gozlemlenmistir (84). Ratlar {izerinde yapilan
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deneysel serebral iskemi ve renoprotektif degerlendirmelerde etkinligi gosterilmistir.

(85,86)

3. Materyal ve Method

Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nca 24.01.2018 tarihinde
2017-113 sayili yazi1 neticesiyle arastirma projesi degerlendirilmis ve uygun
bulunmustur. Calismamizin ilk basamag Ege Universitesi Laboratuar Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde uygulandi. Calismanin ikinci basamagi olan
biyokimyasal degerlendirmeler ise Saghk Bilimleri Universitesi Tepecik SUAM
Biyokimya Béliimii’nde yapilmistir. Ugiincii basamak olan patolojik degerlendirmeler
Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik SUAM Patoloji béliimiince degerlendirilmistir.
Calisma Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu'nun (HADYEK) yoOnergelerine uygun

olarak yapilmgtir.

28 Wistar albino
rat (8-12
haftalik)

5mg/kg humik asit
(no:7)

10mg/kg humik
asit (no:7)

Sham grup (no:7)

Laminektomi sonrasinda
spinal kord travma
olusturulmasi ve
ardindan 10 mg/kg
humik asit enjeksiyonu

Laminektomi sonrasinda
spinal kord travma
olusturulmasi ve
ardindan 5 mg/kg humik

asit enjeksiyonu

Laminektomi
sonrasinda spinal
kord travma
olusturulmasi

Yalnizca laminektomi
uygulanmasi

S S

Sekil 6: Ratlarda uygulanan yontem ve gruplandirma
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1.Basamak: Bu basamak Ege Universitesi Laboratuar Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde uygulanmistir. Ege Universitesi Laboratuar Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden benzer 6zelliklerde 28 adet Wistar-Albino rat (8-
12 haftalik / 250-450 gr) temin edilmistir. Biitlin cerrahi aseptik olarak uygulanmistir.
Hayvanlarda intraperitoneal xylazine hidroklorid (10mg/kg) ve ketamin hidroklorid (90-
100mg/kg) ile anestezi saglanmigtir. Dorsal bolge traglanmasi ardindan povidone-iodin
ile temizlendi. Dorsal orta hat cilt insizyonu takiben T8-T10 seviyesine laminektomi
uygulandi ve spinal kord mikrocerrahi olarak ortaya kondu. Kontrol ve humik asit
gruplarinda ek olarak Allen (87) tarafindan tanimlanmis olan spinal kord hasar modeli
kullanilarak yaklagik 10 cm uzunlukta 3 mm geniglikte tiipten 5 gr agirhginda diiz
tabanli (50gr/cm) paslanmaz c¢elik cubuklar disiiriilmesiyle gergeklestirildi. T9
seviyesinde spinal korda hasar olusturuldu. Sonrasinda cilt insizyonu anatomik katlara
uygun kapatild.

1. Grup (Sham): Cerrahi 6ncesi 0,75 cc kardiak kan alindi. Herhangi bir ilag
verilmeksizin spinal kord ve dura korunarak sadece T8-T10 laminektomi uygulandi.
Operasyon sonrast 1. saat ve 24. saatte 0,75 cc kardiak kan alindi. Sakrifikasyon
isleminde deneklere yiliksek doz anestezi altinda torakotomi yapildi, sol ventrikiil
aracilifiyla aorta kantil yerlestirildi, inen aorta klemplendi ve ardindan vaskiiler sistem
%10 formal-sf (serum fizyolojik) soliisyonu ile perfiize edildi. Perfiizyon sonrasi spinal
kord diseke edilerek drnekler alindi.

2. Grup (Kontrol): Cerrahi 6ncesi 0,75 cc kardiak kan alindi. Herhangi bir ilag
verilmeksizin T8-10 laminektomi sonrasinda spinal kord travma uygulandi ve travmanin
1. Saati ve 24. saatinde 0,75 cc kardiak kan alindi. Sakrifikasyon isleminde deneklere
yiiksek doz anestezi altinda torakotomi yapildi, sol ventrikiil aracilifiyla aorta kaniil
yerlestirildi, inen aorta klemplendi ve ardindan vaskiiler sistem %10 formal-sf soliisyonu
ile perfiize edildi. Perfiizyon sonrasi spinal kord diseke edilerek drnekler alindi.

3. Grup (Humik asit 5 mg/kg): Cerrahi Oncesi 0,75 cc kardiak kan alindi.
Herhangi bir ila¢ verilmeksizin T8-10 laminektomi sonrasinda spinal kord travma
uyguland1 ve ardindan humik asit enjeksiyonu (5 mg/kg intraperitoneal) (Sigma Tau,

Rome, Italy) yapildi. Travmanin 1. saati ve 24. saatinde 0,75 cc kardiak kan alindi.

14



Sakrifikasyon isleminde deneklere yiiksek doz anestezi altinda torakotomi yapildi, sol
ventrikiil araciligiyla aorta kaniil yerlestirildi, inen aorta klemplendi ve ardindan
vaskiiler sistem %10 formal-sf soliisyonu ile perfiize edildi. Perflizyon sonrast spinal
kord diseke edilerek drnekler alindi.

4. Grup (Humik asit 10 mg/kg ): Cerrahi 6ncesi 0,75 cc kardiak kan alindu.
Herhangi bir ila¢ verilmeksizin T8-10 laminektomi sonrasinda spinal kord travma
uyguland1 ve ardindan humik asit enjeksiyonu (5 mg/kg intraperitoneal) (Sigma Tau,
Rome, Italy) yapildi. Travmanin 1. saati ve 24. saatinde 0,75 cc kardiak kan alindi.
Sakrifikasyon isleminde deneklere yiiksek doz anestezi altinda torakotomi yapildi, sol
ventrikiil araciligiyla aorta kaniil yerlestirildi, inen aorta klemplendi ve ardindan
vaskiiler sistem %10 formal-sf soliisyonu ile perfiize edildi. Perflizyon sonrast spinal
kord diseke edilerek drnekler alindi.

2. Basamak: Saglik Bilimleri Universitesi Izmir Tepecik SUAM Biokimya
Bolimii’nde gergeklestirilecektir. Ratlardan jelli vakumlu tiiplerde alinan kan 6rnekleri
ayni giin 2000 rcf’de 10 dakika santrifiij edilip, ayrilan serum 6rnegi analize kadar -20
C’de saklandi. Serum 6rneklerinde total antioksidan durum (TAS) ve total oksidan
durum (TOS) spektrofotometrik yontem ile tespit edildi. Spektrofotometrik yontem igin
otoanalizorler kullanildi.

3. Basamak: Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik SUAM Patoloji Anabilim
dalinda yapilacaktir. Patolojik preparatlar travma uygulanan spinal kord bdlgesinin bir
iist ve bir alt seviyesinden blok olarak c¢ikarilarak hazirlandi. Spinal kord dokusundan
alinan kesitler histopatolojik olarak incelendi. Histopatolojik olarak biitiinliikleri
Hematoksilen Eozin boyama ile degerlendirilecektir. Histolojik skorlamada hemoraji,
O0dem, nekroz, aksonal sigsme, kromatolizis, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)
infiltrasyonu ve mikroglia/makrofaj/MNL (mononiikleer 16kosit) infiltrasyonu gozetildi.
Derecelendirme icgin 0: yok, 1: cok az, 2: hafif, 3: orta, 4:Siddetli olarak tanimland1
(101).

Degiskenlerin analizinde SPSS 25.0 (IBM Corparation, Armonk, New York,
United States) programi kullanildi. SHAM, Kontrol, Humik asid 5 mg/kg ve Humik
asid 10 mg/kg gruplar ordinal degiskenler olan hemoraji, 6dem, nekroz, PNL, MNL,
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Aksonal Sisme, Kromatoliz ve Parapleji derecesine gore birbiriyle karsilastiriimasinda
Kruskal-Wallis H Testi Monte Carlo Simiilasyon sonuglari ile birlikte kullanilirken, Post
Hoc analizler i¢in Dunn’s testi kullanildi. Nicel degiskenler tablolarda Gruplandirilmis
Medyan (Minimum/Maximum) olarak gosterildi. Degiskenler %95 giiven diizeyinde
incelenmis olup p degeri 0,05 ten kiiciik anlamli kabul edildi.

Resim 1: Cerrahi malzemeler

Resim 2: 4 mm kalinliginda, 10 cm yiiksekliginde agirlik diisiirme tiipii ve 3mm ¢apli 5 gr agirlik
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Resim 3: Dorsal bolge traslanmasi ardindan cerrahi sterilizasyon

Resim 4: T8-10 seviyesi laminektomi ardindan agirlik diigiirme ile olusturulan hasarlanma ve spinal
kord makroskopik goriiniimii
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Resim 5: Cerrahi sonrast 2/0 keskin ipek ile siiturasyonu

Bulgular
Calismaya 28 adet Wistar albino rat dahil edildi. Her grupta 7 rat olmak {izere 4
grup olusturuldu. 0 ve 3. Grupta 3’er erkek 4’er disi, 1 ve 2. Grupta 4’er erkek ve 3’er
disi vardi. Ortalama agirliklart 328.7+61,6 gram olarak saptandi. Calismaya alinan

ratlarin agirligt minimum 251- maksimum 450 gram olarak bulundu (Tablo 1).

Ozellik Grup 1 (n=7) Grup 2 Grup 3 (n=7) Grup 4 (n=7)
SHAM (n=7) HA 5mg/kg HA 10mg/kg
Kontrol
Erkek cinsiyet 3 (42.85) 4 (57.15) 4 (57.15) 3 (42.85)
(n,%)

Tablo 1: Calismaya alinan ratlarin genel 6zellikleri

18



a. Motor Islevlerin Degerlendirilmesi

Tiim deneklerde cerrahi islem sonrasi 24. saatte motor islevler degerlendirildi.
Modifiye Tarlov Skorlama sistemi uygulandi. Kontrol grubunda herhangi bir hareket
izlenmezken, 5 mg/kg ve 10 mg/kg humik asit verilen gruplarda sirasiyla ortalama 0,25
ve 1 degerlik hareket gozlemlendi (Tablo 2). 4 grup arasinda yapilan istatistiksel
analizler sonucunda anlamli fark oldugu saptandi (p<0,001) (Tablo 3-4).

Parametre  Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 P degeri
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
SHAM Kontrol Humik asit Humik asit
Smg/kg 10mg/kg
Parapleji 4,5(4-5) 0(0-0) 0,25(0-0,5) 1(1-1) p<0,001
derecesi

Tablo 3: Parapleji degerlendirmesi

Modifiye Tarlov Parapleji Derecesi ve Semptomlar
0 Flask Bacak hareketleri yok ya da minimal, mesane kontrolii kayip
1 Spastik Orta ya da giiclii amagsiz bacak hareketleri, bacaklar spastik ve uzanmis,
past oturamaz, mesane kontrolii yok
5 ddetli Bacaklarda orta dereceli spastisite, yiiriimeye calisan gii¢lii ve koordineli
Siddetli hareketler, oturabilir ve ayakta durabilir, mesane kontrolii yok
3 Ot Oturabilir, ayakta durabilir, yiiriiyebilir, diz ve bacaklar instabil, mesane
a kontrolii yok
4 Hafif Baz1 diz ve bacak instabilitesine ragmen yiiriiyebilir, mesane kontrolii var
5 Normal Diz instabilitesi kosarken ya da ziplarken goriilebilir

Tablo 2: Modifiye Tarlov Parapleji Derecesi ve Semptomlar
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b. Histopatolojik bulgular
Gruplar aralarinda karsilastirildiginda hemoraji, 6dem, PNL infiltrasyonu ve MNL
infiltrasyonunda humik asit verildiginde, diizelme oldugu ve bunun doz ile iliskili oldugu
goriildii. Istatistiksel analizler sonucunda p degerleri sirasiyla 0,013-0,014-0,018-0,019
bulunmas: sebebiyle anlamli olarak degerlendirildi (p<0,05). Buna karsin aksonal sismede
sayisal olarak degisiklik saptanmadi (p=0,39). Kromtoliz degerlerinde 0,5 birimlik diisiis
saptansa da bu istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,08) (Tablo 4-5)

P* ikili Karsilastirma
P P P P P P

lvsll Tvs Il lvs IV [IRVER1]] Ivs IV 1 vs IV
hemoraji 0.013 0.014 0.005 0.233 0.799 0.202 0.115
odem 0.014 0.004 0.021 0.083 0.494 0.248 0.608
nekroz 0.057 ns ns ns ns ns ns
PNL 0.018 0.014 0.092 0.999 0.381 0.014 0.092
MNL 0.019 0.007 0.008 0.074 0.895 0.371 0.426
A.ksonal 0.390 ns ns ns ns ns ns
Sisme
Kromatoliz 0.080 ns ns ns ns ns ns
Paraple{l <0.001 <0.001 <0.001 0.072 0.783 0.041 0.0648
derecesi

Hemoraji, 6dem, nekroz, PNL, MNL, Aksonal Sisme, ve Kromatoliz i¢in sirali kodlar; (0: yok,
1: Cok az, 2: Az, 3: Orta, 4: Ciddi) Parapleji derecesi i¢in sirali kodlar; (0: Flasid, 1: Spastik, 2:
Ciddi, 3: Orta, 4: Az, 5: Normal)

Kruskal Wallis Test(Monte Carlo), Post Hoc Test : Dunn's Test, G.Med.:Grouped Median,

Min:Minimum, Max.:Maximum, * General P value

Tablo 4: Mobilite ve Histopatolojik degerlendirmenin gruplar aras1 karsilastiriimasi
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SHAM grup kontrol Humik asit Humik asit

=l grup=Il 5mg/kg=Ill 10 mg/kg=1V
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) P
G.Med. G.Med. G.Med. G.Med.
(Min/Max) (Min/Max) (Min/Max) (Min/Max)
hemoraji 1.0(0/2)™ 3.0(1/4) 3.0(2/4) 2.0(1/3) 0.013
6dem 05(/1)"" 1.3(1/2) 1.1(1/2) 1.0(1/1) 0.014
nekroz 0.2(0/1) 0.8(0/1) 0.3(0/2) 0.2(0/1) 0.057
PNL 0.0(0/0) 0.8(0/2)" 0.5(0/2) 0.0(0/0) 0.018
MNL 03(/1)"" 1.3(1/2) 1.3(1/2) 1.0(0/2) 0.019
Aksonal
s 0.5(0/1) 0.8(0/1) 1.0(0/2) 0.8(0/1) 0.390
isme
Kromatoliz 03(0/1) 1.2(1/2) 1.0(0/2) 0.5(0/1) 0.080
Parapleji
) _ 45 (4/5"" 02(0/1)" 0.3(0/1) 1.2(1/2) <0.001
erecesi

Hemoraji, 6dem, nekroz, PNL, MNL, Aksonal Sisme, ve Kromatoliz i¢in sirali kodlar; (0: yok, 1:
Cok az, 2: Az, 3: Orta, 4: Ciddi) Parapleji derecesi i¢in sirali kodlar; (0: Flasid, 1: Spastik, 2: Ciddi,
3: Orta, 4: Az, 5: Normal)

Kruskal Wallis Test (Monte Carlo), Post Hoc Test : Dunn's Test, G.Med.:Grouped Median, Min:
Minimum, Max.: Maximum, I: SHAM grubuna gore anlamli, II: Kontrol grubuna gore anlaml, III:

Humik asid 5 mg/kg grubuna gore anlamli, IV: Humik asid 10 mg/kg grubuna gore anlaml

Tablo 5: Mobilite ve Histopatolojik degerlendirme
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Resim 6: Yogun kanama alanlari, kromatoliz ve arada az sayida PNL de izlenen mononiikleer

inflamasyon izlenen bir 6rnek (Hex 200) (Grup 2- Kontrol grubu)

Resim 7: Kii¢iik biiylitmede bile dikkati ¢eken yogun kanama odaklar1 (Hex 40) (Grup 2 — Kontrol
Grubu)
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Resim 8: Yaygin kromatoliz gosteren noronlar (Hex 200) (Grup 3 - Humik asit Smg/kg)

Resim 9: Yogun kanamaya eslik eden genis nekroz alan1 (HE x 200) (Grup 3 - Humik asit 5 mg/kg)
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Resim 11: Minimal kanama odaklar1 ve hafif mononiikleer yangi disinda patoloji olmayan bir érnek (HE

X 200) (Grup 4 - Humik asit 10 mg/kg)
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c. Biyokimyasal Bulgular

Preoperatif Ol¢limlerde gruplar arasinda TAS, TOS ve OI agisindan farklilik
saptanmadi. Travma sonras1 humik asit enjeksiyonu sonrasinda 1. ve 24. saatte alinan
kan o6rneklerinde farkli dozlardaki humik asit gruplarinda belirgin artis saptanmamis
olup yalnizca laminektomi yapilan grup ile 10mg/kg humik asit verilen grup
incelendiginde TAS degerlerinde disiis saptandi. Kontrol grubu ile ayr1 ayrn
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bulunamasa da 1. saatte alinan kanlarda
TOS degerlerinde belirgin diisiis saptandi. Aymi sekilde 5 mg/kg humik asit verilen
grupta, kontrol grubu ile karsilastirildiginda TOS degerlerinde anlamli diislis mevcuttu.

Oksidatif indeks humik asit enjekte edilen gruplarda , kontrol grubuna gore
daha diisiik saptanmustir. Istatistiksel olarak 5Smg/kg humik asit enjekte edilen grup ile
kontrol gurubu karsilastirildiginda anlamli saptanmis olup (p<0.05), 10mg/kg humik asit
enjekte edilen grupta p deger 0,06 olarak bulunmustur (Tablo 6). Post-operatif 24. saatte
alinan OI degerlerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 mg/kg humik asit verilen
grupta diisiis saptansa da bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p=0,83) (Tablo
6-7).

Ozellik Grup I (n=7) Grup II (n=7) Grup III (n=7) Grup IV (n=7) P degeri
SHAM grup Kontrol Grup HA Smg/kg HA 10mg/kg
TAS preop 2,05+0,27 1,840,53 1,68+0,30 1,57+0,24 0,08
TOS preop 27,4+22,1 22,1+12,7 11,749,0 8,8+3,67 0,06
OI preop 12,6+9,0 11,6+4,56 6,94+5,6 5,742,16 0,10
TAS 2. Olgiim* 1,97+0,49 1,66+0,43 1,68+0,21 1,44+0,18 0,07
TOS 2. Olgiim* 29,2+24,1 25,0+11,0 13,5+10,0 12,1+5,45 0,10
TAS 3. Olgiim* 1,81+0,54 1,5240,33 1,5740,26 1,4140,26 0,30
TOS 3. Olgiim* 13,5+14,5 14,3+10,7 13,1+8,5 15,1+4,1 0,98
OI 2. Olgiim* 15,1+12,5 14,845,75 7,6%4,66 8,23+3,14 0,14
0OI 3. Olgiim* 6,4+,2 9,4+7,0 7,88+4,3 10,9+3,1 0,43

*Mean + SD olarak verilmistir.

Tablo 6. Calismaya Alinan Ratlarin TAS, TOS, OI degerleri
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TvsIII IvsIV 1T vs 111 IIvs IV I vs IV TvsIl

TOS post-op 1. 0,096 0,07 0,11 0,06 0,06 0,77
saat

TAS post-op 24. 0,71 0,09 0,88 0,74 0,61 0,93
saat

OI post-op 24. 0,56 0,07 0,83 0,24 0,17 0,52
saat

Tablo7: Post-operatif 1. Ve 24. saat serumda TAS/TOS/OI degerlendirmelerinin ikili gruplar

arasindaki farklari



TARTISMA

Travmatik spinal kord hasarlanmasi1 (TSKH) gelismekte olan toplumlarda ve
diinya genelinde ciddi bir ulusal problem halindedir. Hasarlanmanin patofizyolojisinde
oncelikli hasarlanma olan ve travmaya bagli primer hasarlanma ardindan ikincil
hasarlanma mekanizmalar1 yer almaktadir. Ikincil hasarlanma mekanizmalar1 arasindan
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve oksidatif stresin, spinal kord hasarinin
patofizyolojisinde 6nemli bir yeri oldugu bir vurgulanmaktadir.

Spinal kord travmatik hasarlanmalarinda, sekonder hasar mekanizmalar
icerisinde iyon hemostazinin dagilmasi, glutamat eksitotoksisitesi, mitokondrial
disfonksiyon ve mikrovaskiiler bozulma meydana gelmekte ve bunlar dolayl: ve ya direk
yollardan serbest radikal olusumuna sebebiyet vererek oksidatif hasarlanmaya sebep
olmaktadir. Kontrolsiiz zincir reaksiyonlar sonucunda sekonder hasar kaskadi ikincil
hasarlanmay1 daha da esleyerek ROS iiretimine ve ndronal hasara sebebiyet vermektedir

Liu ve ark. (89) spinal kord hasarlanmas1 modellerinde superoksit ve hidroksil

radikallerinde (O2¢ and *OH ) ani bir artis saptamis ve yaklasik 10 saate kadar yiiksek
seyrettigini belirtmistir. Seligman ve ark. (90) tarafindan TSKH modellerinde travma
sonrast alinan lomber ponksiyon orneklerinde malondialdehidin ilk 5 saat icerisinde
yiikseldigi gosterilmistir. Buna benzer olarak Hall ve ark (91) MDA ve siklik guanozine
minofosfat (¢cGMP) diizeylerinde yaklasik 1 saat i¢inde artis tespit etmislerdir. Yapilan
TSKH rat modellerinde, mikrodializ ve yiiksek basingl likit kromatografi yontemiyle,
MDA’nin 2 saat kadar erken bir siirecte yiikseldigi gosterilmistir (91). Bu ¢alismalar
1s181nda oksidatif stresin spinal kord hasarlanmasinda ilk anlardan itibaren etkin oldugu
goriilmektedir.

Gliniimiizde, spinal kord hasarlanmalarinda kullanilacak kesin bir ajan
bulunmamaktadir. Metilprednizolon ve non-glukokortikoid olan tirizalad’m  ¢ok
merkezli faz III ¢aligmalarda antioksidan seviyeleri ve ndrolojik diizelmeye etkili oldugu
gosterilmistir. Ancak yan etkileri sebepli kesin bir protokol heniiz tanimlanmamistir
(92). Literatiirde minosiklin, atorvastatin, eritropoietin ve magnezyum gibi ajanlarin akut

spinal kord hasarlanmasindaki etkinligi ile ilgili 6rnekler mevcuttur.
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Aras ve ark. (98) farkli dozlardaki minosiklinin travmatik spinal kord hasar
modelindeki antioksida3 ve oksidan seviyelerindeki etkilerini arastirmis. Farkli
dozlardaki minosiklinin (3, 30, 90 mg/kg) oksidatif stres iizerine farkli etkilerde
bulundugunu gostererek antioksidan seviyelerinde yiikselme oldugunu gostermistir. Gao
ve ark. (116) kan lipid degerlerinin diisliriilmesinde kullanilan atorvastatini, spinal kord
hasarlanmasinda aragtirmiglar. Calisma sonucunda atorvastatinin otofajiyi artirip,
apopitozisi azalttig1 ve ndrolojik rejenerasyonu artirdig1 gosterilmis. Insan recombinant
eritropoietinin spinal kord apopitozunu, ddemi ve lokomotor hasarlanmay1 azaltarak
spinal kord hasarlanmasindaki etkisi Jin ve ark (94) tarafindan gosterilmis olup, bunun
niikleer factor 2 iligkili faktor 2 (Nrf2) aracilifiyla olabileceigini vurgulamistir.
Travmatik spinal kord hasarlanmasinda etkili olabilecek bir diger ajan NMDA
antagonistic etkisi olan magnezyum olup, Kaptanoglu ve ark. (95) tarafindan elektron
mikroskobuyla yapilan ultrastriiktiirel incelemelerde noroprotektif etkinligi oldugu ve
ratlardaki lokomotor fonksiyonda iyilesme oldugu gosterilmistir. Zhang ve ark. (96)
curcuma longa (curcumin) olarak bilinen zerdecalin spinal kord hasarlanmasindaki
etkinligini arastirmis ve posttravmatik inflamasyonu da azaltarak norolojik iyilesme
oldugunu gdstermistir. Literatiirde bugiline kadar, humik asidin travmatik akut spinal
kord hasart lizerine etkinligi gosterilmemistir.

Humik asitler veterinerlik ve tarimda efektif olarak kullanilmakta olan
polifenolik yapida bir maddedir. Humik asitler ¢esitli gruplar icermektedir. Kaynagi,
yasi, iklimi ve elde edilisindeki c¢evresel faktorlere gore Ozellikleri cesitlilik
gostermektedir (117-119). Giliniimiizde, bitki gelisimini hizlandirdig1 ve destekledigi,
toprakta bakterisidal ve bitkilerde fungisidal etkinligi gosterilmistir (113-116). Ayni
zamanda topraktaki ve sudaki kirlilige kars1 etkin oldugu c¢alismalarda gdsterilmistir
(107).

European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) tarafindan
yapilan bir c¢aligmada intestinal mukozadaki koruyucu etkileri, antitoksik ve
antimikrobiyel etkileri ortaya konmustur (115). Yapisinda bulundurdugu fenol, karboksil
asit ve kuinon aracilifiyla antioksidan 6zellik gosterdigi saptanmistir (103,104). Mevcut

yararlart ile ilgili literature Ornekleri mevcut olsada, farkli goriis bildiren yazilarda
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mevcuttur. Cheng ve ark. (105) humik asitlerin siliperoksit anyonlarinda artis1 ve
glutatyon ve diger antioksidanlarda azalmaya sebebiyet vererek, oksidatif strese yol
actigint belirtmistir. Buna karsin ¢aligmamizda total antioksidan miktarlarinda anlaml
degisiklik saptanmamis olup, humik asit verilmesi sonrast erken donemde 6l¢iilen total
oksidan miktarlarinda belirgin diisiis saptanmistir. Bunun yani sira kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda humik asit verilen gruplarda 6zellikle erken donemde alinan serum
orneklerinde oksidatif indekste belirgin diisiis saptanmistir (Tablo 6-7). Efimova ve ark.
(106) yapilan bir diger ¢alismada ise kiimen dimetil sulfoksit ile ayni ortama konan
humik asidin hidrokarbon substratinda oksidasyonu engelledigini gostermistir. Bu
ozelligiyle radikal zincir oksidasyonu inhibe ederek antioksidan ozellik gosterdigi ortaya
konmustur.

Humik asitlerin antiviral aktivitesi oldugu Rensburg ve ark. (107) tarafindan
invitro calismalarda HIV (human immunodeficiency viriis) iizerinde gdsterilmistir.
Buna karsin Vucskits ve ark. (108) yaptigi calismada humik asitin, lenfosit
proliferasyonu ve antikor {iiretimini artirarak, humoral immuniteyi stimule ettigi
gosterilmistir. Joone ve ark. (109) tarafindna yapilan ¢alismada ise oksihumate’in,
interlokin-2  reseptorlerini artirdigin1 ve T-helper hiicre aktivitesini dolayli yoldan
artirdigin1 ~ gostermistir. Calismamizda spinal kord dokular1 {izerinde yapilan
aragtirmalarda PNL ve MNL infiltrasyonlarinda humik asit verilen gruplarda belirgin
azalma oldugu saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 5). Bir
bagka calismada ise farelerde tyrpanosoma brucei enfeksiyonunda humik asidin
antiinflamatuar etkinligi gosterilmistir (110). Bunlara karsin yapilan diger ¢aligsmalarda
humik asitin siyah bacak hastali§i ve bir takim kanser gesitlerinde artis gosterdigi de
saptanmistir (111).

Total antioksidan statiisii viicudun oksidatif strese kars1 olusturdugu savunmay1
gostermektedir.  Viicudumuzda dolasan kanda bulunan antioksidanlar ROS
temizlenmesinde yardimci olmaktadir. Bu redoks dengesinin saglanmasi i¢in kan
yoluyla tiim viicuda antioksidanlar tasinmaktadir. Bu redoks reaksiyonlart c¢esitli
antioksidanlar gergeklestirmekte olup hepsinin ayr1 ayri dl¢lilmesi pratik olmamaktadir

bu sebeple total antioksidan kapasitenin Ol¢imii uygun olmaktadir. Ayni sekilde
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viicuttaki ksantine oksidaz, glikolat oksidaz, monoamin oksidaz gibi endojen oksidatif
enzimlerin varlig1 sebebiyle TOS 6l¢iimii uygun bulunmustur (115).

Ozkan ve ark. (83) serebral iskemi modelinde, humik asidin dokulardaki
antioksidan ve oksidan seviyeleri ile patolojik incelemelerde bulunmus. Yapilan
calisgmada 10mg/kg humik asit enjeksiyonu verilen grup, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Superoksit dismutaz (SOD) ve Nuclear respiratory factor-1 (NRF-1)
seviyelerinde artig sapranirken, MDA seviyelerinde belirgin diisiis saptanmislar. Es
zamanli olarak histopatolojik degerlendirmelerde iskemiye bagli hasarin daha az
oldugunu desteklemislerdir. Akbas ve ark. (83) tarafindan renal iskemi modelinde
yapilan arastirmada TAS degerlerinde anlamli artig saptanirken, TOS, OI ve IMA
(ischemia modified albumin) degerlerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml
diisiis saptanmistir. Hematoksilin ve eozin boyamalarda tiibiiler dilatasyon, tiibiiler hiicre
dejenerasyonu ve nekroz, bowman kapsiil dilatasyonu, tiibiiler hyalin parcaciklar,
tiibiiler hiicre dagiliminda kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda iyilesme oldugunu
gostermisler. Dtunnel teknigi ile yapilan apopitoz degerlendirmesinde ise, apopitotik
hiicrelerde anlamli diisiis oldugu belirtilmis.

Calismamizda humik asit enjekte edilen gruplarda post operatif donem birinci
saatte almman TAS degerlerinde gruplar arasinda belirgin degisiklik saptanmadi. Buna
karsin 1. saat TOS degerlerinde kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda 5Smg/kg ve
10mg/kg humik asit enjekte edilen gruplarda belirgin diislis saptandi ancak istatistiksel
olarak p degeri sinirda bulundu (p=0,11 ve 0,06). Oksidatif indeks degerlerinde de
postoperatif donem 1. saatte alman kanlar kontrol grubu ile humik asit gruplari
karsilastirildiginda ortalama olarak belirgin diisme saptanmis olsa da istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,77 ve 0,62). Ratlardan alinan 24. Saat kanlarinda kontrol grubu
ile karsilastirildiginda Smg/kg humik asit verilen grupta TOS degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli diisiis saptand1 (p<0,05) (Tablo 6-7). Patolojik incelemelerde ise gruplar
birarada degerlendirildiginde ©6dem, hemoraji, PNL, MNL/mikroglia/makrofaj
degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli diizelme oldugu saptandi (p<0,05).
Modifiye Tarlov Skorlamasina gore yapilan parapleji degerlendirmesinde ise humik asit

verilenlerde kontrol grubuna gdre anlamli diizelme saptanmistir (p<0,001) (Tablo3).
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SONUC

Literatiirdeki ¢esitli tartismalara karsin, bu ¢alismayla humik asit maddesinin,
spinal kord travmasinda erken déonemde uygulanmas ile 6zellikle TOS miktarlarinda
azalmaya sebep oldugu ve istatistiksel olarakta anlamli buldugumuz oksidatif indeks
parametrelerinde diisiise sebep oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira, muhtemel erken
donem enjeksiyonun etkinligi ile iliskili olarak, gruplar karsilastirildiginda humik asidin
patolojik siiregte de etkin rol aldig1 gézlemlenmistir. Bu durumda erken dénemde humik
asit sebepli diisiik seviyelerde seyreden oksidatif stresin, travmatik spinal kord
hasarlanmasin1 azalttig1, humik asidin spinal kord travmalarinda kullanilabilecek etkin
bir ajan olabilecegi diisiiniilmiis ve gelecekte, genis serili ve daha kapsamli ¢alismalarla

bunun desteklenip terdpatik bir ajan olarak sunulabilecegi dngoriilmiistiir.
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