AV
&{\) 1992 (G
2= W Z
IR
2\ 5
oS
0708 . \%,5& TP FAIIS‘(;IJLTESi —
TURKIYE CUMHURIYETI

BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

BEYIN VE SiNiR CERRAHISI ANABILIM DALI

DENEYSEL RAT OMURILIGi YARALANMA MODELINDE
VORTIOKSETIN’IN TEDAVI EDICI VE
MOTOR FONKSIYONLAR UZERINE IYILESTIRIiCi

ETKIiLERINIiN DEGERLENDIRILMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Berkay BOZKURT

BOLU
2020






TURKIYE CUMHURIYETI

BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIiVERSITESI TIP FAKULTESI

BEYIN VE SiNiR CERRAHISI ANABILIM DALI

DENEYSEL RAT OMURILIGI YARALANMA MODELINDE
VORTIOKSETIN’IN TEDAVI EDIiCI VE
MOTOR FONKSIYONLAR UZERINE IYILESTIRICi
ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

UZMANLIK TEZi

Dr. Berkay BOZKURT

DANISMAN

Prof. Dr. Ali Riza GEZICi

BOLU

2020



ETIK KURUL KARARI:

Bu calisma Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Yerel Etik Kurulu’nun

08.01.2020 tarihli 2020/01 karar no’lu onayi ile gergeklestirilmistir (Bkz. EK-1, EK-2).



ETiK ILKELERE UYULDUGUNA ILiSKiN BEYAN:

Bu tez ¢alismasinda yapilan deneyin ve tiim islemlerin finansmani ¢aligsmaci tarafindan
karsilanmustir. Cikar ¢atismasi bulunmamaktadir. Calismanin tasarimi, hazirlanmasi, deneyin
yuratulmesi, sonuglarin analizi ve neticesindeki tez yaziminda bilimsel etige ve akademik
kurallara uyulmustur. Bu tezde baskalarinin eserinden yararlanilmasi halinde atifta
bulunuldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini ve bu tezin bir kismi

veya tamaminin baska bir yerde tez ¢alismasi olarak sunulmadigini beyan ederim.

Dr. Berkay BOZKURT



T.C.
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

TEZ ONAY BELGESI

Adaym Adi Soyadi : Berkay BOZKURT

Anabilim Dali/Bilim Dali  : Beyin ve Sinir Cerrahisi

Tezin Baslig1 : Deneysel Rat Omuriligi Yaralanma Modelinde
Vortioksetin’in Tedavi Edici ve Motor Fonksiyonlar Uzerine
Lyilestirici Etkilerinin Degerlendirilmesi

Tezin Danismani : Prof. Dr. Ali Riza GEZICI

Tezin Savunma Tarihi

Jiiri Bagkani Prof. Dr. oo
Uye Prof. DI oo
Uye Prof. DI, oo e

DEKANLIK ONAYI

Bu tez Uzmanlik Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Muhammet Giizel KURTOGLU
DEKAN V.



Tesekkiir ederim;

Vatanin dort kosesinde, yiireklerde damar damar yasamaya devam eden; saygi ve minnetle
andigim Gazi Mustafa Kemal ATATURK ’e...

Koronaviriis hastaligi(Covid-19) pandemisinde insan hayatina saygi ile yaklagan ve bu
baglamda kendi hayati pahasina miicadele veren ;miicadele esnasinda hayatin1 kaybetmis olanlar
basta olmak iizere, diinyadaki tiim hekimlere ve diger saglik calisanlarma...

Uzmanlik egitimim ve tez ¢alismam boyunca etik durusundan taviz vermeyen, yeri
geldiginde disiplinli bir subay yeri geldiginde ise sefkatli bir baba edasiyla yaklasarak egiten, degerli
hocam Prof. Dr. Ali Riza GEZICT’ye...

Uzmanlik egitimim boyunca cerrahide 6zgiiven kazanmami saglayan degerli hocam Dog. Dr.
Yasar DAGISTAN a...

Usta-cirak iligkisi ile 6grenilen emegin mesleginde; norosirurjiyen olmak i¢in dncelikle bir
zanaatkar olabilme yolunda , bilgi ve beceri birikimini paylasarak bana nasil cerrah olunacagini
ogreten, sonsuz bir egitim ve 6grenim yolu olarak gordiigiim meslegimin geri kalaninda, simdinin
iizerine kuracagim hekimlik yapisinin temelinde yer alan demir gibi pay1 olan kiymetli hocam Dr.
Ogretim Uyesi Ozgiir SENOL ’a. ..

Klinigimizin yetistirdigi ilk beyin cerrahi, temiz kalpli bir agabey ve basarili bir akademisyen
olan Dr. Ogretim Uyesi Giiven KILIC’a...

Hayata gbzlerimi a¢tigim andan itibaren gordiigiim en giizel yiiz, duydugum en giizel ses,
kokladigim en giizel koku olmanin yaninda ilk 6gretmenim olarak beni hayatin geri kalanina
hazirlayan yiiregi sevgi ile dolu annem Ayse BOZKURT ’a...

Destegini her zaman hissettigim, yasama bakisini 6rnek aldigim, biiyiirken rol model olarak
gordiigiim daha sonra ise meslektasi haline geldigim yiice insan babam Emir BOZKURT ’a...

Artik biiylidiigliniin hi¢bir zaman farkina varamayacagim; her zaman kiigiik ve tath kardesim
olarak gordiigiim, bunun yaninda varligiyla giiciime gii¢ katan canim kardesim Simay
BOZKURT a...

Asistanlik egitimi boyunca bir aile haline gelmis oldugumuz sevgili dostlarim Op. Dr. Kutlu
SARI’ya, Op. Dr. Seckin Emre CANCAN’a , Ars. Gor. Dr. Caner CICEK’e , Ars. Gor. Dr. Giilistan
SAYAN’a, Ars. Gor. Dr. Sit KARATAS’a, Ars. Gor. Dr. Sena ERDOGAN’a ve Ars. Gor. Dr.
Yagiz AKYUZ’e, ayn1 béliimde ve hastanede galisarak asistanligin cefasini beraber ¢ektigim esim
Ars. Gor. Dr. Burcu Ece BOZKURTa...

O annesinin karninda diinyaya gelmeyi beklerken babasinin da biiyiik bir heyecanla kendisini
bekledigi ve sonunda kavustugumuz, hayatin her yeri ve her zamaninda yaninda olacagim hatta
hayatin 6tesinde de ruhumun pargasi olarak var olacak, kalbimin beraber attig1 kizim Bensu
BOZKURT’a...

Dr. Berkay BOZKURT



ICINDEKILER:
ETIK KURUL KARARL....cc.uciitiiiiiiiiiiiiiiiienretttiaieeeeteeniesseetennnessessennenne I
ETIiK ILKELERE UYULDUGUNA ILISKIN BEYAN.....ceetuttuieineeneneneenennnnn. 1
TEZ ONAY BELGESI....cceiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicccen et eeeeeeees i
TESEKKUR EDERIM....cuiuuiuiiiuiiiuiininienienintenieeeneeneseeneseensessscencsesnesnon. vV
TABLOLAR...cetiiiiiiiiiiiiiiitiittttssssastttcsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssns Vil
GRAFIKLER. ......cciitittiierieitiiieerreetnneeeeeettnneeesseerennssssessmnnnssssesennnnns VIII
RESIMLER.....cuutiiiiiiiiiiiitiiiiiiatiiesessteosssstesssssstosssssssosssssssssssssscsssnsscns IX
KISALTMALAR VE TERIMLER......ccccvuttiiiiiiiiieiereeererenneneresncsnesnn Xl
(0777 D PP X1V
ABSTRACT ..cciiiiiiiiiiiiniiiiiitntiiiesasteosessstcsssssscssssssssssssssssssssssssssssssissss XVI
1. GIRIS... ... ... A A W .................... 1
2. GEREC VE YONTEM....cciiiiiiiiiiiiiinnttiiiccissessssssssccsssssssssssssssssssssns. 25
T OF:1 1T 11 B €)1 1) P o PO 29
2.1.1-Calismada Kullanilan Ratlar ve OzelliKIeri.........c.ovuvuieniii i, 29
2.1.2-Calisma GIUPIATL. ......oueiniiit e e 30
2.2-Anestezi Altinda Uygulanacak ISIemler..........uvvenereeeneeeerneeeeeneereeneerneesserneenns 35
2.3-Cerrahi ve Spinal Kord BasiSI.....cccivuiiiiiiiiiniiniiieiiniiiiiieiiniireciassnsossssnssnscsssnse 35
2.4-Motor muayene, Egik Diizlem ve Ayak izi ile Degerlendirme............c.cccvueevunennnnnnn. 40
2.4.1-Motor Muayenede Faydalanilan Drummond ve Moore Kriterleri..................... 40
2.4.2-Egik Diizlem ile Degerlendirme. .............oooiiiiiiiiiiii i, 42
2.4.3-Ayak 1Zi ANAlIZI. ..o, 43
2.5- Agirhik Takibi ile Doz Ayarlamasi Yapilan Vortioxetine’in ve Serum Fizyolojik’in
Intraperitoenal Yoldan Uygulanmasi........c...ueeeuneruneerneerneereneesneerneesneesseesseesnnenes 45
2.6- Sakrifikasyon Yontemi ve Orneklerin Toplanmasi.........cceuueeeneeeneerneeenneenneeennnnn, 46
2.7- ELISA Cahsmalar icin Test Prosediirleri.........ccoeevieiiuiiiiiniiiiieiiniinicieciniennene, 50
2.7.1- Rat Serotonin Olgiimii Icin ELISA Protokolli.........uvveveeeieeiieieieieeenn 52
2.8- Hemotoksilen-Eozin Boyama ProSedUNT...eceeeeeeeseeseeceecesenseesescnsonsessescnssnsansesanes 53
2.9- Serotonin Immiin Boyama Cahsmasinin Protokolii (SHT).......cccueeeuneevnneenneennnnnnn. 54
2.10- Luxol Fast Blue Boyama ProSedUrl....eeceeeeeeeeeeseeceecessnsensessnsensossescnssnssssescnses 55

2.00- TStAtIStIKSEl AMALIZ. . eevueenenrnrneneenenrnrneeeeesnsesnessnsesnssssssssnsssssssssssssssssssnsnssssses 56



\

3. 3 0 5T €1 5 . N 58
3.1- Drummond Moore Kriterleri ile Motor MUGYENE....ccvereiiereneererenrenecearensenacansorens 58
3.2- Egik Diizlem ile Degerlendirme.........ccoeeiieiiiniiiieiiiniiineissnrosnscsetosnscsssscsnscsnen 63
3.3- AYAK IZI ANANIZI.cueeraiieeretirineeeeteteeeeeatentesacansenseesssnsonsesnsansesssansonsenssansanienns 66
BT R N - ) )1 4 ) F 69
3.5- SEIOtONIN DUZEYIueuueeeeeeeenreneenarenseeasanseseeassnsensesasensensssnsansesssansonsssnsanssniesnse 70
3.6- HiStOIOJIK VeITlEr cuueniiniieiieiiiiiieiieieiiiieteeeneentiaseecesensensossnssnsonsossnsonsanionsanse 72

3.6.1- Kullanilan Istk MiKroSKobuU. ..........ooiiiiiii e 72

3.6.2- HE&E BOYAMA. ...ttt e e 72

3.6.3- LFB BOYaMa. ...t e 74

3.6.4- Serotonin IMmUN Isaretleme. . .........oouieeiee e, 78
4. TARTISMAL . ceiiiiiiiiiiiiiiiiiitiitiiittitiistintetnteiscenstesscsnscscsnnsonne 80
4.1- Deneysel Rat Omuriligi Yaralanma Modeli..........cccevviiuiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiienienan 82
L 3 Y 11 82
4.3-SaKIifIKASYOM.c.viieiiniiiiieiiniiieiiniiieeieiinietetsstsnssssssssossssssssssssssssossssnssnsssssnses 83
4.4- Vortioksetin Ve SerotonNiN(5-HT ) uiieiieiieiiiiiiiiieeieiatinteeeeeententeecescnsensescescnsansens 84
4.5- Kilo Aliminin Vortioksetin ile THSKiSi......cuuerueerneruiereerierneerierneereeseereeseernneiees 98
4.6- Histolojik Verilerin ANaliZi . eeeeeeeiieeieeiiiiiiiiieiieiniinieeceeeneensenceecesensensescscnsonnn. 99
4.7- Vortioksetin ve Motor Fonksiyonlar Uzerine Tyilestirici EtKisi..........ccvueeerunnennnnn. 101
S. SONUC .. eeitiiitiiiiiiiiitiietiietiittiittiettistitetsstesstcsscssssssssssscssssnssnss 103
[ N S . N 2 104
EKLER....coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiteiattiatettctetisscistcscssssensesneen 114



Tablo 1:

Tablo 2:

Tablo 3:

Tablo 4:

Tablo 5:

Tablo 6:

Tablo 7:

Tablo 8:

Tablo 9:

Vil

TABLOLAR:
Drummond ve Moore Kriterleri.... ... ..o 41
Drummond Moore Kriterleri ile yapilan motor muayene sonuglari......................... 58
Egik diizlem ile degerlendirilen ratlarin ac1 dereceleri....................oooiiiiin 63
AGITlIK takibi. ..o 69
ELISA ile Serotonin dUZEYi. ... ....ooviririe i e 70
ELISA SONUGIATT. ...ttt e e e e e ae e 71
HASAr YUZACSI. ... vt e 73
Normal Miyelinizasyon-Az ve Siddetli Demiyelinizasyon....................c.ceeennn... 76
DEMIYEIINIZASYON. ..\ et 77

Tablo 10: Serotonin BOYAMA. .......c.uititit it 79



Vil

GRAFIKLER:
Grafik 1: Gruplarin motor muayene durumlarinin karsilastirmasi boxplot grafigi.................. 62
Grafik 2: Gruplarin motor muayene ortalamalarinin karsilagtirmasi grafigi......................... 62
Grafik 3: Gruplarm egik diizlem ag¢ilarinin karsilastirmas: boxplot grafigi.......................... 65
Grafik 4: Gruplarin egik diizlem ag1 ortalamalarinin karsilagtirmasi grafigi......................... 65
Grafik 5: Agirlik takibi boxplot @rafigi.........ooeiiiiiiiiii 69

Grafik 6: Gruplarin serotonin diizeylerinin karsilastirilmasi boxplot grafigi........................ 70



Resim 1:

Resim 2:

Resim 3:

Resim 4:

Resim 5:

Resim 6:

Resim 7:

Resim 8:

Resim 9:

Resim 10

Resim 11

Resim 12

Resim 13

Resim 14

Resim 15

Resim 16

Resim 17

Resim 18

RESIMLER:
Omurga, Columna Vertebralis............coooiiiii e 7
Omurilik, Medulla spinalis ve Spinal sinirler, Nervi spinales.......................a 8
OMUIEIIZIN ArteTleri. . ...ttt 9
Omuriligin arterleri, AdamkieWiCZ arteri...........coevueiuineiiiiiiiiiiiiiieeenenne. 10
Omurilik, Medulla Spinalis, Afferent ve efferentyollar...........................ooi 11
Yaralanma modelleri..... ..o 23
Ratlar ya da sicanlar tekli kafeslerde uygun kosullarda tutulmustur....................... 34
INSIZYON. ... 37
Cerrahi katlarin agilmast. ... ... e 37
: Ekartorlerin yerlestirilmesi, laminektomiyi takiben klip bas1 uygulanmasi............. 38
s Klip kompresyon modeli....... ..o 39
: Cerrahi katlart kapatilmast........ ..., 39
: Egik diizlem ile degerlendirme.......... ..o 42
CAYAKIZEANAKIZE. ..o 44
L SAKIITIKASYON . .. e, 48
: Sakrifikasyon, rattan alinan blok halinde omurga..................cociii 49
: Klip bastya ugramis omurilik dokusu...............ooooiiii 49

: Kulak kiipesi ve agirlik takibi. ... 51



Resim 19: Sakrifikasyon ile alinan spinal kord doku 6rneklerinin ratlarin kiipe numaralarina gore
eppendorf tliplerine yerlestirilmesi.........ooueiieiiii e 51
Resim 20: Deney grubu 224 numarali ratin sirasi ile preoperatif, postoperatif, 3., 5., 7., 10.
gunlerdeki ayak iZIEII. ... 66
Resim 21: Deney grubu 349 numarali ratin sirasi ile preoperatif, postoperatif, 3., 5., 7., 10.
gunlerdeki ayak 1ZIEII. ... 67

Resim 22: Sham grubu 415 numarali ratin sirasi ile preoperatif, postoperatif, 3., 5., 7., 10.

gunlerdeki ayak IZIEIT. ... ... 68
Resim 23: Deneyden 10 giin sonra H&E ile boyanmis spinal cord enine kesit..................... 72
Resim 24: Deneyden 10 giin sonra LFB ile boyanmis spinal cord enine kesit....................... 74

Resim 25: Deneyden 10 giin sonra Serotonin immiin igsaretleme..............c.cooveveieieieneennn... 78



KISALTMALAR VE TERIMLER:

A
ABDD ... Amerika Birlesik Devletleri
C
0 Kalsiyum
0150 P Santimetre
CPG e Central pattern generator; Merkezi patern jenerator(
D
DAB.......cocvver. N ... RO, Y R Diaminobenzidin
E
ELISA oo Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
G
e Akselerometre ile dl¢iilebilen ivmelenme degeri,

Gravitational; Kutlecekimsel

G PIOtEIN. ..ttt Guanin niikleotid baglayici protein
. Gram
H

HEE ... Hemotoksilen&Eozin
HRP .o Avidin-Horseradish Peroxidase; Avidin-Siyahturp Peroksidaz
K

S Potasyum

PPN Kilogram

Xl



Xl

L

PP Lomber
LB B e Luxol Fast Blue
M

MAP. ..o Mean arterial pressure; Ortalama arteryel basing
MDD ..o Major Depressive Disorder; Major Depresif Bozukluk
10T SRR Miligram
MRNA. .. Messenger ribonucleic acid; Mesajc1 riboniikleik asit

0000 P Milimetre
1L e Mililitre
L Mikrolitre
N

NAC L e Sodyum Kloriir
@)

O D Optik density; Optik yogunluk
P

PBS..oo Phosphate-buffered saline; Fosfat tamponlu serum fizyolojik

PPAR-y..................Peroxisome proliferator activated receptor gamma; Peroksizom proliferator

aktive reseptor gama

PV D Iy 0t . e Povidon iyot
R
Rt Sican



Xl

S

SERT ..ot Serotonin Transporter/5-HTT; Serotonin Tas1yicisi
SCL.iiii e Spinal Cord Injury; Spinal Kord Yaralanmasi/Hasar1
SE e, Serum Fizyolojik, Salin
SPSS........... Statistical Package for the Social Sciences; Sosyal Bilimler I¢in Istatistik Programi
S e e Standart sapma
SSS...... . ... ... T R Santral Sinir Sistemi
ST.eeeeivee . ... N B W A Serotonin
ST L PPN Serotonin
R ORI SN _JNY N JU WU Y Santigrat derece
T

T e Torakal
TNF Ol Tumor necrosis factor alpha; Tumor nekrozis faktor alfa
TOB-PINCH. .. Ayak ucunun sikilmasi
Vv

R 0] = O RPT PR Tiip karistirict



XIvV

DENEYSEL RAT OMURILIGIi YARALANMA MODELINDE
VORTIOKSETIN’IN TEDAVI EDICi VE
MOTOR FONKSIYONLAR UZERINE IYILESTIRICI

ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

OZET:

Spinal kord yaralanmasi ciddi motor, duyusal ve otonomik
bozukluklara sebep olabilen, motor yeteneklerinin kaybiyla
seyreden bir durum olup konjenik olmayan sakatligin ilk
nedenlerindendir. Motorlu tasit kazalarinin yaninda bir¢ok travma
mekanizmasi spinal kord yaralanmasina sebep olabilir.

Spinal kord yaralanmasi patofizyolojik olarak primer ve
sekonder mekanizmalarla olusan iki asamali bir siiregtir. Bu
caligmada 21 adet Wistar Albino cinsi erkek yetigkin rat deney-
sham-kontrol olarak ii¢ gruba ayrildiktan sonra; kontrol grubundaki
ratlara sadece laminektomi yapilarak cerrahi yiik bindirilmis olup,
deney ve sham gruplarindaki ratlara klip kompresyon yontemi
kullanilarak omurilik yaralanmasi gerceklestirilmistir. TUm ratlar
Uzerinde sakrifikasyon sonras1 histolojik degerlendirme (Luksol

Fast Blue boyama, Hematoksilen&Eozin boyama, serotonin immdin



boyama, ELISA ile spinal kord serotonin diizeyi 6lclimii) yapilarak
ve caligsma siiresince néromotor muayene yontemleri(egik diizlem,
motor skorlama, ayak izi analizi) kullanilarak, Vortioksetin’in
sekonder yaralanma Uzerine tedavi edici etkisi ile serotonin
yolaklar1 iizerinden etki varlig1 arastirilmistir. Calisma siiresince
deney grubundaki ratlara VVortioksetin verilirken, sham grubundaki
ratlara salin verilmistir.

Motor muayene ve egik diizlem derecelerine gére gruplarin
ikili karsilagtirmalarina bakildiginda 3.( p=0,004- p=0,007), 5.(
p=0,008- p=0,001), 7.( p=0,011- p=0,001), 10.( p=0,004- p=0,001)
gunlerde deney grubunun sham grubuna gore istatiksel olarak
anlamli fark yarattigi; sakrifikasyon sonrasi alinan spinal kord doku
orneklerinin H&E boyamalarinda deney grubunun hasar yiizdesinin
sham grubuna gore daha az oldugu (p=0,022) ve ayni 6rneklerin
Luxol Fast Blue boyamalarinda deney grubundaki ratlarin
%71,4>tinde normal miyelinizasyon, sham grubundaki ratlarin
%42,9°’unda siddetli demiyelinizasyon goziiktiigii tespit edilmistir.
Serotonin ile ilgili analizlerde ise istatiksel anlamlilik ¢ikmamastir.

Deneysel rat omuriligi yaralanma modelinde
Vortioksetin’in tedavi edici ve motor fonksiyonlar iizerine
tyilestirici etki yarattig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: laminektomi, serotonin, spinal kord

yaralanmasi, travma, vortioksetin
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EVALUATING THE EFFECT OF VORTIOXETIN
ON TREATMENT AND IMPROVEMENT
OF MOTOR FUNCTIONS

IN EXPERIMENTAL RAT SPINAL INJURY MODEL:

ABSTRACT:

Spinal cord injury is a condition characterized by the loss of
motor abilities that can cause severe motor sensory and autonomic
impairments and is one of the first causes of noncongenic
disability. In addition to motor vehicle accidents, many trauma
mechanisms can cause spinal cord injury.

Spinal cord injury is a two-stage process that occurs
pathophysiologically by primary and secondary mechanisms. In
this study, 21 Wistar Albino male adult rats were divided into three
groups as experiment-sham-control; the rats in the control group
were subjected to surgical burden only by laminectomy, and the
rats in the experimental and sham groups were injured using the
clip compression method. During the research, the therapeutic
effect of VVortioxetine on secondary injury and its effects on
serotonin pathways have been investigated on all rats by
performing histological evaluation (Luxol Fast Blue staining,

Hematoxylin & Eosin staining, Serotonin immunostaining, spinal



cord serotonin level measurement by ELISA) after sacrification
and using neuromotor examination methods (inclined plane, motor
scoring, footprint analysis) . Vortioxetine was given to the rats in
the experimental group, while saline was given to the rats in the
sham group during the research.

Considering the dual comparisons of the groups according
to motor examination and inclined plane degrees, it was found that
the experimental group made a statistically significant difference
compared to the sham group on the 3rd (p = 0.004- p = 0.007), 5th
(p = 0.008- p = 0.001), 7th (p = 0.011- p = 0.001), and 10th (p =
0.004- p =0.001) days; in the H&E staining of spinal cord tissue
samples that was taken after sacrification, the damage percentage
of the experimental group was less than that of the sham group (p =
0.022) and in Luxol Fast Blue staining of the same samples, it was
found that 71.4% of the rats in the experimental group had normal
myelinization and 42.9% of the rats in the sham group showed
severe demyelination. No statistical significance was found in the
analyzes related to serotonin.

In the experimental rat spinal cord injury model, it has been
observed that Vortioxetine has a healing effect on therapeutic and
motor functions.

Keywords: laminectomy, serotonin, spinal cord injury,

trauma, vortioxetine
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DENEYSEL RAT OMURILIGIi YARALANMA MODELINDE
VORTIOKSETIN’IN TEDAVI EDICi VE
MOTOR FONKSIYONLAR UZERINE IYILESTIRICI

ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

1.GIRIS:

Spinal kord yaralanmasi ciddi motor, duyusal ve otonomik
bozukluklara sebep olabilir.(Assinck et al., 2017) Travmatik spinal
kord yaralanmal1 kisilerin yagsam siireleri genel niifusa oranla kisa
olsa da; Ikinci Diinya Savasi’ndan bu yana carpict bigimde iyiye
gitmektedir.(Savic et al., 2017)

Son zamanlarda temel laboratuvar ve klinik arastirmalar
tedavi hususunda Onemli ilerlemelere yol agmuistir. Spinal kord
yaralanmasi; hastayi kisisel olarak etkilemekle birlikte is giicii kaybi,
tedavi maliyetleri gibi  sosyal yikleri de beraberinde

getirmektedir.(Sekhon and Fehlings, 2001)



On yillarca siiren arastirmalara ragmen, omuriliklerinde
travmatik bir yaralanma gegirenlere islevi geri kazandirabilecek
etkili bir midahale yoktur. Sonug olarak, bu bireylerin buyuk
cogunlugu 6miir boyu fel¢ ve néropatik agri ile ve bireyin genel
yasam kalitesini olumsuz etkileyen bir dizi baska olumsuz olayla
kars1 karstyadir.(Ruppert et al., 2019)

Spinal kord yaralanmasi neticesinde gelisen omurilik
felcinin tedavisi hususunda giliniimiizde arastirmalar devam
etmektedir. Gelistirilmekte olan spinal stimiilasyon tekniklerinde
epidural elektriksel uyarmin omuriligin arka koklerindeki
proprioseptif devreler tarafindan algilanarak motor néronlari aktive
ettigi bulunmustur. Elon Musk ve Neurolink'in yeni ndro arabirimi
hem arastirma hem de klinik uygulamalar i¢in yeni nesil beyin-
makine arabirimlerine dogru gergek bir adim olma sansina sahiptir.
Yiiksek bant genisligine sahip bir cihazin klinik uygulama icin
uygun hale gelmesinden 6nce dnemli teknolojik zorluklarin ele
alinmas1 gerekmesine ragmen bu tiir bir cihazla omurilik
yaralanmasi olan bir hastanin, bir dijital fare ve klavyeyi ustaca
kontrol edebilecegi hayal edilebilir. Hizla gelisen spinal
stimiilasyon teknikleriyle birlestirildiginde, bu yaklagimin
gelecekte motor fonksiyonu makul bir sekilde geri dondiirebilecegi
6ne surtlmektedir.(Musk, 2019, Pisarchik et al., 2019, Wagner et

al., 2018, Song et al., 2011)



Spinal kord yaralanmasi neticesinde olusan felci tedavi
edebilme istegi ; diinyada daha once yapilan ve devam etmekte
olan ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢calismanin ve deneyin
yapilmasinin temel fikir taglarini olusturmaktadir. Temel fikir
taglarini iizerine insa edecegimiz anatomiden kisaca bahsedecek
olursak; beyin ve omurilikten olusan merkezi sinir sistemi alim,
detaylandirma ve bilgi aktarimindan sorumlu merkezdir. Omurilik
bir néron demeti icerir ve onu koruyan omurga kanalinda yerini
alir. Insanlarda, 8 -10 mm orta capli, kafatasinin tabaninda baslayan
silindirik bir forma sahiptir, ancak uzunlugu ilk lomber
vertebralarla sonlandigindan tiim uzunlugu boyunca vertebral
kanal1 isgal etmez. Omurga bes bdlgeye ayrilir: servikal, torasik,
lomber, sakral ve koksiks . Omurga 33 omurdan olusur. Her omur
bir omur gévdesi, noral ark, pedikiil ve laminadan olusur. iki
lamina, spindz progesi olusturmak i¢in arkaya birlesir. Vertebral
slitunu distan i¢ mekana stabilize eden baglar supraspindz,
interspindz, ligamentum flavum, posterior longitudinal ve anterior
longitudinal ligamanlardir . Baglar, korda zarar verebilecek asir
harekete izin vermeden esneklik saglar. Insan omurgasi da
yaglanmadan etkilenir. Omurlar aras1 diskler daha kuru, daha fibroz
ve daha az esnek hale gelir. Omurilik, vertebral kanalda bulunan
zarlarla kapli uzun silindirik bir yapidir. Omurilik medullanin

devamidir. Foramen magnumdan ilk lomber vertebranin alt sinirina



uzanir. Ust ve alt ekstremitelerin innervasyonuna karsilik gelen
servikal ve lumbosakral olmak iizere iki genisleme vardir. Konus
medullarisinde sona erer. Omuriligin anterior kismi motor yollarini
igerirken, posterior kord duyu yollarini igerir. Omurilikten, tiim
viicudun motor ve duyusal yeteneklerinden sorumlu periferik
sinirler baslar. Ornegin cilt tarafindan algilanan harici bir uyaran,
aksonlar boyunca omuriligin sirt tarafina ve son olarak beyne
tasinan kimyasal sinyale doniistiiriiliir. Beyinde, detaylandirilir ve
duyarli motor sinyali omuriligin ventral tarafina ve uyarani
algilayan bolgeye geri doner. Meninks ad1 verilen {i¢ zar,
omuriligin tamamini kaplar. Distaki mukavemetli zar dura mater
olarak adlandirilmistir. Ortadaki ince ve ag benzeri filamanlarla
olusan zar hassas araknoid’tir ve i¢ zara pia mater denir. Araknoid
ve pia mater arasinda, beyin omurilik s1visi ile dolu bir bosluk
vardir ve bu bosluk omurga dokusuna kan saglayan arterler igerir Ki
travma durumunda burada kanama olacaktir. Omurilik iki farkl
doku tipinden olusur. I¢ kisim grimsi goriiniir ve gri madde olarak
adlandirilir, dis kisim beyazdir ve buna beyaz madde denir . Beyaz
madde her biri belirli islevlerle iliskili ndronlar igeren siitunlara
boliiniir. Yanal siitunlar serebral korteksten temasli omurga motor
ndronlarina giden aksonlari igerir. Dorsal bolgede duyarlilik bilgisi
beyne dogru taginir. Ventral kolonlar hem agr1 ve sicaklik hakkinda

¢ikan iletileri hem de inen motor iletileri tasir. Gri madde dorsal ve



ventral boynuzlara ayrilir. Dorsal olanlar cilt uyaran alimi igindir;
ventral olanlar propriyoseptif lifler alirlar ve orta kisim kaslardan,
visseralardan duyusal girdiler alirlar. Kasin motor aktivitesi, Seri
olarak yerlestirilen farkli néron gruplar1 arasinda gergeklesen is
birliginin sonucudur. Bunlardan biri hasar gorrse, bilgi devresi
bozulur ve sonucunda hareket engellenir. Servikal ve lomber
segmentlerdeki ortalama omurilik kan akisi torasik segmentten %
40 daha yiiksektir. Omurilik kan akisinin havza alani orta torasik
bolgedir. Omurilik kan dolagimini esas olarak {i¢ longitidunal
damardan alir. Kordun 6n % 75'ini besleyen tek anterior spinal
arter, iki vertebral arter tarafindan olusturulur . iki posterior spinal
arter posterior inferior serebellar arter tarafindan olusturulurak
kordun arka %25'ini besler . Anterior ve posterior arterler sadece
omuriligin iist servikal segmentlerini korumak i¢in yeterli kan
saglayabilir. Omuriligin daha diisiik seviyelerine kan temini, 6n ve
arka spinal arterlerle anastomozlanan radikiiler arterler tarafindan
saglanir. Alt torasik veya Ust lomber bélgede bulunan biydk bir
radikiiler arter olan Adamkiewicz arteri, alt korda kan akisinin
cogunu saglar. Otomatik regiilasyon, ortalama arteriyel kan
basincindaki (MAP) degisikliklere yanit olarak vaskiiler direnci

degistirerek omurilik kan akisini korur.



Cikan spinal yollar omuriligin arka stitununda bulunur ve
medullada sonlanir, duyusaldirlar. Medulladaki ¢caprazlamadan
sonra, ikinci dereceden noronlar artan bir demet olusturur ve
sonrasinda U¢lncl dereceden néronlar yoluyla postsantral giruslara
ulasacaklar1 talamusa varir . Kortikospinal sistem olarak
adlandirilan inen yollar motordur. Kortikospinal kanal lifleri,
presentral girustaki serebral korteksten kaynaklanir ve % 90'1
medulla seviyesinde caprazlar. Mediiller ¢aprazlamanin tistiindeki
lezyonlar kontralateral felce neden olurken mediiller ¢aprazlamanin
altindaki lezyonlar ipsilateral felce neden olur.(Papa et al., 2020,

Brambrink and Kirsch, 2019)
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Resim 2: Omurilik, Medulla spinalis ve Spinal sinirler, Nervi

spinales
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Resim 3: Omuriligin arterleri
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Resim 4: Omuriligin arterleri,Adamkiewicz arteri
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Resim 5:0murilik, Medulla Spinalis, Afferent ve efferent
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Spinal kord yaralanmasi , motor yeteneklerinin kaybiyla
seyreden ve milyonda 40 ila 80 vaka arasinda yillik insidansla
diinyadaki konjenik olmayan sakatligin ilk nedenlerinden biri olan
bir durumdur. Diinya ¢apinda yaklasik iki buguk milyon insan
spinal kord yaralanmasindan etkilenmektedir . SCI gecirenlerin
cogu erkektir (ABD'de % 82, Hindistan'da %72.7) ve ortalama
yaslar1 33'tiir. Sebepler diinyada iilkeden tilkeye farklilik gosterir ve
cogunlukla tasit kazalari, diismeler, siddet veya spor faaliyetleri ile
ilgilidir. Ek olarak, insidans bolgeye bagimlidir. Bu travmatik
olaylar, bir veya daha fazla vertebranin kirilmasi, ¢itkmasi veya
sikismasi ile sonuglanir; ardindan gelisen kanama, iltihaplanma ve
enfeksiyon klinik durumun daha da kotiilesmesine katkida bulunur.
Bununla birlikte, Kuzey Amerika ve Avrupa Birligi bolgelerinde
travmatik olmayan orijinli vakalarin (osteoporoz veya timor)
artmasina iligskin en son istatistikler, giderek artan yaslanan niifusla
iliskilidir. Travmatik spinal kord yaralanmasinda; travmanin
siddetinden dolay1, SCI magdurlarinin ytiksek bir yiizdesi (% 15 -
56) hastaneye yatmadan dnce 6lmektedir. Travmadan ve travma
sonrasinda ilk 24 saat boyunca hayatta kalanlar, ortaya ¢ikan
duruma (parapleji, tetrapleji) ve saglik sisteminin kapasitesine bagl
olarak SCI olmayan popiilasyona gore daha diigiik yasam

beklentisine sahiptir.(Papa et al., 2020)



Spinal kord yaralanmalarina en ¢ok motorlu tasit
carpismalari, diismeler ve sporla ilgili yaralanmalar neden olur.
Motorlu tasit kazalar1 spinal kord yaralanmasi i¢in en yaygin sebep
olarak kalirken; yakin zamandaki demografik veriler, ayakta
durdugu ytikseklikten diismek gibi diisiik enerji olaylarindan sonra
spinal kord yaralanmasi olusan yasli bireylerde artan bir insidansi
gostermektedir. Nijerya'daki palmiye agaci tirmanicilart arasinda
olusan kazalar, sorfiin popiiler oldugu bolgelerde sorfcii
miyelopatisi, Tanzanya’da yakacak odun ve meyve bulmak igin
agaclara tirmanmanin ardindan meydana gelen diismeler,
Hindistan’da karanlikta korkuluk olmadan ¢atilarda uyumak
nedenli gece boyunca olusan diismeler, iran'da 6zel bir ev
temizligi tlirii Khaneh Takani sirasinda olusan kazalar veya
Katalonya’da “insan kuleleri” ile olusturulan folklorik aktivite
esnasinda geligen kazalar gibi bazi travma mekanizmalar1 travmatik
omurilik hasariin bir nedeni olarak goriilebilir.(Witt et al., 2018)

Isve¢ Stockholm bolgesinde yasayan 320 spinal kord
yaralanmali hasta ile yapilan bir ¢alismada ; spinal kord
yaralanmasi olan bireylerde yasam kalitesinin normotif bir
poplilasyona kiyasla tiim alt dlgeklerde anlamli derecede diisiik

oldugu gosterilmistir.(Westgren and Levi, 1998)
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Bu bilgiler 1s181nda; spinal kord yaralanmasinin diinyadaki
yeri ve Onemi anlagilmis olup ¢alismamizda Vortioksetin’in spinal
kord yaralanmasinda iyilestirici etkisi arastirilmistir.

Vortioksetin’in secilme nedenine gelmeden dnce spinal
kord yaralanmasi lizerine genel bilgileri aktarmaya devam edelim.
Akut spinal kord yaralanmasi patofizyolojik olarak primer ve
sekonder mekanizmalarda olusan iki asamali bir siirectir. Primer
mekanizma; lokal deformasyon ve enerji doniisimiine bagh
mekanik hasarlanma iken sekonder mekanizma ise primer
mekanizma ile tetiklenen hiicre hasarina, devaminda hiicre 6liimiine
neden  olabilen  biyokimyasal ~ve  hicresel  sirecler
kaskadidir.(Sekhon and Fehlings, 2001, Witiw and Fehlings, 2015)
Sekonder hasar; primer yaralanma bolgesinden yayilir ve apoptoz,
demiyelinizasyon, aksonal dejenerasyon icerir. Terapotik olarak
fonksiyonel yararlar1 arttirmak i¢in sekonder hasar1 hedeflemek uzun
zamandan beri ndrobilimciler ve klinisyenler tarafindan potansiyel
bir tedavi stratejisi olarak kabul edilmektedir.(Hilton et al., 2017)
Travmatik spinal kord hasar1 patofizyolojik olarak primer ve
sekonder yaralanmalardan olusur ve akut (<48 saat), subakut (48
saat ila 14 giin), orta dereceli (14giin ila 6 ay) , kronik (>6ay) fazlara
ayrilmaktadir.(Ahuja et al., 2017) Sekonder mekanizma
yaralanmadan birka¢ dakika sonra baglar ve haftalar veya aylarca

surer.(Oyinbo, 2011)
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Calismamizin bir ayaginda ise serotonin karsimiza
cikmaktadir. Serotonin(5-HT)’in lokomotor sistem aktivasyonu,
modiilasyonu ve omurilik lezyonlarindan sonra fonksiyonel
iyilesmede potansiyel rolii biiytik ilgi gormektedir ve arastirma
alan1 olmaya devam etmektedir.(Schmidt and Jordan, 2000) Spinal
kordda santral kanali ¢cevreleyen bolge, dorsal ve ventral boynuzlar
serotonerjik noronlarca zengin olarak innerve edilir. Omuriligin
serotonerjik innervasyonu motor, somatosensor ve otonomik
fonksiyonlar1 modiile eden ¢esitli peptiderjik maddeleri igeren
kompleks bir ¢coklu nérotransmiter sistemdir.(Forrest et al., 1996)

Serotoninin si¢andaki travmatik omurilik yaralanmasi
patofizyolojisinde onemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Serotonin
travma sonrast 0dem olusumunda yer almaktadir. Ayrica vaskiiler
gecirgenligi  arttirmaktadir. Serotonin, yarali bir omurilik
segmentinde meydana gelen doku degisiklerinin 6énemli bir pargasi
olan kan akisinin azalmasina neden olur.(Sharma et al., 1990)

Spinal kord travmasi sonrasi gelisen motor defisitin, ventral
beyaz cevherde akan aksonlardan kaynaklanan serotonin( 5-HT)
terminallerinin dagilimi ile iliskili olmasi, siganlarda ventral
finikiiliin bitinliginin lokomotor aktivitesi i¢in gerekli oldugu

gozlemiyle tutarlidir.(Faden et al., 1988)



Serotonin(5-HT)  beyin  sap1  ndronlarmin  ¢esitli
popiilasyonlarinda sentezlenen bir monoamin nérotransmitter olup,
omurgali lokomosyonuna dahil olan aglarin omurilik aktivitesini
module etmekte onemli bir rol oynar. Omurilik yaralanmasinin
ardindan spinal motor bdlgelere inen serotonerjik projeksiyonlarin
bozulmasi, muteakiben 5-HT’de tiikkenme, hem 5-HT tastyicilarinin
disregulasyonu hem de artmis ekspresyonu, o&zel 5-HT
reseptorlerinin  siiper hassasiyeti ve/veya yapisal otomatik
aktivasyonu ile sonuglanir. Serotonerjik sistemdeki bu degisiklikler;
lokomotor fonksiyon bozuklugundan felce kadar ¢esitli derecelerde
olusabilir. Spinal kord yaralanmasinin deneysel modellerinde;
spesifik 5-HT reseptérii agonistlerinin  verilmesi veya 5-HT
reseptorlerinin tiim smiflarinin global bir aktivasyonunu iireten 5-
HT onclsu olan 5-Hidroksitriptofan’in yiikseltilmesi araciligiyla
serotonerjik reseptorlerin farmakolojik modilasyonunu hedefleyen
stratejiler ile ekstremite koordinasyonunu, lokomotor fonksiyonu
gelistirmek tlizere gorevli serotonerjik sistemin farkli bilesenleri
hedeflenmektedir. Reseptorlerin  uyarilmasi, ozellikle diger
monoaminerjik sistemlerin aktivasyonu ile birlikte kullanildiginda
veya elektriksel uyarim ile birlestiginde iyilestirmek veya yaralanma
yerinin altindaki hareketlerin kalitesini ve sikligin1 kolaylastirmak
icin lokomotor merkezi patern jeneratoriinin (CPG) aktivasyonuna

yol acar.(Ghosh and Pearse, 2015)
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Lokomotor hareketleri; merkezi sinir sisteminde lokalize
olan ve lokomasyon icin merkezi patern jeneratori(CPG) olarak
adlandirilan 6zel bir ndéron aginda programlanir. 5-HT, CPG
aktivitesinin gii¢lii bir néromodiilatorii olarak taninmustir.(Feraboli-
Lohnherr et al., 1997)

Serotonin, kismen motondronlar {izerindeki dogrudan etkileri
yoluyla hareketliligin kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Spinal kord
tam transeksiyonu fonksiyonel 1iyilesmeyi etkileyen motor
noronlarda 5-HT reseptorlerinde degisikliklere neden olur. 5-HT2A
ve 5-HT7 reseptorlerinin aktivasyonu, paraplejik sicanlarin
lokomotor arka bacak haraketlerini gelistirir.(Miazga et al., 2018)

Yiiriime ya da yiizme gibi hareketler, omuriligin ventro-
medial kisminda yer alan bir grup ndron tarafindan diizenlenir. Bu
bolgeden gelen ¢ogu interndron, tekrarlayan motor noron
inhibisyonuna aracilik eden Renshaw hiicreleri de dahil olmak {izere
yogun serotonerjik sinaptik inervasyon alir. Bu goézlemler 5-HT nin
lokomotor aktivitesini modiile ettigini gostermektedir.(Perrier and

Cotel, 2015)
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Intratekal 5-HT’nin, spinal 5-HT reseptorlerinin aracilik
ettigi bir antinosiseptif etki tirettigi kabul edilmistir. Otoradyografik
ve baglanma(binding) ¢alismalar1 omurilikte 5-HT reseptorlerinin
varligint gostermistir. 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D ve 5-HT2
reseptorleri, omurilikte mevcuttur.(Marlier et al., 1991, Thor et al.,
1993, Castro et al., 1997, Jeong et al., 2004) Ayrica, 5-HT3
reseptdriiniin, dorsal boynuzun yilizeysel katmanlari i¢cinde sonlanan
birincil afferent fiberler lizerinde varoldugu tespit edilmistir.(Kidd et
al., 1993, Jeong et al., 2004) 5-HT2A reseptorii mRNA’s1, sadece
omuriligin lamina IX'unda daha yiksek seviyelerde eksprese
edilirken, 5-HT2C reseptorit mRNA's1, lamina IT hari¢ ¢ogu omurilik
laminasinda giiglii bir sekilde eksprese edilmistir. 5-HT3 reseptoru
mRNA’s1;, omurilikte genis bir dagilim ile diisiik seviyelerde
eksprese edilmistir.(Fonseca et al., 2001, Jeong et al., 2004) 5-HT1A
reseptord mRNA’s1, omuriligin dorsal boynuzu boyunca genis bir

sekilde dagilmigtir .(Jeong et al., 2004, Zhang et al., 2002)
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Dorsal boynuzda bulunan baglica 5-HT reseptori sinifi, 5-
HT1 ailesidir.(Murphy and Zemlan, 1992, Hains et al., 2003, Zemlan
and Schwab, 1991) Bu reseptor alt kiimesinden 5- HT1A, tim
yilksek afiniteli [°H] 5- HT baglanma bélgelerinin % 27'sini temsil
eder, en ylksek 5-HT1A reseptorii yogunlugu lamina I ve II'dedir.
(Hains et al., 2003, Zemlan et al., 1988, Marlier et al., 1991) Ek
olarak, secici olmayan bir monovalent katyon kanalina agilan 5-HT3
reseptorii, omuriligin tiim seviyelerinde substantia jelatinosa’da

bulunmustur. (Hains et al., 2003, Hamon et al., 1989)
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Calismamizda spinal kord hasar1 sonrasi sekonder
yaralanma iizerinde Vortioksetin’in iyilestirici etkisi olacagi
hipotezi ile yola ¢ikilmistir. Spinal kord yaralanmasi {izerinde
serotonerjik yolaklarin katilimi ile olusmasi beklenilen iyilestirici
etki serotonin diizeyi ve spinal korddaki serotonin reseptorleri
iizerinden arastirilmak istenildiginden Vortioksetin se¢ilmistir.
Vortioksetin, Lundbeck Ilac Ticaret Limited Sirketi tarafindan
major depresif bozukluk ve genellestirilmis anksiyete
bozuklugunun tedavisi icin gelistirilmis, oral yoldan uygulanan
kiicuk bir molekildir. Vortioksetin, Eylul 2013'te ABD'de MDD
icin ilk kiiresel onayini almistir. Vortioksetin yeni bir multimodal
antidepresan olarak gelistirilmekte olan 5-HT3, 5-HT7 ve 5-HT1D
reseptor antagonisti, 5-HT1B reseptor kismi agonisti, 5-HT1A
reseptorii agonisti ve in vitro SHT tastyict inhibitoridiir.(Merk et
al., 2013, Sanchez et al., 2015)

Sekonder omurilik yaralanmasinda Vortioksetin’in
serotonerjik yolaklar1 da devreyi sokarak olusturacag: diisiintilen
noroprotektif ve rejeneratif etkilerinin aragtirildigi ve ratlarin yer
aldig1 ¢alismamizda klip kompresyon modeli kullanilmistir.
Omurilik zedelenmesi (SCI) modelleri, sadece terapotik
miidahalelerin etkinligini arastirmak i¢in degil, ayn1 zamanda dahil

olan molekiiler yolaklar1 daha iyi anlamak i¢in vazgec¢ilmezdir.
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SCI modelleri, Allen'in 1911'de ilk agirlik diisiiriicti kontiizyon
modelini gelistirmesinden bu yana gecen ylizyilda 6nemli dlgiide
gelismistir. SCI modelleri, insan spinal kord yaralanmasinin
ozelliklerini olabildigince yeniden yaratmay1 hedeflemektedir. Bu

modeller kullanilan hayvana, yaralanma yerinin olusmasina ve

yaralanma mekanizmasina gore degisir. Yaralanma mekanizmasina

bagli olarak, SCI modelleri kontiizyon, kompresyon, distraksiyon,
transeksiyon veya kimyasal olarak siniflandirilabilir. Omuriligin
yerini degistirmek ve zedelemek igin gegici bir kuvvetin
uygulandigi kontiizyon modelleri arasinda agirlik disurilmesi,
elektromanyetik ve hava basinci cihazlart bulunur.
Sikistirma(kompresyon) modelleri, omuriligin uzun bir siire
boyunca sikistirilmasiyla karakterize edilir. Distraksiyon
modellerinde omuriligin gerilmesi igin zit ¢ekis kuvvetleri
uygulanirken, vertebralarin eksenel diizlemde yer degistirmesi
nedeniyle omurilige zarar verilir. Transeksiyon, omuriligin belirli
bir seviyede kismen veya tamamen kesilmesini igerir. Son olarak,
kimyasal aracili SCI modelleri ikincil hasar sekansinin spesifik
yonlerini aragtirir. SCI Uretmek icin modifiye bir anevrizma

klipinin kullanimi ilk 6nce 1978'de siganlarda tarif edildi. Islem,

omurganin istenen seviyesinde bir laminektomi yapilmasini igerir.
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Klip, omuriligin etrafindaki belirli bir kuvvetle kapatilarak akut bir
yaralanmaya neden olur ve daha sonra kordonun belirli bir stre
boyunca, genellikle en az 1 dakika streyle, yaralanmaya neden
olacak sekilde sikistirilmasi i¢in birakilir. Cok ¢esitli kapama
kuvveti olan klipler mevcuttur, bu da degisken kapama kuvveti
olusturur ve dolayisiyla hayvandaki yaralanma siddetini olusturur.
Ornegin; sirastyla ciddi ve orta dereceli yaralanmayn iiretmek icin
esit stirede 50 ve 35 g'lik bir kuvvet uygulanabilir. Klip
uygulamasinin siiresi, degisken siddette yaralanmalara neden
olacak sekilde degisebilir. Klip sikistirmanin avantajlari, nispeten
ucuz olan, degisken siddette SCI iireten ve omurganin tiim
bolgelerinde kullanim i¢in uyarlanabilir bir sikistirma modeli
saglamasidir. Basitlik ve uyarlanabilirlik saglasa da, elde edilen
yaralanma parametreleri klibin kalibre edilmis kapanma kuvveti ve
sikistirma siiresidir. Bu nedenle, klibin kord ile temasi tizerine hizi,
iletilen gercek kuvvet ve kordon sikistirma kapsami hesaba

katilmaz.(Ahmed et al., 2019, Alizadeh et al., 2019)
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Resim 6:Yaralanma modelleri

impaktor
Klip ; ‘ Mikro-makas
I
\ | /
\ i /
\ i /7
\ /
\ ! ’
\ (I
\ AR
—— g
- 2§ 7/ \\ ~
] ~
- 7 ~ -~
2 - < / | = N\ o ~ =
- / | N ™~ -~
% - 7/ 1 ~ S
2a - 7/ 1 N § "
#L / f | N g
= o - Vi ' ~ - -~ ~
o s ’ ’ 1 » N ™~ -
” / | ~ ~
£ 4y D 2y 2 /4y ) /7 /) 7
= E ) | . | = ‘ e
! 1
W=k =SS
\ \ J P N/ \ SN ST
Kompresyon Kontuzyon Yari Kesi Tam kesi Dorsal funikuler
ezilme

Diyagram, siganlarin spinal kordundaki farkli yaralanma modellerini temsil etmektedir,
ilgili yayindan Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir. Kompresyon modelinde, yaralanmayi baglatmak icin bir
klip kullanilir. Kontiizyon yaralanma modeli i¢in, bir ¢arpma tertibati 6nceden tanimlanmis bir
mesafeden distiriliir. Yaralanmanin kesi modelinde, farkl: tipte kesi yaralanmalarini

gerceklestirmek i¢in bir cerrahi bigak kullanilir.(Ahmed et al., 2019)



Calismamizi detaylandirarak aktarmadan once kisaca
Ozetledigimizde; bu ¢alismada ratlarda klip kompresyon yontemi
kullanilarak gergeklestirilen omurilik yaralanmalarinda histolojik
yontemler ve ndromotor muayene yontemleri kullanilarak
Vortioksetin’in sekonder yaralanma iizerine tedavi edici etkisi ile

serotonin yolaklar1 tizerinden etki varlig1 aragtirilmistir.
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2.GEREC VE YONTEM:

Bu caligmada klip kompresyon yontemi kullanilarak
omurilik yaralanmasi gergeklestirilen ratlarda sakrifikasyon sonrasi
histolojik degerlendirme (Luksol Fast Blue boyama,
Hematoksilen&Eozin boyama, serotonin immin boyama, ELISA
ile spinal kord serotonin diizeyi 6l¢limi) yapilarak ve ¢alisma
sliresince noéromotor muayene yontemleri(egik diizlem, motor
skorlama, ayak izi analizi) kullanilarak Vortioksetin’in sekonder
yaralanma tlizerine tedavi edici etkisi ile serotonin yolaklari
iizerinden etki varlig1 arastirilmistir. Calismada literattirdeki diger
calismalara ve Power analizine gore 21 adet Wistar Albino cinsi
erkek rat kullanilmistir. Ratlarin néromotor degerlendirmeleri
cerrahi iglem Oncesinde bir kez kayit altina alinmigtir. 21 adet
Wistar Albino cinsi erkek yetiskin rata uygun anestezi sonrasi

Torakal 5 ve Torakal 12 korpuslari aras1 mesafeden yapilan 2cm’lik
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cilt insizyonunun ardindan ratlarin paravertebral adeleleri
styrildiktan sonra 21 rata T 7-8-9 laminektomi yapilip, bunlardan
14’tine klip kompresyon yontemi ile kord hasar1 verilmistir. Grup-1
(Kontrol Grubu-Laminektomi), Grup-2 (Deney Grubu-
Laminektomi+Kord basisi+Vortioksetin), Grup-3 (Sham Grubu-
Laminektomi+Kord basisi) olarak 7’ser rattan olusan 3 grup
olusturulmustur. Denekler 10 glin stresince takip edilerek,
noéromotor degerlendirmeleri preoperatif, postoperatif , 3.(lglncu)
gun, 5.(besinci) giin , 7.(yedinci) giin ve 10.(onuncu) giin olmak
kaydiyla her bir rat igin 6(alt1) defa kayit altina alinmistir. Denekler

histolojik degerlendirme i¢in 10.glinde sakrifiye edilmistir.

Calismada kullanilan klip kompresyon modeli 1978 ‘de

Rivlin ve Tator tarafindan gelistirilmistir.(Rivlin and Tator, 1978)

Klip yaralanmasi, servikal, torasik ve lomber
yaralanmalarda siganlarda ve farelerde in vitro ve in vivo omurilik

yaralanmasi ¢aligmalari i¢in yararlidir. Avantajlari:

‘1. Ucuzdur.

2. Dayanikhidir. Ayni1 klip sonsuz sayida kullanilabilir,

ancak yaylar ¢coklu aciklik ve kapaniglardan sonra zayiflayacaktir.

3. Omurilikte servikal, torasik ve lomber , tim dlizeylerde

yaralanmalar i¢in yararlidir.



4. Akut, subakut ve kronik yaralanmalarin modellenmesinde

kullaniglhidir.

5. Sicanlarda ve farelerde faydalidir.

6. Dura'nin agilmasini gerektirmez.

7. Omuriligin anterior-posterior kompresyonunu Uretir.

8. Klip’in hizl1 bir sekilde serbest birakilmasi omurilige ani

bir darbe Uretir.

9. Zaman ve uygulama kuvvetinin kontrolii saglanir.

10. Tutarl dereceli yaralanmalar iiretilebilir. Sikistirma
kuvveti ve siiresi, diisiik ila yiiksek siddetli model yaralanmalarina
gore degistirilebilir ve hem sikistirma hem de baski siiresi i¢in

guvenilir doz-cevap egrileri olusturulabilir.

11. Omurganin yaralanma sirasinda stabilize edilmesi ve

hassas konumlandirilmasi gerekli degildir.

12. Ayni1 klip, degisen siddette yaralanmalar iiretmek i¢in

farkli halkalarla monte edilebilir.

13. Cok diisiik mortalite ve morbidite oranlarina sahiptir.’

olarak siralanabilir.(Chen et al., 2019)
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Bu calismada deney grubunda yer alan 7 adet rata mevcut
literatiirlerde belirtildigi tizere kullanim dozuna uygun 10mg/kg
(1ml SF(Serum Fizyolojik)’de 2mg Vortioksetin ¢coziindiiriilerek
verilmistir.) intraperitoneal yoldan 10 guin stiresince giinde bir kez
verilmistir. Calismada yer alan deney,sham ve kontrol
gruplarindaki 21 ratin giinliik agirlik takipleri yapilmistir. Bu
sayede deney grubunda yer alan 7 adet rata verilen Vortioksetin
dozu mg/kg(miligram/kilogram) seklinde giinliik hesaplanarak,
ratlarin kilosuna uygun ila¢ miktarini almalar1 saglanmigtir. Sham
grubunda yer alan 7 adet rat ise deney grubuna verilen
Vortioksetin’in icerisinde ¢oziindiiriildiigii SF hacmine esdeger

olmak kaydiyla, intraperitoneal yoldan sadece SF almislardir.

1., 3., 5., 10. glinlerde egik diizlem ile degerlendirilen,
motor muayeneleri kayit altina alinan ve ayak izleri alinan ratlar 10.
glinde anestezi altinda sakrifiye edilerek; laminektomi ve travma
alanlarindan spinal kord doku drnekleri alinmistir. Alinan
orneklerde nekroz diizeyi gosterilmesi icin Hemotoksilen&Eozin
(H&E) boyama ve miyelinizasyon-demiyelinizasyon gorinimu
icin Luxol Fast Blue boyama yapilmistir. Spinal kord dokusunda
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ile serotonin
seviyesi bakilmistir. Ayrica doku 6rneginde serotonin immiin

isaretleme yapilmistir.
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Universitemiz deney hayvanlar1 labaratuvarinda
gergeklestirilen deneyde doku boyamalar1 ve dokuda serotonin
immiin isaretleme Dr. Ogr. Uyesi Aslihan Savlan tarafindan
iiniversitemiz histoloji labaratuvarinda uygulanmistir. ELISA
calismalari i¢in dis hizmet alim1 (Baran Medikal Sanayi Ticaret
Limited Sirketi Konutkent Mahallesi 3028 Cadde No:2 West Gate

C Blok /9, Cankaya/Ankara) yapilmistir.

2.1-Calisma Gruplari:

2.1.1-Cahsmada Kullanilan Ratlar ve Ozelllikleri:

Calismamizda 250-350 gr. agirliginda 21 adet yetiskin,
erkek Wistar Albino cinsi rat yer almistir. Kulak kiipesi yardimu ile
numaralandirilan 21 adet rat randomizasyon ile {i¢ gruba
boliinmistiir. Calisma ‘Deney Grubu, Sham Grubu ve Kontrol

Grubu’ olarak 3 grup ile slirdiiriilmiistiir.
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Gruplar istatistiksel agidan kabul edilebilir en az hayvan
sayis1 ve daha once yapilmis benzer caligmalar dikkate alinarak
7’ser rattan olusturulmustur. Ratlara tiim siire¢ zarfinda standart
pellet yem ve igme suyu ad libitum saglanmistir. Ratlar 12 saat/12
saat gece-giindiiz déngusiinde, 18-26°C (Santigrat derece) ortam
sicakliginda, %30-70 nem oraninda ; mesane fonksiyonlari, idrar
cikist takibi ve motor fonksiyonlar1 degerlendirilmek amaci ile her

biri ayr kafeste olacak sekilde tekli kafeslerde tutulmuslardir.

Paraplejik ratlara gunlik olarak palpasyon ile glob vezikale
muayenesi yapilmustir. Ratlarin her biri giinde (i¢ defa, mesane

masaj1 yardimi ile isetilmistir.

2.1.2-Calisma Gruplar:

Kontrol (n=7): Bu gruptaki siganlara ,sicanlarin néromotor
degerlendirmeleri cerrahi islem 6ncesinde bir kez kayit altina
alindiktan sonra , ketamin-ksilazin anestezisi altinda T7-8-9
laminektomi yapilmasinin ve cerrahi katlarin kapatilmasimin
ardindan higbir islem uygulanmamistir. Siganlar on giin boyunca 1.
(preoperatif-postoperatif) , 3., 5., 7., 10. giinlerde her giin bir kez
néromotor muayene yontemleri(egik diizlem,motor skorlama,ayak
izi analizi) ile degerlendirilerek standart pellet yem ve ¢esme suyu

ile beslendikten sonra 10.gtinuin sonunda ketamin-ksilazin
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anestezisi altinda yapilan torakotominin ardindan sag ventrikiilden
eksanguinasyon sonrasi eski operasyona ait vertebral orta hattaki
insizyondan ilerlenerek; spinal kord dokusu alinmistir. Alinan doku
orneginin bir kismi hizmet alimi ile serotonin diizeyi bakilmasi
icin dis labaratuara gonderilmek tizere -80 derecede
dondurulmustur. H&E boyama, serotonin immiin isaretleme ve
Luksol Fast Blue boyamalari i¢in de dokunun diger kismi ise % 4’

liikk paraformaldehitte saklanmistir.

Deney (n=7): Bu gruptaki siganlarda Rivlin ve Tator’ un tarif ettigi
gibi deneysel omurilik yaralanmasi modeli olusturulmustur .(Rivlin
and Tator, 1978) Noromotor degerlendirmeleri cerrahi islem
oncesinde bir kez kayit altina alindiktan sonra Ketamin (100
mg/kg, i.m.) ve Ksilazin (10mg/kg, i.m.) ile anestezi edilen
sicanlarin Torakal 5 ve Torakal 12 korpuslari aras1 mesafeden
yapilan 2cm’lik cilt insizyonunun ardindan paravertebral adeleleri
styrilip, her birine T7-8-9 laminektomi yapilip, klip kompresyon
yontemi ile kord hasar1 verilmistir. Sicanlar on giin boyunca her
gin 10mg/kg Vortioksetin SF icinde ¢ozilerek (1ml SF’de 2mg
Vortioksetin olacak sekilde) intraperitoneal olarak verilip;
1.(preoperatif-postoperatif) , 3., 5., 7., 10. glnlerde her gun bir kez

néromotor muayene yontemleri(egik diizlem,motor skorlama,ayak
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izi analizi) ile degerlendirilerek; standart pellet yem ve ¢esme suyu
ile beslendikten sonra, 10.glnun sonunda ketamin-ksilazin
anestezisi altinda yapilan torakotominin ardindan sag ventrikiilden
eksanguinasyon sonrasi eski operasyona ait vertebral orta hattaki
insizyondan ilerlenerek; spinal kord dokusu alinmistir. Alinan doku
orneginin bir kismi1 hizmet alimi ile serotonin diizeyi bakilmasi
icin dis labaratuara gonderilmek iizere -80 derecede
dondurulmustur. H&E boyama, serotonin immiin isaretleme ve
Luksol Fast Blue boyamalari i¢in de dokunun diger kismi ise % 4’

liikk paraformaldehitte saklanmustir.

Sham (n=7): Bu gruptaki sicanlarda Rivlin ve Tator un tarif ettigi
gibi deneysel omurilik yaralanmast modeli olusturulmustur .(Rivlin
and Tator, 1978) Noromotor degerlendirmeleri cerrahi islem
oncesinde bir kez kayit altina alindiktan sonra Ketamin (100
mg/kg, i.m.) ve Ksilazin (10mg/kg, i.m.) ile anestezi edilen
sicanlarin Torakal 5 ve Torakal 12 korpuslari aras1 mesafeden
yapilan 2cm’lik cilt insizyonunun ardindan paravertebral adeleleri
styrilip, her birine T7-8-9 laminektomi yapilip, klip kompresyon
yontemi ile kord hasar1 verilmistir. Sigcanlara on giin boyunca her
giin deney grubuna verilen Vortioksetinin ¢ozlindiiriildiigli SF

hacmi kadar (1.5ml-2.5ml) intraperitoneal olarak sadece SF verilip;
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1. (preoperatif-postoperatif) , 3., 5., 7., 10. gtinlerde her gin bir kez
noromotor muayene yontemleri(egik diizlem,motor skorlama,ayak
izi analizi) ile degerlendirilerek; standart pellet yem ve ¢esme suyu
ile beslendikten sonra, 10.glnun sonunda ketamin-ksilazin
anestezisi altinda yapilan torakotominin ardindan sag ventrikiilden
eksanguinasyon sonrasi eski operasyona ait vertebral orta hattaki
insizyondan ilerlenerek;spinal kord dokusu alinmistir. Alinan doku
orneginin bir kism1 hizmet alimi ile serotonin diizeyi bakilmasi
icin dis labaratuara gonderilmek iizere -80 derecede
dondurulmustur. H&E boyama,Serotonin immiin isaretleme ve
Luksol Fast Blue boyamalari i¢in de dokunun diger kismi ise % 4’

liikk paraformaldehitte saklanmustir.
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Resim 7:Ratlar ya da siganlar tekli kafeslerde uygun kosullarda

tutulmustur




2.2-Anestezi Altinda Uygulanacak islemler:

Ketamin ve Ksilazin anestezisi altinda (100mg/kg Ketamin
ve 10mg/kg Ksilazin I.M.) spinal kord yaralanmas1
olusturulmustur; her li¢ gruptaki yetiskin ratlara uygun anestezi
sonrasi Torakal 5 ve Torakal 12 korpuslari aras1 mesafeden yapilan
2cm’lik cilt insizyonunun ardindan ratlarin paravertebral adeleleri
styrilip, li¢ grubun toplami 21 rata T 7-8-9 laminektomi yapilip,iki
gruptaki 14 rata klip kompresyon yontemi ile kord hasar1
verilmistir. Deney sonunda 21 adet ratin insizyonu kapatilmistir.

Deney sonrast 10 giinliik takibin sonucunda tiim gruplardaki
sicanlar intramiiskiiler Ketamin ve Ksilazin anestezisi altinda

sakrifiye edilmistir.

2.3-Cerrahi ve Spinal Kord Basisi:

Cerrahi Oncesi tiim ratlarin motor fonksiyonlari

degerlendirildi.21 ratin motor gii¢lerinin tam oldugu tespit edildi.

Ratlar tartildiktan sonra agirliklaria uygun dozda yapilan
intramuskuler Ketamin-Ksilazin anestezi sonrasi; anestezi derinligi
Righting Refleks (Dort ayak tzerine kalkma refleksi) olmamasi ve
Toe-pinch (Ayak ucunun sikilmasi) ile kontrol edildi. Ardindan
ratlar tespit tahtalarina prone pozisyonunda konumlandirildi.

Torakal bolge dnce PVD iyot (Batticon st sollisyon) ile sterilize



edildikten sonra tiras edildi; cilt tirasini takiben tekrar PVD iyot ile
sterilizasyon saglandi. Operasyon boyunca ve anestezik etki
sonlanana kadar 1sitict pedle viicut 1s1s1 37 °C derecede tutuldu.
Interskapular mesafe referans alinarak T5-T12 seviyesinde 2 cm’lik
insizyonla cilt, cilt alt1 gecilip paravertebral adaleler siyrilip,
laminalar ortaya konuldu. Ekartor yerlestirildikten sonra elektrikli
tur yardimi ile T 7-8-9 mesafelere laminektomi yapildi. A¢iga
cikarilan medulla spinalis segmentinde, duramater intakt
birakilacak sekilde 1 dakika boyunca anevrizma klibi ile basi
uygulanilarak standart omurilik travmasi olusturuldu. Klip siire
sonunda ¢ikarildi. Kontrol grubuna sadece laminektomi yapildi.
Deney ve Sham gruplarina laminektomi ve klip kompresyon ile
omurilik travmast olusturuldu . Hemostazi takiben paravertebral
adaleler anatomik katlarina uygun olarak 3/0 vicryl ile primer
sutdre edildi. Cilt 3.0 ipek ile sutlre edildi. PVD iyot (Batticon

antiseptik soliisyon) ile ratlarin yara yeri pansumanlari yapild.

Ratlar uyandiginda motor muayeneleri yapildi. Omurilik

travmasi olusturulan 14 siganin paraplejik oldugu goriildii.
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Resim 8:insizyon

Resim 9:Cerrahi katlarin a¢ilmasi
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Resim 10:Ekartorlerin yerlestirilmesi, laminektomiyi takiben klip

bas1 uygulanmasi
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Resim 11:Klip kompresyon modeli

Resim 12:Cerrahi katlarin kapatilmasi

s
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2.4-Motor Muayene, Egik Diizlem ve Ayak izi ile

Degerlendirme:

Ratlarin motor fonksiyonlart Drummond ve Moore
Kriterleri ve egik diizlem kullanilarak 1. (travma 6ncesi ve sonrasi
), 3., 5., 7., 10. giinlerde toplamda 6 kez kayit altina alinmistir. 1.
(travma Oncesi ve sonrast ), 3., 5., 7., 10. giinlerde toplamda 6 kez
ratlarin 6n ayaklar1 mavi miirekkep arka ayaklari kirmizi miirekkep

ile boyandiktan sonra ratlar beyaz kagit lizerinde yiiriitiilerek

yiirliylis boyunca kagida yansiyan ayak izleri kayit altina alinmistir.

2.4.1-Motor Muayenede Faydalanilan Drummond ve Moore

Kriterleri:

Motor muayenenin derecelendirilmesinde Drummond ve
Moore Kriterleri’nden faydalanilmigtir.(Drummond and Moore,

1989)
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Tablo 1: Drummond ve Moore Kriterleri

41

Paraplejik, alt ekstremitelerde motor fonksiyon

yok.

Alt ekstremitelerde motor fonksiyon zayif,
sadece yer ¢cekimine kars1 giic iyi fakat

bacaklarin1 viicudun altina ¢cekemiyor.

Orta derecede alt ekstremite motor fonksiyonu,
yer ¢ekimine kars1 gii¢ iyi fakat bacaklarin

viicudun altina ¢cekemiyor.

Motor fonksiyon ¢ok iyi, bacaklarini viicudun
altina ¢ekip ziplayabiliyor fakat tam normal

motor fonksiyon degil.

Normal motor fonksiyonu.
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2.4.2-Egik Duzlem ile Degerlendirme :

Rivlin ve Tator tarafindan 1977°de tanimlamis oldugu
egik diizlem ile degerlendirme yontemi kullanilmistir. Ratin
diizgiin zemin lizerinde yere paralel olarak yerlestirilmis bir tabla
izerine yerlestirilmesini takiben tabla sabit olmayan tarafindan
yiikseltilerek egimi arttirtlmistir. Ratin tabla tizerinde 5 saniye
boyunca diismeden durabildigi en yliksek a¢1 egik diizlem agis1

olarak kayit altina alimmustir . (Rivlin and Tator, 1977)

Resim 13:Egik diizlem ile degerlendirme




2.4.3-Ayak izi Analizi:

8cm eninde 50cm uzunlugunda ve kenarlari 10cm
yiikseklikte olan bir yiiriiyiis yolu diizenegi {izerinde ratlarin ayni
dogrultuda yiirtimeleri saglanarak ; yliriiyiis yolu iizerine diizenegin
enine uygun kesilen beyaz kagitlar serilmistir. Ratlarin her iki 6n
ayaklar1 mavi ve her iki arka ayaklar1 kirmizi miirekkep emdirilmis
1stampaya bastirildiktan sonra ; her bir rat yliriiyiis yolu iizerinde
yuritillmiistiir. Bu sayede ayak izleri alinmistir. Genellikle rat
siyatik sinir modelinde siyatik sinir fonksiyonel indeksi belirlemek
iizere tasarlanan ayak izi analizi yontemi ¢alismamizda kullanilsa
da; ayak izleri tizerinde herhangi bir 6l¢iim yapilmamis olup alinan
ayak izlerinde ¢alismanin 1. giinii cerrahi ve kord kompresyonu ile
paraplejik hale gelmis deney ve sham grubundaki ratlarin 10. giine
dogru 6zellikle arka ayak izlerinin varligina ve sayilarina dikkat
edilmistir. Bu baglamda herhangi bir istatiksel degerlendirme
yapilmamstir.(Bregman et al., 1993, Fouad et al., 2000, Ozmen et

al., 2002, Varejao et al., 2001, Varejao et al., 2004)
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Resim 14:Ayak izi analizi
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2.5-Agirlik Takibi ile Doz Ayarlamas1 Yapilan
Vortioxetine’in ve Serum Fizyolojik’in intraperitoenal Yoldan

Uygulanmasi :

Tablet formundaki Vortioksetin etken maddesi mermer ecza
havaninda tamami toz haline gelene kadar kuvvetlice ezildikten
sonra SF ile sulandirilarak “Vortex” (tlip karistirici) cithazinda
tamamen homojen hale dénene kadar karistirilmistir. 20mg etken
madde 10cc %0,9 NaCl (SF) iginde diliie edilmistir. Boylece
yaklagik 250-350gr agirligindaki ratlara Iml SF’de 2mg
Vortioksetin ¢ozunddrilerek 1.25 ml- 1.75 ml arasinda hacimde
olacak sekilde ila¢ intraperitoneal yoldan enjeksiyon ile verilmistir.
Sham grubuna, deney grubundaki ratlarin agirliklarina uygun dozda
etken madde almalarini saglayacak SF hacmine esit miktarda
olmak {iizere sadece SF intraperitoneal yoldan enjekte edilmistir.
Vortioksetin, 10 glin boyunca her giin deney grubuna uygulanmaya
baslanmadan once ‘Vortex” yardimi ile SF’de homojenize

edildikten sonra verilmistir.

Spinal travmanin uygulandig: 1. giin deney grubundaki
ratlara, ratlarin hassas agirliklari hassas tarti ile kayit altina
alindiktan sonra, 10mg/kg dozunda SF igerisinde ¢ozlindiiriilmiis
Vortioksetin intraperitoneal olarak verilmistir, uygulama 10 giin

stiresince her giin giinde bir kez olarak tekrarlanmistir.
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Ayni sekilde sham grubundaki ratlara 10mg/kg dozunda
Vortioksetin uygulamasinin hacmine esdeger, inraperitoneal yoldan
SF enjekte edilmistir. Kontrol grubundaki ratlara herhangi bir ilag
uygulamasi yapilmamistir. Tim gruplarin agirliklar: hassas tarti ile

giinliik olarak deney boyunca kayit altina alinmastir.

2.6-Sakrifikasyon Yontemi ve Orneklerin Toplanmasi:

Ratlar tartildiktan sonra agirliklarina uygun dozda
intramuskuler Ketamin-Ksilazin anestezi yapildiktan sonra;
anestezi derinligi Righting Refleks (Dort ayak iizerine kalkma
refleksi) olmamasi ve Toe-pinch (Ayak ucunun sikilmasi) ile
kontrol edildi. Ratlar 3 grup halinde sirayla operasyon masasina
alindi. Sirasi ile ratlara torakotomi yapilmasini takiben kardiak
eksanguinasyon yapildiktan sonra; ratlar prone pozisyona alindi.
Eski insizyon sahasindaki ipek dikisler alindi. T5-T12 seviyesinde
10 giin 6nceki 2 cm’lik insizyon, bistiiri yardimi ile agildiktan sonra
cilt, cilt alt1 gecilip paravertebral adaleler siyrilip, laminalar ortaya
kondu. Ekartor yerlestirildikten sonra T6-T10 arasindaki omurga
segmenti inferior ve superiorundan kesilerek kemik doku ile
beraber blok halinde eksize edildi. Daha sonra mikroset yardimu ile
kemik doku uzaklastirilarak yaralanma bolgesi de dahil olarak
spinal kord ortaya konuldu. Elevatér ile deney ve sham
gruplarindaki 14 ratin T7-T9 arasinda yer alan spinal kordlarmin

klip basisina ugrayan bolgesi yaralanma bolgesinin 1cm inferioru



ve superioru dahil olarak zarar verilmeden ¢ikarildi. Kontrol
Grubu’ndaki 7 ratin T7-T9 arasinda laminektomi yapilan alandan
basiya ugramayan spinal kord dokular1 alindi. 3 gruptaki 21 adet
rattan alinan her bir doku 6rnegi deney ve sham gruplarinda
yaralanma bolgesi lizerinden olmak kaydiyla bistiiri yardima ile iki
pargaya boliindi. Ayrilan pargalardan biri %10 ‘luk tamponlanmis
Formalin ¢ozeltisi ile dolu eppendorf tiipiine -20°C sicaklikta
saklanmak uzere konuldu. Spinal kord doku 6rneginin diger yarisi
ise eppendorf tiiplerine yerlestirildikten sonra kuru buz igerisine
konuldu. Toplamda 42 adet eppendorf tiipii ratlarin kulak
kiipesinde yer alan numaraya gére numaralandirildi. Formalin
cozeltisi ile dolu 21 eppendorf tlplndeki doku drnekleri
Hemotoksilen Eozin, Luxol Fast Blue ve Serotonin imman
isaretleme boyamalari i¢in Histoloji Laboratuvari’na verildi.
Eppendorf tiiplerinde kuru buza konulan diger 21 numune uygun
malzeme ile sikica sarildiktan sonra dis merkezde yaptirilacak
ELISA doku ¢alismasi i¢in -80°C sicakliktaki dolaba hizlica

aktarildi.
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Resim 15:Sakrifikasyon
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Resim 16:Sakrifikasyon, rattan alinan blok halinde omurga




2.7-ELISA Cahsmalari icin Test Prosediirleri:

Calismanin ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) ile gerceklestirilen, ratlarin sakrifikasyonu sonrasi elde
edilen ve -80°C’de saklanan spinal kord dokusunda serotonin
(ST/5-HT) miktarlarinin 6lgiilmesi asamasi Baran Medikal Sanayi
Ticaret Limited Sirketi’nden (Konutkent Mahallesi 3028 Cadde
No:2 West Gate C Blok /9, Cankaya/Ankara) hizmet alim1 yoluyla

gerceklestirilmistir.

ELISA caligmalarinda kullanilan kitler ilgili firma
tarafindan temin edilmis ve firmanin laboratuvarlarinda
calisilmistir. ELISA calismalar1 Elabscience® marka kitler ile

gerceklestirilmis olup ilgili protokoller asagida anlatilmistir.
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Resim 18: Kulak kiipesi ve agirlik takibi

TS
WeF v /¥ .

Resim 19:Sakrifikasyon ile alinan spinal kord doku 6rneklerinin

ratlarin kiipe numaralarina gore eppendorf tiiplerine yerlestirilmesi
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2.7.1- Rat Serotonin Ol¢iimii icin ELISA Protokolii:

Bu ELISA kiti, Sandwich-ELISA ilkesini kullanir. Bu kit
icinde saglanan mikro ELISA plakasi, Rat Serotonin'ine (Rat ST)
0zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya
numuneler, mikro ELISA plaka oyuklarina ilave edilir ve spesifik
antikorla birlestirilir. Daha sonra Sigan ST ve Avidin-Horseradish
Peroxidase (HRP) konjugatina 6zgii bir biyotinlenmis tespit
antikoru, her bir mikro plakaya art arda eklenir ve inkibe edilir.
Serbest bilesenler yikanir. Substrat ¢ozeltisi her oyuga eklenir.
Yalnizca Rat ST, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP
konjugat1 iceren kuyular mavi renkte gériinmektedir. Enzim-
substrat reaksiyonu, durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirilir
ve renk sartya doner. Optik yogunluk (OD), 450 nm + 2 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak 6lgiiliir. OD degeri, Rat ST
konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerin OD'sini standart
egriyle karsilastirarak numunelerdeki Rat ST konsantrasyonunu

hesaplanir.



2.8-Hemotoksilen-Eozin Boyama Prosedir :

Parafin kesitler 60-65°C’lik etuvde 30 dakika bekletildikten
sonra Once Ksilol I’de 2 dakika, ardindan Ksilol II’de 2 dakika
bekletildi. Takiben iki defa %100’lik alkolde 1’er dakika bekletilip
pesinden iki defa %96’lik alkolde 1’er dakika bekletildi. Akan suda
yikand1 ve sonra Hematoksilen boyasinda 5 dakika bekletildi.
Tekrar akan suda yikandi. Sonra asit alkole bir kere daldirildi ve
yine akan suda yikandi. Ardindan amonyakli suda 10 saniye
bekletildi ve akan suda yikandi. Daha sonra %80’lik alkolde 1
dakika bekletildi. Takiben Eozin boyasinda 1 dakika bekletildi. iki
defa %96’ 11k alkolde 2’ser dakika bekletildi. Iki defa %100’liik
alkolde 2’ser dakika bekletildi. Ve son olarak Ksilolde 10 dakika

bekletildi, ¢cikarilip entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

Doku; vakuol olusumu,ddem,hemoraji,akson ve néron

dejenerasyonu bakimindan incelendi.Hasar yiizdesi 0=%0,1= %]1-

25,2= %25-50, 3=%50-75, 4=%75-100 olarak skorlandu.
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2.9-Serotonin Iimmiin Boyama Cahsmasimin ProtoKolii

(5HT) :

Her bir rat i¢in spinal kord dokularinda ayr1 ayr1 kesitlere
serotonin immiin isaretlemeleri yapildi. Ornekler, iki kere 5’er
dakika Ksilol’de bekletildikten sonra %100’liik alkolde 5 dakika,
%96’11ik alkolde 3 dakika, %70’lik alkolde 3 dakika, %50’lik
alkolde 3 dakika bekletildi. Sonra distile suda 3 dakika bekletildi.

Kesitler sonra PBS’ ye alindu.

Taze hazirlanan Citrate Buffer (x10) sollisyonuna alinan
kesitler 360°C’de 10 dakika kaynatildi. Soguduktan sonra dokularin
etrafi pap-pen ile ¢izildi ve PBS ile yikandi. Hidrojen peroksit
damlatilarak 15 dakika bekletildi. Takiben iki kere PBS ile yikandi.

Serum block (Ultra V Block) damlatilarak 10 dakika bekletildi.

Calisilacak olan isaretlemeye uygun sekilde serotonin
(SigmaAldrich; Cat No: S5545 rabbit polyclonal) antikoru (1:5000
diliisyon) taze olarak hazirlandi ve her bir kesite 100 pl damlatildi.
Kesitler +4°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin iki kere
PBS ile yikandi. Biotinylated antikor (sekonder) ile 30 dakika
inkiibe edildi. PBS ile yikanarak Streptavidin sollisyonunda 15

dakika bekletildi. PBS ile yikandi.



Taze hazirlanan Diaminobenzidin (DAB) soliisyonu damlatilarak
5dk. bekletildi. Distile su ile yikandi. Hematoksilen ile zit boyama
yapildi. Distile su ile yikanan kesitler alkol serilerinden gegirildi.

Ksilol ile 5 dakika seffaflagtirildiktan sonra lamel ile kapatildi.

Ornekler 40X biyiitme ile on alanda immuin pozitif hiicreler
ve boyanma yogunluklar1 agisindan degerlendirildi. Spinal kord
orneklerinin immunhistokimyasal incelemesinde boyanma
yogunluklar1 “0= yok, 1= %0 — 25, 2= %25 — 50, 3= %50 — 75, 4=

%75 — 100” olarak skorlandi.

2.10-Luxol Fast Blue Boyama Prosediri:

Deparafinizasyon (60-64°C’lik etiivde 30 dakika)
isleminden gecirilen kesitler, % 95’lik alkole alindi. Luxol Fast
Blue boyasinda 60°C’lik etiivde bir gece bekletildi. % 95’lik alkole
alinip boya artiklar giderildi. Distile suda yikandi.Lityum
karbonatta 10 sn. tutuldu. %70’lik alkole alindi. Bu asamada
kesitlere mikroskopta bakilarak gri madde renksiz, beyaz madde
yesilimsi mavi olana kadar lityum karbonat ve alkol asamast

tekrarland1. Distile suya alindi.
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Kiristal viole soliisyonunda 6 dk. bekletildi.% 95°1ik alkolde birkag
defa bekletildi. Absolii alkole alindi. Ksilende 2 defa 2dk.
bekletildikten sonra entellan dokiilerek kesitler kapatildi. Sonugta

myelin mavi, sinir hiicreleri pembe-mor goralduler.

LFB boyanmasi miyelinizasyonu gosterir. Myelinli doku

alan1 maviye boyanur.

1: normal miyelinizasyon, 2:az demiyelinizasyon (>%50
myelin boyanmast), 3: siddetli demyelinizasyon (<%50 myelin

boyanmast) olarak skorlandi.

2.11-istatistiksel Analiz:

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram
ve olasilik grafikleri) ve analitik yontemler (Shapiro-Wilk Testi)
kullanilarak incelenmistir. Verilerin tamaminin normal dagilim
gostermedigi tespit edilmistir. Tanimlayici analizler yiizde olarak ve
stirekli degiskenler i¢in ortalamatstandart sapma(SS) ve
medyan(minimum-maksimum) degerleri kullanilarak
verilmistir.Ordinal (siral1) degiskenlerin deney gruplart ile iliskisini

degerlendirirken ‘linear-by-linear association (Mantel-Haenszel test
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of trend)’ analiziyle degerlendirilmistir. Kategorik verilerin
analizinde Kki-kare veya Fisher’s exact testi de kullanilmistir.
Normal dagilima uymayan verilerde, ikiden fazla gruplarin
karsilastirilmasi1 Kruskal-Wallis Testi kullanilarak analiz edilmistir.
Kruskal-Wallis testi sonucu anlamli ¢ikan gruplarin ikili gruplarinin
degerlendirilmesi Bonferroni diizeltmesi yapilarak Mann-Whitney
U testi ile degerlendirilmistir. Bonferroni diizeltmesiyle tiglii
gruplarin ikili grup degerlendirmesinde istatistiksel olarak anlamlilik
diizeyi P<0,017 olarak hesaplanmistir. Sonuglar %95 giiven
araliginda, istatistiksel hata payr 0,05 olarak kabul edilmistir.
Istatistiksel degerlendirme Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) for Windows 25.0 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL) programi

kullanilarak yapilmistir.
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3.1-Drummond Moore Kriterleri ile Motor Muayene:

3.BULGULAR:

Tablo 2:Drummond Moore Kriterleri ile yapilan motor muayene

58

sonuglar1
Deney SHAM Kontrol P
Ort+SS Medyan Ort+SS Medyan Ort£SS Medyan
(Min-Maks) (Min-Maks) (Min-Maks)

Motor Muayene

Preop 4+0 4(4-4) 4+0 4(4-4) 4+0 4(4-4) 1,000
Postop 0+0 0(0-0) 0+0 0(0-0) 440 4(4-4) <0,001
3.Giln 1+0,58 1(0-2) 0+0 0(0-0) 4+0 4(4-4) <0,001
5. Giin 1,29+0,76 1(0-2) 0,14+0,38 0(0-1) 4+0 4(4-4) <0,001
7. Giin 1,43+0,79 2(0-2) 0,14+0,38 0(0-1) 4+0 4(4-4) <0,001
10. Giin 1,43+0,79 2(0-2) 0+0 0(0-0) 4+0 4(4-4) <0,001

1Kruskal Wallis

Motor muayene karsilagtirmasi yapilan 3 grubun motor

giicleri bakimindan istatiksel olarak anlamli farki oldugu tespit

edilmistir.
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Bonferroni diizeltmesi, birkag bagimli veya bagimsiz
istatistiksel testin tek bir veri seti lizerinde ayni anda
gergeklestirilmesi durumunda p degerlerinde yapilan bir
ayarlamadir. Calismanin istatistiksel giicli daha sonra bu
degistirilmis p degerine gore hesaplanir. Bonferroni diizeltmesi, tek
bir veri setinde birden fazla ¢ift yonlii test yapildiginda yanls
pozitif sonuglar1 elde etme sansini azaltmak i¢in kullanilir. Motor
muayenelerin degerlendirmesinde gruplarin ikili karsilagtirmalarina
bakildiginda Bonferroni diizeltmesi yapilmistir; buna gore istatiksel
anlamlilik i¢in sinir p<0,017 olarak kabul edilmistir.(Napierala,
2012)

1. giin post operatif yapilan motor muayenelerin
kayitlarinda gruplarin ikili karsilastirmalarina bakildiginda post
operatif muayenelerde farki yaratan kontrol grubudur.Gruplar ikili
karsilagtirildiklarinda sham-kontrol (p=0,001) ve deney-kontrol
gruplar1 (p=0,001) arasinda istatistiksel anlamlilik oldugu, deney-
sham gruplarinin ikili karsilastirmasinda ise istatistiksel fark

olmadig1 goriilmistiir.(p=1,000)
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3. gln yapilan motor muayene kayitlarinda gruplarin ikili
karsilastirmalarina bakildiginda; sham-kontrol( p=0,001) ve deney-
kontrol(p=0,001) gruplar1 arasinda, istatiksel olarak anlaml1 fark
mevcutken, deney-sham(p=0,004) arasinda da istatiksel anlaml1
farkin olustugu goriilmektedir.(Bonferroni diizeltmesinden dolay1
siir p<0,017.)

5. giinde yapilan motor muayenelerin kayitlarinda gruplarin
ikili karsilagtirmalarina bakildiginda sham-kontrol(p=0,001) ve
deney-kontrol(p=0,001), deney-sham(p=0,008) gruplar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli fark mevcuttur.(p=0,008, Bonferroni
diizeltmesinden dolay1 sinir p<0,017°dir.)

7. giinde yapilan motor muayenelerin kayitlarinda gruplarin
ikili karsilagtirmalarina bakildiginda sham-kontrol(p=0,001);
deney-kontrol gruplari(p=0,001) arasinda istatiksel olarak anlamli
fark devam ederken , deney-sham(p=0,011) gruplarinin ikili
karsilagtirmasinda istatiksel farkin deney grubu lehine devam ettigi
gorilmektedir. Tiim ikili gruplar arasinda anlamli fark olup, deney-
sham gruplar ikili karsilastirmasi arasinda istatiksel olarak anlamli

fark mevcuttur.
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10. giinde yapilan motor muayenelerin kayitlarinda
gruplarin ikili karsilastirmalarina bakildiginda sham-kontrol
(p=0,001); deney-kontrol(p=0,001) gruplar1 arasinda istatiksel
olarak anlamli fark devam ederken, deney-sham(p=0,004) gruplar1

arasinda anlamli farkin daha ileriye tasindig1 goriilmektedir.
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Grafik 1: Gruplarin motor muayene durumlarinin karsilastirmasi
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Grafik 2: Gruplarin motor muayene ortalamalarinin kargilastirmasi
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3.2-Egik Diizlem ile Degerlendirme:

Tablo 3:Egik diizlem ile degerlendirilen ratlarin ag1 dereceleri
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Deney SHAM Kontrol P
Ort+SS Medyan Ort+SS Medyan Ort+SS Medyan
(Min-Maks) (Min-Maks) (Min-Maks)

Egik Diizlem Acis1

Preop 60+0 60(60-60) 60+0 60(60-60) 60+0 60(60-60) 1,000
Postop 33,57+3,78 35(30-40) 32,14+4,88 30(25-40) 47,14+8,09 50(35-60) 0,004
3. Gin 42,86+4,88 45(35-50) 33,57+4,76 35(25-40) 57,86+3,93 60(50-60) <0,001
5. Gin 45,71+4,5 45(40-50) 35+4,08 35(30-40) 600 60(60-60) <0,001
7. Gin 49,29+4,5 50(45-55) 32,86+2,67 35(30-35) 600 60(60-60) <0,001
10. Giin 49,29+4,5 50(45-55) 32,86+2,67 35(30-35) 600 60(60-60) <0,001

'Kruskal Wallis

1. giin post operatif yapilan egik diizlem degerlendirmesinin

kayitlarinda gruplarm ikili karsilastirmalaria bakildiginda sham-

kontrol (p=0,002); deney-kontrol (p=0,004) gruplar1 arasinda

anlamli fark vardir. Deney-sham gruplari (p=0,620) arasinda

istatiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. (Bonferroni

diizeltmesinden dolay1 sinir p<0,017°dir.)



3. giinde yapilan egik diizlem degerlendirmesinin
kayitlarinda gruplarin ikili karsilastirmalarina bakildiginda sham-
kontrol(p=0,001); deney-kontrol(p=0,001) gruplar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli fark devam ederken, deney-sham gruplari
arasindaki istatiksel anlamli farkin da olustugu
gorulmektedir.(p=0,007)

5. giinde yapilan egik diizlem degerlendirmesinin
kayitlarinda gruplarin ikili karsilagtirmalarina bakildiginda; sham-
kontrol(p=0,001), deney-kontrol(p=0,001) ve deney-sham
(p=0,001) gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
mevcuttur.

7. giinde yapilan egik diizlem degerlendirmesinin
kayitlarinda gruplarin ikili kargilastirmalarina bakildiginda; sham-
kontrol(p=0,001); deney-kontrol(p=0,001) ve deney-sham gruplari
(p=0,001) arasinda, yani tiim ikili gruplar arasinda istatiksel olarak
anlaml1 fark mevcuttur.

10. giinde yapilan egik diizlem degerlendirmesinin
kayitlarinda gruplarim ikili kargilastirmalarina bakildiginda; sham-
kontrol(p=0,001); deney-kontrol(p=0,001) ve deney-
sham(p=0,001) gruplar1 arasinda, yani tiim ikili gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli fark mevcut oldugu goriilmektedir.
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Grafik 3: Gruplarin egik diizlem agilarinin karsilastirmasi boxplot
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Grafik 4: Gruplarin egik diizlem ag1 ortalamalarinin karsilagtirmasi
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3.3-Ayak izi analizi:

Resim 20: Deney grubu 224 numarali ratin sirast ile preoperatif,

postoperatif, 3., 5., 7., 10. glnlerdeki ayak izleri

N @
m 7
vy LN
A A 7
s, 2 :
i | .
Aﬁi 'ﬂé p
i%( LI L] A A
« P
3 # ?
i |
IS | ?‘
A i
¥ LN} 1 \l
Y () 2f
A A v
& ¥ i

2
";_ PR | LN} L)
”ﬁiA s [N ’ v
L) w8
]
ii‘ il

ek ek

' U

66



Resim 21: Deney grubu 349 numarali ratin sirasi ile preoperatif,

postoperatif, 3., 5., 7., 10. glnlerdeki ayak izleri
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Resim 22: Sham grubu 415 numarali ratin siras1 ile preoperatif,

postoperatif, 3., 5., 7., 10. glnlerdeki ayak izleri
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3.4-Agirhik(gr):

69

Tablo 4:Agirlik takibi
Deney SHAM Kontrol
Ort£SS Medyan Ort+SS Medyan Ort+SS Medyan
(Min-Maks) (Min-Maks) (Min-Maks)

Kilo (gr)
Preop 290,86+50,3 264(231-356) 303,86+34,57 323(256-343)  296,71+19,64 290(267-325) 0,690
Postop 289,86+50,14 263(231-355) 303,29+34,03 323(256-342)  295,71+19,81 290(265-324) 0,690
3.GUn 288,86+49,58 262(231-352) 302+35,14 322(253-342)  296,14+20,33 291(264-323) 0,690
5. Gln 287,86+48,95 261(230-350) 300,71+35,06 320(250-340)  297,14+20,71 291(265-325) 0,748
7.Gin 287,43+48,46 261(230-350) 300,29+35,28 320(249-339)  296,86+20,69 291(265-325) 0,780
10. Giin 286,86+48,49 260(230-348) 300+34,92 320(249-337)  297,43+20,48 292(265-325) 0,732

*Kruskal Wallis

Ratlarin agirliklar arasinda gruplar arasi fark

bulunmamaktadir.
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Grafik 5:Agirlik takibi boxplot grafigi
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3.5-Serotonin Duzeyi:

Tablo 5:ELISA ile serotonin diizeyi
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Deney SHAM Kontrol
Ort+SS Medyan Ort+SS Medyan Ort+SS Medyan
(Min-Maks) (Min-Maks) (Min-Maks)
Serotonin Diizeyi 531,99+191,85 648,92 575,92+119,44 548,41 683,35+220,68 714,28
(189,15-690,39) (418,39-725,02) (297,69-995,58) 0,286

Kruskal Wallis

Istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamustir.(p=0,286)

Grafik 6: Gruplarin serotonin diizeylerinin karsilastirilmasi1 boxplot

grafigi

200 CAH

Giup




Tablo 6: ELISA sonuglari

Numune Absorbans Sonug
76 2,456 451,95
99 2,297 297,6894
221 2,542 548,4173
224 2,429 423,5507
276 2,64 669,4971
280 2,624 648,9176
283 2,656 690,3933
345 2,539 544,8982
347 2,648 679,9056
349 2,428 422,5161
350 2,61 631,1702
414 2,159 189,1505
415 2,682 725,0249
416 2,424 418,3905
418 2,672 711,6061
431 2,621 645,0942
434 2,867 995,5836
436 2,772 851,3603
437 2,674 714,28
438 2,675 715,6188
439 2,555 563,7956

Numune numaralari; numunenin alindigi ratin kiipe numarasidir.
Deney grubu: 349- 224- 276- 414- 283- 280- 347
Sham grubu: 345- 415- 418- 416- 221- 76- 350

Kontrol grubu: 431- 438- 437- 439-99- 434-436



3.6-Histolojik Veriler:
3.6.1-Kullanilan Isik Mikroskobu:

Nicon Eclipse 80i light microscope kullanilmistir.

3.6.2- H&E Boyama:
Resim 23: Deneyden 10 giin sonra H&E ile boyanmis spinal cord

enine kesit

bt L # , 9 b d ‘ Sl A% ) -k
& v 0 L n. g -
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a.Kontrol grubu spinal cord normal doku gorinima. X20 biyutme.
H&E boyama.

b. Sham grubu spinal cord hasar1 sonrasi genel doku goriiniimii.
Doku biitlinliigii bozulmus. X20 biiyiime. H&E boyama.

c. Deney grubu, genel doku goriinimi. Sham grubuna gore doku

biitiinliigli normale daha yakin. X20 biiyiitme. H&E boyama.
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d. Kontrol grubu spinal cord normal néron ve akson yapisi. X200

blyltme. H&E boyama.

e. Sham grubu spinal cord hasar1 sonrasi néron ve akson yapisi.

Aksonal hasar (*), néron dejenerasyonu (ok) ve néron boyutlarinda

kiicilme mevcut. X200 biyume. H&E boyama.

f. Deney grubu ndron ve akson yapisi. Hasarli akson ve dejenere noron sayisi

sham grubuna oranla daha az. X200 biylitme. H&E boyama.

Tablo 7:Hasar yizdesi
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Hasar ylzdesi Kontrol Sham Deney p
H&E (%) n(%o) 0,022
0 7(100) 0(0) 0(0)

1-25 0(0) 0(0) 3(42,9)

26-50 0(0) 2(28,6) 3(42,9)

51-75 0(0) 3(42,9) 1(14,3)

76-100 0(0) 2(28,6) 0(0)

Linear-by-Linear Association

Kontrol ve deney gruplarinda hasar yizdesi arttik¢a

yizdelik dilimlerdeki rat sayisinda azalma olurken sham grubunda

hasar yiizdesinin fazla oldugu dilime dogru rat sayisinda artis tespit

edilmis olup bu linear by linear iligki analizine gore istatistiksel

olarak anlamlidir.( P=0,022)
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3.6.3- LFB Boyama:
Resim 24: Deneyden 10 giin sonra LFB ile boyanmis spinal cord

enine kesit

(Merkezde substansia alba, ¢cevresinde substansia grisea. Boya yogunlugu myelinizasyon

olcutadir.)

a.Kontrol grubu spinal cord normal doku gorinima. X20 biyutme.
LFB boyama.

b. Sham grubu spinal cord hasar1 sonrasi genel doku goriintimii.
Doku biitiinliigli bozulmus. X20 biiyiime. LFB boyama.

c. Deney grubu, genel doku gérinimd. Sham grubuna gére doku

biitiinligli daha normale yakin. X20 biiyiitme. LFB boyama.
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d. Kontrol grubu spinal cord substansia alba. Normal
miyelinizasyon. X200 blyiitme. LFB boyama.

e. Sham grubu spinal cord substansia alba. Demiyelinizasyon
g6zlenmekte. X200 buyime. LFB boyama.

f. Deney grubu spinal cord substansia alba. Demiyelinizasyon sham

grubuna oranla daha az. X200 blyttme. LFB boyama.



Tablo 8:Normal Miyelinizasyon-Az ve Siddetli Demiyelinizasyon
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Kontrol Sham Deney p
LFB n(%) 0,720
Normal Miyelinizasyon 6(85,7) 1(14,3) 5(71,4)
Az Demiyelinizasyon 1(14,3) 3(42,9) 2(28,6)
Siddetli Demiyelinizasyon | 0(0) 3(42,9) 0(0)

Linear-by-Linear Association

Linear by linear iliski analizine gore istatiksel olarak
anlamli fark gériillmemistir.(p=0,720) Fakat tabloda goriilecegi
iizere spinal travma sonrasi parapleji gelisen ardindan giinde bir kez
intraperitoenal yoldan Vortioksetin verilerek 10 glnlik takibin
sonucundaki sakrifikasyon sonrasi yaralanma bolgesindeki spinal
kord doku 6rneklerinde Luxol Fast Blue boyama yapilan deney
grubundaki ratlarin %71,4’i normal miyelinizasyon ile karsimiza
cikmistir.Oysa ki spinal travma sonrasi parapleji gelisen ardindan
ginde bir kez intraperitoenal yoldan SF verilerek 10 gunlik takibin
sonucundaki sakrifikasyon sonras1 yaralanma bolgesinden alinan
spinal kord doku orneklerinde Luxol Fast Blue boyama yapilan
sham grubundaki ratlarin %14,3’linde normal miyelinizasyon
mevcut olup %42.9’unda ise siddetli demiyelinizasyon

gorilmiistiir.
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Tablo 9:Demiyelinizasyon

Demiyelinizasyon Yok Var p
Gruplar 0,017
Kontrol 6(50) 1(11,2)

Sham 1(8,3) 6(66,7)

Deney 5(41,7) 2(22,2)

Fisher’s exact test

Istatistiki olarak Luxol Fast Blue boyamada
demyelinizasyon varlig1 iizerinden bakildiginda ;
sham grubunda kontrol grubuna gore daha fazla patoloji
goriilmektedir.( P < 0,01)Sham ile deney gruplari (p=0,030) ve
deney ile kontrol gruplar1 (p=0,514 ) karsilastirildiginda bonferroni
diizeltmesine gore sinir 0,017 oldugundan dolay istatistiksel fark
yoktur.Yine bu durum denek sayisinin az olmasina
baglanmistir.Demiyelinizasyon goriilen ratlarin %66,7°si sham
grubundaki , %22,2’si deney grubundaki ve % 11,1 ‘i kontrol

grubundaki ratlardan olusmaktadir.



3.6.4- Serotonin Immiin Isaretleme:

Resim 25: Deneyden 10 giin sonra serotonin immiin isaretleme

(Spinal cord enine kesit. Boyanma siddeti; serotonin varligini gosterir.)

a.Kontrol grubu spinal cord substansia alba. Aksonlarda serotonin
varligi gézlenmemektedir. X200 biiyiitme. Serotonin immin
isaretleme.

b. Sham grubu spinal cord hasar1 sonrasi substansia alba.
Aksonlarda boyanma yogunlugu artmistir. X200 biiyiime.
Serotonin immiin isaretleme .

c. Deney grubu, substansia alba. Aksonlarda boyanma yogunlugu

azdir. X200 biiyiitme. Serotonin immin isaretleme .

78




d. Kontrol grubu spinal cord substansia grisea. Alanda serotonin
varhigi gbzlenmemektedir. X200 biiyiitme. Serotonin immn
isaretleme .

e. Sham grubu spinal cord hasar1 sonrasi substansia grisea. Alanda;
serotonin pozitif hiicre g6zlenmektedir. X200 blyitme. Serotonin
immiin isaretleme .

f. Deney grubu, substansia grisea. Alanda; serotonin pozitif hiicre
gozlenmektedir. Boyanma yogunlugu sham grubuna gore azdir.

X200 biyltme. Serotonin immiin isaretleme .

Tablo 10:Serotonin Boyama
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Kontrol Sham Deney p
Serotonin Boyama (%) n(%06)
0 3(42,9) 1(14,3) 1(14,3)
1-25 4(57,1) 3(42,9) 5(71,4) 0,354
26-50 0(0) 1(14,3) 1(14,3)
51-75 0(0) 2(28,6) 0(0)

Linear-by-Linear Association

Linear by linear iligki analizine gore istatiksel olarak

anlamli fark goriilmemistir.(p=0354)



4. TARTISMA:

Omurilikte hasar, hem yaralanma aninda (primer) hem de
sonrasinda (sekonder) meydana gelir. Primer kord yaralanmasi,
kordu ¢evreleyen baglar ve omurlar gibi destekleyici yapilarin,
kordun kendisinin veya kan akisinin kesinti ya da baskiya ugramasi
sonucunda gerceklesir. Sekonder yaralanma ise hipotansiyon,
hipoksemi, hemoraji ve kord 6demi gibi bir dizi lokal veya sistemik
stirecin bir sonucu olarak primer yaralanmanin alevlenmesidir. Bu
mekanizmalar, zaten hasar gormiis kordun perfiizyonunu ve oksijen
iletimini bozar. Primer kord yaralanmasini tersine ¢evirmek i¢in
yapilabilecekler oldukga sinirliyken, sekonder yaralanmay1
onlemek veya en aza indirmek i¢in yapilabilecekler ¢oktur.(Patek

and Stewart, 2020)

80



Yapilan ¢aligmalarda spinal kord yaralanmas1 sonrasi
tedavide steroid verilen gruplarin yara enfeksiyonlari, pndmoni ve
sepsis gibi komplikasyon oranlarinda klinik olarak énemli artislarin
bulundugu belirtilmistir.(Sultan et al., 2020, Patek and Stewart,
2020) Netice olarak, spinal kord yaralanmasinin tedavisinde
steroidler su anda 6nerilmemektedir.(Patek and Stewart, 2020,
Migkisiak et al., 2019, Hurlbert et al., 2015, Walters et al., 2013)

Bu baglamda tedavide yeni ajanlarin arastirilmasi 6nem arz
etmektedir.

Bu calisma da Vortioksetin’in spinal travma modelinde
sekonder yaralanmanin 6nlenmesi ve/veya ndrorejenerasyon

iizerine olabilecek etkilerini arastirmak tizere planlanmistir.
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4.1-Deneysel Rat Omuriligi Yaralanma Modeli:

Klip sikistirma modeli, kord yaralanmasindan sonra akut
patofizyolojiyi, dekompresyonun zamanlamasini ,elektrik
stimulasyonu ve noroprotektif ajanlar gibi potansiyel tedavileri
incelemek i¢in ¢ok degerli bir ortam sagladigi i¢in bu ¢alismada
Klip sikistirma modeli tercih edilmistir.(Kwon et al., 2002)

Calismamizda deney ve sham gruplarindaki 14 adet ratin
kendilerine yapilan klip kompresyonu sonrasindaki post op motor
muayenelerine bakildiginda ;hepsinin paraplejik vaziyette oldugu
goriilmiistiir.Uygulanan deneysel rat omuriligi yaralanma modeli

sayesinde ¢alismanin devami i¢in zemin hazirlanmistir.

4.2-Cerrahi:

Deneysel prosedurlerin standart hale getirilmesi arzu
edildiginden, omurilik yaralanmalartyla ilgili ¢aligmalarin kesin
anatomik bolgelerde yapilmasi gerektigi géz 6nunde
bulundurularak; ¢alismamizdaki tiim ratlara interskapular mesafe
referans alinarak; Torakal 5-Torakal 12 vertebralar seviyesinden
insizyon yapilmis olup;Torakal 7-8-9 seviyelerinde total
laminektomi uygulanmistir.(de Medinaceli, 1986) Kontrol
grubunda cerrahi bu sekilde tamamlanip agilan katlar kapatilirken,
deney ve sham gruplarinda kord basis1 yapildiktan sonra tiim katlar

usuliine uygun olarak kapatilmistir. Post operatif donemde rat kaybi



yasanmamistir. Post operatif muayenede deney ve sham
grubundaki 14 ratta parapleji gelistigi gortilmustiir. Kontrol
grubundaki 7 ratin post operatif motor muayeneleri tam giigtedir.
Ratlarin post operatif takiplerinde yara yerlerine diizenli pansuman
yapilmistir. Yapilan cerrahi islemin sonucu ¢alismanin devamai i¢in

istenilen diizeyde ger¢eklesmistir.

4.3-Sakrifikasyon:

Sakrifikasyon isleminde kardiyak eksanguinasyon
uygulanmis olup, sonrasinda cerrahi alan agilip T6-T10 arasindaki
omurga segmenti inferior ve superiorundan kesilerek kemik doku
ile beraber blok halinde eksize edildikten sonra mikroset ile kemik
dokular ayristirilip; spinal kordun yaralanma bélgesindeki doku
orneginin sakrifikasyon esnasinda etkilenmesinin olabildigince

onlne gegilmeye caligilmistir.
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Bu sayede c¢alismanin histoloji ayaginda daha dogru sonuglarin
alimmas1 hedeflenmistir. Nitekim kontrol grubunda yer alan ve
sadece laminektomi yapilan ratlardan alinan 7 farkli doku 6rneginin
H&E boyamalarinda hasar ylizdesi %0 olarak goriilmiistiir, ayn1
doku 6rneklerinin LFB boyamalarina bakildiginda; 6rneklerden
6’s1 normal miyelinizasyonda iken sadece bir ratin doku 6rneginde
laminektomi esnasinda olustugu diisiiniilen hafif demiyelinizasyon
goriilmistiir. Dolayisi ile sakrifikasyon esnasinda; cerrahi ile
olusturan klip kompresyon modelinin yaninda spinal korda ek
travma yaratmamak, deneyin seyrinin ve sonuglarin dogrulugunun

etkilenmemesi i¢in biiyiik bir 6zen gosterilmistir.

4.4-Vortioksetin ve Serotonin(5-HT) :

Vortioksetin, 3 etki modu ile ayn1 anda 6 farmakolojik
hedefe etki eden "multimodal" bir ajandir.Bu 3 etki modu;

‘1. Serotonin (SHT) tastyicisinin inhibisyonu

2. Birkag G-protein baglantili reseptordeki eylemler
(5HT1A reseptorlerinde agonist etki, 5SHT1B reseptorlerinde kismi
agonist etki, SHT1D ve 5HT7 reseptorlerinde antagonist etki)

3. Ligand kapil1 bir iyon kanalinin (SHT3 reseptorti)

inhibisyonu’ olarak siralanabilir.(Stahl, 2015)
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[k olarak 1937'de italya, Roma'da, Maffu Vialli ve Vittorio
Erspamer (1909-1999), bagirsaklarin enterokromaffin
hiicrelerinden tiiretilen ve si¢an uterusunda diiz kas kasilmasina
neden olan bir maddeyi tanimladilar .Bu maddeye baslangigta
"Enteramine" adini verdiler. Daha sonra, Cleveland Ohio, ABD'de
1940'arin sonlarinda Maurice Rapport , Arda Green ve Irvine Page
5-HT'yi bir "serum vazokonstriktdr" olarak saflastirdi ve adini
tasarladi. Serumdan baslangi¢ saflagtirmasi ("sero-") ve damar
tonunun modulasyonu ("-tonin") nedeniyle "serotonin" ad1 verildi..
Kisa bir siire sonra, 1949'da Rapport, serotoninin kimyasal yapisini
5-hidroksitriptamin olarak agikladi. 1952'de Erspamer ve
meslektas1 Biagio Asero, 5-HT ve enteramin’in ayni madde
oldugunu dogruladi.(Noristani and Perrin, 2019)

Serotonin ;amino asit olan L-triptofandan indol halkasinin
hidroksilasyonu ve ardindan amino asidin dekarboksilasyonu ile
sentezlenir.(Katzung, 2012)

Bitkilerde ve simdiye kadar incelenen tiim metazoan yagam
dallarinda serotonin sentezinin varlig1 serotoninin yagsamin
evriminde nispeten erken ortaya ¢iktigini gostermektedir.
Serotonin’in islevi en ilkel sinir sistemlerinde bile sinir sistemi
modiilasyonuna ve sinyalizasyonuna karmasik bir sekilde

baglidir.(Lam et al., 2010)
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"Mutluluk hormonu™ olan serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-
HT), sinir iletiminde filogenetik agidan ¢ok eski bir role sahiptir
.(Sodhi and Sanders-Bush, 2004)

Charles Sherrington ve Thomas Graham Brown gibi
onciiler, yirminci yiizyilin baglarinda, hareketin sinirsel kontrolii
hakkinda deneyler gerceklestirmislerdir. On yillarca siiren
kanitlarla desteklenen ufuk agici ¢alismalariyla yiriime, ugma ve
yuzmenin buyik 6l¢ide, genellikle hareket icin merkezi model
olusturucu (CPQG) olarak adlandirilan bir spinal ndron ag1
tarafindan kontrol edildigi sonucuna varmiglardir.(Guertin, 2013)
Omurilikteki patern jeneratori olarak da bilinen néronal devre,
yiirlime gibi karmasik motor islevlere aracilik edebilir. Hem
norepinefrin hem de 5-HT bulbospinal sistemleri patern
olusturucularin tonik stimiilasyonunu saglar. Embriyonik raphe
hicrelerinin, spinal transeksiyondan sonra yetiskin sican
omuriligine agilanmasi greft sagkalimi1 ve% 40'lik bir 5-HT alim
artig1 gostermistir. Transplant ile alt motor noronlarin fonksiyonel
yeniden inervasyonu elektrofizyolojik olarak gosterilmistir. SCI
sonrast 5-HT reseptOr degisiklikleri hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir.(Shapiro, 1997)



Serotonerjik noronlar, genis aksonal aglar1 araciligiyla
neredeyse tim Merkezi Sinir Sistemi (SSS) alanlarina ulasabilir ve
onlar1 etkileyebilir. 5-HT uyku ve sirkadiyen ritimler, ruh hali,
hafiza ve 6diil, duygusal davranis, nosisepsiyon ve duyusal isleme,
otonomik tepkiler ve motor aktivite gibi ¢ok sayida islevi
dizenler.(Crispino et al., 2020)

Omurilik zengin bir serotonerjik innervasyona
sahiptir.(Hadjiconstantinou et al., 1984) Sigan omuriligi farkl
segmentlerinde ve laminalarinda SERT1 (serotonin tasiyict)
yaygin, ancak heterojen bir dagilimda bulunmaktadir.(Sur et al.,
1996)

Omurilik travmasindan sonraki ilk birkag saat i¢inde
yaralanma boélgesinde ve ¢evresinde 5-HT birikiminin noral hasarin
ilerlemesine katildig1 6ne siiriilmiistiir.(Salzman et al., 1987, ZIVIN
et al., 1976) Ote yandan ventral kordda projeksiyon yapan 5 -HT
noronunun, omurilik hasarindan sonra fonksiyonel iyilesmeye
katkida bulunabildigi aktarilmigtir.5-HT sistemlerinin omurilik
hasarmin iki fazi sirasinda tamamen farkli fonksiyonlara sahip

olmasi 6zellikle ilgi ¢ekicidir.(Hashimoto and Fukuda, 1991)
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5-hidroksitriptamin (5-HT) olarak da adlandirilan serotonin,
lokomosyonda 6nemli bir rol oynar ve 5-HT nérotransmisyondaki
artis, spinal kord yaralanmasi sonrasi fonksiyonel iyilesmeyi
destekler. Ayrica, omurgasizlarda yapilan son ¢alismalar yaralanma
sonrasi aksonal rejenerasyonu tesvik etmede 5-HT'nin dogrudan bir
roliinii gostermektedir. SCI, yaralanma tipi, lezyon siddeti ve
hayvan modeline bagli olarak 5-HT projeksiyonlarinda ¢esitli
degisikliklere neden olur. 5-HT aksonlarinin SCI'ye tepkisi,
yaralanma yerine gore gore farklilik gosterir. 5-HT aksonlarinin
SCI bolgesine rostral ve kaudal tepkisi, hem si¢anlarda hem de
farelerde biiyiik 6lgtide farklilik gosterir. Lezyonun hemen rostral
5-HT projeksiyonlari, ¢esitli SCI modelleri kullanilarak her iki
tiirde de belirgin filizlenmeye ugrar .(Noristani and Perrin, 2019)
Cok sayida galigma, omurilik lezyonundan sonra yaralanma
bolgesine paralel olarak 5-HT immiinreaktivitesinde bir artig
bulmustur.(Holmes et al., 2005, Hayashi et al., 2010, Saruhashi et
al., 1996) Bununla birlikte, tim 5-HT aksonlarinin lezyonlu oldugu
omuriligin tamamen ezilmesini takiben lezyona hemen rostral 5-HT
akson yogunlugundaki artig, akson rejenerasyonunu destekler. Bu,
5-HT sistem plastisitesinin, SCI sonrasi aktif akson filizlenmesine
ve rejenerasyona izin veren spesifik rejeneratif yeteneklerle

sonuglandigin1 gostermektedir.(Noristani and Perrin, 2019)
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Memelilerde, serotonin reseptdrlerinin biyokimyasal ve
farmakolojik kriterlere dayali yedi farkli alt tipi (5-HT1 ila 5-HT7)
tamimlanmustir.(Sharker et al., 2020)

7 farkli reseptoriin ve bunlarin alt tiplerinin bir kismi1 spinal
kord ile iligkilidir. 5-HT1A reseptorleri esas olarak dorsal
boynuzun yiizeysel tabakasinda gosterilmistir.(Marlier et al.,
1991)5-HT1D reseptorlerinin varligi, ¢esitli servikolumbar
seviyelerinde dorsal kok gangliyonlarinda da bildirilmistir.(Classey
et al., 2010) 5-HT1D reseptorleri son zamanlarda intraftizal kas
liflerini inerve ederek kas iglerinin hassasiyetini diizenleyen
omurilikteki gama motor ndronlari i¢in segici bir belirte¢ olarak
tamimlanmustir.(Enjin et al., 2012) 5-HT1F reseptord, Ust servikal
omuriligin substantia jelatinozasinda énemli miktarlarda
bulunur.(Castro et al., 1997) Sigan omuriliginde beyaz ve gri
maddede, sakrokaudal seviyelerde, 5-HT2C reseptor
imminoreaktivitesi bulunur.(Ren et al., 2013) Omuruligin tim
seviyelerinde substantia gelatinosa’da yiiksek yogunlukta 5-HT3
reseptorleri mevcuttur.(Parker et al., 1996, Waeber et al., 1989) Rat
omuriliginde immiinohistokimyasal olarak 5-HT5A reseptdrlerinin
varlig, tespit edilmistir.(Doly et al., 2004) immiinoreaktivitenin, en
cok dorsal boynuzun iki ylizeyel tabakasinda ve lomber seviye
L6'da dorsolateral motor ¢ekirdekte giiclii oldugu bildirilmistir.

Lateral spinal ¢ekirdekte, lamina X (merkezi kanali ¢evreleyen
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bolge) ve lamina 1X'da daha orta duizeyde sinyaller gozlenmistir.
L6'daki elektron mikroskobik gézlem, dorsal boynuzda
immiinoreaktivitenin, dendritlerde ve hiicre govdelerinde yalnizca
postsinaptik olarak mevcut oldugunu gostermistir.(Doly et al.,
2004) Western blot analizi ile omuriligin dorsal kisminda ve dorsal
kok gangliyonlarinda 5-HTS5A reseptorlerinin varligi bildirilmistir
ve serotonin reseptoriiniin bu alt tipinin antinosisepsiyona aracilik
etmedeki rold, siganlarda gesitli agri modellerinde deneysel olarak
kamtlanmistir.(Avila-Rojas et al., 2015) 5-HT6 reseptorlerinin
spinal kordda goriildiigii bildirilmistir. 5-HT7 reseptorleri ayrica
tim torako-lomber seviyelerde ve agirlikli olarak lamina I-111 ve
VI-VI1II'de kedi omuriliginin néronlarinda ifade edilir. Bu 5-HT7
iceren noronlarin cogu, lokomotorla aktive olan néronlardir ve bu
reseptorler icin (5-HT1A ve 5-HT2A ile birlikte) hareket
modiilasyonunda bir rol oldugunu diistindiiriir.(Noga et al., 2009)

5-HT, memeli omuriliginde ritmik motor aktivitede 6nemli
yer tutar.(Maclean et al., 1998)

Yapilan bir ¢aligmada sinaptik yariktaki 5-HT nin diigiik
seviyelerde lokomosyonu kolaylastirici etkisi oldugu fakat yiiksek
seviyelerde inhibe ettigi aktarilmistir.Yine bu ¢alismada endojen 5-
HT’nin lokomotor aktiviteye katkida bulundugu

gosterilmistir.(Dunbar et al., 2010)
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Omurilik ventral boynuzundaki 5-HT salinimi lokomotor
fonksiyona aracilik etmede dnemli bir rol oynamaktadir. SCI'yi
takiben supraspinal serotonerjik projeksiyonlarin kesilmesi ile 5-
HT tiikenir. Buradan yola ¢ikilarak 5-HT kaybinin motor
fonksiyonun iyilesmesini engelleyen en 6nemli sinirlayici
faktorlerden biri oldugu sdylenebilir.(Ghosh and Pearse, 2015)

Spinal kord yaralanmasinin lokomosyon tizerine etkisi
lokomosyonu baslatmaya ve kontrol etmeye yarayan 6zel inen sinir
yolaklarinin kaybidir. Bunlardan en 6nemlisi ;kemirgenlerde
medulla hiicrelerinde baslayan ve omuriligin tiim seviyelerine
ulasip sonlanan serotonerjik(5 hidroksitriptamin, 5-HT)
yolaklaridir.(Stawinska et al., 2014)

5-HT1A ve 5-HT3 reseptorleri, spinal nosiseptif iletimin
serotonerjik regiilasyonuna katkida bulunur. (Glaum et al., 1990,
Oyama et al., 1996, Hains et al., 2003, Jeong et al., 2004) 5-HT3
reseptorleri esas olarak omurilikteki akson terminallerinde
bulunur.(Conte et al., 2005) 5-HT1A reseptorlerinin aktivasyonu,
SCI sonrasi motor fonksiyonel iyilesmeyi indiikleyebilir.(Fuller and
Gates, 2016) 5-HT'nin uyarici etkileri motondronlar tizerindeki 5-
HT1A reseptorlerinin aktivasyonu ile gerceklesir.(Takahashi and

Berger, 1990)



Lokomosyonun serotonerjik modilasyonu torako-lomber
segmentlerin lamina V1I ve VIII icindeki serotonerjik-innerve
edilen lokomotor aktive néronlarin soma ve proksimal
dendritlerinde bulunan 5 HT7 / 5-HT2A / 5-HT1A reseptorlerini
icerir. 5-HT7 reseptorlerinin 5-HT kaynakli ritmisiteyi bloke ettigi
gosterilmistir.(Noga et al., 2009)

Genel olarak 5-HT7 aktivasyonunun, adenilil siklaz-siklik
AMP yollarinmn aktivasyonu ve hiicre i¢i Ca?* seviyelerinin
yiikselmesi yoluyla ndronal uyarilabilirligi arttirdigi
bilinmektedir.(Baker et al., 1998) Buna karsilik, 5-HT1A'nin hem
presinaptik hem postsinaptik olarak lokalize edildigi ve Gi-protein
aktivasyonu ve K * kanal agilmasi yoluyla adenilil siklaza negatif
olarak baglandig: bilinmektedir.(Landry et al., 2006) Ayrica 5-HT7
reseptor varliginin, lokomosyonun baglatiimasindan sorumlu
interndronlarin tanimlayici bir 6zelligi olabilecegi 6ne

stirilmiisttir.(Cabaj et al., 2017)
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5-HT1A reseptoriiniin gelisimin erken safhalarinda mevcut
oldugu ve serotonerjik sistem gelisiminin diizenlenmesinde rol
oynadigini gosterilmistir. insan fetal beyninde, 5-HT1A mRNA
ekspresyonu 16 ila 22 hafta arasinda pik yapar. Cesitli beyin
bolgelerinde yapilan arastirmalar, en yiiksek 5-HT1A mRNA
ekspresyonunun o bélgenin gelisimi sirasinda meydana geldigini ve
olgunlagsma gergeklestikten sonra azaldigini gostermektedir.(Sodhi
and Sanders-Bush, 2004) Sigan omuriliginin otonomik bolgelerinde
bulunan 5-HT igeren lifler, beyin sapindan kaynak alir.(Newton et
al., 1986)

5-HT1A veya 5-HT7 aktivasyonunun memelilerde CPG
aracili lokomotor ritmogenezine katkida bulundugu
aktarilmistir.(Landry et al., 2006) 5-HT7 reseptorleri esas olarak
sinaptik kolaylastirma tiretmekten sorumludur.(Garraway and
Hochman, 2001) 5-HT reseptorlerinin omurilik hasarindan sonra
lokomosyonu indiikleme kabiliyetine olan ilgi, 5-HT reseptor
agonisti Buspiron'un omurilik hasar1 olan insanlarda kullanilmasi
icin girisimlere yol agmistir.(Stawinska and Jordan, 2019) 5-
HT1A, 5-HT2 ve 5-HT7 reseptorlerinin bir agonisti olan
Buspiron’un spinal kord yaralanmali farelerde lokomotor
iyilesmeyi kolaylastirdig1 gosterilmistir.(Jeffrey-Gauthier et al.,
2018) Caligmamizda sham grubuna gore deneysel gruptaki

istatiksel anlamda lokomotor iyilesmeyi ayni sekilde spinal kord



yaralanmasi sonrasi verilen Vortioksetin’in yiiksek oranda 5-HT1A
agonizmasi ve buna kiyasla diisiik oranda 5-HT7 antagonizmasi ile
motor fonksiyonlarda iyilestirici bir etki yaratmis olabilecegi
ongorulebilir. Ancak 5-HT1A agonizmasinin omurilikleri
yaralanan kaplumbagalarda iyilesmeyi olumsuz yonde etkiledigi de
soylenmektedir.(Fabbiani et al., 2018) Diger bir ¢calismada 5-
HT1A agonistlerinin spinal kord yaralanmasi ile indiiklenen
solunum anormallikleri iizerine yararh etkileri oldugu
bildirilmistir.(Teng et al., 2003) Bu hipotezi desteklemese de daha
eski bir calismada ise 5-HT'nin spinal lokomotor ag iizerindeki
temel inhibitor etkisine, 5-HT1 reseptor sinifinin belirli alt
tiplerinin aracilik ettigi sonucuna varilmigtir.(Beato and Nistri,
1998) Kaplumbagalarda spinal kord yaralanmasi ile yapilan bir
caligmada 5-HT1A reseptorlerinin ndron yeniden olusmasini
engellemedeki olas1 bir roliinii incelemek i¢in, omurilikleri
yaralanan kaplumbagalardan bir gruba 10 giin siireyle secici 5-
HT1A agonisti verilmistir ,sonucunda ilag¢ alan kaplumbagalarda,
tedavi edilmeyen hayvanlara gére 6nemli 6lciide daha az 5-HT +
noron oldugu saptanmistir.(Fabbiani et al., 2018) Ek olarak;
Vortioksetin, siganlarda 5-HT1A ve 5-HT7 reseptorlerinde yaklagik
on kat daha zayif afiniteye sahipken, sigan 5-HT3 reseptoriinde ¢

kat daha guclu bir afiniteye sahiptir.(Du Jardin et al., 2016)
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Bu ¢alismalardan ¢ikarimda bulunursak; spinal kord
yaralanmasi sonrasi verilen Vortioksetin’in serotonin yolaklar1
iizerinden motor fonksiyonlar tizerine iyilestirici etki varligim
arastirmada, serotonin diizeyi bakmanin yaninda bu durumu
reseptorler Gizerinde arastirmak tizere daha fazla ¢alismanin
yapilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaistir.

Calismamizda Vortioksetin’in spinal kord yaralanmast
sonrast motor fonksiyonlar {izerine etkisi arastirilirken ;literatiirdeki
bilgiler 151¢1nda bu etkide serotoninin yeri oldugu diistiniilmiistiir.
Nitekim Vortioksetin 5-HT tizerine multimodal etkinligi olan bir
ilactir. Bu nedenle sakrifikasyon ile alinan spinal kord doku
orneklerinde; hem histoloji birimince serotonin immiin boyama
yapilmis olup hem de dis merkezde ELISA ydntemi ile serotonin
seviyesi baktirilmistir.

Serotonin immiin isaretleme ile histoloji biriminin
degerlendirmesinde ise deney grubunda sham grubuna gore
boyanma yogunlugu az olarak karsimiza ¢ikmistir. Serotonin immn
boyamada kontrol grubu boya tutmamustir. Yani doku serotonin
seviyesi lizerinden motor iyilesmeyi degerlendirmek pek miimkiin

goérinmemektedir.
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Calismanin 10. giinlinde sakrifikasyon sonrasi alinan spinal
kord doku 6rneklerinin H&E boyama ile degerlendirilmesinde deney
grubundaki aksonal hasar ve néronal dejenerasyon sham grubuna
gore hayli diisiik ¢ikmistir. Bu durum motor degerlendirme sonuglari
ile parelellik gostermektedir. Yani Vortioksetin’in multimodal etki
mekanizmalarinin  bir ya da birkaginin ndroprotektif ve
nororejeneratif 6zellik gosterdigini desteklemektedir.

ELISA yontemi sonrasi sonuglara bakildiginda deney ve
sham gruplar1 arasinda serotonin diizeyi agisindan anlamli fark
goriilmemigstir. ELISA ile kontrol grubunda serotonin diizeyi yiiksek
olarak ¢ikmigtir, bu durumun serotonin immiin boyama ile parelellik
gostermeyisi serotonin immiin boyama ile elde edilen sonuglarin
giivenilirligini tartisilir hale getirmektedir. Multimodal etkinligi olan
Vortioksetin’in motor fonksiyonlar {izerine iyilestirici etkisi oldugu
yapilan motor muayeneler ile gézlenmis olup bu gozlem yarali kord
dokusundaki serotonin diizeyi iizerinden agiklanmaya c¢alisilmis olsa
da iyilestirici etkide daha karmasik yolaklarin varligini akla
getirmektedir. Serotoninin bir dizi immiinolojik siireci etkiledigi
gosterilmistir ve proinflamatuar sitokinlerde hem artisga hem de

azalmaya yol acabildigi gosterilmistir .(Nau Jr et al., 2013)
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Vortioksetin’in monosit ve makrofajlarda PPARy'nin gen
ekspresyonunu indiikklemenin yani sira, TNF o ekspresyonunda
negatif bir egilimi indiikledigi gosterilmistir. Bu etkinin 5-HT ile
paralellestirildigi, Vortioksetin’in hedef dis1 bir etkisinden
kaynaklanma olasiliginin diisiik oldugu (yani serotoninerjik sistem
s0z konusudur) aktartlmistir. Ayrica 5-HT'deki bir artigin (SERT'nin
inhibisyonuna bagli olarak), reseptorlerinden birinde dogrudan
agonistik bir etkinin veya Vortioksetin’in ¢cok modlu etkisinden
kaynaklanan  karistk  bir  etkinin  sonucu  olabilecegi
vurgulanmigtir.(Talmon et al., 2018) Ek olarak, immunohistokimya
ve in situ hibridizasyon calismalari, sican omuriliginin dorsal
boynuzunda inhibitér ndronal iletimi yayan 5-HT3 reseptorlerinin
varh@int  gostermistir.  5-HT3  reseptdr  antagonistlerinin
noroproteksiyonda yer alabilecegi vurgulanmistir.(Gupta et al.,
2016)

Bu bilgiler 1s18inda Vortioksetin alan deney grubundaki
ratlarin sakrifikasyon sonrasi alinan spinal kord doku 6rneklerinde
serotoninin, H&E boyama ile de dogrulandig iizere, antienflamatuar
bir etki yarattign varsayilabilir. Istatistiki olarak anlamli fark
olusmasi i¢in ¢alismanin daha fazla denek sayisi ile gerceklesmesi
gerektigi dislniilmistiir. Ayrica ¢alismanin 10 giinden daha uzun
bir siire devam ettirilmesinin serotonin bazinda degerlendirme

yapilabilmesi i¢in daha uygun olacagi kanaatine varilmistir.
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4.5-Kilo Aliminin Vortioksetin ile iliskisi:

Vortioksetin’in 6zellikle ilging bir 6zelligi, kilo aliminin
indiiksiyonu ile diger metabolik degisikliklerin varlig1 arasindaki
iliskinin kuruldugu diger antidepresanlarin aksine, kilo tizerinde
hicbir etkisinin olmadig1 gériinmesidir.(Alvarez et al., 2014)

Calismamizda; cerrahi ile sham ve deney gruplarinda
deneysel rat omuriligi yaralanmasi yaratilmistir. Kontrol grubuna
ise cerrahi yiik bindirmek adina; cerrahi ile sham ve deney
gruplarinda oldugu gibi ayn1 seviyeden laminektomi yapilip korda
dokunulmamustir. Ratlarda deney siiresince Ol¢limler ile kayit altina
alinan kilolar arasinda deney siiresince kontrol, sham ve
Vortioksetin verilen deney gruplar aras1 fark bulunmamaktadir.

Bu durum Vortioksetin’in kilo alim1 {izerine belirgin etkisi
olmadigini destekleyen yayinlar ile 6rtiismektedir.(Alvarez et al.,
2014, D’ Agostino et al., 2015, Salagre et al., 2018, Schatzberg et

al., 2014)
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4.6-Histolojik Verilerin Analizi:

Sican modellerinde, in vitro ¢alismalar, Vortioksetin
kullanimini takiben hipokampusta artmis sinaptik iletim ve
plastisite gostermistir. Sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen ve
nitrojen tarleri gibi ¢c6zundr enflamatuar molekillere ikincil
noronal hasar, neonatal hipoksi-iskemide néronal hasarin ana
aracisi olarak kaydedilmistir. Nitekim hipoksik beyin hasarina
ikincil depresyon tedavisi deneyiminin aktarildig: bir vaka
bildiriminde Vortioksetin’in dikkate deger bir gelisme yarattigi
aktarilmistir.(Ahsan et al., 2020) Ayrica Vortioksetin’in
antienflamatuar etkisi de aktarilmistir.(Talmon et al., 2018)
Histolojik degerlendirmeler sonucunda Vortioksetin’in spinal kord
yaralanmasinda sekonder yaralanma iizerine noroprotektif

,antienflamatuar ve iyilestirici etkisi oldugu diistiniilmiistiir.

H&E boyama ile degerlendirilen yaralanma bolgesinden
alinmis olan doku ornekleri incelendiginde Vortioksetin alan deney
grubundaki 6rneklerde SF alan sham gurubundaki 6rneklere gore
doku biitlinliigli normale daha yakin géziikmiis olup hasarli akson ve
dejenere noron sayisi daha azdir. Istatistiki olarak da anlaml1 ¢ikan

bu sonug hipotezimiz ile ortiismektedir.
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Luxol Fast Blue boyama ile degerlendirilen yaralanma
bolgesinden alinmis olan doku 6rnekleri incelendiginde Vortioksetin
alan deney grubundaki oOrneklerde SF alan sham gurubundaki
orneklere gore doku biitiinliigii normale daha yakin goziikmiis olup
,demiyelinizasyon daha azdir. Spinal travma sonrasi parapleji
gelisen, ardindan giinde bir kez intraperitoenal yoldan Vortioksetin
verilerek 10 giinliikk takibin sonucundaki sakrifikasyon sonrasi
yaralanma bélgesindeki spinal kord doku drneklerinde Luxol Fast
Blue boyama yapilan deney grubundaki ratlarin %71,4’0i normal
miyelinizasyon ile karsimiza ¢ikmis olup; siddetli demiyelinizasyon
hicbirinde goriilmese de istatistiki olarak bakildiginda gruplar arasi
anlamli fark ¢ikmamasi denek sayisinin az olmasina baglanmisitr.
Vortioksetin  alan  ratlarda  miyelinizasyonun  fazla ve
demiyelinizasyonun az gorulmesi motor muayene sonuglar1 ile

Ortiismiistiir.
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4.7-Vortioksetin ve Motor Fonksiyonlar Uzerine

Iyilestirici EtKkisi:

Calismamizda Vortioksetin’in motor fonksiyonlar iizerine
tyilestirici etkisi arastirilmistir. Arastirmada sonuca gitmek {izere ;
histolojik ve néromotor muayene yontemleri kullanilarak kayda
alinan veriler kullanilmustir. 3., 5., 7. ve 10. gunlerdeki Drummond
Moore Kriterleri kullanilarak yapilan motor degerlendirmelerde
tiim ikili gruplar arasinda anlaml fark tespit edilmistir. Sham
grubunda SF verilen 7 ratin 10. giinde paraplejik vaziyette
kaldiklar1 goriilmiistiir. Deney grubunda Vortioksetin verilen 7
ratin motor muayenelerinde 10. giine dogru anlamli ilerleme
kaydedildigi fark edilmistir. Yine egik diizlem ile degerlendirilen
ratlarda 3. giinden itibaren tiim ikili gruplar arasinda anlamli fark
mevcuttur. Deney grubunda yer alan ratlarin egik diizlem agilari
sham grubundakilere gore daha yiiksek olarak o6l¢iilmiistiir. Egik
diizlem ile degerlendirmede kontrol grubundaki ratlarin post op
olgtimlerinde egik diizlem agilarmin diistiigi fark edilmistir. Sadece
laminektomi yapilan ratlardaki bu durum cerrahi yiike bagli gelisen

agr1 ve bu nedenle olusan hareket kisitliligina baglanmistir.
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Yapilan bir calismada, insizyonel agri i¢in bir rat modeli
tanimlanmis olup, bu modelin insizyondan sonra birkag guin slren
tekrarlanabilir, 6l¢iilebilir mekanik hiperaljezi gosterdigi
gosterilmistir.(Brennan et al., 1996)

Kayit altina alinan ayak izlerine bakildiginda deney
grubunda yer alan ratlarda arka ayak izlerinin 10. giine dogru
artarak belirdigi ve sham grubundaki ratlarda goziikmeyen arka

ayak izlerinin deney grubunda ¢ikmaya basladig tespit edilmistir.



5.SONUC:

Noromotor degerlendirme yontemleri ile yapilan klinik
degerlendirmeler neticesinde Vortioksetin’in motor fonksiyonlar
iizerine iyilestirici etki yarattig istatistiksel olarak da gosterilmis,
ancak 1yilesmenin doku seretonin diizeyleri ile iliskisi g6z ontine
serilememistir. Bu iyilesmenin yukarida ayrintilariyla tartisildigi
Uzere multimodal etkilere sahip Vortioksetin’in farkli reseptorler
iizerine etkisi ve antienflamatuar 6zelliklerinden kaynaklandig:

sonucuna varilmistir.
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Toplam / Total 40 40
Kurs Suay Puani  Course Exam Seore =~ g (¢

Adi Soyadi: PTeLAY HOURT B
(Name Surname) Sertifika No (Certificaic Number): YTUDHK VII/ 23
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Konu: Kararlar

Hayvan Aragtirmalari Yerel Etik Kurulu

(4. nozo

ARASTIRMANIN ADI
(TITLE OF THE PROJECT)

Deneysel Rat Omuriligi Yaralanma Modelinde Vortioksetin’in Tedavi Edici ve Motor
Fonksiyonlar Uzerine lyilegtirici Etkilerinin Degerlendirilmesi

(TITLE OF THE PROJECT)

ARASTIRMANIN INGILIZCE ADI

Evaluation the effect of vortioxetin on treatment and improvement of Motor functions in
experimental Rat Spinal Injury Model

SORUMLU ARASTIRMACI

Prof.Dr.Ali Riza GEZICI

(PRINCIPAL INVESTIGATER)

BASVURU BIiLGILERI
(APPLICATION
INFORMATION)

DIGER ARASTIRMACILAR
(OTHER INVESTIGATERS)

Dr.Ogr.Uyesi Aslihan SAYLAN, Dr.Berkay BOZKURT

ARASTIRMA MERKEZI
(RESEARCH CENTER) Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Deney Hayvanlan Uygulama ve Aragtirma Merkezi
> Karar no (Decision No): 2020/01 Tarih (Date): 08.01.2020

o —

% % Prof.Dr.Ali Riza GEZICI’nin sorumlulugunda yapilmasi tasarlanan ve yukarida bagvuru bilgileri verilen aragtirma
o dosyast ve ilgili belgelerin incelenmesi sonucunda aragtirmanin 21 adet sigan ile gergeklestirilmesinde etik yonden
= Yi g g / &

g sakinca olmadigina meveudun oy birligi/oy ¢oklugu ile karar verilmistir.

Uyeler Uzmanhk alam Kurumu imzasi

Prof.Dr.Tufan MERT Biyofizik AD BAIBU Tip Fakiiltesi

(Bagkan) Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Hamit COSKUN Psikoloji Bolimii BAIBU Fen Edebiyat Fakiiltesi l‘( P

(Uye) Ogretim Uyesi Sk

Dog. Dr. Yegim YENER Temel Egitim Bolima Ogretim BAIBU Egitim Fakltesi Katiad

(Uye) Uyesi aill mad:

Dog. Dr. Mustafa SIT Genel Cerrahi AD BAIBU Tip Fakiiltesi

(Uye) Ogretim Uyesi

Dog.Dr.Ugur UYETURK Uroloji AD Ogretim Uyesi BAIBU Tip Fakiiltesi / /

(Uye)

Dog.Dr.Mustafa DILEK Cocuk Hastaliklari AD Ogretim BAIBU Tip Fakiltesi ;

(Uye) Uyesi Katilmadi

Dr.Ogr.Uyesi Serdar GOZUTOK
(Uye)

Yaban Hayati ve Ekolojisi
Boluma Ogretim Uyesi

BAIBU Ziraat ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi

Dr. Ogr. Uyesi Hayriye ORALLAR
Uye)

Kanath Hayvan Yetigtiriciligi
Bolimii

BAIBU Ziraat ve Doga Bilimleri
Fakiiltesi

zz. 2.7

(Uye)

%’. Ogr. Uyesi Ayhan CETINKAYA Fizyoloji AD Ogretim Uyesi BAIBU Tip Fakiiltesi .‘I- ¢ Z%é -
(Uye) :
Dr.Ogr.Uyesi Canan AKUNAL TUREL | Noroloji AD Ogretim Uyesi BAIBU Tip Fakiiltesi v W /

Dr.Ogr.Uyesi OZGUR Mehmet YIS
(Uye)

Biyokimya AD Ogretim Uyesi

BAIBU Tip Fakiiltesi

Dr.Ogr.Uyesi Sevki GULER

Periodontoloji AD Ogretim Uyesi

Veteriner Hekim Enes EGILMEZ
(Sorumlu Veteriner Hekim)

Veteriner Hekim

BAIBU Deney Hayvanlari
Uygulama ve Aragtirma Merkezi

BAIBU Dis Hekimligi Fakiltesi _——— mng- /

Veteriner Hekim Orhan BULUT Veteriner Hekim BOLU BEYPILIG AS. (Y
(TC Uyesi)

Av.Cihan YAVUZ Avukat Asagi Soku Mah. Sair Sinasi Sok.

(TC Uyesi) Ayse Hanmim Apt.24/6 BOLU

/]
-



OZGECMIS:

Berkay BOZKURT, 1990 yilinda Sakarya’da dogmustur.
[Ikdgrenimini Sakarya Universitesi Vakfi [Ikdgretim Okulu’nda
tamamlamistir ve Sakarya Fen Lisesi’nden mezun olmustur. Tip
egitimini 2008-2014 yillar1 arasinda Yeditepe Universitesi T1p
Fakiiltesi’nde alarak tip doktoru {invanini tasimaya hak
kazanmistir. 2014 yilinda Sakarya Akyaz1 Toplum Sagligi
Merkezi’nde basladigi zorunlu hizmet gorevine; Sakarya Ferizli’de
ilge saglik miidiirii ve ardindan Sakarya Taskisig1 Kislasi’nda kisla
hekimi olarak devam ettikten sonra 2015 yilinda Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde beyin ve sinir cerrahisi uzmanlik
egitimine baslamistir. Edirne’de gecen bir yili takiben 2016°da
beyin ve sinir cerrahisi uzmanlik egitimine Bolu Abant izzet Baysal
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde devam etmeye baslamistir. Halen
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir
Cerrahisi Anabilim Dali’nda arastirma goérevlisi olarak

calismaktadir.
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