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OZET

DENEYSEL SPINAL KORD YARALANMASINDA LEVETIRASETAM VE
MANYETIK ALANIN TEDAVI EDiCi ETKILERININ iNCELENMESI

Pinarbasi MM. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyofizik
(Tip) Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Spinal kord yaralanmasi meydana gelen norolojik defisit nedeniyle bireye bakmakla
yiikiimlii ailelerin ve bireylerin yasam kalitesini olumsuz olarak etkilemektedir. Tedavide
pek c¢ok vyaklasim Onerilmis olmasina ragmen klinikte sadece metilprednizolon
kullanilmaktadir. Yakin zamanda antiepileptikler ve manyetik alanin ndrorejeneratif
ozelliklere sahip oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alismada deneysel spinal kord hasarinda
kombine manyetik alan ve yeni nesil bir antiepileptik olan levetirasetam tedavisinin
etkinliginin arastiritlmas1 amaglanmstir.

Yetigkin Wistar siganlar1 laminektomi, travma, metilprednizolon, levetirasetam (LEV),
manyetik alan (MA) ve kombine levetirasetam ve manyetik alan (LEVMA) tedavi gruplar
olmak tizere alti gruba ayrildi. Spinal kord travmasi T10 diizeyinde olusturularak
metilprednizolon 30 mg/kg dozunda i.p. olarak, levetirasetam 100 mg/kg dozunda gavajla
verildi. 50 Hz 1 mT diisiik frekansli manyetik alan selenoidde 30 dakika boyunca
uygulandi. Siganlarin fonksiyonel davranislar1t BBB skorlar1 kullanilarak degerlendirildi.
Tedavilerin uygulandigr 21 giin sonunda ¢ikarilan spinal kordlardan 12 pm kalinlikta
kesitler sogutmali mikrotom ile alinarak Fourier Transform Infrared (FTIR) goriintiileme
yapildi.

BBB skorlar1 LEV, MA ve kombine LEVMA tedavilerinin si¢anlarin davranigsal
islevlerinde diizelmeye yol agtigini, ancak diizelmenin metilprednizolon tedavisi kadar
etkin olmadigimi gostermistir. FTIR goriintiileme sonuglari, spinal kord yaralanmasinin
lipit yikiminda artima, ester iceren lipitlerde bir azalmayla birlikte fosfat iceren lipit
miktarinda bir artisga neden oldugunu ortaya koymustur. Metilprednizolon tedavisi ve
kombine LEVMA tedavisi ise lipit icerigindeki bu degisimi engellemistir. Spinal kord
yaralanmasi, daha kisa lipit acil zincir i¢erigine neden olurken, metilprednizon ve kombine
LEVMA tedavisi, laminektomi grubunda oldugu gibi daha uzun lipit asil zincir igerigine
neden olmustur. Benzer sekilde spinal kord yaralanmasi, lipitlerde etil grubunun

miktarinda bir azalmaya neden olurken metilprednizolon ve kombine LEVMA tedavisi etil
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grubu miktarinda artisa neden olmustur. Laminektomi grubuna kiyasla, tiim diger
gruplarda lipit/protein orami yiiksek olmakla birlikte en belirgin artisin LEV grubunda
oldugu gozlenmistir. Laminektomi harici gruplarda, 6zellikle tek bagina uygulanan MA ve
LEV tedavi gruplarinda doymamis lipit igeriginin azaldigi, fakat kombine LEVMA
tedavisinin lipit peroksidasyonunun onleyerek doymamis lipit iceriginde daha kiiglik bir
azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

Calisma sonuglar1 kombine LEVMA tedavisinin spinal kord travmasinda lipit yapisindaki
hasar kaynakli degisiklikleri  diizeltmede, oksidatif stresi engellemede, lipit
kompozisyonunu diizenlemede yani ikincil hasar1 6nlemede etkili olabilecegini ve ileriki

arastirmalarla umut vaat eden bir tedavi alternatifi olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Spinal kord travma, diisiik frekansli manyetik alan, metilprednizolon,

levetirasetam, FTIR mikrospektroskopik goriintiileme
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE THREAPEUTIC EFFECTS LEVETIRACETAM AND
MAGNETIC FIELD IN EXPERIMENTAL SPINAL CORD INJURY

Pinarbas1 MM. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Biophysics
(Medicine) Programme M.Sc. Thesis, Aydin, 2018.

Spinal cord injury (SCI) produces neurological deficits, and thus significantly affect the
lifestyle of the subjects as well as their families. Although many approaches have been
proposed for treatment, only methylprednizolone is used routinely in the clinics. Recently,
antiepileptics and magnetic field have been proposed to possess neuroregenerative
properties. This study aims to investigate the efficiency of combined magnetic field and a
new generation antiepileptic levetiracetam treatment in experimental spinal cord injury.
Adult Wistar rats were divided into six groups, namely laminectomy, trauma,
methylprednizolone, levetiracetam (LEV), magnetic field (MF), and combined
levetiracetam and magnetic field (LEVMF) treatment groups. Spinal cord contusion injury
was generated at T10 level, afterwards methylprednisolone was administered i.p. at a
single 30 mg/kg dose and levetiracetam was administered by oral gavage at a 100 mg/kg
dose. Low frequency 50 Hz 1 mT magnetic field was applied in a selenoid for 30 min/day.
Functional behaviour of rats were assessed using BBB scores. At the end of 21 day
treatment period, spinal cords were dissected. 12 um thick spinal cord sections were
obtained by a cryotome and placed onto BaF, windows for Fourier transform infrared
(FTIR) imaging studies.

BBB scores revealed that levetiracetam, magnetic field and combined magnetic field and
levetiracetam treatments led to an improvement in the behavioural functions of the rats, but
not as prominent as methylprednizolone treatment. The results of FTIR analysis revealed
that SCI led to an increase in the amount of lipid degredation with an increase in content of
phosphate containing lipids with a decrease in ester containing lipids. Methylprednizolone
and the combined LEVMF treatment restored this alterations in lipid composition. SCI
resulted in an increase in the content of shorter lipid acyl chains, whereas
methylprednisolone and the combined LEVMF treatment led to an increase in the content
of longer lipid acyl chains as in that of laminectomy group. Similarly, SCI resulted in a

decrease of the ethyl group amount in lipids and methylprednizolone and combine LEVMF
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treatment led to an increase in ethyl group amount. Compared to the laminectomy group,
the lipid to protein ratio increased in the remaining groups, where the mst prominent
increase was in LEV group. In all the groups except laminectomy, especially in MA and
LEV treatment groups, there was a decrease in the content of unsaturated lipids, however
the combined LEVMF treatment led to a slight decrease in unsaturated content preventing
lipid peroxidation.

The results of this study implicated that the combined strategy of LEVMF treatment was
efficient in prevention of the secondary injury by restoring the SCI-induced alterations in
lipid structure and composition as well as preventing oxidative stress in spinal cords, and

warrants further investigations.

Keywords: Spinal cord injury, methylprednizolone, levetiracetam, low frequency

magnetic field, FTIR imaging
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1. GIRIS

Spinal kord yaralanmasi sonuglart itibariyle hem bireysel hem de toplumsal agidan ¢ok
onemli bir problemdir. Ayrica, ekonomik ve kiiltiirel boyutlar1 ile de devlet politikalarini da
etkileyen onemli bir faktordiir. Spinal kord hasarlari, toplum i¢inde yasamina kendi kendine
devam edebilen hafif gii¢ kayiplariyla yasayan bireyler yaninda tamamen bakima muhtag ve
hatta solunumu olmayan bakim hastalarina neden olabilirler. Spinal kord travmalari; motorlu
tasit kazalar1 (%50), diisme ve is kazalar (%30), siddet suglar1 (%11), spor yaralanmalar1 ve

torasik aorta cerrahileri sonrasi goriilebilmektedir. Yaralanmalarda erkek/kadin orani 4/1 dir.

Yaralanma sonrasindaki ilk birka¢ giin igerisinde, spinal kordda olusan lezyonun
patolojik goriintiisiindeki dramatik degisiklikler, klinik ve deneysel gozlemlerin en 6nemli
noktasint  olusturmaktadir. Bununla baglantili olarak, spinal kord yaralanmasinin
patofizyolojisinde olusan hasarin primer ve ikincil mekanizmalarla olabilecegi diisiincesini
desteklemektedir. Bunlar; birincil mekanik hasar ve bunun tarafindan tetiklenerek olusan ve
bircok etkenin rol oynadigi ikincil hasarlanmalardir. Spinal kord travmasinda noéropatolojik
bulgular travmanin olus sekli, siiresi, siddeti gibi bir¢ok faktorden etkilenir. Travmadan sonra
baslayan ikincil hasar stireci akut, subakut ve ge¢ faz olarak siniflanabilir. Travmadan haftalar
sonra skar dokusu ve kavite olusur, beyaz cevherde wallerian dejenerasyonun degisik evreleri
gozlenir. Bu siirecler nedeniyle hafif spinal kord kiint travmalarda erken donemde defisitler
goriilmezken, ge¢ donemde patolojik siirecin ilerlemesiyle norolojik defisitler goriilebilir
(Kakulas, 1984). Spinal kord hasarinin akut safhasindaki tedavi c¢alismalarmin biiyiik
cogunlugu ikinci norotoksik olusumlart engellemeyi ya da bu siirecin ilerlemesini
durdurabilmeyi amag¢lamaktadir. Medikal tedaviden kismi fayda goriilmiis olmasina ragmen
literatiirdeki son ¢aligmalarda dahi spinal kord travmasi sonrasi ndrolojik fonksiyonlarda tam
iyilesme heniiz saglanamamistir (Sencer ve ark, 2013). Bunun yani sira spinal kord
yaralanmasinda klinikte kullanilan tek ajan olan metilprednizolon tedavisinin etkinligi sinirl
diizeyde kalabilmekte veya hastalarda enfeksiyona yatkinlik ve yara iyilismesiyle ilgili
komplikasyonlar goriilebilmektedir (Hulbert, 2000). Bu nedenle s6zii edilen norolojik
fonksiyonlarin geri kazanimi {izerine uygulanacak yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
Onem arz etmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda spinal kord travmasinda antiepileptiklerin kullanimi1

onerilmistir (Trojnar ve ark, 2002; Gensel ve ark, 2012). Yapist pirasetama benzeyen tek



enantiomer olan levetirasetam, aktivasyon mekanizmasimin heniiz belirlenemedigi
antiepileptik ilaglar smifinda yer almaktadir (Kwan ve ark, 2001). Kapsamli klinik &ncesi
arastirmalar levetirasetamin Na®, Ca*> ve K* kanallari ya da GABA ve glutamat
norotransmitter sistemleri de dahil olmak iizere, geleneksel hedefler ile herhangi dogrudan
etkilesiminin olmadigini géstermektedir (Noyer ve ark, 1995). Bilinen norotransmisyona ait
mekanizmalardan farkli bir etki mekanizmasia sahip oldugu anlagilmaktadir. SV2A adi
verilen sinaptik vezikiil protein, levetirasetamin etkisinde temel hedef olarak goziikmektedir
(Lynch ve ark, 2004). Klinik kullanimda levetirasetamin sedatif etkileri disinda yan etki
diizeyi diger antiepileptiklere gére daha az oldugu belirlenmistir. Son dénem c¢aligmalarda
beyin travmasina yonelik etkileri incelenmis olup bu ¢alismada da spinal kord yaralanmasi
tizerindeki tedavi etkinligi incelenmistir.

Deneysel ve klinik veriler diistik frekansli manyetik alanin biyolojik sistemler iizerinde
cok derin etkilere sahip oldugunu isaret etmektedir. Bu verilerden en 6nemlilerinden biri in
vitro sistemlerde manyetik alanin kullaniminin 6nerilmesine de neden olan manyetik alanin
hiicrelerin biyolojik aktivitelerinde, boliinme ve farklilasmalarinda degisimler olusturdugunun
gozlenmesidir. Manyetik alan uygulamasmin yumusak doku, kemik ve sinir iyilesmesi ve
rejenerasyonu iizerinde olumlu etkileri literatiirde yerini almistir (Crowe ve ark, 2003).
Laboratuvar ve klinik verilerine gore son yirmi yildir manyetik alanin bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanildig1 goriilmesine ragmen literatiirde manyetik alanin spinal kord travmasi
tedavisindeki etkinligi ile ilgili bir bulguya rastlanmamaktadir.

Bu calismada deneysel spinal kord yaralanmasi tedavisinde manyetik alan ve yeni
nesil antiepileptik ajan olan levetirasetamin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimlarmin etkinliginin
spinal kord doku bilesenlerinde olusan igerik ve yapisal degisimlerin belirlenmesiyle
degerlendirilmesi amaclanmistir. Elde edilen sonuglar medikal tedavide kabul gérmiis olan
tek ajan olan metilprednizolon (Manthley ve ark, 2005; Komur ve ark, 2014) ile

karsilagtirililarak uygulamanin terap6tik potansiyelinin tespitine olanak saglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Hiicresi Yapis1 ve Boliimleri

Bir sinir lifi akson ucu, akson govdesi, hiicre govdesi ve dentrit olmak iizere dort ana
bolimden meydana gelir (Sekil 1). Hiicre govdesinde niikleus ve hiicrenin ana yasamsal
islevlerini yerine getiren mekanizma yer alir. Dentritler noral iletisimin saglanmasinda
gorevlidirler. Bir ndrondan digerine gecen mesajlar mesaj yollayan hiicrenin akson ucu ile
mesaj1 alan hiicrenin dentrit membran1 ya da hiicre govdesi boliimii arasindaki birlesme yeri
olan sinapslar araciligiyla aktarimi saglanir. Hiicre govdesinden hedef hiicrelerine uzanan ve
oraya ¢iktiyr tasiyan uzantilardir (Richard ve ark, 2011). Aksonun uzunluklar1 birkag
mikrondan bir metreye kadar farklilik gosterebilir Aksonun ana bolgesi kollateral denen
dallanmalara sahip olabilir. Her bir dalin sonuna, aksondan salgilanan sinirsel iletim
maddesinin salinimindan sorumlu olan akson terminalidir. Bu kimyasal haberciler, hiicre dis1
araligr gecerek sonlanmanin karsisindaki hiicreye diflize olur. Bu duruma alternatif olarak
baz1 noronlar kimyasal haberci maddelerini varikozite olarak bilinen ve akson boyunca
uzanan bir seri ¢ikintili alandan salgilanirlar. Sinir hiicrelerinin kisimlarinin herbiri,
membrana bagh cesitli kanal ve pompalarin dagiliminin bolgesel olusundan farkli gorevleri

yerine getirirler (Richard ve ark, 2011).
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Sekil 1. Bir néronun yapisi (Eric, 2014)



Miyelin olusumunda miyelin kilifin kalinlig1 akson ¢api tarafindan belirlenir. Bundan
dolayr miyelinizasyon, Schwann hiicrelerinin aksonu sarip akson ile meydana getirdigi
fonksiyonel iliski sonucunda gergeklesir. Miyelin kilif kalinligin1 néroregulin (Ngrl) adi
verilen biiylime faktorii diizenler. Ngrl, aksonun ndrolemmasindan salinan bir transmembran
proteini olup, Schwann hiicrelerinin uygun kalinlikta miyelin kilif olusturmasinda sinyal
molekiilii olabilecegi diisliniilmektedir (Ross ve Pawlina, 2006). Miyelin kilif, akson boyunca

iletilen elektrik sinyalin yalitimi ile iletimi hizlandirir.

2.1.2. Sinir Hiicrelerinde Aksiyon Potansiyeli ve Iletimi

Membranin hiicre i¢i ve hiicre disinda yiiklii iyonlar vardir ve membran bu iyonlara
yar1 gecirgendir. Elektriksel sinyalin iletimi de sinir hiicre membraninin yar1 gegirgen zari
hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivi arasinda membran potansiyel farkinin olugmasi ile saglanir
(Ozturk, 2016). Hiicre dis1 s1v1 alaninin basglica ¢oziintir maddeleri sodyum ve klor iyonlardir.
Hiicre i¢i s1v1 alanlan ise yiiksek konsantrasyonda potasyum iyonu ve fosfat bilesikleri gibi
iyonize olmus difiizyona maruz kalamayan, ozellikle negatif yiiklii proteinleri ve fosfat
bilesiklerini bulundurur. Elektriksel olaylar bu yiiklii pargaciklarin hiicrenin plazma
membranindaki dagiliminin sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Zit isaretli ayrilmis elektrik yiikler bir
araya geldikleri durumda is yapma potansiyeline sahip olurlar. Bu potansiyele elektrik
potansiyel denir (Pehlivan, 2017).

Dinlenim durumundaki biitiin hiicreler, hiicre i¢i disina gore daha negatif olmak {lizere
potansiyel farkina sahiptirler. Bu potansiyele dinlenim membran potansiyeli denir. Bir sinir
hiicresinde membranin iki tarafi arasindaki potansiyel fark -70 mV’ tur (Pehlivan, 2017).
Membrandan difiize olabilen iyonlardan konsantrasyon durumuna gore en c¢ok olanlar
sodyum, potasyum ve klor iyonlaridir (John ve Hall, 2013). Dinlenim membran potansiyelinin
olusumunda en etkin rol c¢ogunlukla sodyum ve potasyumundur. Dinlenim durumunda
hiicrenin igerisinde potasyum, disarisinda ise sodyum ve klor iyon konsantrasyonlari

yiiksektir (Sekil 2).
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Sekil 2. Membranin hiicre i¢inde ve hiicre disinda bulunan iyonlar ve konsantrasyonlari
(Richard, 2011).

Ayrica hiicre igerisinde membrani gecemeyen biiylik negatif yiiklii molekiiller de

bulunmaktadir. Sodyum ve potasyum konsantrasyon farki sodyumun hiicre disina ve

potasyumu hiicre ig¢ine transportunu saglayan sodyum-potasyum pompasi etkinligi ile
gergeklestirilir (Eric ve ark, 2010; John ve Hall, 2013) (Sekil 3).
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Sekil 3. Sodyum potasyum pompasi (John ve Hall. 2013).



Bir uyaran geldiginde membrandaki Na* kanallarinin Na® gecirgenligi artar ve
membran potansiyel degerinde pozitif degerlere kayma seklinde goriilen depolarizasyon
durumu olusur. Olusan depolarizasyon yerel bir degisimdir ve ¢cok uzak mesafelere iletimi
olmayabilir. Eger potansiyeldeki bu degisim esik degeri astifi zaman aksiyon potansiyeli
olarak isimlendirilen ve membran potansiyeli degerini +30 mV’a yiikselten hizl
depolarizasyon baglar. Bu depolarizasyon hiicreye Na*® girisi ile olur. Boylelikle aksiyon
potansiyeli olusur. Aksiyon potansiyeli bir hiicrenin elektriksel membran potansiyelinin ani
olarak yiikselmesi ve azalmasidir (John ve Hall, 2013). Bir esik deger asildiginda ya hep ya
hi¢ ilkesi ile olusan bir membran potansiyel degisimi olarak da adlandirilir (Sekil 4).
Membran potansiyeli +30 mV civarina geldiginde Na* kanallar1 kapanir ve K* kanallar1 agik
hale gelir. Bunun sonucunda hiicreden disartya K* iyonlarinin ¢ikisi ile birlikte repolarizasyon
safhasia gecilir ve membran potansiyeli tekrar negatif degerlere dogru kayar (Pehlivan,

2017; John ve Hall, 2013).

Potarklyel Tark (milll Voll)
4
Aksiyon potansiyeli
+ 40 e
= ‘\\*?u
wy e
Q _:‘," "‘E‘L ¥ Zaman (mill §arkye]
[ =
_N .-"ll L
b,.ljj {:F;_
o J
o \gc
o =]
. 3
0 Polarizasyon / \"-. Polarizasyon
T o

Sekil 4. Aksiyon potansiyeli (Pehlivan, 2017)

Olusan bu potansiyel degisimi sinir lifi boyunca komsu bolgelere yayilim gosterir.
Miyelin kilif olmayan hiicrelerde komsu bolgenin iyon dagiliminin degisimi ile membran
potansiyelinin esik degere getirilmesi gergeklesir (Pehlivan, 2017; John ve Hall, 2013) (Sekil
5).
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Sekil 5. Membranda elektriksel iletinin ilerlemesi (John ve Hall, 2013)

Miyelin; oligodendrositlerin (OG) plazma membranlarinin 6zellesmis uzantilari
tarafindan olusturulan bir yapt olup yiiksek lipit/protein orani ile karakterize olmustur,
intraseliiler membranlar ve plazma membranlarina gére daha az sayida protein ile
zenginlestirilmis bir yapidir (Benjamins, 2003). Miyelin temel olarak; merkezi sinir
sistemindeki ak madde ve genis motor aksonlar igeren periferik sinirlerde bulunan, lipit ve
proteinden olugan bir membrandir. Yapisint %70 lipit, %30 protein olusturmaktadir. Miyelin
kilifin1 olusturan lipitlerin bilesiminde kolesterol %25, galaktolipit %29, ve fosfolipitler %46
oraninda bulunmaktadir. Galaktoserebrozid miyelindeki baslica galaktolipittir (Lefebvre ve
Vartanian, 2002). Miyelin kilifi i¢ ice gecmis konsantrik tabakalar seklindedir. Aksonun
miyelinize segmentleri, Ranvier bogumlarinin bulundugu, diizenli bir sekilde yerlesmis
miyelin icermeyen alanlar ile birbirinden ayrilmaktadir. Ranvier bogumlarinda bulunan
sodyum kanallari, aksiyon potansiyelinin iletiminde gorev alirlar (Benjamins, 2003; Lefebvre
ve Vartanian, 2002).

Miyelinsiz sinir liflerinde elektriksel potansiyelin ilerlemesi zar boyunca kesintisiz
iletilirken, miyelinli sinir liflerinde ise depolarizasyon yalnizca hiicre i¢i ve hiicre diginin
bulustugu Ranvier bogumlarinda olusmakta ve akim, bir bogumdan digerine sigrayarak
ilerlemektedir. Bu iletime sigrayici iletim denir. Bu durumun temel nedeni ise potansiyel
degisimi icin gerekli olan iyon kanallarimin sadece Ranvier bogumlarinda bulunmalaridir.
Miyelin kilifin neden oldugu yalitim sayesinde olusan potansiyel hiicre i¢erisinden hizlica bir

sonraki Ranvier bogumuna iletilir. Bu yilizden miyelinli liflerdeki bu sigrayici elektriksel
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iletim miyelinsiz liflerdeki elektriksel iletimden ¢ok daha hizli gergeklesir (Ertas, 2000; John
ve Hall, 2013) (Sekil 6).

Sekil 6. Miyelinli bir sinir lifinde elektiriksel uyarinin sigrayici iletimi (Eric, 2010)

2.2. Sinir Sisteminin Yapisi

Sinir sistemi, canlilarin i¢ ve dis ¢evresini tanimlama ve algilamasini saglayan,
cevresinden bilgi edinen ve bu bilgiyi isleyen, aksonlar ve hiicre aglar1 yolu ile sinyallerin
viicudun farkli boliimlerine iletimini saglayan, bu sinyal iletimi sonucu organ ve kaslarin
aktivitelerini diizenleyen organ sistemidir. Bu sistem iki ana boliimden meydana gelir.
Merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi.

Merkezi sinir sistemi, beyin ve spinal korddan olusurken, periferik sinir sistemi ise
merkezi sinir sistemi ile viicudun diger kisimlar1 arasinda baginti kuran sinir liflerinden
meydana gelmistir. Periferik sinir sistemi, motor ndronlari, duyu ndronlari, dolayli istemli
hareket, otonom sinir sistemi, somatik sinir sistemi, sempatik ve parasempatik sinir sistemi,

diizenli istemsiz iglevler ve enterik sinir sisteminden olusur (Ozturk, 2016) (Sekil 7).

2.2.1. Merkezi Sinir Sistemi

Gelisim sirasinda merkezi sinir sistemi uzun bir tiipten olusur. Beyini olusturacak olan
tiipiin 6n kismi, devam eden olusumu sirasinda, dort farkli bolgeye kivrimlanir. Bu bolgeler

beynin dort alt birimini meydana getirir: serebrum, diensefalon, beyin sap1 ve serebellum.
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Serebrum ve diensefalon 6n beyini olustururken, beyin sapi orta beyin, pons ve medulla
oblongatadan olusur. Beyin i¢i sivi ile dolu birbirine bagli dort adet boslugu (serebral
ventrikiil) da igerir (Sekil 8).
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Sekil 7. Merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi (Vander, 2014)
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Sekil 8. Beyinin boliimleri (Vander, 2014)



2.2.1.1. On Beyin

On beynin en biiyiikk kismimi meydana getiren serebrum, sag ve sol serebral
hemisferler ile onlarin altinda yer alan diger yapilar igerir. On beyinin merkezi kismin
diensefalon olusturur. Serebral hemisferle ona gri bir goriiniim veren hiicre gdvdelerinden
olusan dis kabuk ve gri madde adi1 verilen serebral korteks ile miyelinli lif yollarindan olusan
icteki beyaz madde tabakasindan meydana gelmistir. Lif yollar1 serebruma bilgi getiren veya
serebrumdan bilgi gotiiren ve hemisferler i¢indeki farkli alanlar1 birbirine baglayan pek ¢ok
sinir lifinden olugsmustur (Eric ve ark, 2010).

Her bir serebral hemisferin korteksi dort loba bdliiniir: Frontal, paryetal, oksipital ve
temporal olmak iizere. Sinir sisteminin en karmasik entegrasyon alani beyin korteksidir.
Serebral kortekste basit aferent bilgi toplanir ve anlamli algisal goriintiiler meydana gelmek
iizere islenir. Iskelet kaslarinin amaca y&nelik hareketlerini idare eden sistemler kontrol edilir.
Kortekse gelen sinir lifleri basta talamus olmak iizere diensefalondan ve ayrica korteksin
diger bolgeleri ve beyin sap1 alanlarindan kaynak edinir (Eric ve ark, 2010). Girdi liflerinin
bir kismi1 ¢evrede olan spesifik olaylarla ilgili bilgiyi tasirken digerleri kortikal uyarilabilirlik
diizeyini kontrol ederek uyaniklik durumunu belirler ve dikkati 6zel bir uyarana yonlendirir
(Ozturk, 2016).

Subkortikal niikleuslar, serebral hemisferlerin icinde yer alan rastgele yayilim gosteren
gri madde gruplaridir. Bazal c¢ekirdekler postiir ve hareket kontroliiniin saglanmasinda ayrica
karmasik davramslarda onemli gorevler iistlenirler. Uciincii ventrikiil ile iki dar bolgeye
ayrilan diensefalon, 6nbeynin ikinci bilesenidir. Talamus ve hipotalamus olmak {iizere iki
boliimii icerir. Talamus, sinaptik durak istasyonu gibi islev goren birka¢ biiyiikk niikleus
kiimesidir ve kortekse gelen bircok girdinin onemli bir etkilesim ve islenme merkezidir.
Burasi genel uyaniklik ve odaklanmis dikkat icinde anahtar bir rol oynar (Eric ve ark, 2010).

Hipotalamus, talamus altinda yer alir ve beynin alt yiizeyi lizerindedir. Noral ve
endokrin esgiidiimii saglayan esas merkezi olusturan farkli hiicre grup ve yollarini igerir.
Hipotalamus i¢ ¢evrenin homeostatik diizenlemeyi saglayan en 6nemli ve tek kontrol alanidir.

On beyin alanlarindan bazilar1 hem gri hem de beyaz madde icermektedir ve bunlara
limbik sistem ad1 verilir. Islevsel bir sistem olarak siniflandirilirlar. Bu birbirleri ile baglantil
beyin grubu, frontal lob korteksi, temporal lob, talamus ve hipotalamus ile bunlar1 baglayan
lif aglarindan meydana gelir. Limbik sistemin igindeki yapilar, 6grenme, duygusal deneyim

ve davranig ve bir seri i¢ organ sistemleri ve endokrinolojik sistemler ile iligkilidir.
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Hipotalamus limbik sistem iiriinlerini davranigsal ve endokrin yanitlar olusturmak {iizere

koordine eder (Ozturk, 2016).

2.2.1.2. Serebellum

Serebral korteks adi verilen hiicre tabakasi ve birka¢ derin hiicre toplulugundan
meydana gelmis olan bu yap1 durus ve dengenin kontrolii ile hareketin eszamanli ve
koordinasyon icinde yapilabilmesi i¢in onemli bir merkezdir (Eric ve ark, 2010). Bunlar1
yapabilmek icin serebellum kas ve eklemlerden, deriden, gozlerden ve kulaklardan, i¢

organlardan ve beyin hareketinin kontrolii ile ilgili parcalardan bilgi alir.

2.2.1.3. Beyin Sap1

Sinyalleri 6n beyin, serebellum ve spinal kord arasinda ileten biitiin sinir lifleri beyin
sapindan gecerler. Retikiiler formasyon beyin yasam i¢in 6nemli kisimlardan birisidir ve
beyin sapmin ¢ekirdek bolgesi boyunca uzanan ve akson demetleri ile iligkili seyrek
yerlesimli ndron somalarindan olusan bir yapidir. Merkezi sinir sisteminin tiim bolgelerinden
bilgi alir, entegre eder ve noral bilginin ¢cogunu isler. Retikiiler formasyon motor islevlerle,
kardiyovaskiiler ve solunumsal kontrol ile ve uyku-uyanikligi, dikkati kontrol eden
mekanizmalar ile ilgilidir (Ozturk, 2016). Yutma ve kusma merkezini igerisinde barindiran
retikiiler formasyon ayrica géz hareketlerinin ve viicudun uzay igerisindeki oryantasyonunun
saglanmasinda Onemli yer tutan niikleuslara da sahiptir (Eric ve ark, 2010). Hayati

fonksiyonlarda kilit rol oynar.

2.2.1.4. Spinal Kord

Vertebral kanal i¢inde bulunan spinal kord, kanalin iigte ikisini kaplar. Foramen
magnumdan baslar ve erkeklerde birinci ve ikinci lomber vertebra arasina, kadinlarda ikinci
lomber vertebra ortasina kadar devam eder. Spinal kord ak ve gri olmak iizere renk ve yapisal

farklar agisindan ikiye ayrilir. Gri maddenin transversal kesitlerindeki on c¢ikintilarina 6n
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boynuz, arka cikintilarina ise arka boynuz denir. Torakal ve lomber spinal kord pargalarinda
on boynuzlarin tabanindan yanlara dogru uzanan yan boynuz adi verilen iiciincii bir ¢ikinti
daha vardir (Sekil 9). Gri maddenin ortasindaki kanala santral kanal adi verilir. Spinal kord
boyunca uzanan bu gri madde ¢ikintilar1 6n kolon, arka kolon ve yan kolon isimli siitunlar1
olusturur (Cimen, 1995; Widmaier ve ark, 2004). On boynuzda alfa ve gamma motor néronlar
gruplar halinde toplanarak iskelet kaslarina giden somatik afferent liflerin ¢ekirdeklerini
meydana getirirler. Arka boynuzdaki alici hiicreler kiimeleserek sinirsel uyarilar1 spinal
kordun diger segmentlerine ya da beynin boliimlerine ileten cekirdekleri olustururlar. Yan
boynuz ise torakal ve lomber bolgedeki sempatik ve parasempatik otonom cekirdeklerden
meydana gelmektedir (Cimen, 1995; Drake ve ark, 2007). Ak madde dista ve gri madde
cevresindeki miyelinli sinir lifleri ve glial hiicrelerden meydana gelmistir. Gri madde
boynuzlar ile funikulus anterior, funikulus posterior ve funikulus lateralis olmak {iizere ii¢
esas demete ayrilir. Bu demetler viicudun farkli bolgelerinden gelen uyarilari spinal kordun
boliimlerine ve beyne, beyinden gelen sinyalleri spinal kord ve diger viicut bolgelerine
iletilmesinde gorev alan inen ve ¢ikan yollar1 olustururlar (Cimen, 1995; Willis ve ark, 2000).
Spinal korddaki noronlar, néron ana govdesi olan soma, spinal kordu terk ederek periferik
sinire uzanan akson ve somadan cevreye uzanan dendritler olmak {izere baglica ii¢ boliimden
olugsmustur (Guyton ve Hall, 2015; Widmaier ve ark, 2004). Akson vizkositesi yiiksek
aksoplazmayla doludur ve aksonu cevreleyen miyelin kilif akson uzunlugu boyunca her 1-3
mm’de bir ranvier bogumu ile kesilmistir. Mekanik veya kimyasal uyarn ile sinir ug¢larinda
ortaya aksiyon potansiyeli akson boyunca yayilim gosterir. Miyelin kiliflar sayesinde olusan
yalitkanlik, akson membran kapasitansini 50 kat diisiiriir boylece ¢ok kii¢iik miktarlardaki
iyon transferleriyle depolarizasyon olusur. Aksiyon potansiyeli sadece ranvier bogumlarinda
olusur ve bogumdan boguma iletilir. Buna sigrayici ileti denir. Sinir lifi ekseni boyunca
sigrayici ileti sayesinde, miyelinli sinirlerde ileti 5 ila 50 kat hizli olur (Guyton ve Hall, 2015;

Widmaier ve ark, 2004).
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Sekil 9. Spinal kord ve omur yerlesimi (Vander, 2014)

2.3. Deneysel Spinal Kord Travma Modelleri

Akut spinal kord travmasinda tedavi edici yeni yaklasimlarin gelistirilebilmesi igin
insanda ortaya ¢ikan travmaya benzer olan uygulamasi kolay ve standardize edilebilir hayvan
travma modellerine ihtiyag vardir. Olusturulan hayvan spinal kord travma modeli, insan spinal
kord travmasinin biyomekanik 6zelliklerine benzer olmali, travma sonrasi spinal kordda
benzer morfolojik ve patolojik ozellikleri gosterebilmeli ve deneysel tedavi protokolleri
sonrasinda gelisecek fonksiyonel iyilesme insanlarda goriilebilecek iyilesmeye benzer
ozellikler gosterebilmelidir. insanlarda travmatik spinal kord travmalarinin gok biiyiik bir
kismini, omurganin ya da intervertebral diskin travmaya bagli olarak dislokasyon fraktiirii ya
da patlama kirig1 olusturur. Buna bagli olarak spinal kord iizerine akut kompresyon veya
laserasyon olusabilmektedir (Bunge ve ark, 1993). Dolayis1 ile deneysel spinal kord travma
modellerini olusturmak daha ¢ok kompresyon tipi esas almarak cesitli travma modelleri
gelistirilmeye calisilmistir (Anderson ve Stokes, 1992). Spinal kord yaralanmalar ile ilgili ilk
calisma 1890 ve 1897 yillarinda Lundberg tarafindan yapilmis; Allen ve ark. (1911)
tarafindan standart ilk ¢alisma modeli gergeklestirilmistir. Agirlik diisiirme modeli olarak
tanimlanan bu modelde, dura iizerine dik ac1 ile belli bir yiikseklikten belirli bir agirlik tiip
icinden diisliriilmiis, bdylelikle travma olusturulmustur. Bu modelin en biiyiik dezavantaji,
insanlarda anterior kord kompresyonu sik goriiliirtken, bu modelde posterior kord
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kompresyonu olusturmasidir. Agirlik diisirme modelinin farkli sonuglara yol actigi da
bildirilmistir. Calismalar arttikca ¢esitli arastirmacilar tarafindan gelistirilen modellerin biiytik
kismi gergekte Allen‘in olusturdugu modelin modifikasyonlaridir (Freeman ve Wright, 1953;
Kajihara ve ark, 1973; Koozekanani ve ark, 1976). Giinlimiize kadar epidural araliga parafin
enjeksiyonu, basing ayarli klemp ya da parmak ile kord kompresyonu, bone wax (balmumu)
kullanimi, forseps ile kordun travmaya ugratilmasi, balon kompresyon modeli gibi gesitli
yontemler gelistirilmistir (Ayer, 1919; McVeigh, 1923; Thompson, 1923; Craig, 1932; Tarlov
ve ark, 1953). Asagidaki Tablo 1’de akut spinal travma modelleri yer almaktadir. 1978 yilinda
Tator ve Rivlin tarafindan gelistirilen klip kompresyon modelinde ise spinal kord cesitli
zaman araliklarinda siddeti ayarlanabilen anevrizma klipleri ile klibe edilmekte ve bu sayede
degisen siddet ve zamanla travma olusturulabilmektedir. Bu modelde klip kapanma giicii ve
kompresyon siiresi farkli ayarlanarak istenen siddette yaralanma olusturulabilmektedir
(Xarchas ve Bourandras, 2003; Kwon ve ark, 2002). Bu modelin avantaji spinal kordun
tamaminin travmaya maruz birakilarak, ayni zamanda iskemiye yol a¢masidir ki bu da
insanlarda meydana gelen travma sonrasi spinal kord yaralanmasina benzer bir model

olmaktadir (Xarchas ve Bourandras, 2003).

Tablo 1. Deneysel spinal kord travma modelleri

Travmatik yaralanma

1. Akut kinetik kompresyon: kaf, klip, balon, impaktor
2. Akut statik kompresyon: agirlik uygulama

3. Carpma veya agirlik diistirme

4. Akselerasyon-deselerasyon

5. Distraksiyon

6. Transsekiyon

Non-travmatik yaralanma

1. Iskemi
2. Tiimor kompresyon
3. Kimyasal ve fotokimyasal

4. Laser indiiksiyon

14



2.4. Spinal kord Yaralanmasinin Patofizyolojisi

Spinal kord travmasi, ortaya cikardigi biiylik orandaki is giicli kayb1 ve ekonomik
sorunlarin sonucunda ciddi bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Yapilan deneysel
caligmalar ile spinal kord travmasinin fizyopatolojisi anlagilmaya c¢alisilmakta, tedavi yollar
aranmaktadir. Ik kez Allen tarafindan ortaya atilan spinal kord travmasinin iki basamakli
teorisi 1s18inda laboratuvar c¢alismalart devam etmektedir. Birincil hasar1 takiben saatler ve
giinler igerisinde gelisen, bir dizi fizyopatolojik siirece bagli ortaya c¢ikan spinal kord
yaralanmasina da ikincil hasarlanma denir (Benzel ve Ferrara, 2002; Emr ve ark, 2005).
Spinal kord yaralanmasinda, birincil hasar, travma sirasindaki mekanik kuvvetler neticesinde
gelismekte ve tibben tedavisi miimkiin olmamaktadir. Bu koruyucu saglik hizmetlerinin
konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Spinal kord dekompresyonunu veya stabilizasyonunu
gibi cerrahi tedavilerin ve medikal tedavilerin uygulandig: ikincil hasar ise birincil hasarin
sebep oldugu, olusabilecek fonksiyonel kaybi agirlastiran, bir takim fizyopatolojik

mekanizmalara bagli olarak ortaya ¢ikar.

2.4.1. Birincil Hasar

Spinal kord travmalarinda birincil hasar, travma aninda maruz kalan dokularin farkl
mekanizmalarla zedelenmesini takiben nekroz ve fonksiyon kaybi ile sonuclanan, ikincil
hasarlanmanin baglamasina neden olan hasar olarak tanimlanabilir. Carpma, kompresyon,
distraksiyon, laserasyon gibi mekanizmalar nedeniyle travmanin vertebral kolona veya spinal
korda uyguladigr kompresyon giiciine bagl gelisim gosterir (Kaptanoglu, 2005). Meydana
gelen yaralanma birincil hasarin siddeti ile orantili olabilirken kirillan kemik fragmanin
derecesi ile iligkili olmayabilir (Tator, 1991; Amar ve Levy, 1999). Spinal kord travmasinin
en sik nedeni tasit kazalar olurken (%45.4), yiiksekten diismeler (%16.8), spor yaralanmalari
(%16.3) ve siddet sonrast gelisen yaralanmalarda sebepler arasindadir (Kaptanoglu ve Tator,
2002). Primer yaralanma derecesi, yaralanmaya sebep olan giiciin genligine, etki siiresine ve
spinal kord tarafindan absorbsiyona ugratilan enerji oranina gore degisim gosterir (Blight ve
Zimper, 2001). Spinal kordun uzun siire bastya maruz kalmasi, nérolojik hasarin artmasina ve
prognozunun kotiilesmesine sebep olur. Bu durumda acil dekompresif cerrahi, norolojik

defisitin engellemesi adina biiylik 6nem tagimaktadir.
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Birincil hasarlanmanin giiniimiizde medikal tedavisi miimkiin degilken travmaya
maruz kalinabilecek durumlarin glivenlik onlemleri dahilinde engellenmesi koruyucu saglik
hizmetleri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Hasta tagima sirasinda vertebra stabilizasyonun
saglanmast ve kardiyopulmoner stabilizasyonun saglanmasi yolu ile spinal kord
kanlanmasinin devam ettirilmeye c¢aligilmasi, ikincil hasarin gelismesini engellemede veya en

azindan ikincil hasarlanmanin gelismesinin ve etki oranin azaltilmasi 6nem arz etmektedir.

2.4.2. ikincil Hasar

Spinal kord yaralanmasi sonucunda, mekanik faktorler ile meydana gelen birincil
hasarin sonucunda gelisen, ilerleyici norolojik defisit nedeni olan, Onlenebilir olmasi
nedeniyle deneysel ¢alismalarin siklikla gerceklestirildigi hasarlanmaya ikincil hasarlanma
denir. Birincil hasar, daha sonra harabiyetin biiyiimesine neden olacak ikincil mekanizmalarin
meydana gelmesinde onciil islev goriir (Dumont ve ark, 2001). Spinal kordun iki basamakli
yaralanma teorisi, 1900 yillarda Allen tarafindan ortaya atilmasindan sonra, yapilan deneysel
ve klinik calismalarda, ikincil hasarlanmanin 6nlenmesi iizerinde ¢alisilmaktadir. Birincil
hasarlanmanin koruyucu Onlemler ile Oniine gecilmesine c¢alisilmakla beraber, tedavi
edilebilmesi miimkiin degildir. Ikincil hasarlanmanin &nlenebilir ve tedavi edilebilir olmasi
calismalarin bu noktada yogunlasmasina neden olmaktadir. Ikincil hasar nedenlerinin tespiti
ve tedavi planinin yapilmasi deneysel ¢alismalarin odagi haline gelmistir (Benzel ve Ferrara,
2002; Emr ve ark, 2005; Kaptanoglu, 2005; Park ve ark, 1997). ikincil hasarlanma, spinal
kordda hemoraji, 6ddem, demiyelinizasyon, akson ve noron nekrozu gibi zincirleme ve
birbirini etkileyen bir fizyopatolojik siirectir. Bu fizyopatolojik siirec; ndrojenik sok, hemoraji
ve iskemi-reperfiizyonu iceren damar problemleri, eksitotoksitite, kalsiyumla iligkili ikincil
hasar, siv1 elektrolit dengesizligi, immiinolojik hasar, apopitoz ve mitokondrial disfonksiyonu
icermektedir (Hall, 2004).

Ikincil yaralanmada bir¢ok mekanizma s6z konusudur (Sekil 10). Spinal kord
yaralanmasinda erken donemde ortaya ¢ikan, diger mekanizmalarin tetiklenmesine de neden
olan hilicre membran gegirgenliginin artmasi ve iyon pompalarinin bozulmasidir. Hiicrenin
temel fonksiyonlarini yerine getirmede anahtar rol oynayan iyon dengesi, hiicreyi apoptozise

gotiirecek sekilde bozulur.
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Sekil 10. Spinal kordun ikincil yaralanma patofizyolojisi (Hall, 2004)

Spinal kord yaralanmalarinda ikincil hasar mekanizmalar1 birbiriyle iliskili ve birbirini
tetikleyen dort ana teoride toplanmustir.

Bu teoriler:
(1 Serbest Oksijen Radikalleri Teorisi: Hasarli dokuda biriken radikallerin sayisinin
artmasi sonucu onlarin iiriinleri doku hasarinin artigina neden olurlar.
(i1) Kalsiyum Teorisi: Serbest kalsiyum iyonlarinin nérotransmitter kanallardan gecisinin
artmasi sonucu doku yikim enzimleri olan fosfolipaz, proteaz ve fosfatazin aktive olmalari

doku harabiyetini ortaya ¢ikarir.
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(iii)  Opiat Reseptdr Teorisi: Naloxone gibi opiat reseptdr blokdrleri ndrolojik kazanimi
hizlandirir.

(iv)  Enflamasyon Teorisi: Lipit enflamasyon mediatorleri ve diger sitokinler lezyon
alaninda sayica artig gosterirler ve takiben makrofaj ve polimorfontikleer 16kosit

infiltrasyonuna neden olurlar (Delen, 2011).

2.5. Akut Spinal kord Yaralanmasinda Farmakoterapi

Spinal kord yaralanmasinda 6nlenmesi koruyucu hekimligin kapsamina giren birincil
hasar degil birincil hasar1 takiben kisa siirede ortaya ¢ikan ikincil hasarin 6nlenmesine yonelik
farmakoterapik yaklasimlara basvurulur. ikincil hasarin olusma teorileri temel alinarak spinal
kord yaralanmalarinin medikal tedavisinde noroprotektif etki gosterdigi diisliniilen pek ¢ok
madde denenmistir. Opiat reseptor antagonistleri, steroidler (metilprednizolon), antioksidan
maddeler ve serbest radikal tutucular, gangliozidler, tirotropin salict hormon ve analoglari,
arasidonik asit modiilatorleri, glutamat reseptor blokerleri, monoamin modiilatorleri, kalsiyum
kanal antagonistleri, nonsteroidal antiinflamatuarlar, immiin supresifler, biiyiime faktorleri,
serotonin reseptor blokerleri ve sodyum kanal blokerleri bu amagla kullanilmislardir. Bunlar
arasindan sadece metilprednizolon klinik uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Hall ve
McCall, 1987; Koyanagi ve Tator, 1997; Amar ve Levy, 1999; Kaptanoglu ve ark, 1999;
Kaptanoglu ve ark, 2000). Ancak, spinal kord yaralanmasina sahip hastalarda
metilprednizolonun tedavi etkinligi sinirl diizeyde kalmistir ve enfeksiyonlara yatkinlik ile
buna bagli yara iyilesmesiyle ilgili komplikasyonlar goriilmiistiir (Hulbert, 2000). Bu sebeple
spinal kord yaralanmalarinda hasta fonksiyonlarinda diizelme saglayacak ve inflamasyonun
neden oldugu hasar1 azaltacak etkili ve giivenli tedavi yonteminin tespiti klinik acidan

oldukca 6nemlidir.

2.5.1 Kortikosteroidler ve Levetirasetam
Kortikosteroidler antienflamatuvar, antialerjik ve immiinsiipresif etkileri sebebiyle

klinikte sik kullanimi ile karsilasilan, salinimimin adrenal korteksten yapildigi, steroid

yapidaki hormonlar ve sentezlenerek elde edilebilen ayni1 yapidaki analoglardir (Samanci ve
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Balci, 2006). Kortikosteroidlerin  salinimint  adrenokortikotropik  hormon (ACTH)
diizenlemektedir (Gilman Goodman ve ark, 1998).

Kortikosteroidlerin  %95’1 transkortin, kalan kismi da albumine baglanmaktadir.
Transkortinin kortikosteroidlere karsi ilgisi fazlayken, plazma miktar1 ve baglama kapasitesi
azdir. Kortikosteroidler basit difiizyon yolu ile hiicrelere niifuz ederler (Kayaalp, 2000; Rang
ve ark, 2003). Sistemik kortikosteroidlerin gastrointestinal sistemde tam olarak emilimi
gerceklesmektedir. Kandaki en {ist diizeye 2-8 saatte ulasirlar. Plazmada yarilanma siireleri
90-180 dakika arasinda olup karacigerde metabolize edilir ve bébrekten atilirlar.

Akut spinal kord yaralanmasinin tedavisinde kortikosteroid tedavisi genis laboratuvar
ve klinik ¢alismalarda denenmisti. Kortikosteroidlerin baslangicta kullanimi spinal 6demi
azaltic1 etkisine ve anti-inflamatuar &zelligine baglanmisti (Ducker ve Zeidman, 1994). Ilk
arastirmalarda sadece 1liml1 yarar1 saptanmasina ragmen, yaygin olarak kullanilmaya baslandi.
Genis klinik caligmalarda metilprednizolonun noérolojik fonksiyonlar:1 anlamli olarak
diizelttigi belirtilse de yapilan caligmalarin veri analizlerinin degerlendirilmesi ve c¢aligma
seklinin olusturulmasina bagli olarak ¢eliskili durumlar icermekteydi (Dumont ve ark, 2001).

Kortikosteroid ilag¢ tiirleri kortizon asetat, hidrokortizon, prednizon, prednizolon,
metilprednizolon, triamsinolon, deksametazon, betametazon, mometazon furoat,
fludrokortizon asetat, flumetazon pivalat, flusinolon asetonid, diflukortolon valerat,
prednikarbat, holometazon, beklometazon dipropionat, flunisolid, flutikazon propionat,
deflazakort ve budesoniddir (Kayaalp, 2000).

Klinik ¢aligmalarda metilprednizolon diger kortikosteroidler olan deksametazon ve
hidrokortizona gore daha giiclii antioksidan 6zelligi ve hiicre membranindan daha kolay
gecmesi nedeniyle dikkati ¢ekmistir (Tuma ve ark, 1997). Metilprednizolon sentetik bir
glukokortikoid steroid tiirevi olup, gii¢lii anti-inflamatuar etkisi ile akut spinal kord
yaralanmasi1 tedavisinde klinik olarak kabul gérmiis tek secenek olma 6zelligini
stirdiirmektedir (Marion, 1998). Metilprednizolonun spinal kord hasarin1 azaltict etkisini
olusturmasinin birgok mekanizmaya baglh oldugu diisliniilmektedir. Bunlarin; lipit
peroksidasyonunun inhibisyonu, doku kan akimimin ve aerobik enerji metabolizmasinin
diizenlenmesi ile ilerleyici posttravmatik iskemiden korunma, néroflament degredasyonunun
inhibisyonu, intraselliiler kalsiyum birikiminin engellenmesi, vasoaktif prostoglandin F2a ve
tromboksan A2 formasyonun inhibisyonu, spinal noron eksitabilitesinin azaltilmasi oldugu
diistintilmektedir (Dumont, 2001; Marion, 1998).

Spinal kord hasarinda metilprednizolon tedavisinin incelendigi ilk genis klinik ¢alisma

(The National Acut Spinal Cord Injury Study) NASCIS’ dir. NASCIS II, 1985 ve 1988 yillar1
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arasinda yapilmigtir (Bracken ve Holford, 1993). Hastalar metilprednizolon (30 mg/kg bolus,
ve takiben 24 saat siireyle 5,4 mg/kg/saat devamli inflizyon), naloksan ve plasebo ile tedavi
edilmislerdir. Metilprednizolonun, ilk 8 saat i¢inde uygulandiginda, ndérolojik diizelmeyi
belirgin sekilde kolaylagtirdigi gosterilmistir. Naloksan veya ge¢ metilprednizolon
uygulamasi hicbir olumlu etki gostermemistir. 1998'de sonuglanan NASCIS 1II,
metilprednizolonun 24 saat veya 48 saatlik uygulamasinin, 21-aminosteroid tirilazad mesylate
ile etkinliginin karsilastirilmast i¢in planlanmistir. Akut spinal kord yaralanmasi olup,
yaralanmanin ilk 3 saatinde metilprednizolon alan hastalarin 24 saat siire ile idame tedavisi
almalar1 gerekirken, travmadan sonraki 3 ile 8 saatte gecikmis steroid tedavisi alan hastalarin
48 saat idame tedavisi almalar1 gerektigi gosterilmistir. Tirilazad, metilprednizolona gore
daha giiclii bir lipit peroksidasyon onleyici olmasina ve minimal glukokortikoid aktivitesine
sahip olmasina ragmen, NASCIS III, bu 21-aminosteroidin klinik kullanim1 i¢in mantikli bir
aciklama getirememistir (Bracken ve ark, 1998). Ancak su da belirtilmelidir ki, NASCIS 1I
calismasina karsit goriisler siiregelmektedir ve pek cok arastirmact metilprednizolon
kullanimim tartigmaktadir (Nesathurai, 1998). Farkli calismalar ile elde edilen veriler spinal
kord yaralanmasi sonras1 gerek 24 saat ve gerekse 48 saat metilprednizolon kullanimini gii¢li
bir sekilde desteklememektedir. Yaralanma sonrasi 8 saat i¢cinde metilprednizolon kullanimi
Onerilmektedir fakat ikna edici bir sekilde kanitlanmamistir. 24 saat metilprednizolon
kullanim1  ¢esitli medikal komplikasyonlar1 dogurmaktadir. Bu durum 48 saat
metilprednizolon kullaniminda daha da belirginlesmektedir (Tiizgen, 2017).

Levetirasetam yapist pirasetama benzeyen tek enantiomerdir (Sekil 11).
Levetirasetam, aktivasyon mekanizmasinin heniiz belirlenemedigi antiepileptik ilaclar
sinifinda yer almaktadir (Kwan ve ark, 2001). Kapsamli klinik Oncesi arastirmalar
levetirasetamin Na*, Ca*? ve K* kanallar1 ya da GABA ve glutamat ndrotransmitter sistemleri
de dahil olmak iizere, geleneksel hedefler ile herhangi bir dogrudan etkilesiminin olmadigini
gostermektedir (Noyer ve ark, 1995). Bilinen ndrotransmisyona ait mekanizmalardan farkl
bir etki mekanizmasina sahip oldugu anlagilmaktadir. SV2A adi verilen sinaptik vezikiil
protein, levetirasetamin etkisinde temel hedef olarak goziikmektedir. Bu protein araciligi ile

sinaptik salinim mekanizmalarini etkilemektedir.
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Sekil 11. Levetirasetam molekiiler yapisi (Patsalos, 2000)

Levetirasetam iyi tolere edilen, cogu yan etkisi tolere edilebilen bir ilagtir (Erdogan,
2014). Levetirasetam insanlarca oral yoldan kullanildiginda %95°ten fazlas1 tamamen absorbe
edilir ve bir saatlik siire igerisinde de plazma diizeyinde artis gozlenir. Levetirasetam plazma
proteinleri ile bag yapmama Ozelligi ile de diger antiepileptiklerden ayrilir. Sicanlarda,
farelerde, tavsanlarda ve kopeklerde yapilan ¢alismalarda levetirasetam kan yolu ile dokulara
hizla yayilim gostermekte oldugu ve adipoz dokuda diisiik konsantrasyonlarda bulunurken,
bobreklerde yiiksek konsantrasyonda oldugu belirlenmistir. Sicanlarda kan-beyin bariyerini
hizla gectigi ve beyinin hiicre dis1 yapisina ve serebrosinal sivi boliimlerine girdigi
literatlirdeki c¢alismalarla belirlenmistir (Pathalos, 2004). Literatiire bakildigi zaman etki
mekanizmas1 levetirasetamdan farkli olan diger antiepileptik ilaglar deneysel spinal kord
yaralanmasi tedavisini inceleyen ¢alismalarinda kullanilmistir (Narin ve ark, 2017; Kong ve

ark, 2017).

2.6. Manyetik Alan Tedavisi

Noktasal bir enerji kaynagindan yarigaplari dogrultusunda c¢evreye her tiirlii kiitleli,
yuiklii enerjetik tanecik veya dalgasal enerji yayillmasina 1ig1ma denir. Elektromanyetik 1s1ma,
cok biiylik bir hizla uzayda hareket eden enerji tiiriidiir. Goriintir 151k, X-151nlar1, 1s1 seklinde

algilanan infrared (kirmiz1 6tesi) 1s1nlar1 ve radyo dalgalar1 bu enerji tiirlerindendir.
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Elektromanyetik 1sima birbirine dik elektrik ve manyetik alan olmak {iizere iki
bilesenden olusur. Bu bilesenler Sekil 12°de gosterildigi gibi kendi diizlemlerinde birbirine

dik acilarla sinus dalgasi seklinde ilerlerler ve devamli bir osilasyon yaparlar (Stuart, 1997).

Manyetik alan Elektrik alan

WZllilv4
74|74

> jlerleme
yonu

“— Dalga boyu . —

Sekil 12. Bir elektromanyetik dalga ve bilesenleri

Isik, dalga ve tanecik 6zellikleriyle tanimlanmaktadir. Isinin absorbsiyonu (sogurma)
veya emisyonu (yayimlanma) olaylarinin agiklanmasinda dalga modeli yeterli degildir. Bu
olaylarda elektromanyetik 151n enerji pargaciklar1 halindedir ve foton kavramiyla tanimlanir.
Bir fotonun enerjisi, 1s1nin frekansi ile orantilidir. Fotoelektrik etki 1s181in tanecik 6zelligini
ortaya koymaktadir. Isik hem dalga hem de tanecik olma 6zelliklerini tasir. Elektromanyetik
dalgalar, manyetik ve elektrik alanlar etkisiyle olusurlar. Manyetik alan degisimi, bir elektrik
alan olustururken, elektrik alan degisimi de bir manyetik alan meydana getirir. Dalganin yonii
ve hiz vektorii elektrik alan ve manyetik alana dik acili olacak sekildedir. Frekans, bir
dalganin saniyedeki titresim sayisini tanimlar. Frekans, 151k kaynagi tarafindan belirlenerek
1s1nin gectigi ortamdan etkilenmez. Frekansin genel birimi Hz (hertz) dir ve 1 devir/saniyeye
esittir. Dalga boyu (A), bir dalganin, ardisik iki maksimum veya iki minimum dalgalanma
noktas1 arasindaki dogrusal uzakligi tamimlar. Dalga sayisi, her bir cm deki dalgalarin
sayisidir ve vakumdaki dalga boyu cm birimiyle 1/A dir.

Yayilma hiz1 dalganin bir ortamdan gegis hizini belirtir, frekans ve ortama baglhdir.
Isinin frekansina veya dalga boyuna bagli olan fotonun enerjisi (E) asagidaki bagint1 ile

verilir. (h: planck sabiti = 6,63x 10?’erg.sn; v: frekans; c: 151k hiz1; A:dalga boyu)

E=hv, E=hc/A
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Bir maddeyi olusturan atom ya da molekiillerden birinin hareketi enerji farkina neden
olur, bu da yayimlanan veya sogurulan foton enerjisi ile baglantihidir (Bilgin, 2017).

Bu denklemler bir spektroskopik birim olan dalga sayisini (v) hesaplamak icin kullanilabilir.
Dalga sayis1 asagidaki denklemde de goriilebilecegi iizere dalga boyunun tersi olarak
tanimlanabilir.

v = dalga sayis1i= (1/ A) [ birimi cm™']
Bu nedenle, E = h v = h ¢ V, olarak da ifade edilebilir. Bu denklemlerden de goriilebilecegi
izere dalga sayis1 ve frekans elektromanyetik radyasyonun enerjisi ile dogru orantilidir.

Insan viicudu su molekiilleriyle sarilmis farkli elementlerin atomlarindan meydana
gelmistir. Bu atomlar manyetik ve elektrik kuvvetlere, alanlara tepki verir. Elektromanyetik
kuvvetler fizyolojik fonksiyonlarda degisim yaratarak, pozitif ya da negatif olarak
organizmay1 etkileyebilir. Insanlar iizerinde manyetik alan etkileri arastirilirken, genel
anlamda iki farkli manyetik alan tipi farkedilmistir. Bunlar (1) biiyiik bir miknatisin etrafinda
bulunan statik manyetik alan, (2) frekans1 10 Hz’den yliksek olan darbeli manyetik alandir
(Andra ve Nowak, 2007). Iyonlarin hiicre membrani iginde, disinda ve boyunca hareketleri
viicudumuzda elektriksel bir aktiviteye neden olur. Elektrik yiiklii parcaciklarin hareketi,
dogal elektrik akimi, potansiyel farkliliklara neden olur ve in-vitro Ol¢limii yapilabilen
manyetik alandan sorumludur. Bu manyetik alana biyomanyetik alan ad1 verilir (Williamson

ve Kaufman, 1981).

2.6.1. Manyetik Alanin Sinir Yaralanmalarinda Kullanimi

Manyetik alan uygulanmasmin pek c¢ok hastalik veya metabolik bozuklugun
tedavisinde kullanilmasi Onerildigi gibi sinir yaralanmalarmin tedavisinde kullanilmasi da
literatiirde denenmis ve onerilmistir (Markov, 2007) Uygun disipliner ¢caba ile manyetik alan
tedavisi; kanserin yapmis oldugu tahribat, bazi kalp hastalifi formlari, artrit, hormonal
bozukluklar gibi hastaliklarin yani sira ve norolojik hastaliklar olan alzheimer, spinal kord
yaralanmasi ve multiple sklerozun yayiliminin 6nlenmesinde kullanilabilir (Markov, 2007;
Das ve ark, 2012). Manyetik alanin ratlarda spinal kord iyonik kompozisyonu {iizerindeki
etkisi incelenmistir (Miryam ve ark, 2010). Manyetik alan tedavilerinde; darbeli
elektromanyetik alanlar (PEMF), statik manyetik alanlar, disiik frekansh siniis dalgalar,
darbeli radyofrekans alanlar (PRF), transkranial manyetik stimiilasyon ve milimetrik dalgalar

kullanilir. Statik manyetik alanlar, dogrusal akimla meydana gelir ve frekanslar1 0 Hz’dir.
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Diisiik frekansli sinlis dalga elektromanyetik alanlar; 50-60 Hz frekansindadir. Puls
elektromanyetik alanlar; genlikli ve diigiik frekanshidir. Darbeli radyofrekans alanlar; segici
olarak 13,56 MHz, 27,12 MHz ve 40,68 MHz 16 radyofrekans araliginda kullanilir.
Transkranial manyetik stimiilasyon; kisa ve yogun manyetik darbeler ile beynin segici
bolgelerine uygulanan bir tedavidir. Milimetrik dalgalar; 30-100 GHz yiiksek frekans
araligindadir (Markov, 2007; Keser, 2016).

2.6.2. Manyetik Alanin Farkh Patolojik Durumlardaki Etkileri

Statik manyetik alan uygulamasi polimerlerin yapisinda (Rodin, 1991), sinyal
kaskatlarinin baglamasinda (Wang ve ark, 2010), membran gecirgenliginin degismesinde (Liu
ve ark, 2011), kan sirkiilasyonunun dagiliminda (Ohkubo ve Okano, 2011; Okano, 2008) ve
ilaclarin ve diger yararli maddelerin absorbsiyonunun artmasinda etkili olabilmektedir.
Manyetik alanlar in vitro ve in vivo ¢alismalarda 6nemli bir antitliimér aktivitesine sahiptir. 60
Hz siniizoidal manyetik alan, kaspaz-3 ile boliinen ve reaktif oksijen alanlari tarafindan
cogaltilan prostat kanseri hiicrelerinin gelisimini 6nemli oranda engellemis ve apoptozuna
neden olmustur (Koh ve ark, 2008). Bir statik manyetik alanla kombine edilen diisiik frekansl
manyetik alan (0,5-16,5 Hz) fare modelinde Ehrlich asit karsinom gelisimini kayda deger
sekilde baskilar (Novikov ve ark, 2009). Son zamanlarda gelismis hepatoselliiler karsinom
hastalar1 hizl1 uygulanan genlik modiilasyonlu elektromanyetik alanlarla tedavi edilmistir ve
sonuglar tedavinin ortaya konmus, giivenli oldugu kadar iyi tolere edilmis antitimér etkilerini
gostermistir (Costa ve ark, 2011). 50 Hz manyetik alanin melanoma hiicrelerinin varligini
sirdiirmesini engelledigi ve melanoma hiicrelerinde antiapoptotik protein BAG3’iin
regiilasyon direncini terapi boyunca azalttig1 bildirilmistir (Basile ve ark, 2011). Kisaca fare
modellerinde timor gelisimi zayif siddetli manyetik alan tarafindan (1-5 nT) baskilanmistir
(Hu ve ark, 2010). Siniizoidal manyetik dalga uyarisinin siganlarda osteoporotik kemik
kaybina karsi koruyucu etkisinin bulunduguna dair deneysel sonuglar 6nerilmistir (Yan ve
ark, 1998). Cruess ve arkadaslarinin (1983), McLeod ve Rubin’in (1990, 1992) ve Simske ve
arkadaglarinin (1991) darbeli manyetik alan tarafindan kemik kaybi inhibasyonunun ayni
deneysel sonuglara sahip caligmalar1 bulunmaktadir. Goriildiigii iizere manyetik alan
uygulamasimin farkli patolojilerin tedavisinde kullanimi literatiirde denenmis ve olumlu

sonuglar alindig1 rapor edilmistir.
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Elektrikli cihazlar ve elektrik hatlar1 tarafindan iiretilen ayrica dokularin derinine
niifuz edebilen diigiik frekansli elektromanyetik alanlarin frekansi 0-300 kHz arasindadir.
Diisiik frekansli manyetik alanin bildirilen yararli etkileri, koksidiyal enfeksiyonlu tavuklarda
intestinal lezyonlarin siddetinde diisiisii (Elmusharaf ve ark, 2007), yara iyilesmesinde
hizlanig1 (Callaghan ve ark, 2008; Goudarzi ve ark, 2010), sicanlarda ve insanlarda kemik
iyilesmesinde hizlanis1 (Grana ve ark, 2008; Griffin ve ark, 2008) ve insanlarda bakteriyel
degisimlere makrofajlarin cevabinin artisini (Akan ve ark, 2010) kapsar. Ayrica oksijen
radikallerinin modiilasyonunu ve sinyal iletim yolaklarindaki degisimleri kapsayan farkli
mekanizmalar 6nerilmistir (Liburdy ve ark, 1993; Blank ve Soo, 2001; Rollwitz ve ark, 2004;
Frahm ve ark, 2010).

2.7. Elektromanyetik Radyasyon ve Optik Spektroskopi

Spektroskopi, elektromanyetik radyasyon ve madde arasindaki etkilesimi inceleyen bir
bilim dalidir. Spektroskopik yontemler elektromanyetik spektrum igerisinde yer alan bir
elektromanyetik radyasyonun madde ile etkilesimi sonucu olusan sa¢ilim, sogurma ve

emisyon gibi olaylart inceler. Sekil 13’de elektromanyetik spektrumun Onemli bolgeleri

gosterilmektedir.
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Sekil 13. Elektromanyetik spektrum
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Elektromanyetik radyasyon madde ile etkilesime gectiginde olusabilecek farkl
etkilesimlerden en yaygin olarak goriilenleri arasinda elektromanyetik radyasyonun ilerleyis
yoniiniin degistigi sagilim, sahip oldugu enerjinin madde tarafindan sogurulmasi ile olusan
sogurma ve molekiiliin farkli enerjiye sahip 151k yaymasi ile sonuglanan emisyon olaylari
sayilabilir. Elektromanyetik radyasyonun tasidig1 enerjinin molekiil tarafindan sogurulmasi ile
molekiil uyarilmis seviyeye gecer. Uyarilmis molekiil kuantum mekanigi kurallari ile
belirlenmis belirli miktarlarda enerji tasiyabilir. Bu enerji miktarlart molekiiliin enerji
seviyeleri olarak tanimlanir. Molekiillerin sahip olabilecegi enerji seviyelerini ve bir
molekiiliin elektromanyetik radyasyon ile etkilesime gectiginde olusabilecek olaylar1 gosteren
Jablonski diagrami Sekil 14’de goriilmektedir. Sekilde goriilen ince yatay cizgiler titresimsel
enerji seviyelerini gostermektedir. Temel seviyeden bir iist uyarilmis seviyeye olan gegisler
elektronik gecis olarak isimlendirilirken titresim enerji seviyeleri arasinda gerceklesen
gecisler titresimsel gecis olarak isimlendirilebilir. En diisiik enerjiye sahip olan elektronik

seviye temel durum digerleri ise uyarilmig durum olarak isimlendirilir (Freifelder, 1982).

Singlet uyarilmis seviyeler
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Sekil 14. Jablonski diagrami

Bir molekiil ayn1 anda farkli enerji depolarina sahip olabilir ve molekiiliin sahip

oldugu toplam enerji ise asagidaki formiil ile gdsterilebilir:

26



E +FE

toplam = Egeqis + Erotasyon + Etitresim elektronik Eelektron spin oryanyasyonu + Enukleer spin

oryantasyonu

Bu enerji gecislerini incelemek icin farkli spektroskopik yontemler kullanilabilir.
Elektromanyetik radyasyon ile etkilesim sonucu elektronik enerji seviyelerinde gerceklesen
gecisler absorbsiyon spektroskopisi ile, titresimsel enerji seviyelerindeki gecisler kizilotesi ve
Raman spektroskopileri ile, niikleer spin oryantasyonundaki degisimler niikleer manyetik
rezonans spektroskopisi ile ve elektron spin oryantasyonundaki degisimler elektron spin

rezonans spektroskopisi ile incelenebilir (Freifelder, 1982).

2.7.1. Kizilotesi Spektroskopisi

Spektroskopik metotlar icerinde yer alan kizilotesi spektroskopisi, elektromanyetik
spektrumun kizilotesi bolgesinde yer alan 15181in madde ile etkilesimi ile olusan sogurmay1
6l¢en bir yontemdir. Kizilotesi spektroskopisinin temel prensibi molekiillerin kizildtesi 15181n1
(IR) sogurmalar1 sonucu olusan titresimsel gegislerin goriintiilenmesidir. Dalga boylar1 780
nm-1.000.000 nm araliginda olan kiziltesi (IR) 1sinlar yakin, orta ve uzak kizilotesi olmak

tizere ii¢ bolgede incelenebilir (Smith, 1999).

Bolge Dalga sayisi aralig1 (cm™)
Yakin 14000-4000

Orta 4000-400

Uzak 400-4

Bir molekiildeki atomlar siirekli hareket ederler ve bu 6teleme, donme, kimyasal bag
uzunlugundaki periyodik degisim gibi hareketler titresime sebep olur. Kizildtesi bdlgede
ornege uygulanan 151k, 6rnek tarafindan sogrulur ve molekiillerdeki titresim enerji seviyeleri
arasinda gegcislere neden olur. Bu uyarim molekiiler baglar1 bozamaz, elektronik seviyede
gecislere neden olmaz, fakat baglarin titresme genliklerinde artisa neden olur. Bu artig, atom
kiitlelerine, molekiiliin geometrik yapisina ve baglarin giicline baglidir (Giindiiz, 1998; Skoog
ve ark, 1998; Yildiz ve ark, 1997).

Molekiillerin atomlarinda goriilen titresim nedeni ile olusan elektrik alanin salinimi

uygulanan kizilotesi 1s1k ile aymi frekansa sahip oldugunda molekiiler titresimin genligi
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degisir ve 1518in enerjisi molekiil tarafindan sogurulur. Bir molekiiliin kizilGtesi 15181
sogurulabilmesi i¢in titresim ile birlikte dipol momentinde belirli bir degisme olmalidir.
Dipol, molekiiler bagin icerisinde bir yiik ayrimi oldugunda olusur. Eger zit yiiklii iki molekiil
aralarindaki bag gerilir veya biikiiliirken uzaga gider ya da yakinlasirsa dipol moment degisir.
Asimetrik molekiiller agirlik merkezi etrafinda donerek 1sinla etkilesebilen periyodik bir dipol
degisim olusturur. Genellikle polar baglar IR aktiftir. Bir molekiil i¢inde atomlarin bagil
yerleri (birbirine gore yerleri) kesin degildir, titresimler sonucu devamli olarak degisir.
Gozlenen molekiiler titresimler farkli gruplara ayrilabilir. Temelde kizilotesi spektroskopisi
ile incelenebilen iki ana titresim mevcuttur, bunlar gerilme ve biikiilme olarak isimlendirilir
(Sekil 15). Gerilme titresimleri molekiiliin bag uzunlugunda degisime neden olurken biikiilme
titresimleri molekiiliin bag acisinda degisime neden olabilirler. Gerilme (esneme) titresimleri
bir molekiil i¢erisindeki farkli bag uzunluklarinin uzama yoniine gore simetrik ve asimetrik
gerilme olarak ikiye ayrilabilir. Bu iki ana molekiiler titresimin yani sira molekiillerde
makaslama, sallanma, salinma, kapling titresimleri, overton titresimleri, kombinasyon
titresimleri goriilebilir (Freifelder, 1982; Yildiz ve ark, 1997; Giindiiz, 1998; Skoog ve ark,
1998; Severcan ve ark, 2005).

A) B T

Simetrik gerilim Antisimetrik gerilim Biikiilme + Biikiilme +
B) 5:% f\o & 5:%
+ + 1k
Simetrik gerilim Antisimetrik gerilim Biikiilme Biikiilme

Sekil 15. Triatomik molekiillerde (A) ve lineer olmayan triatomik molekiillerde (B) olusan
bazi molekiiler titresimler. (+) ve (-) sembolleri kagit diizlemi disindaki atomik yer

degisimlerini temsil etmektedir (Arrondo ve ark, 1984).
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2.7.2. Fourier Doniisiim Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi ve Kullanim Avantajlar

Fourier doniisim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi 1980’lerin  basindan beri
arastirmalarda artan bir kullanim alan1 bulmustur. FTIR spektrofotometresinin temel
elemanlar1 Sekil 16°da goriilmektedir. Bu metot temelde bir kizildtesi spektroskopisi olmakla
birlikte temelinde elektromanyetik spektrumun orta-IR bolgesindeki 1s18in bir 151n ayirict ile
ayrildiktan sonar iki 1s1nin etkilesimi ile bir interferogram olusturulmasi prensibine dayanir.

Bu islem FTIR spektrofotometresi icerisinde yer alan bir interferogram tarafindan

gerceklestirilir.
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Sekil 16. FTIR spektrofotometresinde yer alan temel bilesenler

Michelson interferometre icerisinde biri sabit biri hareket edebilen iki adet orthogonal
ayna yer alir. Isin ayiricidan gecen kizilotesi 151k birbirine 90 derece ag1 ile iki yone ayrilir. Bu
1sinlardan biri hareketsiz ayna tlizerine gider, geri yansir ve 1§in ayiriciya geri doner. Diger 151n
ise hareketli aynaya gonderilir ve aynanin hareketi sabit aynadan yansiyan 1s1na nazaran 11k
yolu uzunlugunun degismesine neden olur. Ayrilmis olan iki 1s1n 1s1n ayiric1 lizerinde
karsilastiginda tekrar birlesirler ve 1518 kat ettigi yoldaki degisimler yapici ve yikici
etkilesimlerin (interferans) olusmasi ile interferogram ortaya ¢ikar. Daha g¢abuk tarayan

interferometreler icin genellikle sivi nitrojen ile sogutulan civa-kadmiyum-telliirid (MCT)
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dedektorler kullanilir. Daha yavas tarama yapan interferometrelerde ise piroelektrik
dedektdrler (dotore triglisin siilfat (DTGS) dedektor elemani gibi) kullanilabilir. Temel olarak
dedektér tiim frekanslart aym1 zamanli gozlemektedir (Griffiths, 1986). FTIR
spektrofotometrelerinde interferometre yardimiyla elde edilen mesafe ve frekans bilgileri
Fourier donilisiim matematiksel metodu ile birbirine doniistiiriilebilir. Kaynaktan gelen 1s1n,
151n yolu uzunlugu bir girisim deseni verecek sekilde periyodik olarak degisebilen iki ayr1 151n
demetine ayrilarak kodlama yapilir, verilerin islenmesinde Fourier doniisiimii kullanilir. Gelen
sinyalin ¢oziimlenmesi i¢in Fourier donlisimii kullanimi rutin bir sekilde bilgisayarlar ile
yapilabilmektedir. Fourier doniisiim basit olarak her bir frekansin ¢oziimlenerek kizilotesi
spektrum seklinde gosterildigi bir matematiksel arag olarak kullanilir.

Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi kizilotesi dalga boyunda
elektromanyetik 1s1ma uygulamasiyla molekiillerin titresimlerini 6lgerek degisik titresim
gruplarimi goriintiileyen ve boylece ornek igerisindeki molekiiller hakkinda 6nemli bilgiler
veren hassas bir tekniktir. FTIR spektroskopisinden elde edilen bir spektrum, bir bilesigin
yapisindaki bag tiirleri, fonksiyonel gruplar ve dolayisi ile sistemde mevcut molekiillerin
belirlenmesi; bunlarin konsantrasyonu ile yap1 ve fonksiyonu hakkinda 6nemli bilgiler verir.
FTIR spektroskopisi ile kullanilan 6rnege zarar vermeden biyolojik sistemler hakkinda degerli
bilgiler elde edilebilir (Ozek ve ark, 2009, Garip ve ark, 2009). Bir bilesigin titresim
spektrumu o bilesige 6zgiidiir ve optik izomerler disinda higbir bilesigin titresim spektrumu
bir bagkasi ile ayni1 degildir. Her bir fonksiyon grubunun teshisi o grup igin belirgin olan
titresim frekanslar ile saglanir. Degisik fonksiyonel gruplara ait titresim frekanslari, daha
once literatiirde yer verilen bilgilerden veya atlaslardan faydalanilarak tanimlanmaya ¢aligilir.

Bu teknik kullanilarak ¢ok diisiik konsantrasyondaki 6rnekler hem in vivo hem in vitro
kosullarda incelenebilmekte; protein, lipit, DNA, kolesterol, karbohidrat gibi hiicrelerin
yapitas1 molekiillerinin fonksiyonel gruplarindaki degisimler ve dolayisiyla bu fonksiyonel
gruplarin ait olduklar1 molekiillerdeki degisimler hassaslikla belirlenebilmektedir (Toyran ve
ark, 2006; Bozkurt ve ark, 2010; Ozek ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011; Sen ve ark, 2015).
FTIR spektroskopisi sagladigr yliksek sinyal-giiriiltii orani ile diisiik transmittansa sahip sulu
protein c¢ozeltilerinin de incelenebilmesine olanak saglamakta (Pelton ve Mclean, 2000);
ozellikle proteinlerin ikincil yap1 ve miktarlari hakkinda 6nemli bilgiler elde edilebilmektedir
(Haris ve Severcan, 1999; Nilsson, 2004).

Genel olarak FTIR spektroskopisinde kullanilan degiskenler bant siddeti / bandin
altinda kalan alan, bant konumu (frekans degeri) ve bant genisligidir. Bant siddeti ve alam

maddenin konsantrasyonu hakkinda bilgi verirken, bant konumu diizen/diizensizlik hakkinda,
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bant genisligi ise dinamik hakkinda bilgi verir (Cameron ve Charette, 1981; Cakmak ve ark,
2006). Ozellikle biyolojik calismalarda, biyolojik sistemlere zarar vermeden molekiiler
diizeyde inceleyebilmesi nedeniyle FTIR spektroskopisi teknigi daha da 6nem kazanmaktadir
(Melin ve ark, 2001; Cakmak ve ark, 2006; Gorgulu ve ark, 2007; Ozek ve ark, 2010; Bozkurt
ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011).

FTIR spektroskopisinin yaygin bir sekilde kullanilmasinin altinda yatan nedenler
cesitlidir:
@) ornek hazirlama islemlerinin daha kolay olmasi;
(i1) orneklerin gaz, sivi ve kati hallerinde incelenebiliyor olmast;
(iii)  nitel yorumlarin yapilabiliyor olmas1 ve
(iv)  verilerin hizl1 bir sekilde elde edilebilinmesi.
(v) ornek icerisinde yer alan lipit, protein, karbonhidrat gibi farkli makromolekiillere ait
bilgilerin ayni anda tek bir spektrum ile elde edilebilmesi.
(vi)  ornek igerisindeki bilesenlere ait igeriksel, yapisal ve dinamik bilgilerin elde

edilebilmesi.

FTIR spektroskopisi ayrica biyolojik c¢alismalar agisindan lipitlerin  diger
biyomolekiillerle etkilesimleri, proteinlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi, kanser, diyabet
gibi patolojik durumlarin doku ve membran diizeyinde tanim ve teshisi gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Mantsch, 1984; Ramesh ve ark, 2002; Dogan ve ark, 2007; Gasper ve ark,
2009; Severcan ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011; Sen ve ark, 2015). FTIR spektroskopisi

teknigi ile ¢ok cesitli kat1 ya da s1vi1 6rnekler hizli bir sekilde incelenebilir.

2.7.3. Fourier Doniisiim Kizilotesi Mikrospektroskopik Goriintiileme (FTIRMI) ve

Kullanim Avantajlan

Son yillarda FTIR spektroskopisi ile kombine edilerek gelistirilmis olan FTIR
mikrospektroskopik goriintiileme (FTIRMI) teknigi sayesinde 6n hazirlik gerektirmeden ve
boyama uygulanmadan, c¢alisilan Ornegin kesitindeki ilgili boélge boyunca noktasal
spektrumlar ya da organik fonksiyonel gruplarin dagilimi ve konsantrasyonunu temsil eden
kimyasal haritalar elde edilebilir (Kidder ve ark, 1997; Kneipp ve ark, 2002; Bozkurt ve ark,
2016). Elde edilen kimyasal haritanin her pikselinden bir FTIR spektrumu elde edilebilir.

Boylelikle yontem, FTIR spektroskopisinin getirdigi avantajlar1 incelenen Ornege ait kesit
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icerisinde farkli bolgelerin incelenebilmesine olanak saglayarak bir iist seviyeye ¢ikarir. FTIR

mikrospektroskopisi ¢aligma prensibi Sekil 17°de gosterilmektedir.
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Sekil 17. FTIR mikrospektroskobu ¢alisma prensibi (Gazi ve ark, 2006)

FTIR mikrospektroskopi yonteminin avantajlari sdyle siralanabilir:
(1 FTIR mikrospektroskopi ile toplanan gorsel haritalar her bir pikselinde Ornegin o
bolgesine ait yiiksek kaliteli spektrumlar igerir, boylelikle gorsel bilgi ile es zamanli 6rnegin
belirli bolgesindeki spektrumlar da elde edilebilir.
(ii) Analizler i¢in ¢ok kii¢iik miktarlarda 6rnek kullanimi yeterlidir.
(iii) FTIR goriintileme o6rnek i¢indeki makromolekiiler titresimlerin karakteristik
absorbansina dayandigi i¢in Orneklerin, herhangi bir 6n isleme tabi tutulmasina, degisik
tekniklerle boyanmasina veya isaretlenmesine gerek yoktur. Bu yoniiyle FTIR
mikrospektroskopi yontemi O6rnege zarar vermeyen bir metottur (Kazarian ve Chan, 2006;
Kretlow ve ark, 2008).
(iv)  Ornegin kimyasal haritalar1 yiiksek ¢oziiniirliikle elde edilir. (Jackson ve ark, 1998).
Bu nedenlerle, hastaliklarin dokularda neden olduklar1 patolojileri sistemi bozmadan,
etkin ve hassas bir sekilde saptamak ve patolojik bolgeleri FTIR mikrospektroskopisi ile
incelemek miimkiin olmaktadir (Camacho ve ark, 1999; Fernandez ve ark, 2005; Toyran ve

ark, 2006; Krafft ve Sergo, 2006; Lin ve ark, 2007; Boskey ve Camacho, 2007; Cakmak ve
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ark, 2012; Bozkurt ve ark, 2012; Bozkurt ve ark, 2016). Bu sayede doku 6rneklerinden alinan
kesitler direk olarak FTIR mikroskopu ile ¢ok daha hassas bir sekilde incelenerek dokularin
bitlinselligi tahrip edilmeden c¢esitli bdlgelerindeki degisiklikler arastirilabilmekte ve
patalojik bolgeler tespit edilebilmektedir. Bu nedenlerle FTIR mikrospektroskopisi kanser
(Yano ve ark, 2003; Meyer ve ark, 2011), diyabet (Toyran ve ark, 2006; Bozkurt ve ark, 2012;
Bozkurt ve ark, 2016), Alzheimer hastalig1 (Griebe ve ark, 2010), artrit (Boskey ve Camacho,
2007) ve kemik hastaliklar1 (Bozkurt ve ark, 2016) gibi pek ¢ok hastaligin karakterizasyonu
ve molekiiler incelenmesinde ayrica radyasyonun etkilerinin belirlenmesi (Cakmak ve ark,

2012) gibi konularda etkin bir bicimde kullanilmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Gruplar

Calismada gerceklestirilen tiim hayvan deneyleri, Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alinarak (etik kurul karar no: 64583101/2016/122)
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nde
gerceklestirildi. Calismada Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretim Merkezi’nden temin edilen ortalama 280-330 gr. agirhiginda 46 adet erkek, eriskin (11
haftalik) Wistar-albino tlirii sigcan kullanildi. Sicanlar, havalandirilmasi kontrol edilen
semiklimatize laboratuvar kosullarinda, 22+1°C gevre sicakligi, %40-60 bagil nemde ve 12
saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde tutularak standart yem ve su ile beslendi.

Siganlar, alt1 ayr1 gruba ayrilarak ¢alisma gruplar olusturuldu.

1. Laminektomi Grubu (L) (n=9): Bu gruptaki sicanlara yalnizca laminektomi uygulandi.

2. Laminektomi — Travma Grubu (T) (n=8): Bu gruptaki si¢anlara laminektomi sonrasi
spinal korda T7-T10 seviyesinde hasar uygulandi.

3. Laminektomi — Travma — Metilprednizolon Grubu (MP) (n=7): Bu gruptaki sicanlara
laminektomi sonrasi spinal korda T7-10 seviyesinde hasar verildi ve metilprednizolon
tedavisi uygulandi.

4. Laminektomi — Travma — Levetirasetam Grubu (LEV) (n=7): Bu gruptaki sicanlara
laminektomi sonrasi spinal korda T7-10 seviyesinde hasar verildi ve 21 giin siire ile
100 mg/kg levetirasetam tedavisi uygulandi.

5. Laminektomi — Travma — Manyetik Alan Grubu (MA) (n=8): Bu gruptaki siganlara
laminektomi sonrasi spinal korda T7-10 seviyesinde hasar verildi ve 21 giin siire ile
giinde 30 dakika 50 Hz 1mT manyetik alan tedavisi uygulandi.

6. Laminektomi — Travma — Levetirasetam — Manyetik Alan Grubu (LEVMA) (n=8): Bu
gruptaki si¢anlara laminektomi sonrasi spinal korda T7-10 seviyesinde hasar verildi,
21 giin siire ile 100 mg/kg levetirasetam ve 50 Hz ImT manyetik alan tedavisi

uygulandi.
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3.1.2. Deneysel Spinal Kord Modeli Olusturulmasi

Denekler, 60 mg/kg ketamin-HC] (Alfamine %10, Alfasan, Hollanda), 10 mg/kg
ksilazin (Alfazyne %2, Alfasan, Hollanda) karistirilarak hazirlanan anestezigin intraperitoneal
uygulanmasi ile uyutuldu. Cerrahi islem sirasinda antisepsi kurallarina uyuldu. Tim
hayvanlarin anestezi altinda sirt bolgesi trag edilerek Polivinil pirolidon iyod (Drogsan
Ankara) ile lokal antisepsi uygulandi. Interskapuler mesafe referans alinarak prone
pozisyonda T5-12 seviyesinde cilt, cilt alt1 dokular gegildi. Paravertebral kas fasyas1 gecilerek
kaslar laterale siyrildi. Torakal 7-10 laminalar1 goriilerek total laminektomi uygulandi. Bu

islem yapilirken hayvanlarin dura materlerinin zedelenmemesine dikkat edildi (Resim 1).

Resim 1. T7-10 seviyesinde total laminektomi uygulanmis denek

Bundan sonraki asamalarda gruplara gore farkli islemler uygulandi. 1. gruptaki
hayvanlarin katlar1 3/0 atravmatik ipek ile anatomisine uygun kapatildi ve steril gazl bez ile
pansuman yapildi. Grup 1 haricindeki diger deney gruplarinda bilgisayar kontrollii yaralama
PinPoint PCI3000 cihaziyla (Hatteras Instruments, ABD, laminektomi sonrasi T10
seviyesinde orta spinal kord travmasi olusturuldu (Resim 2). Travma, kord ylizeyinin yuvarlik
2 mm c¢apli ugla, I mm derinlikte ve 1,5 m/s hiz ile 85 ms siiresince bir defa vurulmasiyla
olusturuldu. Travma olusturulduktan sonra katlar 3/0 atravmatik ipek ile anatomisine uygun

kapatildi ve steril gazli bez ile pansuman yapildi.
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Resim 2. Bilgisayar kontrollii yaralama cihazi (Bilgen, 2005)

3.1.3. Metilprednizolon Uygulanmasi

Bu gruptaki siganlarda laminektomi uygulamasi ardindan spinal kord hasari
olusturuldu ve spinal travmadan hemen sonra 30 mg/kg metilprednizolon (Prednoll 40 mg
ampul, Mustafa Nevzat Ilag Grubu, Istanbul) yiikleme dozu uygulandi. Travmay1 takiben 6
saatte bir olmak iizere 24 saatlik siire boyunca 5,4 mg/kg intraperitoneal yol ile idame doz ilag
enjeksiyonuna devam edildi. Tedavisi tamamlanan siganlar 21 giin siire ile izlendi ve

skorlamalar1 gergeklestirildi.

3.1.4. Levetirasetam ve Manyetik Alan Uygulamasi

Calisma gruplan igerisinde yer alan ve manyetik alan uygulamasi yapilan MA ve
LEVMA gruplarindaki Wistar sicanlar 50 Hz’lik diisiik frekansli manyetik dalgalara manyetik
alan siddeti 1 mT olacak sekilde 21 giin boyunca giinde 30 dakika maruz birakildi. Bu
uygulama amaciyla iki adet selenoid manyetik alanin etkisinin engellenmemesi i¢in faraday
kafesi icerisine yerlestirildi. Teslametrenin (Phywe, Almanya) probu selenoidlerin orta

noktasinda tutularak manyetik alan siddeti 1 mT’ya ayarlandi. Siganlar dortlii gruplar halinde
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delikli, pleksiglas kafeslere konularak 30 dakika manyetik alana maruz birakildi. I¢ ve dis
sicaklik dlcer termometrenin probu selenoid igine konularak selenoid i¢i ve faraday kafesi dis1
sicaklik farkinin 1°C’yi gegmemesine ve ortam sicakliginin 22°C+1 olmasina dikkat edildi.
Bu nedenle, 30 dakikalik manyetik alan uygulamasini takiben selenoidler 1 saat kapatilarak
sicakligin dengede tutulmasi saglandi.

Calisma gruplarinda yer alan ve levetirasetam uygulamasi yapilan LEV ve LEVMA
gruplarindaki Wistar albino sicanlara 21 giin boyunca fizyolojik su icerisinde homojen olarak
¢oziinmiis 100 mg/kg dozunda levetirasetam (Epixx, Abdi Ibrahim, Istanbul) viicut
agirliklarina karsilik gelecek sekilde oral gavaj ile uygulandi. Tedavi siliresinde deney
hayvanlar1 dorderli kafeslerde normal yem ve su ile beslendi.

Tedavi siireci olan 21 giin sonunda tiim gruplardaki deneklere ketamin (70 mg/kg) ve
ksilazin (10 mg/kg) ile intraperitoneal anestezi yapildi. Anestezi altindaki sicanlarin kan
ornekleri toplanarak EDTA iceren tiiplere konulup kan plazmalar1 ayrildi. Siganlar anestezi
altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Laminektomi yapilarak tim deneklerdeki
spinal kord 6rnekleri toplandi. Yapilacak incelemeler igin hasarli bolgeden iki pargaya ayrilan
spinal kord o6rnekleri hizlica sivi azot icinde dondurularak ¢alisma zamanina kadar -80°C’de

saklandi.

3.2. Fonksiyonel Iyilesmenin Degerlendirilmesi

Spinal kord yaralanmasi sonrasi gelisen davranigsal sonuglart degerlendirmek igin
BBB skorlamas1 Basso ve ark. (1995) tarafindan gelistirilmistir. BBB skorlamasi spinal kord
yaralanmasi sonrasi tedavilerde davranigsal sonuglarin 6l¢iimiinde arastirmacilar tarafindan
siklikla tercih edilmektedir. Bu skala c¢ok merkezli hayvan spinal kord yaralanma
calismalarinda (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study- MASCIS) ve halen nérotravma
literatiiriinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

BBB skorlamasi ile; arka ayaklarda hi¢ hareket olmamasindan (0 puan) tam viicut
stabilitesi ve kuyrugun havada olmasina kadar (21 puan) ¢ok genis araliklarda 16komotor
hareket degerlendirilir. 21 puanli bu skalada 0 ile 7 puan arasi dlglimler miidahale sonrasi
erken donemde arka ayaklarin eklem hareketleri, 8 ile 13 puan arasi ara donemde adim atma
ve koordinasyon, 14 ile 21 puan arasi1 ge¢ donemde parmak temizleme hareketi ve pence
rotasyonu degerlendirilir (Tablo 2). BBB skalasi, veriler hakkinda siirekli degil ara

donemlerde bilgi verir.
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Tablo 2. BBB skalas1 ve fonksiyonel davranigsal degerlendirme kriterleri (Basso ve ark,

1995)

I: iyilesmenin erken doneminde (Arka ekstremite hareketleri)

0-Gozlenebilen arka ekstremite (AE) hareketi yok

1-Bir veya iki eklemde hafif hareket (Genelde diz ve/veya kalga)

2-Bir eklemde genis hareket veya bir eklemde genis hareket + diger eklemde hafif hareket
3-1ki eklemde genis hareket

4-Ug eklemde hafif hareket (AE) (Kalga, diz, ayak bilegi)

5-Iki eklemde hafif hareket-+iiciincii eklemde genis hareket

6-Iki eklemde genis hareket +iigiincii eklemde hafif hareket

7-Ug eklemde genis hareket (AE)

II: iyilesmenin Orta Doneminde (Adim atma koordinasyonu)

8-Agirligini tasimadan siirinmek veya pengenin plantar yerlestirilmesi

9-Agirhigini tasiyarak pengenin plantar yerlestirilmesi veya tek bir defa, ara sira , sik sik , siirekli agirligini
kaldirarak dorsal adimlama + plantar adimlama yok

10-Ara sira agirhigini tagtyarak plantar adimlama. On ekstremite (OE) arka ekstremite koordinasyonu yok
11-Sik sik, siirekli agirligini tasiyarak plantar adimlama ve OE, AE koordinasyonu yok

12-Sik sik, siirekli agirligini tasiyarak plantar adimlama ve ara sira OE, AE koordinasyonu mevcut

13-Siirekli agirligini kaldirarak plantar adimlama ve sik stk OE, AE koordinasyonu

III: fyilesmenin Ge¢ Déneminde (Ayrintilar, ince hareketler)

14-Siirekli agirhgin tasiyarak adimlama, siirekli OE, AE koordinasyonu veya hareket sirasinda predominant
penge pozisyonunda yuvarlanma veya sik plantar adimlama, siirekli OF, AE koordinasyonu, arasira dorsal
adimlama

15-Siirekli OE, AE koordinasyonu, parmak temizleme hareketi yok veya ekstremitenin &ne ilerletilmesi ile
arasira parmak temizleme hareketi, ilk dokunusta predominant penge hareketi viicuda paralel

16-Yiiriiyiis sirasinda siirekli OE, AE koordinasyonu, ekstremitenin one ilerletilmesi ile sik sik parmak
temizleme hareketi; ilk dokunusta predominant pence hareketi paralel ve kaldirildiginda yuvarlak

17-Yiiriiyiis sirasinda siirekli OE, AE koordinasyonu, ekstremitenin one ilerletilmesi ile sik sik parmak
temizleme hareketi; ilk dokunusta ve kaldirildiginda predominant penge hareketi paralel

18-Yiiriiyiis sirasinda siirekli OE, AE koordinasyonu ve ekstremitenin one ilerletilmesi ile siirekli parmak
temizleme hareketi, ilk dokunusta predominant penge hareketi paralel ve kaldirildiginda yuvarlak

19-Yiiriiyiis ile siirekli koordineli OF, AE hareketi, ekstremitenin dne hareketi ile siirekli parmag1 temizleme
hareketi; ilk dokunusta ve kaldirildiginda predominant penge hareketi paralel

20-Siirekli koordineli yiiriiyiis, slirekli parmak temizleme hareketi, ilk dokunusta ve kaldirildiginda predominant
pence hareketi paralel; fakat govde instabilitesi var; kuyruk siirekli havada

21-Koordineli yiiriiyiis, slirekli parmak temizleme, predominanat pence pozisyonu paralel, siirekli govde

stabilitesi, kuyruk siirekli havada
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Fonksiyonel iyilesmenin davranigsal degerlendirilmesi Basso, Beattie, Bresnahan
(BBB) davranig derecelendirme skalasi kullanilarak yapildi (Tablo 2). Tiim degerlendirmeler,
tedavi gruplar1 hakkinda bilgi sahibi olmayan, ayni kisi tarafindan yapilacak sekilde planlandi.
Deneklerin fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi, spinal travma sonrasinda 1., 3., 7., 14.

ve 21. giinlerde yapild1 ve skorlar kaydedildi.

3.3. FTIR Mikrospektroskopik Incelemeler ve Veri Analizi

Tiim ¢alisma gruplarindan elde edilen spinal kord 6rneklerinden sogutmali mikrotom
(Shandon, A.B.D.) kullanilarak 12 um kalinliginda kesitler alinarak o6zel kizil 6tesi 15181
geciren BaF, camlara (Spectral Systems, A.B.D.) yerlestirildi. Kesitler gece boyunca soguk
odada vakum altinda kurutuldu. Orneklere ait FTIR spektral haritalar1, IR mikroskop goriintii
odak diizlemine yerlestirilmis sivi azot sogutmali civa-kadmiyum-telliirir (MCT) odak
diizlemi sirali detektorii ile hizli tarama yapan bir FTIR spektrometresinden olusan Perkin
Elmer Spektrum Spotlight 400 Goriintiileme Sistemi (Perkin Elmer Instruments, Boston, MA,
A.B.D.) kullanilarak elde edildi. Her bir denege ait kesitlerin tiimii 6ncelikle 25 x 25 pum IR
dedektor piksel boyutu ile taranarak kesitin tiimii hakkinda bilgi elde edilebilecek sekilde
spektral haritalar elde edildi. Daha sonrasinda detayli analizde kullanilmak iizere FTIR
spektral haritalar1 6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel boyutu ile gegirme (transmission)
modunda 4 cm™ spektral ¢oziiniirliik ile 4000-750 cm™ frekans aralifinda toplandi ve piksel
basina dort spektrumun ortalamasi olacak sekilde kaydedildi. Her kesitten dort farkli bolgeden
6,25 x 6,25 um piksel boyutu kullanilarak spektral haritalar kaydedildi. Hava igerisinde
bulunan karbondioksit ve su buharmnin toplanan spektrumlar ile etkilesmesinin onlenmesi
amaciyla verilerin toplanmasinin 6ncesinde hava ve bos BaF, camimin spektrumu
kaydedilerek (background) elde edilen tiim doku spektrumlarindan Spotlight Autoimage
yazilimi (Perkin Elmer Instruments, Boston, MA, ABD) yardimiyla otomatik olarak ¢ikartildu.

Elde edilen FTIR spektral haritalar1 ISYS Chemical Imaging yazilimi (v3.1; Spectral
Dimensions, Olney, MD, A.B.D.) yardimiyla detayli olarak analiz edildi. Spektral
haritalardaki spektrumlar 6ncelikle bir taban ¢izgisine (baseline) oturtuldu. Daha sonrasinda
spektral haritalarda bazi bant alan degerleri hesaplandi. Spektral haritada doku sinirlart
disinda kalan alanlar1 kapsayan kisim maske olarak kodlandi. Hesaplanan alan oraninin
maskeyle carpimi sonucu nihai goriintii elde edildi (Sekil 18). Bant alan1 hesaplamasinda

kullanilan spektral araliklar Tablo 3’de goriilmektedir. Spektral haritalardan ISYS yazilimi
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yardimiyla ¢ikarilan spektrumlarin gorsel gosteriminde ise spektrumlar dnce onii¢ noktali bir
fonksiyon ile diizgiinlestirildi. Ardindan bir taban ¢izgisine (baseline) oturtularak amid I

bandina gére normalize edildi.

Spotlight
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Sekil 18. Gergeklestirilen veri analizin basamaklari

Tablo 3. Spektral haritalarda gerceklestirilen bant alan1 hesaplamalari i¢in kullanilan spektral

araliklar.

Kizilotesi sogurma bandi Kullanilan spektral aralik (cm)
CH gerilim bolgesi 2996-2900 cm’!
Olefinik (HC=CH) 3026-2996 cm’!

CH; antisimetrik gerilim 2942-2900 cm’!
CH3; antisimetrik gerilim 2978-2942 cm’!
Amid [ 1684-1600 cm’!

Amid II 1575-1515 cm™

CH: biikiilme 1483-1424 cm’!
Karbonil (C=0) gerilim 1750-1720 cm™
PO, antisimetrik gerilim 1267-1189 cm’!

C-N*-C gerilim 992-944 cm™!
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Kesitlerdeki lipit/protein dagiliminin goriintiilenebilmesi i¢in toplam CH gerilim
bolgesi alan1 amid I bant alanina ve CH> biikiilme bant alan1 amid I bant alanina oranlanmigtir
(Bozkurt ve ark, 2010; Bozkurt ve ark, 2012; Cakmak ve ark, 2012; Turker ve ark, 2014).
Gruplaras1 lipit yap1 degisimlerinin belirlenebilmesi i¢in CH» antisimetrik gerilim, CHj3
antisimetrik gerilim ve karbonil (C=0O) gerilim bant alanlar1 ayr1 ayr1 toplam CH gerilim
bolge alanina oranlanmistir (Gasper ve ark, 2009; Cakmak ve ark, 2012; Turker ve ark, 2014;
Sen ve ark, 2015). Bunlarin yani sira, fosfat icermeyen lipitlerin dagilimi karbonil (C=0)
gerilim bant alaninin PO; antisimetrik gerilim bant alanina oranlanmasi ile, fosfat igeren
lipitlerdeki degisim ise PO; antisimetrik gerilim bant alaninin CH> antisimetrik gerilim bant
alania ve PO: antisimetrik gerilim bant alaninin CH gerilim bdlge alanina oranlanmasi ile
gozlenmistir (Gasper ve ark, 2009). Lipitlerin zincir uzunluklarindaki degisimin
gozlenebilmesi icin CH3 antisimetrik gerilim bant alan1 CH; antisimetrik gerilim bant alanina
oranlanmistir (Wang ve ark, 2005; Cakmak ve ark, 2012; Sen ve ark, 2015). Ayrica lipit agil
zincir sayisinin dagilimi karbonil (C=0) gerilim bant alaninin CH> antisimetrik gerilim bant
alanina oranlanmasiyla goézlenmistir (Gasper ve ark, 2009). Doymamis lipit miktarinin
doymus lipit miktarina gore dagiliminin goézlenebilmesi i¢in olefinik (HC=CH) bant alani
CH: antisimetrik gerilim bant alanina oranlanmistir. Ayrica olefinik (HC=CH) bant alan1 CH
gerilim bolgesi alanina oranlanarak doymamus lipit i¢erigindeki degisim gézlenmistir (Gasper
ve ark, 2009; Cakmak ve ark, 2011; Cakmak ve ark, 2012; Sen ve ark, 2015). Bunlarin yan
sira, protein yapisindaki degisimler amid I bant alaninin amid II bant alanina oranlanmasiyla
(Ozek ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011; Bozkurt ve ark, 2012), kesitlerdeki lipit
oksidasyonu derecesi karbonil ester gerilim ant alaninin amid II bant alanina oranlanmasiyla
(Palaniappan ve Pramod, 2011), niikleik asit ve protein dagilimindaki degisimler PO-
antisimetrik gerilim bant alaninin amid II bant alanina oranlanmasiyla ve RNA miktarindaki
degisim RNA'nin riboz-fosfat ana zincir titresimlerinden kaynaklanan 972 cm’de yer alan
bant alaninin amid II bant alanina oranlanmasiyla goériintiilenmistir (Bozkurt ve ark, 2010;
Ozek ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011; Turker ve ark, 2014). Elde edilen spektral haritalar
aynt sogurma derecesinde (scale) c¢izdirilerek gruplar arasinda hesaplanan bu oranlar
arasindaki degisimler gozlendi ve analiz programinin vermis oldugu histogramlardaki sayisal

degerler kullanilarak karsilastirildi.
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3.4. istatistiksel Analiz

Tiim ¢alisma gruplarina ait veriler ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Gruplar
arasindaki varyans degisimleri ve bu degisimlerin istatistiksel anlamliligin hesaplanmasi i¢in
Oneway ANOVA yontemi ve art analiz olarak Tukey’s testi kullanilarak tiim gruplar
birbirleri ile istatistiksel olarak karsilagtirlldi. Bu karsilastirilma sirasinda istatistiksel
anlamlilik laminektomi (L) grubuna gore tespit edilmiste * isareti ile, travma (T) grubuna
gore tespit edilmisse { isareti ile, metilprednizolon (MP) grubuna gore tespit edilmisse I
isareti ile, manyetik alan (LTMA) grubuna gore tespit edilmigse § isareti ile, levetirasetam
(LEV) grubuna gore tespit edilmisse + isareti ile gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Davramssal Fonksiyonel Degisim

Bu calismada travmatik yaralanmaya bagli olarak davranigsal fonksiyonel degisim
BBB skorlama kriterleri ile degerlendirilmistir Tiim degerlendirmeler, tedavi gruplar
hakkinda bilgi sahibi olmayan, ayni1 kisi tarafindan yapilacak sekilde planlandi. Deneklerin
fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi, spinal travma sonrasinda 1., 3., 7., 14. ve 21.
giinlerde yapildi ve skorlar kaydedildi. Elde edilen sonuglar Sekil 19°da gosterilmistir.
Travmaya bagh olarak gelisen davranigsal fonksiyonlardaki degisimin sol ve sag bacakta ayri
ayr1 olmak {izere puanlandirilarak giinlere gore gruplar arasi karsilagtirmas: yapilmis ve Tablo

4’ verilmistir.

Sol Bacak BBB Degerlendirmesi Sag bacak BBB degerlendirmesi

- L

- MP
- LEV

BBB Skor

-8- LEVMA

BBB Skor

Sekil 19. Sag ve sol bacaga ait BBB skorlarinin giinlere gore degisimini gosteren grafik.

Istatistiksel anlamlilik laminektomi (L) grubuna gére tespit edilmiste * isareti ile, travma (T)
grubuna gore tespit edilmisse f isareti ile, metilprednizolon (MP) grubuna gore tespit
edilmisse i isareti ile, manyetik alan (LTMA) grubuna gore tespit edilmisse § isareti ile,
levetirasetam (LEV) grubuna gore tespit edilmisse + isareti ile gdsterilmistir. Istatistiksel

anlamlilik *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde gosterilmistir.
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Tablo 4. Sag ve sol bacaktan alinan fonksiyonel degisim sonuglarinin giinlere goére degisimi.

Giinler Cahsma Gruplari
L T MP LEV MA LEVMA
Sol Bacak
1. Giin 18,75¢1,31  9,25+2,03™ 10,36x1,86" 8,00£2,04™  9,06£2,07"  7,56+1,87"
3. Giin 18,58+1,54 9,80+2,21" 14,79+1,70 11,56+2,37 10,94+1,82 9,28+2,14"
7. Giin 19,75£1,07  10,45£2,12™ 18,36+0,40 13,69+2,09 14,13£2,26 12,94+2,38
14. Giin 20,83+0,11  10,75+2,02"* 18,71+0,18" 14,75+1,94 15,38+2,46 15,50+1,46
21. Giin 21,00£0,00  10,85+2,00™" 203603617  16,63£1,96  16,94+1,661  16,67+1,39
Sag Bacak
1. Giin 18,75+1,34 9,35+2,05™ 10,57+1,94" 8,13+2,07™ 9,1942,00"" 8,4442,10™
3. Giin 18,58+1,54 9,35+2,14™ 14,79+1,70" 11,6942,41" 11,38+1,68 9,11+2,17*
7. Giin 19,75¢1,07 10,302,221 18,5010,36# 13,88+2,15 14,75+2,00 13,16£2,29
14. Giin 20,83+0,11  10,80+2,13"" 19 14+0,34"" 14,441,387 16,5+1,65 15,61+1,67
21. Giin 21,00£0,00 11,50+1,93™"  20.43+0,37'" 16,44+2,01 16,88+1,70 16,39+1,55

Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik laminektomi (L) grubuna gore tespit
edilmiste * isareti ile, travma (T) grubuna gore tespit edilmisse t igareti ile, metilprednizolon (MP) grubuna gore
tespit edilmisse I isareti ile, manyetik alan (LTMA) grubuna gore tespit edilmisse § isareti ile, levetirasetam
(LEV) grubuna gére tespit edilmisse + isareti ile gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik *p<0.05, **p<0.01,
*#*p<0.001 seklinde gosterilmistir.

Yapilan BBB degerlendirmesinde travmay1 takiben 1. Giin BBB degerlendirmesinde
sol bacak i¢in travma (T) (p<0,01), metilprednizolon (MP) (p<0,05), levetirasetam (LEV)
(p<0,01), manyetik alan (MA) (p<0,01), ve levetirasetam ile kombine manyetik alan
(LEVMA) (p<0,001) gruplarinin tiimiinde laminektomi (L) grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalma tespit edilmistir. Sag bacak i¢in 1. Giin gruplararasi degerlendirme
sonuclarina gore; travma (T) (p<0,01), metilprednizolon (MP) (p<0,05), levetirasetam (LEV)
(p<0,01), manyetik alan (MA) (p<0,01), ve levetirasetam ile kombine manyetik alan
(LEVMA) (p<0,01) gruplarinin tiimiinde laminektomi (L) grubuna gore anlamli bir azalma
tespit edilmistir.

3. Giin gergeklestirilen BBB degerlendirme sonuglarina gore sol bacak i¢in travma (T)
(p<0,05) ve levetirasetam ile kombine manyetik alan (LEVMA) (p<0,05) gruplarinda
laminektomi (L) grubuna gore anlamli bir fark tespit edilmis olup diger gruplardaki sayisal
farklilik anlamli bulunmamustir. 3. Giin gerceklestirilen BBB degerlendirme sonuglarina gore
sag bacak icin travma (T) (p<0,01), metilprednizolon (MP) (p<0,01), levetirasetam (LEV)
(p<0,05) ve levetirasetam ile kombine manyetik alan (LEVMA) (p<0,01) gruplarinda
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laminektomi (L) grubuna gore degerlendirildiginde anlamli bir fark tespit edilmis olup diger
gruplardaki sayisal farklilik anlamli bulunmamastir.

7. Giin gergeklestirilen BBB degerlendirme sonuglarina gore sol bacak i¢in travma (T)
grubu i¢in istatistiksel anlamlilik laminektomi (L) grubuna gore tespit edilmistir (p<0,01).
Diger gruplarda anlamli farklar goriilmemistir. 7. Giin gerceklestirilen sag bacak icin BBB
degerlendirme sonuglarina gore travma (T) ve laminektomi (L) grubu arasinda (p<0,01) ve
metilprednizolon (MP) ile travma (T) grubu arasinda anlamli bir farklar tespit edilmistir
(p<0,05) Diger gruplar i¢in ortaya ¢ikan sayisal farklar anlamli bulunmamastir.

14. Giin gergeklestirilen BBB degerlendirme sonuclarinda sol bacak igin travma (T)
grubunda (p<0,001) laminektomi (L) grubuna goére ve metilprednizolon (MP) (p<0,05) tedavi
grubunda travma (T) grubuna gore anlamli farklar elde edilirken, diger gruplardaki sayisal
farkliliklar anlamli bulunmamastir. 14. Giin gergeklestirilen BBB degerlendirme sonuglarinda
sag bacak i¢in travma (T) (p<0,001) ve levetirasetam tedavi (LEV) (p<0,05) gruplarinda
laminektomi (L) grubuna gore ve metilprednizolon (MP) (p<0,01) tedavi grubunda travma (T)
grubuna gore degerlendirildiginde anlamli farklar elde edilirken, diger gruplardaki sayisal
farkliliklar anlamli bulunmamustir.

Travmayi takiben 21. Giinde gergeklestirilen BBB degerlendirmesine gore sol bacak
icin travma (T) (p<0,001) laminektomi (L) grubuna goére ve metilprednizolon (MP) (p<0,001)
ile manyetik alan (MA) (p<0,05) tedavi gruplarina ait degerler ile travma (T) grubu arasindaki
farklar anlamli bulunmustur. Diger gruplar arasindaki sayisal deger farkliliklar1 anlamli
degildir. 21. Giin gergeklestirilen BBB degerlendirme sonuglarinda sag bacak i¢in travma (T)
(p<0,001) grubu laminektomi (L) grubuna gore ve metilprednizolon (MP) (p<0,01) tedavi
grubunda travma (T) grubuna gore degerlendirildiginde anlamli farklar elde edilirken, diger

gruplardaki sayisal farkliliklar anlamli bulunmamustir.

4.2. FTIR Mikrospektroskopik Goriintiileme Incelemeleri

Bu calismada, travmatik yaralanmaya bagli olarak spinal kord dokusu makromolekiiler
bilesenlerinde meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisimlerin tespitinin saglanmasi ayrica
manyetik alan, levetirasetam ve manyetik alan ile birlikte uygulanan levetirasetam tedavisinin
spinal kord dokusunda travmanin yol actig1 hasar {izerindeki tedavi edici etkilerini gézlemek
amaciyla Fourier doniisim kizilotesi (FTIR) mikroskopik goriintiileme incelemeleri

yapilmustir.
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Bu yontem, Ornek kesitinin istenilen IR dedektor piksel boyutu ile taranmasini ve
kesite ait spektral haritalarin (kimyasal haritalar) toplanmasina olanak verir. Bu spektral

haritalarin her bir pikselinde bir FTIR spektrumu yer almaktadir.

4.2.1. Spinal Kord Doku FTIR Spektrumu ve Bant Tamimlar1

Ornek igerisinde bulunan makromolekiillere ait farkli fonksiyonel gruplar FTIR
spektrumunda farkli dalga sayis1 degerlerinde karakteristik sogurma bantlar1 olusturmaktadir
(Mantsch, 1984; Diem ve ark, 1999; Cakmak ve ark, 2006; Ozek ve ark, 20010; Bozkurt ve
ark, 2010;). Sekil 20’de FTIR mikrospektroskopik goriintiileme c¢aligmalar1 sonucu
laminektomi grubuna ait elde edilen spektral haritadan c¢ikarilan O6rnek bir spinal kord
spektrumu goriilmektedir. Sekilde gorildiigii gibi spinal kord spektrumunda doku
makromolekiillerinde bulunan farkli fonksiyonel gruplara ait pek ¢ok bant bulunmaktadir.

Sekildeki spinal kord spektrumu iizerinde isaretlenmis olan bant tanimlar1 Tablo 5°de

verilmistir.
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Sekil 20. Laminektomi grubu spektral haritalarindan ¢ikarilmis olan 4000-800 cm™ frekans

araligindaki 6rnek spinal kord spektrumu
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Tablo 5. Spinal kord dokusunun 4000-800 cm™! bolgesindeki baslica kizildtesi spektrumu

sogurulma bantlar1 ve bu bantlarin literatiire gore belirlenen bant tanimlari

Bant Dalga Sayis1 Tanim
No (cm™)
1 3067 Amid A: Cogunlukla proteinlerin N-H gerilimleri, az miktarda

polisakkaritlerin O-H gerilimleri ve intermolekiiler H bagi (Cakmak ve ark,
2003; Cakmak ve ark, 2006; Severcan ve ark, 2008)
3012 Olefinik =CH : Doymamus lipitler (Severcan ve ark, 2005)

3 2952 CH; antisimetrik gerilim: Lipitler ve protein yan zincirleri (Szalontai, 2009;
Severcan ve ark, 2010)

4 2921 CH; antisimetrik gerilim: Cogunlukla lipitler (Cakmak ve ark, 2006;
Severcan ve ark, 2010)

5 2873 CH; simetrik gerilim: Cogunlukla proteinler (Cakmak ve ark, 2006;
Severcan ve ark, 2010)

6 2851 CH; simetrik gerilim: Cogunlukla lipitler (Cakmak ve ark, 2006)

7 1738 Ester C=0 gerilim: Lipit kolesterol ester gruplart (Kneipp ve ark, 2000;
Nara ve ark, 2002)

8 1652 Amid I: Protein, %80 C=0 gerilim, %10 N-H biikiilme, %10 C-N gerilim
(Haris ve Severcan, 1999)

9 1545 Amid II: Protein, %60 N-H biikiilme, %40 C-N gerilim (Haris ve Severcan,
1999)

10 1465 CH; biikiilme: Cogunlukla lipitler (Cakmak ve ark, 2006; Ozek ve ark,
2010)

11 1400 COO- simetrik gerilim: Yag asitleri ve protein yan zincirleri (Cakmak ve
ark, 2006)

12 1233 PO;- antisimetrik gerilim, hidrojen bagh: Cogunlukla niikleik asitler, az
miktarda fosfolipitler (Ozek ve ark, 2010)

13 1168 CO-0O-C antisimetrik gerilim: Kolesterol esterlerin ester baglar1 (Stuart ,
2004)

14 1073 PO:- simetrik gerilim: Cogunlukla niikleik asitler ve az miktarda
fosfolipitler (Akkas ve ark, 2007)

15 972 C-N*-C gerilim: Niikleik asitler, RNA'nin riboz-fosfat ana zincir titresimleri

4.2.2. FTIR Mikrospektroskopik Goriintiilleme Yontemi ile Elde Edilen Spektral

Haritalar

FTIR mikrospektroskopik goriintiileme sistemi inceleme yapilacak doku i¢indeki ilgili
alanlarinin se¢imi i¢in kesitin goriiniir goriintiisiiniin ve bu goriintii iizerinden seg¢ilen alanlarin

spektral haritalarim1 toplamayr saglar. Bu spektral haritalar, her pikseldeki bir spektrumdan
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olusan renk kodlu goriintiiler olarak temsil edilir. Spektral haritalar, ilgi alan1 boyunca belli
bir fonksiyonel gruba ait sogurma bandinin yogunlugundaki mekansal dalgalanmalar1 temsil
eder. FTIR mikrospektroskopik goriintiileme incelemeleri toplanan spektral haritalarin analizi
ile absorbsiyon bantlarindaki farkliliklara dayali karsilastirmali bir degerlendirme yapmayi
miimkiin kilmaktadir (Cakmak ve ark, 2012; Bozkurt ve ark, 2016).

Sekil 21'de laminektomi grubuna ait bir spinal kord kesitinden FTIR
mikrospektroskopik goriintiilleme sistemi ile elde edilmis olan Ornek goriintiiler ve
spektrumlar gorilmektedir. Sekil 21A’da FTIR mikroskobunun 151k mikroskobu fonksiyonu
ile elde edilmis spinal kord kesit goriintiisii ve Sekil 21B’de ayn1 kesite ait 25 x 25 pm IR
dedektor piksel boyutu ile elde edilmis ve lipit/protein oraninin dagilimint gosteren spektral
harita, Sekil 21C’de ise bu spektral haritada lipit/protein oraninin dagilimini gdsteren
histogram goriilmektedir. Sekil 21D’de spinal kord kesitinin ak ve gri madde bolgelerinden
cikarilmis olan drnek ak ve gri madde spektrumlar goriilmektedir. Sekil 21E’de sekilde hem
(A) hem (B) iizerinde isaretli bolgeden daha yiiksek ¢oziiniirliiklii 6,25x 6,25 um IR dedektor
piksel boyutu ile elde edilmis lipit/protein oraninin dagilimini gésteren spektral harita ve Sekil

21F’de bu haritaya ait histogram goriilmektedir.
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Sekil 21. Laminektomi grubuna ait bir spinal kord kesitinde FTIR mikroskobunun 1sik
mikroskobu fonksiyonu ile elde edilmis 6rnek spinal kord kesit goriintiisii (A), ayn1 kesitin
lipit/protein oranin1 gosteren (25 x 25 um IR dedektor piksel boyutu ile taranmasi sonucu elde
edilmis) spektral harita (B), (B)’deki spaktral haritaya ait histogram (C), (B)’deki spektral
haritadan ak ve gri madde bolgelerinden ¢ikarilmis 6rnek ak ve gri madde spektrumlart (D),
hem (A) hem (B) iizerinde isaretli bolgeden daha yiiksek ¢oziiniirliikli 6,25x 6,25 um IR
dedektor piksel boyutu ile toplanmis ve lipit/protein oranini gosteren spektral harita (E), ve

(E)’deki spektral haritaya ait histogram (F)

Sekil 21°de goriilebildigi gibi spinal kord icerisindeki ak ve gri madde iceren boliimler
spektral farkliliklarina gore kolaylikla ayirt edilebilmektedir. FTIR mikrospektroskopik
gorlntiiler kesit icerisinde yer alan molekiillerin igeriksel dagilimlarin1 gostermektedirler. Her
doku farkli bir kimyasal kompozisyona sahip oldugundan dolay1r FTIR spektral haritalart
dokunun histolojik yapisi ile eslesmektedir (Kneipp ve ark, 2002; Cakmak ve ark, 2012).

Toplanan spektral haritalar iizerinde Spotlight analiz programi yardimi ile toplam
sogurma haritasindaki spektral farkliliklar kullanilarak yapilan ve yapisal farkliliklar:
gormeye yonelik baglica bilesen (PCA) kiimeleme analizinin sonuglari Sekil 22’de
goriilmektedir. Bu analiz sonucunda incelenen spinal kord kesitleri icerisinde temel olarak iki

farkli bolge, kirmizi ve yesil kiime oldugu goriilebilmektedir. Bu bolgeler spinal kord
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yapisinda bulunan ak ve gri madde boliimleridir, spinal kordda ak madde dista, gri madde ise
icte yer alir. Ak madde yapisi1 igerisinde lipit kaynakli bantlarin, 6zellikle 2921, 2951 ve 1465
cm’de goriilen CH» sogurma bantlari, 1739 cm™’de gériilen karbonil ester sogurma bandi ile
1233 ve 1073 cm’de goriilen fosfat sogurma bantlarmin daha belirgin oldugu spektral
haritalardan ¢ikarilan spektrumlara bakildiginda da goriilebilmektedir (Sekil 23).
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Sekil 22. Laminektomi grubuna ait spinal kord kesitinden elde edilen bir toplam sogurma
spektral haritas1 kullanilarak gergeklestirilen yapisal farkliliklar1 ¢ozmeye yonelik kiimeleme
analizi sonucu elde edilen farkli bolgeleri gosteren harita (A), bu haritadaki farkli bolgelerden
cikarilmis olan spektrumlar (B). Yesil spektrum A’da tespit edilen yesil bolgeden, kirmizi

spektrum ise kirmizi bélgeden ¢ikarilmistir.
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Sekil 23. Spinal kord kesitlerinden elde edilen ak ve gri madde bolgelerine ait 4000-800 cm™
frekans araligindaki 6rnek FTIR spektrumlari. Spektrumlar 1700-1600 cm™ frekans araliginda
yer alan amid I bandina gore normalize edilmistir. Sekil iizerinde lipit kaynakli bantlar kirmizi

ok ile isaretlenmistir.

4.2.2. Spinal Kord Doku FTIR Spektral Haritalarinin Analizi

FTIR spektroskopisi ve mikrospektroskopik goriintiilemesinde elde edilen
spektrumlarda yer alan bantlarinin sinyal siddetleri veya bu bantlarin altinda kalan alanlar, s6z
konusu fonksiyonel grubun konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir (Freifelder, 1982;
Takahashi ve ark, 1991; Liu ve ark, 2002; Cakmak ve ark, 2006; Bozkurt ve ark, 2010;
Bozkurt ve ark, 2012; Sen ve ark, 2015). Bu nedenle, oncelikle Tablo 3’te gosterilen spektral
araliklar kullanilarak bazi bant alanlar1 hesaplanmistir. Fakat, spinal kord 6rneklerine ait
kesitlerde, kesit kalinligindaki degisimlerden etkilenmeden dogru bir degerlendirme
yapilabilmesi i¢in FTIR spektral haritalarinin degerlendirilmesinde bant alan oranlar
kullanilmistir. Literatiire gore belirlenen ve hesaplanan bant alan oranlar1 ve agiklamalari
Tablo 6’de verilmektedir. Ozetle, tiim ¢alisma gruplarina ait spektral haritalarda lipit/protein
iceriginin dagilimindaki degisimler, lipitlerin igerisindeki doymamis lipit, metil, etil ve

karbonil gruplarinin dagilimlarindaki degisimler, fosfat igeren ve icermeyen lipitlerin

51



dagilimindaki degisimler, doymamuis lipit igeriginin doymus lipit igerigine oraninin

dagilimindaki degisimler, lipitlerin oksidasyon derecesindeki degisimler, lipit hidrokarbon

zincir uzunlugu ve sayisinin dagilimdaki degisimler ile protein ve niikleik asit yapisindaki

degisimler incelenmistir.

Tiim ¢alisma gruplarma ait spinal kord kesitlerinden 25 x 25 um IR dedektor piksel

boyutu kullanilarak elde edilen spektral haritalardan hesaplanan bazi bant alan oranlarinin

degerleri Tablo 7°de gosterilmistir. Ayrica bu bant oranlarma ait 25 x 25 um IR dedektor

piksel boyutu ile toplanan spektral haritalardaki degisimler Sekil 24-31°de gosterilmektedir.

Tablo 6. Spektral haritalarda goriintiilenen ve hesaplanan bant alan oranlar1 (Gasper ve ark,

2009; Acerbo ve Miller, 2009; Bozkurt ve ark, 2010; Antoine ve ark, 2010; Cakmak ve ark,

2011; Palaniappan ve Pramod, 2011; Bozkurt ve ark, 2012; Turker ve ark, 2014)

Hesaplanan bant alan orani

Aciklama

Lipit/protein

Lipit/protein

Lipit icerigindeki etil grubu miktar1
Lipit igerigindeki metil grubu miktar1
Lipit igerigindeki karbonil grubu miktari
Doymamis lipit igeriginin doymus lipit
igerigine orani

Doymamus lipit igerigindeki degisim

Lipit hidrokarbon zincir uzunlugu

Ester grubu igeren lipitler

Lipit yikim derecesi

Fosfat grubu icermeyen lipitler

Fosfat grubu iceren lipitler

Fosfat grubu iceren lipitler

Protein yapisindaki degisim
Niikleik asitlerdeki degisim
Niikleik asitlerdeki degisim

CH gerilim bolge alani/amid I bant alan

CH_ biikiilme bant alani/amid I bant alani

CH; antisimetrik gerilim bant alani/CH gerilim bolge alani
CHj; antisimetrik gerilim bant alani/CH gerilim bodlge alani
Karbonil (C=0) gerilim bant alani/CH gerilim bodlge alan1
Olefinik (HC=CH) bant alani/CH> antisimetrik gerilim bant
alant

Olefinik (HC=CH) bant alan1/CH gerilim bdlge alan1

CH3 antisimetrik gerilim bant alani/CH; antisimetrik gerilim
bant alan1

Karbonil (C=0) gerilim bant alani/CH, antisimetrik gerilim
bant alani

Karbonil (C=0) gerilim bant alani/Amid II bant alani
Karbonil (C=0) gerilim bant alani/PO, antisimetrik gerilim
bant alani

PO, antisimetrik gerilim bant alani/CH gerilim bolge alam
PO, antisimetrik gerilim bant alani/CH antisimetrik gerilim
bant alan1

Amid I bant alani/amid II bant alani

PO, antisimetrik gerilim bant alani/amid II bant alam

C-N*-C gerilim bant alani/amid II bant alani
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Tablo 7. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerinden 25 x 25 um IR piksel boyutu ile toplanmig FTIR mikrospektroskopik haritalarinda bazi bant

alan oranlarindaki degisimler.

BANT ALANLARI ORANLARI L T MP LEV MA LEVMA
CH ger./Amid I (Lipit/Protein) 2,943+0,072 3,163+0,060 3,214+0,063 3,186+0,067 3,100+0,100 3,300+0,050"
CH, biik./Amid I (Lipit/Protein) 0,180+0,027 0,225+0,003 0,223+0,003 0,227+0,004 0,220+0,007 0,233+0,002"
CH; antis. ger./CH ger. (Lipitlerdeki metilen igerigi) 0,183+0,002 0,176+0,004 0,182+0,002 0,176+0,002 0,179+0,001 0,178+0,003
CHj3 antis. ger./CH ger. (Lipitlerdeki metil igerigi) 0,009+0,001 0,009+0,003 0,008+0,005 0,009+£0,0002  0,009+0,0004 0,008+0,001
C=0 ger./CH ger. (Lipitlerdeki karbonil i¢erigi) 0,015£0,0002  0,015+0,0003  0,015+0,0003  0,015+0,0003"  0,015+0,0002 0,015+0,001
Olefinic=CH/CH ger. 0,002+0,0004  0,002+0,0003  0,002+0,0003  0,002+0,0003  0,002+0,0001  0,002+0,0001
Olefinic=CH/CHj; antis. ger. (Doymamis/doymus lipit) 0,010+0,003 0,009+0,002 0,012+0,001 0,012+0,0005 0,010+0,002 0,011£0,001
CH; antis. ger./CH; antis. ger. (Lipit zincir uzunlugu) 0,047+0,002 0,050+0,002 0,046+0,002 0,052+0,001 0,051+0,001 0,046+0,003
C=0 ger./CH; antis. ger. (Ester iceren lipit miktar1) 0,083+0,002 0,076+0,010 0,081+0,002 0,082+0,001 0,081+0,001 0,083+0,002
C=0 ger./Amid II (Lipitlerdeki yikim derecesi) 0,170+0,003 0,182+0,004 0,181+0,004 0,179+0,003 0,179+0,006 0,168+0,024
C=0 ger./PO, antis. ger. (Fosfat icermeyen lipitler) 0,186+0,001 0,184+0,003 0,182+0,002 0,177+0,002 0,183+0,004 0,188+0,002
PO antis. ger./CH ger. (Fosfat iceren lipitler) 0,084+0,0007 0,084+0,001 0,082+0,001 0,083+0,001 0,082+0,001 0,081+0,001
PO antis. ger./CH> antis. ger. (Fosfat iceren lipitler) 0,456+0,006 0,468+0,016 0,450+0,011 0,479+0,008 0,475+0,009 0,446+0,009
Amid I/Amid II (Protein yapisindaki degisim) 3,814+0,014 3,863+0,018 3,871+0,029 3,886+0,014 3,900+0,027 3,850+0,033
PO; antis. ger./Amid II (Niikleik asitlerdeki degisim) 0,914+0,017 0,977+£0,014 0,986+0,013 1,009+0,025" 0,962+0,030 1,008+0,014"
C-N*-C ger./Amid II (Niikleik asitlerdeki degigim) 0,155+0,005 0,160£0,011 0,169+0,004 0,173+0,004 0,168+0,006 0,164+0,014

Veriler ortalama #+ standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tiim gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir. Istatistiksel anlamlilik
laminektomi (L) grubuna gore tespit edilmiste * isareti ile, travma (T) grubuna gore tespit edilmisse T isareti ile, metilprednizolon (MP) grubuna gore tespit edilmisse § isareti
ile, manyetik alan (MA) grubuna gére tespit edilmigse § isareti ile, levetirasetam (LEV) grubuna gore tespit edilmisse + isareti ile gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde gdsterilmistir.
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Sekil 24. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipit/protein degerinin degisimlerini gésteren CH gerilim/amid I ve CH» biikiilme/amid I
alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 pm IR dedektor piksel boyutu).

54



Laminektomi Travma MP

200

micrometers
micrometers

w

=

3

400

500

100 200 300 400 8§00 600 700
micrometers s s micrometers

100 200 300 400 500 600 700 200 300 400

100 200 300 400 500 600 700
micrometers micrometers

micrometers

micrometers
micrometers

micrometers

CH, antisimetrik/CH  CH, antisimetrik/CH
microm eters
g 28 8

400 100 200 300 400 500 60O

100 200 300 400 500 600 700
mic rometers
miCrometes

micrometers

100 200 300 400 500 600 70O

200 300 400 500 600 700
micrometers

micrometers

Sekil 25. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipitlerdeki etil grup miktarini gosteren CHz antisimetrik gerilim/CH gerilim ve lipitlerdeki

metil grup miktarim1 gosteren CH3 antisimetrik gerilim/CH gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 um IR dedektor piksel
boyutu).
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Sekil 26. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki doymamus lipit miktarin1 gosteren olefinik/CH gerilim ve doymamig-doymus lipit oranin

gosteren olefinik/CH> antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 um IR dedektor piksel boyutu).
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Sekil 27. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipitlerdeki karbonil miktarin1 gosteren C=0O ester/CH gerilim ve fosfat grubu icermeyen

lipit igerigini gosteren C=0 ester/PO, antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 um IR dedektor piksel boyutu).
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Sekil 28. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipitlerdeki ester grubu iceren lipit miktarin1 gésteren C=0 ester/CH> antisimetrik gerilim ve
hidrokarbon zincir uzunlugunu gésteren CH3 antisimetrik/CH> antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 um IR

dedektor piksel boyutu).
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Sekil 29. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki fosfat grubu iceren lipit miktarin1 gésteren PO, antisimetrik gerilim/CH gerilim ve fosfat
grubu igeren lipit miktarmi gosteren PO> antisimetrik gerilim/CH> antisimetrik gerilim oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 pm IR

dedektor piksel boyutu).
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Sekil 30. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki protein ikincil yap1 degisimlerini gésteren amid I/amid II ve lipit yikim diizeyini gosteren

C=0 ester gerilim/amid II alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 um IR dedektdr piksel boyutu).
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Sekil 31. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki niiklek asit protein oranini gosteren PO antisimetrik gerilim/amid II ve niikleik asit protein

oranini gésteren RNA/amid II alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (25 x 25 pm IR dedektor piksel boyutu).
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Tiim ¢aligma gruplarina ait spinal kord kesitlerinden daha yiliksek ¢oziiniirliikli 6,25 x
6,25 um IR dedektdr piksel boyutu kullanilarak elde edilen spektral haritalardan hesaplanan
bazi bant alan oranlarinin degerleri Tablo 8’de gosterilmistir. Ayrica bu bant oranlarina ait
6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel boyutu ile toplanan spektral haritalardaki degisimler Sekil
32-39°da gosterilmektedir.
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Tablo 8. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerinden 6,25 x 6,25 um IR piksel boyutu ile toplanmig FTIR mikrospektroskopik haritalarinda bazi

bant alan oranlarindaki degisimler.

BANT ALANLARI ORANLARI L T MP LEV MA LEVMA
CH ger./Amid I (Lipit/Protein) 2,849+0,094 3,029+0,081 3,047+0,081 3,263+0,114" 3,130+0,086 3,145+0,105
CH, biik./Amid I (Lipit/Protein) 0,181+0,005 0,190+0,004 0,192+0,004 0,204+0,006" 0,196+0,005 0,197+£0,006
CHj; antis. ger./CH ger. (Lipitlerdeki metilen icerigi) 0,208+0,003 0,207+0,001 0,204+0,001 0,203+0,001" 0,202+0,001"F 0,206+0,001
CHj3 antis. ger./CH ger. (Lipitlerdeki metil igerigi) 0,006+0,002 0,006+£0,0002  0,006+0,0003 0,006+0,0005 0,006+0,0004 0,006+0,004
C=0 ger./CH ger. (Lipitlerdeki karbonil icerigi) 0,014+0,0002  0,013+£0,0001  0,013+0,0002 0,013£0,0004™%# 0,013+0,0002 0,01420,0002%
Olefinic=CH/CH ger. 0,002+0,0001  0,002+0,0001  0,002+0,0001  0,002+0,0001 "%+ (0,00240,0001™#  0,002+0,0001**
Olefinic=CH/CHj, antis. ger. (Doymamis/doymus lipit) ~ 0,011£0,0002  0,011£0,0002  0,011£0,0003  0,009+0,0004™T+%  (0,010+0,0004™ 1 0,011+0,0003*
CH; antis. ger./CH; antis. ger. (Lipit zincir uzunlugu) 0,031+0,002 0,030+0,001 0,031+0,002 0,030+0,002 0,031+0,002 0,030+0,002
C=0 ger./CH; antis. ger. (Ester iceren lipit miktarr) 0,06620,001 0,064+0,001 0,066+0,001 0,062+0,002 0,065+0,001 0,068+0,001*
C=0 ger./Amid II (Lipitlerdeki yikim derecesi) 0,138+0,004 0,144+0,004 0,149+0,004 0,153+0,006 0,154+0,005 0,159+0,005"
C=0 ger./PO, antis. ger. (Fosfat icermeyen lipitler) 0,181+0,003 0,179+0,001 0,179+0,002 0,175+0,005 0,182+0,005 0,190+0,003*
PO antis. ger./CH ger. (Fosfat iceren lipitler) 0,076+0,0008 0,075+0,001 0,076+0,001 0,074+0,001 0,075+0,001 0,074+0,001
PO antis. ger./CH> antis. ger. (Fosfat iceren lipitler) 0,366+0,005 0,364+0,004 0,376+0,005 0,367+0,010 0,376+0,008 0,365+0,006
Amid I/Amid II (Protein yapisindaki degisim) 3,706+0,016 3,732+0,018  3,797+0,023™ 3,807+0,021* 3,850+0,016"ff 3,797+0,017*
PO, antis. ger./Amid II (Niikleik asitlerdeki degisim) 0,75620,021 0,795+0,018 0,822+0,017 0,857+0,025" 0,836+0,022 0,833+0,024
C-N*-C ger./Amid II (Niikleik asitlerdeki degigim) 0,122+0,005 0,129+0,004 0,132+0,004 0,146x0,006™ 0,141+0,004 0,140+0,005

Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi ile tim gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir. Istatistiksel anlamlilik
laminektomi (L) grubuna gore tespit edilmiste * isareti ile, travma (T) grubuna gore tespit edilmisse T isareti ile, metilprednizolon (MP) grubuna gore tespit edilmisse § isareti
ile, manyetik alan (MA) grubuna gére tespit edilmigse § isareti ile, levetirasetam (LEV) grubuna gore tespit edilmisse + isareti ile gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde gosterilmistir.
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Sekil 32. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipit/protein degerinin degisimlerini gosteren CH gerilim/amid I ve CH; biikiilme/amid I
alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 pum IR dedektor piksel boyutu).
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Sekil 33. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipitlerdeki etil grup miktarin1 gésteren CH; antisimetrik gerilim/CH gerilim ve lipitlerdeki

metil grup miktarini gésteren CH3 antisimetrik gerilim/CH gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel

boyutu).
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Sekil 34. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki doymamis lipit miktarin1 gosteren olefinik/CH gerilim ve doymamis-doymus lipit oranini
gosteren olefinik/CH: antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 pm IR dedektor piksel boyutu).
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Sekil 35. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipitlerdeki karbonil miktarini gosteren C=0O ester/CH gerilim ve fosfat icermeyen lipit
icerigini gosteren C=0 ester/PO; antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel boyutu).
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Sekil 36. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipitlerdeki ester grubu iceren lipit miktarin1 gosteren C=O ester/CH> antisimetrik gerilim ve
hidrokarbon zincir uzunlugunu gésteren CH3 antisimetrik/CH» antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 um IR

dedektor piksel boyutu).
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Sekil 37. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki fosfat i¢eren lipit miktarin1 gosteren PO, antisimetrik gerilim/CH gerilim ve fosfat iceren
lipit miktarini gosteren PO» antisimetrik gerilim/CH> antisimetrik gerilim oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 um IR dedektor

piksel boyutu).
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Sekil 38. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki protein ikincil yap1 degisimlerini gosteren amid I/amid II ve lipitlerdeki yikim diizeyini

gosteren C=0 ester gerilim/amid II alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel boyutu).
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Sekil 39. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki niiklek asit protein oranini gosteren PO; antisimetrik gerilim/amid II ve niikleik asit protein

oranini gosteren RNA/amid II alan oranlarina ait 6rnek spektral haritalar (6,25 x 6,25 um IR dedektdr piksel boyutu).
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FTIR spektrumunda CH gerilim bolgesinde bulunan bantlar sirasi1 ile CH3 antisimetrik
gerilme titresimlerinden, CH» antisimetrik gerilme titresimlerinden, CH3 simetrik gerilme
titresimlerinden ve CH»> simetrik gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Watts ve De
Pont, 1986; Severcan ve ark, 2000; Severcan ve ark, 2005; Cakmak ve ark, 2006). Bu bolgede
bulunan CH> antisimetrik, CH> simetrik ve CH3 antisimetrik gerilme titresimlerinin bant
siddetleri veya bant alanlar1 agirlikli olarak sistemdeki lipit miktar1 ve CHs simetrik gerilme
titresimlerinin bant siddeti/alan1 ise sistemdeki protein ve lipit miktarlar1 hakkinda bilgi
vermektedir (Mantsch, 1984; Severcan ve ark, 2000, Severcan ve ark, 2010, Cakmak ve ark,
2011). Spinal kord orneklerinde CH3z simetrik gerilme titresimlerinin ¢ok kiigiik bir bant
olarak gozlenmesinin de etkisiyle CH gerilim bolgesi lipit icerigindeki degisimleri gézlemek
icin kullanilabilir. Kesitlerdeki lipit/protein dagiliminin goriintiilenebilmesi ic¢in toplam CH
gerilim bolgesi alani spektrumdaki ana protein bandi olan amid I bant alanina ve yine
lipitlerden kaynaklanan CH: biikiilme bant alan1 amid I bant alanina oranlanmistir (Bozkurt
ve ark, 2010; Bozkurt ve ark, 2012; Cakmak ve ark, 2012; Turker ve ark, 2014). Elde edilen
sonuglara gore, laminektomi grubu ile karsilastirildiginda diger tiim gruplarda lipit/protein
oraninda anlamli olmayan bir artim gozlenmistir (Tablo 7, Tablo 8). Bu artim LEVMA
kombine tedavi grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu sonug,
laminektomi disindaki ¢alisma gruplarinin spinal kordlarinda lipit igeriginde bir artimin ya da
protein igeriginde bir azalmanin oldugunu gostermektedir.

CH; antisimetrik gerilme bandi lipitlerin asil zincirlerindeki metil gruplari, CH»
antisimetrik ve simetrik gerilim bandi ise lipitlerin asil zincirleri hakkinda yapisal ve
fonksiyonel bilgi vermektedirler (Takahashi ve ark, 1991; Bozkurt ve ark, 2010; Sen ve ark,
2015). Gruplararast lipit yap1 degisimlerinin belirlenebilmesi i¢in CH> antisimetrik gerilim,
CHj3 antisimetrik gerilim ve karbonil (C=0) gerilim bant alanlar1 ayr1 ayr1 toplam CH gerilim
bolge alanina oranlanmistir (Gasper ve ark, 2009; Cakmak ve ark, 2012; Turker ve ark, 2014;
Sen ve ark, 2015). Sonuglara gore, CH> antisimetrik gerilim/CH gerilim alan oram ile
incelenen spinal kord lipitlerdeki etil grubu miktarinda travma ve LEV gruplarinda anlamli
olmayan bir azalma; metilprednizolon, manyetik alan ve kombine tedavi gruplarinda ise
anlamli olmayan bir artim tespit edilmistir. En belirgin artis ise metilprednizolon tedavi
grubunda gozlenmistir. CHs antisimetrik gerilim/CH gerilim alan orani ile incelenen spinal
kord lipitlerdeki metil grubu miktarinda ise laminektomi, travma, LEV ve manyetik alan
tedavi gruplarinda yakin degerler gozlenirken metilprednizolon ve kombine LEVMA tedavi
gruplarinda anlamli olmayan bir azalma goézlenmistir. Karbonil (C=0) ester gerilim/CH

gerilim orani ile gozlenen lipitlerdeki karbonil ester grup miktar1 travma grubunda biraz
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azalmis, levetirasetam tedavisi ile ise travma ve metilprednizolon tedavi gruplarina nazaran
anlamli bir sekilde azalmistir (Tablo 8, p<0.05). Manyetik alan ve kombine LEVMA tedavi
grubunda ise laminektomiye yakin degerler elde edilmistir. Bu sonugclar, lipit hidrokarbon
zincir uzunlugunda ya da lipit peroksidasyon oraninda gruplararasi bir farkliligin olduguna
isaret etmektedir.

Spinal kord kesitlerindeki lipitlerdeki yikilma (degredasyon) derecesi karbonil ester
gerilim bant alaninin amid II bant alanina oranlanmasiyla (Palaniappan ve Pramod, 2011)
hesaplanmigtir. Bu alan orani laminektomi grubu disindaki tiim gruplarda biraz artmis olarak
gozlenmesi spinal korda hasar verilmesiyle lipit yapilarinda bir degisim olduguna isaret
etmektedir.

Lipitlerin zincir uzunluklarindaki degisimin gozlenebilmesi i¢in CH3z antisimetrik
gerilim bant alam1 CH» antisimetrik gerilim bant alanina oranlanmistir (Wang ve ark, 2005;
Cakmak ve ark, 2012; Sen ve ark, 2015). Elde edilen sonuglara gore CH3 antisimetrik/CH>
antisimetrik gerilim bant alan oraninda travma, LEV ve manyetik alan tedavi gruplarinda
anlamli olmayan bir artim gozlenirken, bu oran laminektomi, metilprednizolon ve LEVMA
kombine tedavi gruplarinda yaklasik ayni degerlerde gozlenmistir (Tablo 7). Bu alan
oranindaki artim lipit agil zincir uzunlugunun kisaldigin1 gostermektedir (Bozkurt ve ark,
2010). Bu bilgi goz oniine alindiginda travma, LEV ve manyetik alan tedavi gruplarinda lipit
hidrokarbon zincir uzunlugunun kisaldigi sdylenebilir. Dokularda artan lipit peroksidasyonu
daha kisa zincirli lipitlerin miktarinin artmasima neden olabilir (Levine ve Wetzel, 1994;
Bozkurt ve ark, 2010). Bu sonucu daha iyi irdeleyebilmek icin karbonil (C=0) gerilim bant
alaninin CH> antisimetrik gerilim bant alanina oranlanmasiyla spinal kord dokularindaki lipit
acil zincir sayisinin dagilimi gézlenmistir (Gasper ve ark, 2009). Elde edilen sonuglara gore,
bu oran travma ve LEV gruplarinda anlamli olmayan bir sekilde azalmistir, bu sonug travma
ve LEV gruplarindaki acil zincir sayisinin azaldigina isaret etmektedir. LEVMA kombine
tedavi grubunda ise bu oran biraz artmis yan1 a¢il zincir sayisinda hafif bir artis gézlenmistir.

Doymamis yag asitlerinde bulunan HC=CH gruplarimin C-H baglarindaki gerilme
titresimlerinden kaynaklanan ve 3012 cm™ frekans degerinde gdzlenen bandin siddeti veya
altindaki alan hidrokarbon zincirlerinin doymuslugu hakkinda bilgi vermektedir (Melin ve
ark.., 2000; Severcan ve ark, 2005; Cakmak ve ark, 2006; Bozkurt ve ark, 2010). Doymamig
lipit miktarinin doymus lipit miktarina gore dagilimimin goézlenebilmesi i¢in olefinik
(HC=CH) bant alan1 CH» antisimetrik gerilim bant alanina oranlanmistir. Ayrica olefinik
(HC=CH) bant alan1 CH gerilim bolgesi alanina oranlanarak lipitler i¢erisinde doymamis

lipitlerin oranindaki degisim gozlenmistir (Gasper ve ark, 2009; Cakmak ve ark, 2011;
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Cakmak ve ark, 2012; Sen ve ark, 2015). Elde edilen sonuclara gore, laminektomi, travma ve
metilprednizolon ve kombine LEVMA gruplarinda birbirine yakin doymamus lipit icerigi ve
doymamis/doymus lipit oranm1 gozlenirken LEV ve manyetik alan tedavi gruplarinda
doymamis lipit iceriginde ve doymamis/doymus lipit oraninda bir azalma tespit edilmistir
(p<0.001).

Bunlarin yani sira, fosfat igermeyen lipitlerin dagilimi karbonil (C=O) gerilim bant
alaninin PO, antisimetrik gerilim bant alanina oranlanmasi ile incelenmistir (Gasper ve ark,
2009). Fosfat igermeyen lipitlerin diger gruplarda yaklasik degerlerde oldugu fakat kombine
LEVMA tedavi grubunda arttifi gozlenmistir. Fosfat iceren lipitlerdeki degisim ise PO-
antisimetrik gerilim bant alaninin CH; antisimetrik gerilim bant alanina ve PO antisimetrik
gerilim bant alaninin CH gerilim bolge alanina oranlanmasi ile gézlenmistir (Gasper ve ark,
2009). Bu oranlarda gruplararasi belirgin bir farklilik gozlenmemistir.

FTIR spektrumunda 1638 cm™ frekansindaki proteinlerden kaynaklanan amid I band1
%80 oraninda C=0O gerilme, %10 oraninda C-N gerilme ve %10 oraninda N-H biikiilme
titresimlerinden, 1545 cm™ frekansindaki yine proteinlerden kaynaklanan amid II band: ise
%60 oraninda N-H biikiilme ve %40 oraninda C-N gerilme titresimlerinden kaynaklanir
(Takahashi ve ark, 1991; Wong ve ark, 1991; Stuart, 1997; Haris ve Severcan, 1999; Cakmak
ve ark, 2006; Bozkurt ve ark, 2010). Bu bantlarin alan oranlarinin birbirine oranlanmasiyla
elde edilen amid I/amid II bant alan oran1 protein ikincil yapisindaki degisimler hakkinda bilgi
verir (Schmidt ve ark,2007; Ozek ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011; Bozkurt ve ark, 2012).
Sonuglara gore, bu oran tiim tedavi gruplarinda artmistir. Bu sonug, tedavi gruplarinda protein
yapisinda bir degisimin oldugunu gostermektedir.

Spektrumlarm 1200-1000 cm™ frekans araligindaki bantlar daha ziyade niikleik asit ve
fosfolipit gibi fosfat (PO>) gruplart igeren sistemlerin i¢indeki P=O bagmin sofurma
bantlarindan olusmaktadir (Diem ve ark, 1999; Liquier ve Taillandier, 1996; Cakmak ve ark,
2006; Bozkurt ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011). Bu bantlar, membranlardaki
fosfolipitlerin kafa gruplart hakkinda onemli bilgiler de vermektedir (Mendelsohn ve
Mantsch, 1986; Bozkurt ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011). FTIR spektrumunda 972 cm’!
frekans degerinde gozlenen C-N*-C gerilme titresim bandi niikleik asitlerden, 6zellikle de
RNA riboz-fosfat ana zincir titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Chiriboga ve ark, 2000;
Banyay ve ark, 2003; Bozkurt ve ark, 2010). Bu nedenle niikleik asit ve protein dagilimindaki
degisimler PO> antisimetrik gerilim bant alaninin amid II bant alanina oranlanmasiyla ve

RNA bant alaninin amid II bant alanina oranlanmasiyla goriintiillenmistir (Bozkurt ve ark,
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2010; Ozek ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011; Turker ve ark, 2014). Bu oranlarin 6zellikle
LEV tedavi grubunda artmis oldugu gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Giin gegtikce artan miktarda kanitla, hiicre ve membran yapilarindaki protein, lipit
kompozisyonlari, doymamis/doymus lipit miktarlar1 gibi makromolekiiler 6zelliklerin hiicre
ve dokularda membran fonksiyonu ve iyon kanali kinetigi gibi bazi olaylarla ilintili olan
makromolekiillerin yap1 ve fonksiyon iliskilerini belirleyerek pek cok fizyolojik bozukluklugu
dolayl1 yoldan etkiledikleri gosterilmektedir (Spector ve Yorek, 1985; Awayda ve ark, 2004).
Bu nedenle, giiniimiizde yap1 ve fonksiyon iligkilerini ¢ézmeye yonelik arastirmalar 6nem
kazanmaktadir. Bu dogrultuda bu ¢alisma, spinal kord hasarinin ve hasarda uygulanan
manyetik alan, levetirasetam ve kombine manyetik alan ve levetirasetam tedavisinin spinal
kord doku bilesenlerinde neden oldugu makromolekiiler icerik ve yap1 degisimlerinin FTIR
mikrospektroskopik goriintiileme yontemi ile belirlenmesi ve olast tedavi etkinliginin
metilprednizolon tedavisi ile karsilastirilmasi amaciyla gerceklestirilmistir.

FTIR mikrospektroskopik goriintiileme teknigi kizilotesi spektroskopisi ve 151k
mikroskobunu bir araya getirerek kiiglik Ornekler iizerinde bile mikroskopik diizeyde
biyokimyasal yap1 ve igerik analizi yapilmasina olanak saglar (Szczerbowska-Boruchowska
ve ark, 2007). Biyolojik materyallerin kizilotesi spektrumlar lipit, protein, karbonhidrat ve
niikleik asit gibi farkli makromolekiillerin kizilotesi sogurma bandi verebilen fonksiyonel
gruplarina ait sogurma bantlarindan olusur. Bu nedenle, biyolojik materyalin kizilotesi
spektrumlart ve bu spektrumlar biraraya getirilerek olusturulan spektral haritalar belirli
fonksiyonel gruplara ait bantlarin frekanslari, genislikleri ve alanlarinin incelenmesiyle
materyalin biyokimyasal bilesenleri hakkinda bilgi alinmasina, bu bilesenlerin yapisal
degisimlerinin goriintiilenmesine olanak saglar (Kneipp ve ark, 2000; Kretlow ve ark, 2006;
Cakmak ve ark, 2012). Belirli bir foksiyonel gruba ait titresimlerden kaynaklanan IR sogurma
bantlarinin altinda kalan alan, s6z konusu fonksiyonel grubun konsantrasyonu ile orantilidir
(Liu ve ark, 2002; Cakmak ve ark, 2006; Ozek ve ark, 2010). Spektrumda goriilen bazi
bantlarin alan degerlerinin oranlanmasi ile elde edilen alan oranlar1 ise dokudaki degisimlerin
ornek kalinhigindan bagimsiz olarak gozlemlenebilmesini saglar. Biyolojik materyallerin
icerik ve yapist ve bulundurduklari makromolekiillerin etkilesimleri dokuya 6zgili oldugu icin
kizilGtesi spektrumu parmak izi gibi dokuya 6zgii bilgiler vererek hassas ve etkin bir bi¢imde
hastaliklarin veya dokulardaki bozukluklarin etkilerinin belirlenmesinde kullanilabilir

(Kneipp ve ark, 2000; Kretlow ve ark, 2006; Cakmak ve ark, 2012).
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Biyolojik yapilarda membranlar farkli hiicre fonksiyonlarinin idame ettirilmesi ve
diizenlenmesinde hayati goreve sahiptirler. Doku icerigindeki lipit ve protein miktari ve
bunlarin birbirlerine gére oranlar1 membran yapi ve dinamigini en ¢ok etkileyen faktorler
icerinde yer almaktadir (Szalontai ve ark, 2000). Incelenen sistemde lipit/protein oraninda
gozlenen degisim membran fonksiyonu ile yakin iliski igerisinde olan lipit ve/veya protein
asimetrisindeki degisim hakkinda bilgi verebilir (Cakmak ve ark, 2012). Bu dagilimin
gozlenebilmesi i¢in FTIR spektrumunda CH gerilim bolge alaninin (lipit) amid I bant alanina
(protein) oranlanmasiyla ya da CHb biikiilme bant alaninin (lipit) amid I bant alanina (protein)
oranlanmasiyla elde edilen lipit/protein orani kullanilabilir. Elde edilen sonucglara gore
lipit/protein oraninin laminektomi ile karsilastirildiginda diger gruplarda yiliksek olmakla
birlikte en belirgin lipit/protein oraninin LEV grubunda oldugu gozlenmistir (Tablo 8). Sinir
sisteminde noronlarin aksonlarinin etrafini saran bir fosfolipit tabakasi olan miyelin kilifi
tabakali yapist nedeniyle yiiksek lipit icerigine sahiptir ve hiicrelerdeki diger membranlarla
karsilagtirildiginda daha yiiksek lipit/protein oranina sahiptir (Szczerbowska-Boruchowska ve
ark, 2007). Miyelin tabakasinda bulunan lipitler hiicrelerde bulunan diger biyolojik membran
yapilarinda da bulunmasina ragmen, galaktolipitler, serebrositler ve siilfatidler gibi bazi
lipitler diger membranlara nazaran miyelin kilif icerisinde daha fazla oranda bulunurlar
(Levine and Wetzel, 1993). Spinal kord lipit icerigine bakildiginda doku icerisinde serebral ak
maddeye benzer sekilde fosfogliseritkolin, fosfogliseritetanolamin, fosfogliseritinositol,
fosfogliseritserin, sfingomiyelin gibi fosfolipitler ve bu yapilara bagli doymus ve doymamis
yag asitleri ile kolesterol, serebrosid, siilfatid ve gangliosit gibi lipitlerin bulundugu
bildirilmistir (Svennerholm ve ark, 1992).

Lipitler hiicre membranin biiylik bir kismini olustururlar ve hiicrelerde goriilen
membran hasarinin 6nemli bir kismu lipit yapisindaki ve igerigindeki degisimlere neden
olabilmektedir. Biyolojik membranlarin yapisinda bulunan fosfolipitlerin ¢ogunlugunu
olusturan ¢oklu doymamis yag asitleri bulundurduklart ¢ift bagin bitisik karbon atomundaki
karbon-hidrojen bagin1 zayiflatmasi nedeniyle serbest radikallerle etkilesime girmeye
yatkinlardir (Betteridge, 2000). Serbest radikaller bu yag asitlerinin ¢ift baglar1 ile reaksiyona
girerek lipit peroksidasyonuna neden olurlar. Lipit peroksidasyonu dncelikle ¢oklu doymamis
yag asidi zincirlerinin c¢ift bag yerlesimlerinde meydana gelir. Gergeklesen bu lipit
peroksidasyonu lipit yapisindaki doymamis baglarin azalmasina, doymamis lipit iceriginin
azalmasina ve uzun zincirlerin daha kisa yapili zincirlere kirilmasina yol acgar (Levine ve
Wetzel, 1998; Zwart ve ark,1999; Olusi, 2002; Cakmak ve ark, 2012). Bu nedenle

gerceklesen lipit peroksidasyonu membranin doymamis/doymus lipit oraninda degisiklige,
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membranda ¢apraz baglanmis lipit-lipit ve protein-lipit kisimlarinin olugsmasina neden olarak
daha kati, esnekligi azalmis bir membran yapist olugsmasina yol agar (Curtis ve ark, 1984;
Niranjan ve ark.; 2000). Bu durum membran fonksiyonlarin etkiler.

Sistem igerisindeki doymamis baglanmadaki azalma FTIR spektrumundaki olefinik
bandi ile gozlenebilir (Severcan ve ark, 2005). FTIR spektrumunda olefinik bant alaninin
toplam CH gerilme bdlgesi bant alanina oranlanmasiyla lipit igerigindeki doymamig baglarin
orant ve doymamis yag asidi miktarinin doymus yag asidi miktarima oranlanmasi ile
gorlintiillenen doymamishk indeksi dokulardaki lipit peroksidasyon oranini tespit etmek
amactyla kullanilabilir (Gasper ve ark, 2009; Sen ve ark, 2015). Olefinik bant alaninda ve
doymamis yag asidi indeksindeki azalma ile tespit edilen lipitlerin igerigindeki doymamis yag
asidi miktarinin az olmas1 daha yiliksek oranda gergeklesen lipit peroksidasyonunun bir
sonucu olarak gozlenebilir (Brunch ve ark, 1983; Curtis ve ark, 1984; Bozkurt ve ark, 2010;
Sen ve ark, 2015). Caligmada elde edilen sonuglar, 6zellikle tek basina uygulanan MA ve
LEV tedavilerinin spinal kord dokularinda daha az doymamuis lipit igeriginin gozlenmesine
neden oldugunu ve doymamis/doymus lipit oranini azalttigin1 gostermistir. Bu sonug, bu
gruplarda artan lipit peroksidasyonuna isaret ediyor olabilir. Fakat kombine LEVMA
tedavisinin artan lipit peroksidasyonunu engelleyerek doymamais lipit iceriginde daha kiiciik
miktarda bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Literatiirde LEV tedavisinin epilepsi
modeli olusturulan deneklerin beyin reaktif oksijen tiirleri miktarin1 azalttig1 ve antioksidan
enzim aktivitelerini artirdigi (Mazhar ve ark, 2016), polindropati olusturulmus sicanlarda
sepsisin erken donemlerinde lipit peroksidasyon son iiriinlerinden olan malondialdehit (MDA)
plazma seviyelerini azalttig1 (Erbas ve ark, 2013), pilokarbin ile tetiklenen epileptik nobetler
geciren farelerde hipokampustaki lipit peroksidasyon seviyesini gosteren tiyobarbiturikasit
reaktif maddelerin (TBARS) oranini azalttig1 (Oliviera ve ark, 2007) bildirilmistir.

Literatiirde manyetik alan uygulamasinin gesitli patolojik durumlarda tedavi etkinligi
incelenmis olan caligmalarda manyetik alanin lipit peroksidasyonu iizerine olan etkilerinde
farkli sonuclar elde edildigi gozlenmistir. Glinka ve arkadaglar1 (2013) 40 Hz 10 mT diisiik
frekansli manyetik alan uygulamasinin yara iyilesmesi modelinde antioksidan enzim
aktivitelerinde degisime neden olarak fosfolipit peroksidasyonunu inhibe ettigi sonucuna
ulagilmistir. Emre ve arkadaslar1 (2011) 1,5 mT siddetindeki darbeli manyetik alanin
karaciger dokusunda lipit peroksidasyona karsi koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica Dinger ve arkadaslar1 (1998) 50 Hz 120uT diisiik frekansli elektromanyetik alanin fare
bobrek dokusunda lipit peroksidasyonu anlamli bir sekilde azalttigini tespit etmislerdir. Buna

karsin Samano ve arkadaslar1 (2010) akut 60 Hz frekanslh elektromanyetik alana maruz kalan
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Wistar siganlarin karaciger, kalp, bobrek ve plazmalarindaki antioksidan enzim seviyelerinin
degismedigini ve dokularda lipit peroksidasyonu isaret eden herhangi bir degisim olmadigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen sonuclar ise tek basina uygulanan manyetik alan
tedavisinin lipit peroksidasyonunu artirdigi yoniindedir. Bu sonucu destekler bicimde,
Watanabe ve arkadaglart (1997) ise 4.7 T siddetinde durgun manyetik alanin lipit
peroksidasyonunu fare karacigerlerinde anlamli bir sekilde artirdigimi fakat bobrek, kalp,
akciger ve beyin dokularinda bir degisime neden olmadigini bildirmislerdir.

Serbest radikallerin saldiris1 sonucunda lipitlerdeki kimyasal baglarin degisimi lipit
yapilarinda da bazi degisimlere sebep olabilir (Zwart ve ark,1999). Lipit yapisindaki bu
degisimler, FTIR spektrumlarinda gdzlenen bazi bant alanlarinin birbirine oranlanmasiyla
elde edilen hidrokarbon zincir uzunlugu, lipitlerdeki karbonil, metil ve etil grup miktari,
yapisinda ester grubu iceren, fosfat grubu igeren veya icermeyen lipitlerin orani gibi
parametreler yardimiyla goriintiilenebilmektedir (Gasper ve ark, 2009; Antoine ve ark, 2010;
Cakmak ve ark, 2011; Sen ve ark, 2015). FTIR spektrumunda karbonil ester/amid II bant
orani ile orneklerdeki lipitlerdeki yikim (degredasyon) orani gozlenebilir (Palaniappan ve
Pramod, 2011). Bu oranin laminektomi diginda tiim gruplarda artmis olarak gozlenmesi spinal
kord hasari ile lipit yapilarinda degisim oldugunu ve lipit yikiminin arttigin1 gostermektedir.
Benzer sekilde, Lukacova ve arkadaglar1 (1998) yapmis olduklari ¢alismada abdominal aort
baglanmasi ile olusturulan iskeminin spinal kord lipit i¢eriginde degisime neden oldugunu ve
fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatilserin, fosfatidilinositol ve sfingomiyelin gibi
fosfolipitlerde degradasyona neden oldugunu bildirmislerdir. Lipit yapisinda goriilen oksidatif
yikim ile lipit hidrokarbon zincir uzunlugunda degisimler olabilmektedir (Zwart ve ark, 1999;
Cakmak ve ark, 2012; Sen ve ark, 2015). Lipitlerin hidrokarbon zincirlerinin gévde kisminda
CH> gruplarinin, u¢ kisminda ise CHj3; molekiillerinin bulundugu bilinmektedir (Luckey,
2008). FTIR spektrumunda bulunan CH3 antisimetrik gerilim bant alaninin CH» antisimetrik
gerilim bant alana oranlanmasi ile lipit hidrokarbon zincir uzunlugu hakkinda bilgi edilinebilir
(Wang ve Zhang, 2005). Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore lipitlerdeki etil grubu
miktarinin travma ve LEV gruplarinda biraz azaldigi, metilprednizolon ve kombine LEVMA
tedavi gruplarinda artti§1 gézlenmistir (Tablo 7, Tablo 8). Ayrica, spinal kord travmasi sonucu
daha kisa zincirli lipitlerin baskin hale geldigi, metilprednizolon ile kombine LEVMA
tedavisiyle laminektomi grubundaki gibi uzun hidrokarbon zincirine sahip lipitlerin spinal
kord dokularinda baskin hale geldigi gdzlenmistir (Tablo 7, Tablo 8).

Lipit yapisindaki diger degisimleri tespit edebilmek i¢in ester grubu iceren, fosfat grubu

iceren ya da icermeyen lipit icerigindeki degisim goriintiilenmistir. Karbonil ester/CH>
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antisimetrik gerilim bant alan orani ile ester grubu igeren lipitler ile ilgili bilgi edinilebilir
(Gasper ve ark, 2009). Bu oranin travma ve LEV tedavi grubunda azalmasi ester grubu igceren
lipitlerin oraninda bir azalma oldugunu gostermektedir. Ayrica, kombine LEVMA tedavi
grubunda bu oran artmis yani ester grubu iceren lipit oraninda LEV grubuna nazaran bir artim
gozlenmistir. Bu sonuclar1 destekler sekilde karbonil ester/CH gerilim bant oraninda LEV
grubunda bir azalma ve kombine LEVMA tedavi grubunda artim gdzlenmistir, bu sonug
lipitlerdeki ester grubu iceriginin LEV grubunda azaldigin1 ve kombine LEVMA grubunda
biraz arttigin1 gostermektedir. Lipitlerin hidrolizi sirasinda agiga c¢ikan yag asitleri serbest
kolesterol ile birleserek kolesterol esterlerini olusturabilirler (Johnson ve ark, 1949). Bu bilgi
g6z Oniline alindiginda kombine LEVMA tedavi grubunda goriilen ester grubu icerigindeki
artim kolesterol esterlerinin artimi nedeniyle goriilmiis olabilir. Ester grubu igeren lipitlerin
yani sira fosfat grubu iceren lipit icerigi PO; antisimetrik/CH> antisimetrik gerilim bant orani
ve PO; antisimetrik/CH gerilim bant orani ile, fosfat grubu icermeyen lipit igerigi ise karbonil
ester/PO> antisimetrik gerilim bant oram ile incelenmistir (Gasper ve ark, 2009). Sonuclara
gore fosfat grubu igeren lipit miktar1 metilprednizolon ve kombine LEVMA tedavi grubunda
azalirken fosfat grubu icermeyen lipit miktar1 LEV grubunda azalmis ve kombine LEVMA
grubunda artmigtir. Kombine LEVMA tedavi grubunda fosfat grubu igeren lipitlerin azalmasi
(fosfat grubu icermeyen lipitlerin artmasi), bu gruba ait spinal kord 6rneklerinde fosfolipit
iceriginin azalmasina veya sfingolipitler, glikolipitler, kolesterol ester veya yag asitleri gibi
fosfat icermeyen lipitlerin miktarinin artmasina igaret ediyor olabilir (Gasper ve ark, 2009).
Serbest radikaller yalniz membran yapilar1 ve lipitler iizerinde degil tiim hiicresel
elemanlar ve yapisal proteinler lizerinde de hasar olusturabilirler. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) proteinler ile etkilestiginde protein yapisinda amino asit hasari, tglinciill yapi
degisimleri, indirgeme, parcalanma ve peroksidasyon gibi degisimlere yol agarak dolayli ya
da direk hasara neden olurlar (Kohen ve Nyska, 2002). FTIR spektrumunda yer alan ve
proteinlerden kaynaklanan amid I ve amid II bantlar1 kullanilarak protein igerigi ve
yapisindaki degisimler hassaslikla izlenebilir (Haris ve Severcan, 1999; Bozkurt ve ark, 2010;
Bozkurt ve ark, 2012) ve amid I/amid II bant alan oranindaki farkliliklar protein yapisinda
gerceklesen degisimlere isaret edebilir (Melin ve ark, 2000; Schmidt ve ark,2007). Elde edilen
sonuglara gore bu bant oraninin degeri tiim tedavi gruplarinda artmistir. Bu sonug, dzellikle
tedavi gruplarinda protein ikincil yapilarinda bir degisim olduguna isaret etmektedir. FTIR
spektrumu ile proteinlerin toplam ikincil yap1 degisimleri izlenebildigi géz Oniine alinirsa
protein yapisindaki degisim tedaviler sonucunda farkli gérevlerde rol oynayan farkli enzim ya

da proteinlerin ifadesinin arttifina isaret ediyor olabilir. Tablo 8’deki amid I/amid II alan
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orani degerleri goz Oniine alinirsa kombine LEVMA tedavi grubu ile metilprednizolon tedavi
grubu ayni sayisal degere sahiptir. Bu sonug, kombine LEVMA tedavisinin protein yapisi
tizerinde metilprednizolona yakin bir etki olusturdugunu isaret etmektedir.

FTIR spektrumunda yer alan PO  simetrik ve antisimetrik gerilim bandi ¢ogunlukla
niikleik asitler ve az miktarda fosfolipitlerin fosfat gruplarindan kaynaklanmaktadir (Akkas ve
ark, 2007). Fosfat gruplarindaki degisimler, niikleik asit sarmalindaki fosfat gruplari
pozisyonunun uzaysal degisimleri ile baglantilhidir (Dovbeshkove ark, 2000). Ayrica FTIR
spektrumunda 972 cm™! frekans degerinde gdzlenen C-N*-C gerilme titresim bandi niikleik
asitlerden, ozellikle de RNA riboz-fosfat ana zincir titresimlerinden kaynaklanmaktadir
(Chiriboga ve ark, 2000; Banyay ve ark, 2003; Bozkurt ve ark, 2010). Bu nedenle niikleik asit
ve proteinlerin birbirlerine gore dagilimindaki degisimler PO, antisimetrik gerilim/amid II
bant alan oran1 ve RNA/amid II bant alan orani yardimiyla goriintiilenmistir (Bozkurt ve ark,
2010; Ozek ve ark, 2010; Cakmak ve ark, 2011; Turker ve ark, 2014). Sonuglara gore, niikleik
asitlerin proteinlere gore dagiliminin spinal kord hasari olusturulan tiim gruplarda arttig1 ve bu
artisin LEV grubunda anlamli oldugu goézlenmistir. Niikleik asit/protein oranlarindaki
degisimler spinal kord hasari olusturulan gruplarda protein sentezi ve gen ifadesinde
degisimlerin olduguna isaret etmektedir. Ozellikle RNA/amid II bant oranindaki artim protein
sentezinde bir artim olduguna isaret ediyor olabilir (Bozkurt ve ark, 2010).

Spinal kord hasarinda sinir ileti hiz1 epidural araligin uyarimi ile miimkiindiir ve
siganlarda spinal kord iskemisi sonrasinda belirgin bir diisiis gosterir (Basoglu ve ark, 2013).
Yakin zamanda yapilan aragtirmalar oksidatif stresin spinal kord hasar1 patafizyolojisinde
etkisinin oldugunu gostermektedir. Hatta, spinal kord travmasini takiben olusan ikincil hasar
patofizyolojisinde en 6nemli mekanizmanin serbest radikaller tarafindan tetiklenen ve demir
ile katalize edilen lipit peroksidasyonu ile spinal noronlar, glia ve mikrovaskiiler
hiicrelerindeki proteinlerin oksidatif/nitratif hasara ugramalari oldugu; peroksinitrit gibi
reaktif nitrojen tiirleri ve bunlarin reaktif serbest radikallerinin lipit peroksidasyonunu ve
protein nitrasyonunu tetikleyen temel molekiiller oldugu bildirilmistir (Hall, 2011; Fatima ve
ark, 2014). Bu nedenle spinal kord travmasini takiben olusan ikincil hasarin énlenmesinde
oksidatif stresin engellenmesi 6nem tagimaktadir. Calismamizda elde edilen sonuglara gore
ozellikle kombine LEVMA tedavisinin doymamis lipit miktarindaki azalmay1 engelledigi,
lipit hidrokarbon zincir uzunlugundaki kisalmay1 engelledigi ve protein yapilarindaki degisim
tizerinde metilprednizolon gibi bir etki gosterdigi gosterilmis olup kombine LEVMA
tedavisinin oksidatif stresin engellenmesinde etkili oldugu sdylenebilir. Ayrica, LEVMA

grubunda ester grubu igeren ve fosfat grubu icermeyen lipit miktarindaki artim ile fosfat
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grubu iceren lipit miktarindaki azalma bu grupta lipit kompozisyonunda bir degisim
oldugunu; kolesterol ester miktarinin arttigini, fosfolipit iceriinin azaldigin1 veya
sfingolipitler, glikolipitler, kolesterol ester, yag asitleri gibi fosfat icermeyen lipitlerin
miktarinin arttigini gosterebilir. Calisma sonuglar1 géz oniine alindiginda kombine LEVMA
tedavisinin spinal kord travmasinda ikincil hasar1 onlemede rolii olabilecegi goriilmiistiir.
Fakat, elde edilen tedavi etkinliginin artirilmasi i¢in uygulanan LEV dozu ya da manyetik
alan uygulama seklini gelistirmeye yonelik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Spinal kord
hasarinda kombine LEVMA uygulamasi gelistirildigi taktirde ileride klinikte kullanim

acisindan umut vaat etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yakin gelecekte elektromanyetik sistemlerin biyokimyasal kaskadlar1t modiile etme
Ozelliginden faydalanan cihazlarin gelistirilmesi ile Diinya capinda saglik hizmetlerinin
maliyetleri izerinde olumlu bir etki olusturulmasi saglanabilecektir.

Spinal kord, tipki beyin gibi yapisal ve kimyasal heterojenlige sahip bir dokudur.
Icerisinde bulunan ak ve gri madde makromolekiiler kompozisyonu da spektrumlarindan da
anlasilacagi gibi birbirinden farklidir. Beyindeki ak ve gri maddeye benzer olarak spinal
korddaki noronlarin aksonlar1 daha ¢ok ak maddede yogunlasmisken hiicre govdeleri gri
maddede yerlesmistir. Bu ¢caligmanin devaminda elde edilmis olan FTIR mikrospektroskopik
haritalarinin daha detayli incelenmesi ile uygulanan tedavilerin ayr1 ayr1 ak ve gri maddede
nasil degisimlere neden oldugunun ortaya konmasi ile hiicre govdesi ve aksonlarda nasil
yapisal ve iceriksel degisimlerin oldugu ileriki ¢alismalarla belirlenecektir.

Elde edilen sonuglara gore lipit/protein oranin en belirgin LEV grubunda oldugu, LEV
ve MA tedavi gruplarinda doymamis lipit igeriginin daha az belirlenmis olmasi lipid
peroksidasyonun arttifini gostermektedir. Laminektomi disindaki tiim gruplarda travmaya
bagli olarak lipitlerdeki yikim belirlenmistir. Lipitlerdeki etil gruplarinin oranlar1 dikkate
alinacak olursa travma ve LEV gruplarinda bu oran daha az olmustur. Travma sonucunda kisa
zincirli lipitlerin sayisinin arttig1, metilprednizolon ve kombine LEVMA tedavisi ile spinal
kord dokusunda uzun hidrokarbon zincirlerinin sayisinin arttig1 tespit edilmistir. Ester grubu
iceren lipitlerin travma ve LEV grubunda azalmasina karsin, kombine LEVMA tedavi
grubunda bu oranin arttifi goriilmiistiir. Fosfat grubu igeren lipitlerin sayisindaki degisim
metilprednizolon ve LEV tedavi gruplarinda azalma gosterirken, fosfat grubu igermeyen
lipitlerin azaldig1 gozlemlenmistir. Spinal kord protein yapisindaki degisim tim tedavi
gruplarinda belirgin sekilde goriilmiis olup, kombine LEVMA ve metilprednizolon
gruplarindan alinan sonuglar protein yapi degisikliginin benzer oldugunu gostermektedir. Bu
sonu¢ ikincil yap1 degisikliginin gergeklestigini gdsteriyor olabilir. Niikleik asitlerin
proteinlere gore dagilimi tiim gruplarda sayisal olarak artmis ve bu artig LEV tedavi grubunda
anlamli olmustur.

Bu caligmanin sonuglarina gore; kombine LEVMA tedavisi doymamis lipitlerin

sayisindaki azalmayr ve lipit hidrokarbon zincirinin kisalmasmmi  engelleyerek
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metilprednizolon ile yakin etki gdstermistir. Bu sonu¢ kombine LEVMA tedavisinin oksidatif
stresin engellenmesinde etkili oldugu sdylenebilir.

Calisma sonuglar1 g6z Oniline alindifinda manyetik alanin hastalik tedavisinde
kullaniminin uygulanan manyetik alan siddeti, frekans1 ve uygulanis bigimine gore farkli
sonuclar olusturabilmektedir (Ross ve ark, 2016). Bu nedenle, spinal kord hasar1 tedavisinde
de uygun manyetik alan dozunun belirlenmesine yonelik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bunun yani sira, spinal kord travmasinda gerceklestirilen manyetik alan ve LEV
uygulamalarinin apoptotik mekanizmalara etkisi, oksidatif stres diizeyinde ve antioksidan
enzim fonksiyonlarinda neden olduklar1 degisimler, sinir ileti hiz1 iizerindeki etkileri, iyon

kanallar1 lizerine olan etkileri ileriki ¢aligmalarla belirlenmelidir.
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B. FTIR Mikrospektroskopik Goriintiileme Veri Analizi Sonucu Elde Edilen

Histogramlar

Tiim ¢alisma gruplarina ait spinal kord kesitlerinden 25 x 25 um IR dedektor piksel
boyutu kullanilarak elde edilen spektral haritalardan hesaplanan bazi bant alan oranlarim
temsil eden histogramlar Sekil B.1.-B.4.’te, 6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel boyutu
kullanilarak elde edilen spektral haritalardan hesaplanan bazi bant alan oranlarini temsil eden

histogramlar ise Sekil B.5.-B.8.’de gosterilmektedir.
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Laminektomi Travma MP LEV MA LEVMA

CH/amid I

CH, biikiilme/amid [

CH, antisimetrik/CH

CH; antisimetrik/CH

Sekil B.1. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipit/protein degerinin degisimlerini gésteren CH gerilim/amid I ve CH; biikiilme/amid I
alan oranlarina ve etil grup miktarin1 gésteren CH» antisimetrik gerilim/CH gerilim ve lipitlerdeki metil grup miktarini1 gésteren CH3 antisimetrik

gerilim/CH gerilim alan oranlarina ait histogramlar (25 x 25 pm IR dedektor piksel boyutu).

103



Laminektomi Travma MP LEV MA LEVMA

olefime/CH

olefinic/CH, antisimetrik

CH; antisimetrik
CH, antisimetrik

C=0/CH, antisimetrik

Sekil B.2. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki doymamuis lipit miktarin1 gosteren olefinik/CH gerilim ve doymamis-doymus lipit oranin
gosteren olefinik/CH> antisimetrik gerilim alan oranlarina ve lipitlerdeki ester grubu igeren lipit miktarin1 gésteren C=0O ester/CH> antisimetrik
gerilim ve hidrokarbon zincir uzunlugunu gosteren CH3 antisimetrik/CH antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek histogramlar (25 x 25 pm

IR dedektor piksel boyutu).
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Laminektomi Travma MP LEV MA LEVMA

C=0/CH

C=0/PO, antisimetrik

PO, antisimetrik/CH

PO, antisimetrik/

Sekil B.3. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki fosfat grubu igeren lipit miktarni gdsteren PO> antisimetrik gerilim/CH gerilim ve fosfat
grubu iceren lipit miktarini gosteren PO antisimetrik gerilim/CH> antisimetrik gerilim oranlarina ve karbonil miktarint gosteren C=0O ester/CH
gerilim ve fosfat grubu icermeyen lipit icerigini gosteren C=0 ester/PO» antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek histogramlar (25 x 25 pm

IR dedektor piksel boyutu).
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PO, antisimetrik/amid IT

RNA/amid IT

% = Emchnted Pt

5 Seed Expand

C=0/amid I1

amid /amid IT

Sekil B.4. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki protein ikincil yap1 degisimlerini gdsteren amid I/amid II ve lipit yikim diizeyini gosteren
C=0 ester gerilim/amid II alan oranlarina ve niiklek asit protein oranin gosteren PO> antisimetrik gerilim/amid II ve niikleik asit protein oranini

gosteren RNA/amid II alan oranlarina ait 6rnek histogramlar (25 x 25 um IR dedektor piksel boyutu).
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Laminektomi Travma MP LEV MA LEVMA

CH/amid [

CT1, bitkiilme/amid I

CH, antisimetrik/CH

CH,; anusimetrik/CH

Sekil B.5. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki lipit/protein degerinin degisimlerini gosteren CH gerilim/amid I ve CH; biikiilme/amid I
alan oranlarina ve etil grup miktarin1 gosteren CHz antisimetrik gerilim/CH gerilim ve lipitlerdeki metil grup miktarini gosteren CH3 antisimetrik

gerilim/CH gerilim alan oranlarina ait histogramlar (6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel boyutu).
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Laminektomi Travma MP LEV MA LEVMA
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Sekil B.6. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki doymamus lipit miktarin1 gésteren olefinik/CH gerilim ve doymamis-doymus lipit oranini

gosteren olefinik/CH; antisimetrik gerilim alan oranlarina ve lipitlerdeki ester grubu iceren lipit miktarin1 gésteren C=0 ester/CH» antisimetrik
gerilim ve hidrokarbon zincir uzunlugunu gosteren CH3 antisimetrik/CH> antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek histogramlar (6,25 x 6,25

um IR dedektdr piksel boyutu).
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Laminektomi Travma MP LEV MA LEVMA

C=0/CH

o Cachaded Pacis
»

7 Seed Expand

C=0/PO, antisimetrik

PO, antisimetrik/CH

PO, antisimetrik/
CH, antisimetrik

Sekil B.7. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki fosfat grubu igeren lipit miktarin1 gésteren PO, antisimetrik gerilim/CH gerilim ve fosfat
grubu iceren lipit miktarini gosteren PO antisimetrik gerilim/CH> antisimetrik gerilim oranlarina ve karbonil miktarint gosteren C=0O ester/CH

gerilim ve fosfat grubu icermeyen lipit icerigini gosteren C=0 ester/PO; antisimetrik gerilim alan oranlarina ait 6rnek histogramlar (6,25 x 6,25

um IR dedektor piksel boyutu).
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Laminektomi Travma

PO, antisimetrik/amud 11

RNA/amad II

C=0/amd I1

amid Ianud 11

Sekil B.8. Tiim gruplara ait spinal kord kesitlerindeki protein ikincil yap1 degisimlerini gosteren amid I/amid II ve lipit yikim diizeyini gdsteren
C=0 ester gerilim/amid II alan oranlarina ve niiklek asit protein oranin gosteren PO> antisimetrik gerilim/amid II ve niikleik asit protein oranini

gosteren RNA/amid II alan oranlarina ait 6rnek histogramlar (6,25 x 6,25 um IR dedektor piksel boyutu).
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