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OZET

Tekin, A. Deneysel spinal kord yaralanmasimmin patofizyolojisinde
MikroRNA21’in rolii ve metilprednizolone tedavisinin patofizyolojiye ve
mikroRNA21’e etkisi. Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi
Norosiriirji Anabilimdah Tipta Uzmanhk Tezi, Istanbul, 2019

Spinal kord yaralanmasi artan niifus ile birlikte 6zellikle genclerde ciddi
saglik sorunu haline gelmistir. Calismamizda spinal kord yaralanmasini takiben
miRNA21 ekspresyonunun 1. ve 7. Giinlerdeki diizeyi ayrica metilprednisolone
tedavisinin miRNA21 diizeyine etkisini incelemek amaciyla alti deney grubu
(n=6) olusturulmustur. Ilk ve dérdiincii grup hari¢ tiim hayvan gruplarmna
anevrizma klip yontemi ile spinal travma modeli uygulandi. Tedavi gruplarina
(liglincii ve altinc1 grup) SKY sonrasi metilprednisolone tedavisi verildi. Tedavi
sonrasinda ilk ii¢ grup 1.giinde son ii¢ grup 7.giinde tekrar operasyona alinmis ve
real-time PZR inceleme i¢in laminektomi sahasindaki spinal kord dokusu
cikarilmistir. Real-Time PCR ile miRNA21 diizeyi ve astrogliozis, apopitoz ve
inflamasyon parametreleri olarak GFAP, VIM, STAT3, FASLG, PTEN, BAX,
BCL2, COX-2, IL6 diizeylerine bakildi. Sonugta; miRNA21 diizeyinin travma
sonras1 giderek arttigi ve metilpredinisolone tedavisinin erken donemde
miRNA21 diizeyini azalttig1 goriildii. Metilprednisolone tedavisinin astrogliozis,
apopitoz ve inflamasyon parametlerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 gorildi.
miRNA21’in SKY’deki roliinlin kesin agiklanmasi icin ek caligmalara ihtiyag
oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Spinal kord hasari, miRNA21, Metilprednizolon, real-time
PCR



ABSTRACT

Tekin, A. The role of microRNA21 in the pathophysiology of
experimental spinal cord injury and the effect of methylprednisolone
treatment on pathophysiology and microRNA21. Bezmialem Vakif
University Faculty of Medicine Department of Neurosurgery Medical
Speciality Thesis in Medicine, Istanbul, 2019

Spinal cord injury has become a serious health problem especially in young
people with increasing population. In our study, six experimental groups (n = 6)
were created in order to investigate the effect of mMiIRNA21 expression on the 1st
and 7th days after spinal cord injury and miRNA21 level of methylprednisolone
treatment. Spinal trauma model was applied to all animal groups except the first
and fourth groups by aneurysm clip method. Methylprednisolone was given to the
treatment groups (third and sixth group) after SCI. After the treatment, the first
three groups were reoperated in the first three groups on the 7th day and the spinal
cord tissue in the laminectomy area was removed for real-time PCR. Levels of
miRNA21 and astrogliosis, apoptosis and inflammation were measured with
Real-Time PCR and GFAP, VIM, STAT3, FASLG, PTEN, BAX, BCL2, COX-
2, IL6 levels were measured. After all; It was observed that miRNA21 level
increased after trauma and methylpredinisolone treatment decreased miRNA21
level in early period. Methylprednisolone treatment did not have a significant
effect on astrogliosis, apoptosis and inflammation parameters. Further studies are
needed to clarify the role of miRNA21 in SCI.

Keywords: Spinal cord injury, miRNA21, Methylprednisolone, real-time PCR
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1.GIRiS
Spinal kord yaralanmasinda (SKY) travma sonrast olusan norolojik
fonksiyon kaybi nedeniyle, bireyin ve ailesinin yasam Kalitesini olumsuz etkiler

(1). SKY geng bireylerde daha yiiksek oranda goriildiigiinden is giicii kayb1 ve
rehabilitasyon maliyeti nedeniyle ekonomik olarak da kayiplara sebep olmaktadir

).

Spinal kord yaralanmasi siklik sirasina gore; motorlu arag kazalari, is kazasi
ve diisme, siddet ve spor yaralanmalari sonrasi goriilmektedir (3).

Diinyada SKY 15-45/1000000 oraninda goriilmektedir (4). Amerika
Birlesik Devletleri’nde yilda ortalama 11.000 bireyi etkiler. Amerika Birlesik
Devletlerinde yapilmis ¢alismalar sonucu 90’li yillarda SKY orami yilda
40/1.000.000 iken 2009 yilinda SKY orami yilda 87.7/1.000.000 olarak
bulunmustur (5). SKY’nin %064’ {i torakolomberde goriiliir (6).

SKT sonrast olusan hasar igin simdiye kadar etkili bir tedavi
bulunamamistir. Medikal tedaviden kismen yarar tespit edilmis ancak SKT
sonrast olugsan hasar i¢in ndrolojik tam diizelme saglanamamustir (7). Bu
caligmadaki amacimiz SKY’lerde miRNA21 diizey degisikligi, SKY’lerde
miRNA21’in astrogliozis ve apopitoz ile iliskisi ve etkinligi bilinen
metilprednizolenenin (MP) miRNA 21 diizeyindeki degisiklikler saptanip SKY
ye bagli mortalite ve morbiteyi azaltmak amag¢li miRNA’larin dahil edildigi yeni
tedavi yontemlerine katkida bulunmaktir.

2.GENEL BILGILER

2.1.Spinal Kord Anatomisi

Medulla spinalis foramen magnumdan baslayip birinci lomber vertebra alt
kenarma kadar uzanir. (Sekil 1). Uzeri dura mater, araknoid mater ve pia mater
olarak adlandirilan ii¢ zar ile kaphdir. Beyin omurilik sivisi statium
subaraknoideumda bulunur ve medulla spinalisi korur (8).
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Sekil 1: Medulla spinalis anatomisi (9)

Medulla spinalis servikal intumescentia ve lumbosakral intumescentia adi
verilen servikalde ve lomberde olmak iizere iki genisleme bulundurur. Medulla
spinalis asagiya dogru incelip conus medullarisi olusturur. Coccyxin arka yiiziine
yapisan Conus medullaris’ in tepesindeki pia mater uzantisi asagiya inerek filum
terminaleyi olusturur.

Mediilla spinalis boyunca 31 tane spinal sinir tutunur (Sekil 2).
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Sekil 2: Spinal sinirler

Mediilla spinalis gri maddeden olusmus i¢ kisim olan substantia grisea ve
dis tabaka olan substansia alba tarafindan olusmustur. Sinir hiicreleri ve uzantilari,
noroglia ve kan damarlar1 substantia griseada bulunur. Miyelinli sinir liflerinin
cok goriildiigii substansia alba beyaz olarak goriiliir (6,8) (Sekil 3).

Arka kok — Santral Kanal
Ganglivonu .
“’ \»\‘-] _‘./___—-% Gri Cevher
SR LA
( = N
\‘ \ { ‘ / /‘! ‘.
|| \_ / +/——>Beyaz Cevher
Onkek <= S~

Sekil 3: Mediilla spinalisin aksiyel kesiti
2.1.1.Spinal Kordun Zarlar

Dura mater mediilla spinalisi saran fibroz gii¢lii bir zardir. Foramen
magnumdan baglayip ikinci sakral omura kadar uzanip filum terminalede biter.
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Araknoid mater mediilla spinalisi saran pia materden BOS ile dolu spatium
subaraknoideum ile ayrilan geg¢irgen olmayan ince bir zardir. Filum terminalede
SOna erer.

Pia mater sinir kokleri arasinda kalinlasip ligamentum denticulatumu
olusturan mediilla spinalisi saran vaskiiler bir zardir. Pia mater lateralde dura
mater ve araknoid matere yapisir. Bu yapisma mediilla spinalisin duranin
ortasinda asili kalmasina yardimci olur (6,8) (Sekil 4).

Dura Mater

Sekil 4: Spinal kord zarlar

2.1.2.Spinal Kordun Kanlanmasi

Mediilla spinalis arteria spinalis anterior ve iki tane arteria spinalis
posteriordan beslenir. Arteria inferior posterior cerebelli ya da arteria
vertebralislerden ¢ikan posterior spinal arterler mediilla spinalisin arka 1/3 {iniin
beslenmesinden sorumludur. Arteria vertebralislerden ¢ikan arterlerin
birlesmesinden olusan anterior spinal arter mediilla spinalisin 6n 2/3 {iniin
beslenmesinden sorumludur. Anterior ve posterior spinal arterler longitudinal
olarak uzanir. Foramen intervertebraliste segmental arterlerle desteklenir.

Mediilla spinalise daha c¢ok sol tarafan giren alt torakal ya da {ist lomber
diizeydeki aortadan tek tarafli c¢ikan arteria radicularis anterior magna (
Adamkiewicz arteri ) mediilla spinalisin T8 ve konus mediillaris arasindaki alt 2/3
inii besleyen onemli bir arterdir. Vaskiiler hasara daha yatkin olan sadece T4 ve
T5 diizeyindeki radikiiler arterler ile beslendigi i¢in beslenmesi daha az olan orta
torakal bolge ‘watershed zone’ olarak adlandirilir (6).
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Mediilla spinalisin venleri 6 adet kivrimli longitudinal kanala drene olan
venlerdir. Bu venler dural siniislere ve serebral venlere drene olur (8) .

On spinal arter Y P Kostosenixal
Cl o3 b trun!

Ustm.spinaks |
G5

T2.3 J
Crta torakal Y Prrnaas i
m.spinalis(i-2) 5
—
8 J Adamiiewcz
Alttorakal ve --——shwv“:‘:‘
i.mpul m.spinalis
9 5 d

Sekil 5: Spinal kord arterleri (10)
2.2.Spinal Kord Travmasinin Patofizyolojisi

[lk caligmalarda spinal kord travmasinda nérolojik defisitin uzun
yolaklardaki hasarlanmaya bagli oldugu diistiniilmekteydi. Daha sonra 1950°li
yillardaki caligmalarda hasarin kan akimi azalmasinin sonucu oldugu
belirlenmistir. Giiniimiizde ise iskeminin doku yikimina sebep oldugu ortaya
cikarilmistir (11). Mediilla spinalis hasarinin fizyopatolojisinin agiklanmasi
tedaviye katki saglayacaktir (2).

Mediilla spinalis hasarinin fizyopatolojisi direkt (primer) ve indirekt (
sekonder) yaralanma olmak lizere bifazik yaralanma olarak agiklanmustir (12).
Direkt yaralanma birincil mekanik yaralanmaya bagli olusurken, birincil
yaralanmaya sekonder gelisen nekroz ve apopitoz ise indirekt yaralanma olarak
tanimlanmustir (13). Direkt yaralanma mekanik etki sonucu olusurken, indirekt
yaralanma direkt yaralanma iizerine eklenen biyokimyasal ve hiicresel
reaksiyonlar sonucu olusur (14) (sekil 6).
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Sekil 6: Primer ve Sekonder Hasar Mekanizmasi (15)
2.2.1.Primer Hasar

Primer hasar birincil yaralanma sonucu olusan kemik, intervertebral disk ve
kompresyonun mediilla spinaliste olusturdugu mekanik hasar olarak tanimlanir.
Mekanik etki sonrasi kan damarlari, akson ve hiicre zarlar1 hasar goriir. Travma
sonrasi aksonlarda yaralanma, mikroglial aktivasyon ve hemorajik nekroz goriiliir
ve akut faz reaktanlarinin salinimi meydana gelir (4).

Travma sonras1 meydana gelen primer hasar aksiyel yiiklenme, fleksiyon,
ekstansiyon, distraksiyon ve rotasyon sonrasi gelisir (4). Primer hasar sonrasi
medulla spinaliste meydana gelen biyokimyasal ve histopatolojik bir dizi olaylar
sekonder hasar olarak tanimlanir ve bu dizi olaylar sonrast hiicre 6liimiiniin devam
etmesine bu da medulla spinalisin daha ¢ok zarar gormesine neden
olmaktadir.(16,17,18). Primer hasarin tedavisi olmadigi i¢in ¢alismalar sekonder
hasar1 azaltmak amachdir.

Yaralanmaya sebep olan kuvvetin genligi, etki siliresi ve medulla spinalis
tarafindan absorbsiyonu primer yaralanmanin derecesini belirler (19). Mediilla
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spinalise basinin uzun siirmesi noérolojik durumun kétillesmesine ve koti
prognozlu olmasina sebep olur.

2.2.2.Sekonder Hasar

[Ik defa Allen tarafindan 1911 de tanimlanmistir. Sekonder hasarda cok
yonlii mekanizma oldugundan deneysel ¢aligmalarda basar1 sinirlidir ve siklikla
preklinik ¢calismada kalmistir (7,20).

Sekonder hasar primer hasardan sonraki 2 haftadan 6 aya kadar goriiliir.
Sekonder hasarda histopatolojik olarak; baslangicta makrofaj infiltrasyonu,
astroglial skar ve kan beyin bariyeri (KBB) tamiri, kronik siiregte ise Wallerian
dejenerasyon ve plastisite meydana gelir (4,21).

Odemli ve hasarli bolgeye 16kosit akisinin artmasi sekonder hasarda
inflamasyonda kisir dongii meydana gelir. Ayrica iskemi sonrasi artan serbest
radikallerin de etkisiyle lipid peroksidasyonu gelisir. Bu da hasari daha da
siddetlendirir ( 22,23).

Yapilan caligmalarda sekonder hasar glutamat ve aspartatin fazla salinima,
hiicre i¢inde kalsiyum birikimi, serbest oksijen radikalleri, apopitoz ya da nekroza
bagli hiicre 6liimii sonucu oldugu belirtilmistir (24).

Farmakolojik ajanlarin (metilprednizolon, Nimodipin vs ) laboratuvarda
gosterdigi basarisin1 klinik caligmalarda gosterilememistir. Sekonder hasari
engellemek simdilik deneysel olarak miimkiin goériinmektedir (24,25).

Santral sinir sisteminde yaygin olarak bulunan eksitatuar norotransmitter
olan glutamat sekonder hasar olusumunda 6nemli rol oynar. SKT sonrasi1 hizli bir
sekilde ortama salinir. Bu da hiicre i¢inde depolardan Kalsiyum (Ca) salinmasina
sebep olur. Kalsiyumda (Ca) artis Fosfolipaz A2 ve lipooksijenaz gibi
enzimlerinde salinmasina sebep olmakta ve serbest radikal olusumuna neden
olmaktadir (4,21).

Yapilan son ¢alismalarda SKT’deki doku hasar1 sebebinin SKT sonrasi
apopitozun da Oonemli bir mekanizma oldugu belirtilmistir. Sekonder hasar
onlemeye yonelik apopitozun inhibe edildigi ¢alismalar yapilmistir (26).

Yapilan c¢alismalarda sekonder hasar1 engellemek i¢in kullanilan
farmakolojik ajanlarin klinikte en yararli bulunani SKT sonrasi ilk 8 saat
igerisinde verilen metilprednizolon tedavisinin oldugu gosterilmistir (1).
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2.3.Apoptozis ve Nekroz

Otofaji, nekroz ve apopitoz gibi hiicre 6liimleri spinal kord sonrasi iskemiye
bagl olarak goriiliir (27). Apopitoz ve nekroz olmak iizere iki tip néron Sliimii
vardir. Programlanmis hiicre Olimii olan apopitoz zararli hiicrelerin yok
edilmesinde rol oynar (28).

Sekonder hasarda apopitoz ana mekanizma olarak rol oynar (29). Apopitoz
spinal kordta hem noronlart hem de glial hiicreleri hedef alir. Apopitozun
olusumunda ortama salinan glutamat, Ca ve serbest radikaller rol oynar (28).

Nekrozda morfolojik degisiklik olarak hiicrede sisme, mitokondriyal
genisleme ve hiicre membraninda yirtilma meydana gelir. Apopitozda hiicre
membraninda yirtilma olmaz. Apopitozda hiicre i¢i ATP gereklidir bundan dolay1
hiicre i¢i ATP diizeyi hiicrenin nasil 6lecegini belirler. Apopitozda hiicre kendi
kendini aktif bir sekilde yok eder (4,28).

Apopitoz ve nekroz arasinda morfolojik olarak ciddi fark vardir.
Apopitozda membran ve organel yapist korunurken nekrozda kromatin
kiimelesmesi, niikleusta biiziilme ve DNA fragmantasyonu goriiliir (28). Apopitoz
inflamasyon baslatmadan hiicreyi yok ettiginden dolayi sinir sisteminin siirekliligi
saglamada 6nemli rol oynar (28).

2.4.Spinal Kord Travmasinin Histolojisi

Spinal kord yaralanmasinda travma sonrasi patolojik olaylar baglamasina
ragmen histolojik degisiklikler ilk 2 saatte net goriilmeyebilir (4). Santral gri
madde yumusak ve vaskiiler yapida oldugundan mekanik hasar santral gri
maddeye daha fazla zarar verir. Periferde beyaz cevher daha az zarar goriir. Kan
akiminin bozulmasina bagli iskemi ve lokal enfarkt meydana gelir (30).

Ilk basta histolojik olarak 6dem, kanama, belirgin aksonal sisme ve
yolaklarm bozulmasi goriiliir. Odem ve kanamadan dolay: sinir iletimi bozulur.
Noral disfonksiyonun temel nedeni santral kanama alanlaridir (4). Spinal kord
hasarinin 2.gliniinde sonra monositler ve mikroglia hasarli bolgede ¢ogalmaya
baglar. Santral kanal ¢evresinde bulunan ependimal hiicrelerin hipertrofik oldugu
goriiliir. Hasarin 3.glinlinde vaskiilarizasyon baslar (30).

Travmanin 14. Glinlinden sonra makrofajlar 6lii hiicreleri temizlemek i¢in
lezyon bolgesine goc eder. Travma bdolgesindeki gri cevher nekrotiktir ve
kavitasyon goriiliir. Zaman gectikce fibroblast ve fibronojen infiltrasyonu ortaya
cikar (30).
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3.SPINAL KORD YARALANMALARI

Konplet keside lezyonun alt seviyelerinde duyu ya da motor fonksiyon hig
yoktur. Inkomplet keside az da olsa duyu ya da motor fonksiyon vardir.

3.1.Komplet (Tam) Spinal Kord Yaralanmasi

Komplet yaralanmada travmanin 3 ya da daha fazla segment iizerinde hig
duyu ya da motor fonksiyon korunamamistir. Bulgular 1 giinde fazla devam
ederse distal fonksiyonlarin geri gelmeyecegi anlamina gelir (6).

3.2.inkomplet (Kismi) Spinal Kord Yaralanmasi

Klinikte ii¢ farkli sekilde goriirtiz. Bunlar: Anterior ve posterior kord sendromu,

Santral kor sendromu ve Brown Sequart sendromu (6).

Brown-Sequart Sendromu; genelde penetran bir travma sonrasi olusan
medulla spinalisin yar1 kesisi sendromudur. Lezyonun altinda kontralateral agri
1s1 kayb1 farkli derecelerde idrar ve gaita inkontinansi, ipsilateral derin duyu,
proprisepsiyon ve vibrasyon kaybi ile birlikte motor disfonksiyon gelisir. (Sekil
7).

Loss of all
sensation

Impaired pain Impaired

and temperature proprioception,

sensation vibration, 2-point
discrimination,
and joint and
position sensation

Source: Waxman $G: Clinical Neuraanatamy, 25th Editian:

Sekil 7:Brown Sequart Sendromu (15)
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Santal kord sendromu; Medulla spinalisin santral kanal ve ¢evresindeki
lezyonlarda  goriiliir. Cogunlukla spinal dar kanali olan hastalarda
hiperekstansiyon yaranlamasi sonras1 gelisir. inkomplet spinal kord yaralanmasi
en sik bu sekilde goriiliir. Lezyon diizeyinin altinda iist ektremitelerde daha ¢ok
olmak iizere biitlin ekstremitelerde motor kayip gelisir. Dissosiye duysal kayip
goriiliir. Dissosiye duysal kayipta agr1 ve 1s1 duyular1 kaybolmustur. Sfinkter
kusuru ve hastalarin %7 sinde Lhermitte bulgusu vardir. Iyilesme ilk basta alt
ektremiteler daha sonra mesane olacak sekilde distalden proksimale dogru ilerler.
Hastalarin biiyiik bir kismu ilk 5 giin i¢inde destekle yiirtiyebilir (6) (Sekil 8).

Loss of movement
and sensation

Incomplete loss

Sekil 8: Santral Kord Sendromu

Anterior kord sendromu; Anterior spinal arterin enfarktina neden olan
kordun anterior kismindaki lezyonlar sonrasi olusan sendromdur. Klinikte C7
seviyesi lizerindeki lezyonlar tetrapleji ve bilateral agri 1s1 kaybi diger lezyonlar
parapleji olarak karsimiza ¢ikabilir. Inkomplet spinal travma sonrasi en kotii
prognozlu olandir (6).

4.SPINAL KORD TRAVMASINDA HASTA YONETIMi

Aspirasyon ve sok (norojenik ve hipovolemik) spinal kord yaralanmasinda
mortalitenin en 6nemli nedenidir. Travma sonrasi muayenede 6ncelikle havayolu
aciklig1 kontrol edilmeli. Solunum dolasim ve kanama kontrolii sonrasi norolojik
fonksiyonlar degerlendirilmelidir (6).

Norojenik sok travma sonrasi spinal kord yaralanmasina bagli olmaksizin
motor, duyu ve sempatik otonom fonksiyonun inkomplet veya tam kaybina sebep
olan klinik durumdur. Hastanin kliniginde hipotansiyon bradikardi ve sicak
ekstremite bulgular1 vardir. Servikal lezyonlarda belirgin olmak {izere
hipotansiyon genellikle T6 diizeyi lizerindeki lezyonlarda goriiliir (4). Genelde 2
haftadan sonra gecger. Tiim refleksler kaybolmustur ancak komplet kesinin ilk
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baslarinda plejik ekstremitede uyariyla fleksiyon gerceklesebilir. Bu kisa siireli
refleks spinal kordun otomatizmasina bagli goriiliir ve adina mass refleksi verilir
(32).

Hipovolemik sok; kan kaybi ve sivi acigina bagli olarak klinikte
hipotansiyon, tasikardi ve hipotermi bulgular1 ile karsimiza c¢ikar. Temel
parametrelerdeki anormallikler spinal kordda meydana gelecek sekonder hasari
artirabilir. Sistolik kan basinct 90mmHg, nabzi da 45 atim/dakikanin iizerinde
tutulmalidir. Norojenik sok ve hipovolemik sokta hipotansiyon tedavileri farkli
oldugu i¢in sok ayrimi yapilmalidir. Hipotansiyon ndérojenik sokta otonomik
disfonsiyona bagli gelisir. S1v1 agi1g1 olmadig: i¢in hipotansiyonu diizeltmek i¢in
s1v1 tedavisi akciger 6demine sebep olabilir(4).

Amerika spinal travma dernegi (ASIA) ve Frankel norolojik performans
skalalar uluslararasi kabul gordiigii i¢in klinikte ndrolojik muayenede bu skalalar
kullanilmaktadir.

5.SPINAL KORD TRAVMASINDA TANI

Spinal kord travma siiphesi olan her hastada tani amagli radyolojik inceleme
yapilir. Direkt grafiler ilk asamada kullanilir. Suuru kapali her hastada tiim spinal
grafi ¢ekilmelidir (Sekil 9). Direkt grafilerdeki goriinen patolojik durum veya
siphelenilen durumlarda daha detayli gosterme amacgli olarak bilgisayarh
tomografi (BT) ¢ekilmelidir. Kemik patolojilerini en iyi BT gosterir (4).

Sekil 9: C6 vertebra fraktiirii (BT)

Ciddi spinal kord travmasi olan hastalarda yumusak doku patolojilerini
(disk hernisi, hematom, ligament yaralanmasi ve noral doku hasar1) gostermek
amagli manyetik rezonans goriintiilleme (MRG) ¢ekilmelidir (4,6) ( Sekil 10).
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Sekil 10: Servikal fraktiir MRI goriintiisii
6.SPINAL KORD TRAVMASINDA TEDAVI

Spinal kord travmasinda tedavideki ana amac¢ sekonder hasar1 azaltmaktir.
Cerrahi tedavi ve medikal tedavi ile spinal kordu koruma amagli ajanlarin
kullanilmas1 bilinen tedavi se¢enekleridir. SKT sonrasi kullanilan ilaglarin
etkilerini belirmek amaciyla tek ya da kombine sekilde deneysel calismalarda
kullanilmaktadir (14). Giincel tedavi yontemleri arasinda rejenerasyon galismalari
ve hipotermi tedavisi bulunmaktadir (32).

6.1.Spinal Kord Travmasinda Cerrahi Tedavi

Travma sonrasi basiyr ortadan kaldirmak amaciyla yapilan dekompresif
yaklasim erken donemde fayda verebilir. 1lk 24 saat i¢inde yapilacak acil
dekompresyon ndrolojik durumu diizeltebilir. Ayrica anatomik pozisyonda
diizelme saglama amagli yapilacak stabilizasyon sekonder hasar siddetini
azaltabilir (30).
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6.2.Spinal Kord Travmasinda Rejenerasyon ve Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicre kendini yenileme 6zelligi bulundugundan bir¢ok patolojide
tedavi edici rolii bulunmaktadir. Bircok ciddi c¢alisma yapilmasina ragmen
insanda spinal kordun rejenerasyonu halen gosterilememistir. Son yillarda kemik
iliginden elde edilen kok hiicrelerin intravendz uygulama sonrasi rejenerasyon ve
remyelinizasyon olustuguna dair kanitlar elde edilmistir. Yapilan calismalar
sonrasi iireyebilen kok hiicrelerin spinal korda goc¢ etmesi SKT sonrasi gelisen
geri donlisiimsiiz norolojik islevlerin iyilesmesini miimkiin kilar (4).

6.3.Spinal Kord Travmasinda Medikal Tedavi

SKT fizerine yapilmis bir¢ok deneysel ¢alismalarda gesitli farmakolojik
ajanlar verilmistir. Bazi1 farmakolik ajanlarin faydasi deneysel olarak
gosterilmisse de bu ajanlar klinikte kullanilamanustir. Insanlarda faz calismalarini
bitirmis ve giincel kullanima giren ajanlar arasinda basta metilprednizolon,
gangliozidler ve naloksan bulunmaktadir (33).

6.3.1.Metilprednizolon

Metilprednizolonun (MP) travma sonrasi ilk 8 saatte verilmesinin 6 hafta,
6 ay ya da 1 yil icerisinde motor ve duyu fonksiyonlarda faydali sonuglarini
kanitlayan ¢aligmalar mevcuttur (6,18). NASCIS I, 11, 111 (ulusal akut spinal kord
yaralanma calismalar1 ) SKT sonrasi ilk 8 saat i¢inde verilen yiiksek doz
metilprednizolonun ~ norolojik  fonksiyonlarda  1yilesme sagladigini
desteklemektedir. MP antiddem, lizozomal membran stabilizatorii ve antioksidan
olarak gorev yapar. MP Membrandaki Na-K ATPaz enzimini koruyarak ve lipid
peroksidasyonuna (LP) bagli membran yikimini 6nleyerek etkisini gergeklestirir
(21,23). MP tedavisinin yan etkileri yiiziinden kullanimi tartismali olsa da etkili
tek medikal tedavidir (6).

Tedavi protokolii asagida gosterilmistir:
Ilac konsantrasyonu: Tim sollisyonlar 62.5 mg/ml olacak bigimde hazirlanir
Bolus: Baslangigta 30mg/kg intravendz 15 dakikada bolus olarak verilir.
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Idame: 1.saatte idame tedavisi verilir. 5.4 mg/kg/saat 48 saati gegmeyecek sekilde
inflizyon tedavisi verilir. Cerrahi tedavi yapilacaksa cerrahi islem sirasinda da
inflizyona devam edilir (6,34).

6.3.2.Naloksan

NASCIS II galismasinda opiyat reseptor antagonisti olan Naloksanin spinal
kord hasarin1 engellemede etkili oldugu gosterilmistir. Bu etkiyi de spinal kord
kan akimini artirarak yaptigi biliniyor. Tedavide 5.4 mg/kg yiikleme sonrasi 24
saatte 4 mg/kg idame dozundan verilmesi sonrasi basarili sonuglar elde edilmistir

(4,12).

6.3.3.Gangliosidler

Deneysel calismalarda antiapopitotik etkisi ve ndron gelisimi tlizerine
faydali etkileri gosterilen glikosfingolipid yapidaki ajanlardir. Klinik ¢alismalarda
600 mg yiikleme sonrasi 56 giin boyunca 200mg/giin idame tedavi verildiginde
belirgin norolojik iyilesme gosterilmistir (4).

7.DENEYSEL SPINAL KORD TRAVMA MODELLERI

Travma olusturmak icin ¢ok sayida deneysel model bulunmaktadir. Giincel
olarak yiiksekten agirlik diisiirme ve anevrizma klipsi ile kompresyon modelleri
kullanilmaktadir (17,35).

Ik yontem Allen tarafindan tanimlanmstir. Bu ydntemde laminektomi
sonras1 ortaya c¢ikarilan spinal korda belli bir yiikseklikten bilinen bir agirlik
birakilir (17).

Ikinci yontemde klips kullanilarak spinal kord komprese edilir. 24 g
giiclinde Yasargil anevrizma klibi spinal korda kompresyon amaciyla 30 ya da 60
saniye tutulur ve travma yapilir (20).

Calismamizda  anevrizma  klips  yontemi  kullanilarak  travma
gerceklestirilmistir.

8. MikroRNA’LAR

Transkripsiyon sonrasi gen ifadesini kontrol eden protein kodlamayan ve
19-25 niikleotid uzunlugunda olan kisa RNA’lara mikroRNA (miRNA) denir. 11k
defa Lee ve arkadaslar tarafindan 1993 te C.elegans’in gelisimini ¢alistiklarinda
tanimlanmistir. MiRNA’lar mRNA’larin protein baskinlanmasini hedef mRNA
ya kismi sekilde baglanarak veya gen ifadesini susturmayr hedef mRNA’lar
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keserek yaparlar (36). 19-25 baz ¢ifti(bg) uzunlugundaki miRNA’lar 60-70 bg’lik
tek zincirli Oncillerinden Dicer ve Drosha enzimleri yardimi ile hairpin
prekiirsorlerinin iki asamada ayrilmasi sonrasi olusurlar. MiRNA lar hiicre
farklilasmas1 ve gelisimini tranlasyonel represyon mekanizmasinin kullanarak
gerceklestirir. Insanlarda simdiye kadar 700 tane miRNA gen baskinlanmas igin
iki asamal1 yolak izledigi goriilmiistiir (37).

8.1 mikroRNA yolagi

MiRNA’larin sentezlenmesi sa¢ tokasi yapisi igeren 60-70 bg’lik
transkriptler halinde gerceklesir. Bu transkriptlerden bir ya da daha fazla miRNA
kodlanabilir. Pre-miRNA olusmasi pri-miRNA’larin RNaz Il tip enzimi olan
insan DGCR8 ( Drosha-Pasha ) protein kompleksinin kesmesiyle gergeklesir. Pre-
MIRNA niikleustan sitoplazmaya niikleer transport reseptor araciligi ile geger.
Sitoplazmaya gecen pre-miRNA Dicer ve es protein ile ( Drosophila R2D2,insan
TRBP ) kesilerek cift iplikli dubleks miRNA’lara doniisiim olur. Dubleksin bir
ipligi niikleazlar tarafindan pargalanirken digeri ise olgun miRNA olarak gorev
yapar (36) (Sekil 11).

Bazi miRNA’lar mRNA ile tam komplementerlik gdstermediginden dolay1
mRNA pargalanmaz bu yiizden sadece gen ifadesinin susturular. Ancak bazi
miRNA’lar da mRNA ile tam uyum sagladig1 i¢in mRNA’y1 pargalayarak gen
ifadesinin sustururlar (36).

NUCLEUS E:?m

mﬂ g

@M

Sekil 11: miRNA yolag1 (38)
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MiRNA lar hiicre gelisimi, hiicre 6liimii, bazi hastaliklarda (kanser, miRNA
onkogenler ve beyin tiimorleri ) ve kolesterol biyosentezinde islev goriirler (39).

8.2.Spinal kord travmasimin patofizyolojisi ve mikroRNA

1993 yilinda ilk miRNA dizisinin kesfedilmesinden bu yana, insan
viicudunda kilit diizenleyici rol oynayan binlerce benzersiz miRNA dizisi
tanimlanmistir (40). Ozellikle miRNA'larin ndrogenez ve kortikal gelisimin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig: tespit edilmistir (41). SKY'nin yeni
patofizyolojik mekanizmalar1 ve bunlari izlemek i¢in hassas biyobelirtecler tespit
edilebilirse, SCI'nin yonetimi c¢arpici bicimde gelistirilecektir. Hiicre dist
RNA'lardaki degisiklikler, ikincil yaralanma kaskadlarmin diizenleyicilerini
tanimlamak icin kullanilabilir ve RNA konsantrasyonlarindaki genel
degisiklikler, hastalari ikincil yaralanma risk kategorilerinde siniflandirmak i¢in
kullanilabilir ve hasta sonuglarinin 6ngoriisii olabilir (42).

8.2.1 Astrogliozis

Normalde astrositler, merkezi sinir sistemi (MSS) homeostazini, kan-beyin
bariyerini (KBB) ve kan-omurga bariyerini koruyarak, noéronal gogii,
farklilasmay1 ve gelismeyi yoneterek ve aksonal biliylime veya yenilenme i¢in
materyaller saglayarak diizenler (43). Bir hasta omurilikte 6nemli bir yaralanmaya
maruz kaldiginda ve sekonder travmanin etkilerinden muzdarip oldugunda,
yaralanmanin yakininda kalan bdlge astrogliozis gecirir. Astrogliozisin akut
asamalarinda (yaralanmadan yaklasik {i¢ giin sonra), glial fibril asidik protein
(GFAP) ve vimentin (VIM) eksprese eden hipertrofik astrositler, enflamatuar
16kositleri digsarida tutar, antioksidanlar1 salar ve kan-omurilik bariyerini korur.
Bu etkiler hem koruyucu hem de faydalidir (43,44).

Astrogliozisin sonraki asamalarinda (yaralanmadan yaklasik 4-6 hafta
sonra), astrositler, hipertrofikten hiperplastie doniiserek kondroitin siilfat
proteoglikanlarin1 eksprese ederek glial bir skar olusturur. Bu, tim lezyon
bolgesini sikistiran ve akut hipertrofik fazda mevcut olan kendi kendini rehabilite
eden ve koruyucu eylemleri 6nleyen zararli bir siiregtir (43,44). Astrogliozis
siirecinin, hipertrofiden hiperplaziye gecisinde Onemli bir rol oynayan
miRNA'larla iligkili oldugu gosterilmistir (43,44). MIRNA miR-21, astrogliyoz
sirasinda lezyon bolgesine yakin ve i¢cindeki astrositlerde yiiksek oranda eksprese
edilir (44). Ek olarak, miR-21, GFAP ve VIM'i baskiladigi i¢in hipertrofiden
hiperplaziye ge¢isinde dogrudan sorumludur.
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MiR-21, STATS3 iizerinden sinyal veren kemik morfogenik protein (BMP)
tarafindan yonetilir (43). Spesifik olarak, BMP reseptorii tip 1A ve 1B genleri,
BMPR1A ve BMPR1B, miR-21'"1 z1it yonlerde diizenleyerek astrogliosisi kontrol
eder. BMPR1A, miR-21 sinyalini diigiiriir, BMPR1B ise bunu artirir (44).

8.2.2 Apopitozis

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimi, SKY 'de goriiliir. Apoptozis,
glial hiicreler de dahil olmak iizere, omurilikteki tiim hiicre tiplerini etkileyebilir.
SKY'nin, miRNA ekspresyonunu, hedefe bagli olarak apoptotik genleri yukar1 ya
da asag1 regiile etmesi i¢in uyardigi dikkate alindiginda bu 6nemlidir (43,44). Bu
sirece dahil olan miRNA'lar arasinda, miR-21'in SKY'den sonra en diizensiz
miRNA'lardan biri oldugu gosterilmistir (45, 46). Yukarida bahsedildigi gibi,
astrogliozda hipertrofiden hiperplaziye ge¢isin biiyiik ol¢ciide miR-21 tarafindan
yonetildigi ve miR-21'in baskilanmasinin apoptoza neden oldugu bilinmektedir.

MiR-21, her ikisi de apoptozu tesvik eden Fas ligand geninin FASLG ve
PTH fosfataz ve tensin homolog geninin asagi regiilatoriidiir (44,45). Genel
olarak, SKY sonrasi apoptozis, ya kaspaz familyas: genleri gibi proapoptotik
genleri hedefleyen miRNA'larin asagi regiilasyonundan ya da BCL2 veya MYC
gibi antiapoptotik genleri hedef alan miRNA'larin yukar1 regiilasyonundan
kaynaklanir (44,47).

8.2.3 inflamasyon

Inflamasyon dogal iyilesme siirecinin bir parcasi olmasina ragmen, ilaglarin
cogu onu en aza indirmeye veya tamamen ortadan kaldirmaya yoneliktir.
Inflamasyon, viicudun dogustan gelen bagisiklik sistemi tarafindan siirekli olarak
diizenlenir (48). SKY'nin olusumunda, iltihabin rolii doku sikismasina ve asiri
hiicre 6liimiine neden olan zararl etkilerdir.

Astrogliozisin temel fonksiyonlarindan biri, travmanin baslangic
noktasinin Gtesine ikincil hasarin yayilmasini en aza indirmek i¢in lezyon
bolgesindeki ve cevresindeki enflamatuar reaksiyonlari en aza indirmektir.
SKY'de, viicudun enflamatuar siireglerini diizenlemeye yardimci olan cesitli
miRNA'larin ifadeleri degismistir ve bu nedenle potansiyel tedaviler i¢in 6nemli
bir hedeftir. MiR-21 ve miR-146a'min astroglial hipertrofiden hiperplaziye
gecisinde rol oynadigi aciklanmaktadir. Caligmalar, miR-146a'nin SKY sirasinda
spinal  astrositlerde yiiksek oranda eksprese edildigini = gOstermistir.
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Proinflamatuar enzim siklooksijenaz-2'yi (COX-2) ve IL1B ve IL6 genleri
tarafindan kodlanan proteinleri hedefler (44,48)

9.MATERYAL METHOD

Bu c¢alismanin deneysel boliimii Bezmialem Vakif {iniversitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, real-time PCR ¢alismalari
Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’nda yapilmustir.

Deney gruplarinda 250-300 gr agirliginda 8-10 haftalik 36 adet disi sprague
dawley sicanlar kullanildi. Siganlar Bezmialem Vakif Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan saglandi. Siganlar islem Oncesi ve sonrasinda
takibi kafeslerde oda sicakligt (22-25C)’nda 12 saat giindiiz/12 saat gece
sirkadien siklusu halinde izlendi. Normal diet ve suya erisimi deney siirecinde
serbest birakildi.

9.1.Deney Gruplan

(Calismamizda her birinde alti adet sican bulunan altt grup planlandi.
Travma olusturulmadan sadece laminektomi yapilip 1.giin sakrifiye edilen grup
(Grup I), travma olusturulup 1. giin sakrifiye edilen grup (Grup Il), travma
olusturulduktan sonra metilprednizolon verilip 1. giin sakrifiye edilen grup (Grup
[11), travma olusturulmadan sadece laminektomi yapilip 7.giin sakrifiye edilen
grup (Grup IV), travma olusturulup 7. giin sakrifiye edilen grup (Grup V), travma
olusturulduktan sonra metilprednizolon verilip 7. giin sakrifiye edilen grup (Grup
V1) olmak iizere 6 gruba rastlantisal olarak ayrildi (Tablo 1).
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Tablo 1: Calisma gruplari

Sakrifikasyon Tedavi Travma
giiniu
Grup | (SHAM) 1 - -
Grup Il (TRAVMA) 1 - +
Grup I 1 Metilprednizolon | +
(TRAVMA+TEDAVI) (30mgrkg)

Grup IV (SHAM) 7 - "

Grup V (TRAVMA) |7 - +
Grup VI 7 Metilprednizolon
(TRAVMA+TEDAVI) (30mg/kg)

9.2.Cerrahi islem ve Tedavi

Deney hayvanlarina anestezi, cerrahi islem 6ncesi 60 mg/kg ketamin
hidrokloriir (Parke Davis, Istanbul) ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun %
2 soliisyon, 50 cc. flakon, Bayer-Tiirk Ilag Ltd. Istanbul) spontan solunumda
intraperitoneal yolla uygulandi. Sedasyondan emin olunduktan sonra si¢anlarin
dorsal bolgesi tiras edildi. Daha sonra sicanlar yiiziistli pozisyonda isleme alindi.
Islem yapilacak alan batikonla temizlendikten sonra 15 numara bisturi ucu ile orta
hatta 2 cmlik cilt kesisi yapildi. Paraspinal kaslar ekarte edildi ve laminektomi
islemi yapildi. Ardindan SHAM cerrahi gruplarma (Grup | ve Grup 1V) ek islem
yapilmadi.

Travma gruplarina (Grup II, I1I, V, VI) T9-T10 laminektomi sonras1 spinal
korda geg¢ici anevrizma klipsi (kapanma kuvveti 90 g (0.88 N) olan Yasargil gegici
anevrizma klibi (FT262T, Aesculap, Tuttlingen, Almanya) ) ile 30 sn. ekstradural
kompresyon yapildi.
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Sekil 12: Medulla spinalisin anevrizma klipsi yontemi ile kompresyonu

Grup Il ve Grup V’ deki sicanlara medikal tedavi uygulanmadan sadece
travma yapildi. Grup III ve Grup VI’daki sicanlara travma sonrasi intraperitoneal
Metilprednizolon 30 mg/kg yapildi. Tim sicanlarin cilt, ciltaltt dokusu 3/0
atravmatik ipek siitiir ile anatomisine uygun sekilde kapatildi. Kontrol grubu haric
travma uygulanan sicanlar travmadan sonra paraplejik oldugu tespit edildi

Tiim gruplara erken postop donemde 10 mg/kg parasetamol (Perfalgan,
10mg/mL infiizyon, Bristol Myers SQUIIB, Fransa) intraperitoneal olarak
uygulanarak aneljezi saglandi. Paraplejik sicanlarin mesanesi giinde iki defa
manuel kompresyon ile bosaltildi. Grup 1, II, III’teki siganlar 1.giinde, grup 1V,
V, VI’daki siganlar 7.glinde tekrar operasyona alindi, laminektomi alanindaki
spinal kord 6rnekleri real-time PCR c¢alismalari i¢in ¢ikarildi ve kapakli 1.5 ml’lik
eppendorf tilipleri i¢ine koyuldu. Dokular -80 dolabina yerlestirildi. Ardindan
sicanlar yiiksek doz anestezi yontemi ile sakrifiye edildi.

9.3.Real-Time PCR Cahismalari

Doku orneklerinde miRNA-21 diizeyini ayrica astrogliozis, apopitoz ve
inflamasyon parametleri olan GFAP, VIM, STAT3, FASLG, PTEN, BAX,
BCL2, COX-2, IL6 diizeylerini real time PCR yoOntemi ile belirlemek igin
asagidaki islemler yapilmistir.
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9.3.1 RNA izolasyonu
1. Her numune i¢in 1 pL Proteinaz K 300 uLL Doku ve Hiicre Lizis Soliisyonu
icine seyreltildi.
2. Donmus dokular sivi nitrojende ogiitiildii ve bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi.

3. Proteinaz K igeren 300 uLL Doku ve Hiicre Lizis Soliisyonu eklendi ve iyice
karistirildi.

a. 65 ° C'de 15 dakika inkiibe edildi; Her 5 dakikada bir ¢evrildi.
5. Numuneler buz iizerinde 3-5 dakika bekletildi ve sonra toplam niikleik asit
coktiirmesi kismina geg¢ildi.
9.3.1.1 Toplam Niikleik Asitlerin Cokeltilmesi

1. 300 pL par¢alanmis numuneye 150 u. MPC Protein Yagis Reaktifi eklendi ve
10 saniye kuvvetlice karistirildi.

2. Hiicre debrisi 4°C’de 10 dakika boyunca >10,000 x g ‘de bir mikrosantrifiijde
santrifiijlenerek peletlendi.

3. Siipernatan temiz bir mikrosantrifiij tiipline aktarildi ve peleti atild1.

4. Geri kazanilan siipernatana 500 pL izopropanol eklendi. Tiip 30-40 kez ters
cevrildi.

5. Toplam niikleik asitler 4 °© C'de 10 dakika boyunca bir mikrosantrifiijde
santrifiijlenerek peletlendi.

6. Dikkatlice pelet ¢ikarilmadan izopropanol dokiildi. Kirletici DNA’nin
RNA’dan wuzaklastirilmas: i¢in Kirleticic DNA’nin Toplam Nikleik Asit
Preparatlarindan Cikarilmasi kismina gecildi.

9.3.1.2 Kirletici DNA'nin Toplam Niikleik Asit Preparatlarindan
Cikarilmasi

1. izopropanoliin tamamm bir pipetle ¢ikarildi.

2. Her numune i¢in 5 L RNase-Free DNase |, 1X DNase Tamponu ile 200 uL'ye
kadar seyreltildi. Her numune i¢in 200 pL DNase I soliisyonu hazirlandi.

3. Toplam niikleik asit peleti 200 L DNase I ¢ozeltisi iginde yeniden silispanse
edildi.

4. 37 ° C'de 10 dakika inkiibe edildi.

5.200 uL 2X T ve C Lizis Soliisyonu eklendi; 5 saniye ¢evrildi.

6. 200 uL MPC Protein Yagis Reaktifi eklendi; 10 saniye cevrildi; 3-5 dakika
boyunca buz iizerine koyuldu.
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7. Bir mikrosantrifijde >10,000 x g'de 10 dakika boyunca 4 ° C'de
santrifiijlenerek pelet olusturuldu.

8. RNA igeren siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipline aktarildi ve pelet atild1.
9. Siipernatana 500 pL izopropanol eklendi. Tiip 30-40 kez ters ¢evrildi.

10. Saflastinrlmis RNA 4 ° C'de 10 dakika boyunca bir mikrosantrifiijde
santrifiijlenerek peletlendi.

11. RNA peleti yerinden ¢ikarilmadan izopropanol dikkatlice dokiildii.

12. % 70 etanol ile iki kez durulandi, peletin yerinden ¢ikmamasina dikkat edildi.
Daha sonra etanoliin hepsi bir pipetle ¢ikarildi.

13. RNA 10-35 uLL TE Tamponu i¢inde yeniden siispanse edildi.
14. 1 uL RiboGuard ™ RNase Inhibitérii eklendi.

9.3.2 ¢cDNA doniisiimii

9.3.2.1 MikroRNA’dan Komplementer DNA Eldesi

Mir21 elde etmek icin yapilan islemler:

I.  Kit icerigindeki kimyasallar buzun istliinde ¢ozdiiriildii ve reaksiyonlar
buz iistiinde devam ettirildi.

I1. Konsantrasyon 20 pl reaksiyon i¢in en fazla 100 ng RNA kalib1 olacak
bicimde ayarlandi.

I1l.  Reaksiyon Tablo 2’ye gore hazirlandi.

Tablo 2: miRNA’dan cDNA doniisiim i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar

Materyal Miktar

Kalip RNA (200 ng) 6 ul’ye kadar
5X RT tampon 4 ul

RT primer 0,4 ul

Ters trankriptaz enzimi 1 ul

Total hacim 20 pl olacak

oy
Nikleaz 1germeyen su bicimde eklendi.
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Kimyasallar pipetaj yapilip tiip igerisinde karistirildu.

Reaksiyon tiipii, 1s1 dongii cihazinda 42°C’de 30 dakika boyunca inkiibe
edildi. Ardindan reaksiyonu durdurma amacgli 90°C’de 5 dakika boyunda
inkiibe edildi. Elde edilen cDNA, real-time PCR i¢in -80°C’de

saklanmustir.

9.3.2.2 Total RNA’dan Komplementer DNA Elde Edilmesi
GFAP, VIM, STAT3, FASLG, PTEN, BAX, BCL2, COX-2, IL6 elde

etmek icin yapilan islemler:

Kit igerigindeki kimyasallar buzun iistiinde ¢ozdiiriildii ve reaksiyonlar buz
istiinde devam ettirildi.

Reaksiyon Tablo 3’¢ gore hazirlandi.

Tablo 0: Total RNA’dan ¢cDNA doniisiim i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar

Niikleaz icermeyen su

Materyal Miktar
Total RNA (1 pg’a kadar) 200 ng
5X TransAmp tampon 4 ul

Ters transkriptaz enzimi 1 ul

Total hacim 20 pl olacak
bicimde eklendi.

Yavasca pipetaj yapilarak reaktifler karigtirildi.

Is1 dongii cihazinda 25°C’de 10 dakika, 42°C’de 15 dakika boyunca inkiibe
edildi. Ardindan reaksiyonu durdurma i¢in 85°C’de 5 dakika boyunca
inkiibe edildi.

Elde edilen cDNA, real-time PCR igin -80°C’de bekletildi.

9.3.3 Real-Time PCR

9.3.3.1 miRNA’larda Rolatif Gen ifadesi

Mir21 elde etmek icin sirasiyla yapilan islemler:
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MiRNA’dan elde edilen cDNA’lardan SensiSmart SYBR Master Mix
(Bioline, Londra, Ingiltere) yardimiyla RT- PCR amplifikasyon yapildi.

I.  2x SensiSmart™ Master Mix ve cDNA’lar buz iistiinde ¢ozdiiriildii.

Il.  c¢DNA reaksiyon tiipleri (20 pl), kitin i¢indeki DEPC’li su ile 100 pl’e kadar
sulandirildu.

1. PCR reaksiyon mixi Tablo 4 baz alinarak hazirlandi. 96 kuyucuklu plaga
dagitildi ve her cDNA 6rnegi igin iki kuyucuk calisildi.

Tablo 4: qPCR reaksiyonu igin reaktifler ve miktarlar

Reaktif Tek Reaksiyon Miktari
2x SensiSmart™ Master Mix 10 ul

Sulandirilmis cDNA 5pul

PCR primerleri 2 ul

DEPC’li su 3ul

Total Hacim 20 pl

IV. Plak 200g’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi.

V. RT-PCR cihaz1 Tablo 5’te yazilan dongii parametrelerine ayarlandi ve
polimeraz zincir tepkimesi gergeklestirildi.

Tablo 5: RT-PCR’da kullanilan dongii parametreleri

Dongili Sayisi Sicaklik Zaman
95°C 10 dakika

' 40°C 5 dakika

40 95°C 10 saniye
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60°C 30 saniye

9.3.3.2 Hedef Genin Rolatif Gen ifadesi

GFAP, VIM, STAT3, FASLG, PTEN, BAX, BCL2, COX-2, IL6 elde
etmek icin yapilan islemler:

mRNA’dan elde edilen ¢cDNA’lardan SensiFast™ SYBR No-ROX kit
(Bioline, Londra, Ingiltere) yardimiyla RT-PZR amplifikasyon yapild.

I.  PCR master mixi Tablo 6’da verilen degerlere gore hazirlandi.

I1.  cDNA’lar (20 ul), 0,1 mM EDTA ile 100 ul’ye kadar sulandirild.
I1l.  Hazirlanan reaksiyonlar Tablo 7’de yazilan sartlarda yapildi.

Tablo 1: RT-PCR reaksiyon igerigi

Reaktif Hacim

2x SensiFAST SYBR No-ROX mix 10 pl

10 uM forward primer 0,8 ul
10 uM reverse primer 0,8 ul
cDNA 5l

dH,O 3,4 ul
Total hacim 20 ul

Tablo 7: RT-PCR i¢in uygulanan kosullar

Dongii Sayisi Sicakhik Zaman

1 95°C 2 dakika
95°C 5 saniye

40 60°C 10 saniye

72°C 15 saniye
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9.4.Istatistiksel Degerlendirme

Istatistik analizde IBM SPSS Statistic 21.0 veri analiz programi kullanildi.
Tamimlayic1 istatistikler ortalama =+ standart sapma, medyan(minimum-
maximum) olarak verilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda normal dagilima
uygun olan verilerde One Way ANOVA, normal dagilima uygun olmayan
verilerde Kruskal-Wallis  testi  kullanilmigtir.  Anlamli  ¢ikan ¢ grup
karsilagtirmalarinda post-hoc karsilastirmalart Tukey testi ile yapilmistir.
[statistiksel degerlendirme i¢in p<0.05 degeri anlaml1 kabul edilmistir.

10.BULGULAR

Real-Time PCR sonucu elde edilen bulgular degerlendirildi. Bulgularin
delta ct (Act) degeri hesaplandi. Delta ct (Act) genin referans genden farki olarak
hesaplandi. Delta ct (Act) ‘nin mutlak degeri ne kadar yiiksek ise referans genden

o kadar uzaklastigi ve gen ekspresyonun daha az oldugu anlamina gelir.
MiRNAZ21 i¢in referans geni olarak U6 geni; GFAP, VIM, STAT3, FASLG,
PTEN, BAX, BCL2, COX-2, IL6 icin GAPDH geni referans alindi.

MiRNAZ21 ekspresyonu 1.giin sakrifiye edilen si¢an gruplari (grup I, 11, 1)
kendi aralarinda degerlendirildi. Elde edilen bulgularda travma grubundanki
(grup II) ekspresyonun kontrol grubuna gore (grup I) arttigi goriildii. Ancak bu
artis anlamli degildi. Tedavi grubundaki ( grup III) ekspresyonun travma grubuna
gore (grup II) azaldigi goriildi ve bu azalma anlamli idi ( p<0,05). (Tablo 8)

Tablo 8: 1.giin sakrifiye edilen siganlarin miRNA21 e ait Act degerlerinin
ortalama =+ standart hata degerleri

PARAMETRELER Grup | Grup Il Grup Il

MiRNA21 (Act) 4,38+1,16 3,47+1,03 5,96+1,37

MiRNAZ21 ekspresyonu 7.giin sakrifiye edilen sigan gruplari (grup 1V, V,
V1) kendi aralarinda degerlendirildi. Kontrol grubuna (grup IV ) gére hem travma
grubundaki (grup V) hem de tedavi grubundaki (grup VI) siganlarda miRNA21
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ekspresyonunun arttigir goriildi. Ancak bu artig anlamli degildi. Travma grubu
(grup V) ve tedavi grubu (grup VI) arasinda ise belirgin farklilik gériilmedi.(Tablo

9)
Tablo 9: 7.giin sakrifiye edilen siganlarin miRNA21’¢ ait Act degerlerinin
ortalama + standart hata degerleri.
PARAMETRELER Grup IV Grup V Grup VI
MiRNA21 (Act) 5,17+3,45 2,79+0,75 2,64+0.44

1.ve 7. Giin sakrifiye edilen si¢anlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
kontrol gruplart (Grup | ve Grup IV) arasinda beklenildigi gibi anlamli bir
farklilik saptanmadi. Travma gruplari (Grup II ve Grup V) arasinda 7.giin
sakrifiye edilen sicanlarda miRNA ekspresyonunda artis goriildii. Ancak bu artis
anlamli degildi. Tedavi gruplari (Grup III ve Grup VI) arasinda 7.giin sakrifiye
edilen sicanlarda miRNA ekspresyonunda anlamli bir artis goriildii ( p<0.05) .

Real time PZR yontemi ile GFAP, VIM, STATS, FASLG, PTEN, BAX,
BCL2, COX-2, IL6 diizeylerini belirlendi. Elde edilen bulgularda GFAP, VIM,
STATS3, FASLG, PTEN, BAX, BCL2, COX-2, IL6 diizeyleri 1.giin sakrifiye
edilen sican gruplar1 ( Grup I, II, III) arasinda anlaml bir farklilik saptanmadi

(Tablo 10) .
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Tablo 10: 1.giin sakrifiye edilen sicanlara ait parametrelerin Act degerlerinin
ortalama + standart hata degerleri.

PARAMETRELER Grup | Grup 1l Grup 111
GFAP (Act) -6,9442,37 -5,76+0,97 -5,27+1,30
VIM(Act) -3,91+1,53 -6,48+2.24 -5,04+1,61
-5,7(min-7,7 -7,2(min-7,7 -5,2(min-7,7

STAT3(Act) ngx—3,8) ngx-S,l) ma(lx-4,9)
FASLG(Act) -11,63+0,38 -12,04+0,58 -12,29+1,26
PTEN(Act) -6,23+1,91 -8,09+1,64 -7,19£1,79
BAX(Act) -6,91+1,76 -8,35+1,55 -7,93+1,46
BCL2(Act) -11,09+0,59 -10,66+0,40 -11,17+0,97
COX-2(Act) 2,70+1,65 2,87+1,51 2,46+0,94
IL6(Act) -9,54+1,67 -10,32+1,35 -9,17+1,58

7.gln sakrifiye edilen sican gruplar1 ( Grup IV, V, VI) arasinda GFAP
diizeylerinin kontrol grubuna (grup IV) gore travma (grup V) ve tedavi grubunda
(grup VI) anlamli sekilde azaldig: goriildii (p<0.05). Tedavi grubundaki (grup
VI) diizeylerin travma grubuna ( grup V) gore azaldigi goriildii ancak bu azalma
anlaml1 degildi. (Tablo 11)

l1.ve 7. Giin sakrifiye edilen sicanlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
kontrol gruplar1 ( Grup I ve Grup 1V ) arasinda 7. Giin sakrifiye edilen si¢anlarda
GFAP diizeylerinde anlamli bir artma goriildii (p<0.05). Travma gruplar1 (Grup
Il ve Grup V) arasinda 7. giin Sakrifiye edilen sicanlarda GFAP diizeyinin azaldigi
gorildii. Ancak bu azalma anlamli degildi. Tedavi gruplari ( Grup III ve Grup VI)
arasinda 7. Giin sakrifiye edilen siganlarda GFAP diizeyinde anlamli bir azalma
gorildi ( p<0.05)

7.glin sakrifiye edilen sigan gruplart (Grup IV, V, VI) arasinda VIM
diizeylerinin kontrol grubuna (grup IV) gore travma (grup V) ve tedavi grubunda(
grup VI) azaldigi goriildii ancak bu azalma anlamli degildi. Tedavi grubundaki (
grup VI) diizeylerin travma grubuna ( grup V) gore arttig1 goriildii ancak bu artig
anlamli degildi.(Tablo 11)
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1.ve 7. Giin sakrifiye edilen sicanlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
kontrol gruplar1 ( Grup I ve Grup |1V ) arasinda 7. giin sakrifiye edilen si¢anlarda
VIM diizeylerinde anlamli bir artma goriildi (p<0.05). Travma gruplari ( Grup II
ve Grup V) arasinda 7. giin sakrifiye edilen sicanlarda VIM diizeylerinde anlamli
bir artma goriildi (p<0.05). Tedavi gruplar1 ( Grup III ve Grup VI) arasinda 7.
giin sakrifiye edilen siganlarda VIM diizeylerinde anlamli bir artma gorildi
(p<0.05).

7.gln sakrifiye edilen sigan gruplar ( Grup IV, V, VI) arasinda STAT3
diizeylerinin kontrol grubuna( grup IV) gore travma (grup V) grubunda anlamh
sekilde azaldigr goriildi (p<0.05). Tedavi grubundaki (grup VI) diizeylerin
travma grubuna (grup V) gore arttigr goriildii ancak bu artma anlamli degildi. (
Tablo 11)

1.ve 7. Giin sakrifiye edilen sicanlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
kontrol gruplari ( Grup I ve Grup IV ) arasinda STAT3 diizeylerinde anlaml1 bir
artma gorildii (p<0.05). Travma gruplari arasinda ( Grup 11 ve Grup V') ve Tedavi
gruplart arasinda ( Grup III ve Grup VI ) STAT3 diizeyinde anlamli bir farklilik
goriilmedi.

7.gln sakrifiye edilen sican gruplart ( Grup IV, V, VI) arasinda FASLG
diizeylerinin kontrol grubuna( grup IV) gore travma (grup V) grubunda anlaml
sekilde azaldig1 gorildii (p<0.05). Tedavi grubundaki (grup VI) diizeylerin
travma grubuna ( grup V) gore arttigi goriildii ancak bu artma anlamh
degildi.(Tablo 11)

1.ve 7. Giin sakrifiye edilen siganlar degerlendirildiginde kontrol gruplar
arasinda ( Grup | ve Grup V) ,travma gruplari arasinda ( Grup II ve Grup V) ve
tedavi gruplart arasinda (Grup Ill ve Grup VI) FASLG diizeyinde anlamli bir
farklilik gortilmedi.

7.gln sakrifiye edilen sigcan gruplart (Grup 1V, V, VI) arasinda PTEN
diizeylerinin kontrol grubuna (grup IV) gore travma (grup V) ve tedavi grubunda
(grup VI) anlamli sekilde azaldigi goriildii (p<0.05). Tedavi grubundaki (grup VI)
diizeylerin travma grubuna (grup V) gore arttig1 goriildii ancak bu artig anlamh
degildi.(Tablo 11)

1.ve 7. Giin sakrifiye edilen sicanlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
kontrol gruplar1 ( Grup I ve Grup IV ) arasinda 7. Giin sakrifiye edilen siganlarda
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PTEN diizeylerinde anlaml1 bir artma gorildii (p<0.05). Travma gruplar1 ( Grup
Il ve Grup V) arasinda 7. Giin sakrifiye edilen sicanlarda PTEN diizeyinin arttig1
goriildii. Ancak bu artis anlamli degildi. Tedavi gruplart (Grup Il ve Grup VI)
arasinda 7. Giin sakrifiye edilen sicanlarda PTEN diizeyinin arttigi gorildii.
Ancak bu artis anlaml1 degildi.

7.glin sakrifiye edilen sican gruplar1 (Grup IV, V, VI) arasinda BAX
diizeylerinin kontrol grubuna (grup IV) goére travma (grup V) grubunun anlaml
sekilde azaldigr goriildi (p<0.05). Tedavi grubundaki (grup VI) diizeylerin
travma grubuna (grup V) gore arttig1 goriildii ancak bu artis anlamli degildi. (
Tablo 11)

1.ve 7. Giin sakrifiye edilen sicanlar degerlendirildiginde kontrol gruplari
arasinda ( Grup I ve Grup V), travma gruplar1 arasinda (Grup II ve Grup V) ve
tedavi gruplar arasinda (Grup Il ve Grup VI) BAX diizeyinde anlamli bir
farklilik gortilmedi.

7.glin sakrifiye edilen sican gruplar1 (Grup 1V, V, VI) arasinda BCL2
diizeylerinin kontrol grubuna (grup IV) gore travma (grup V) grubunda anlaml
sekilde azaldigr gortldi (p<0.05). Tedavi grubundaki (grup VI) diizeylerin
travma grubuna ( grup V) gore arttigr goriildii ancak bu artig anlamli degildi. (
Tablo 11)

l1.ve 7. Giin sakrifiye edilen sicanlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
kontrol gruplar1 (Grup I ve Grup IV ) arasinda 7. Giin sakrifiye edilen siganlarda
BCL2 diizeylerinde anlamli bir artma goriildii (p<<0.05). Travma gruplar1 (Grup |1
ve Grup V) arasinda 7. Glin sakrifiye edilen siganlarda BCL2 diizeyinin azaldigi
goriildii. Ancak bu azalma anlamli degildi. Tedavi gruplari ( Grup I11 ve Grup VI)
arasinda 7. Giin sakrifiye edilen sicanlarda BCL2 diizeyinin arttigi gorildii.
Ancak bu artig anlaml1 degildi

7.gln sakrifiye edilen sigan gruplart (Grup IV, V, VI) arasinda COX2
diizeylerinin kontrol grubuna (grup 1V) gore travma (grup V) grubunda anlamh
sekilde arttig1 goriildii (p<0.05). Tedavi grubundaki (grup VI) diizeylerin travma
grubuna ( grup V) gore azaldigi goriildii ancak bu azalma anlamli degildi.(Tablo
11)

1.ve 7. Giin sakrifiye edilen si¢anlar degerlendirildiginde kontrol gruplari
arasinda (Grup I ve Grup V) ,travma gruplar1 arasinda (Grup Il ve Grup V) ve
tedavi gruplar1 arasinda (Grup II ve Grup VI) COX2 diizeyinde anlamli bir
farklilik goriilmedi.
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7.gln sakrifiye edilen sigan gruplart ( Grup IV, V, VI) arasinda IL6
diizeylerinin kontrol grubuna (grup IV) gore travma (grup V) ve tedavi grubunda
(grup VI) azaldig1 goriildii ancak bu azalma anlamli degildi. Tedavi grubundaki
(grup VI) diizeylerin travma grubuna ( grup V) gore arttig1 goriildii ancak bu artis
anlaml1 degildi. (Tablo 11)

1.ve 7. Giin sakrifiye edilen sicanlar kendi aralarinda degerlendirildiginde
kontrol gruplart (Grup I ve Grup IV ) arasinda 7. Giin sakrifiye edilen si¢anlarda
IL6 diizeylerinde anlamli bir farklilik goriilmedi. Travma gruplar1 (Grup Il ve
Grup V) arasinda 7. Giin sakrifiye edilen sicanlarda IL6 diizeyinde anlamli bir
azalma goriildii ( p<0.05). Tedavi gruplar1 ( Grup III ve Grup VI) arasinda 7. Giin
sakrifiye edilen si¢anlarda IL6 diizeyinde anlaml1 bir azalma goriildii ( p<0.05)

Tablo 11: 7.giin sakrifiye edilen si¢anlara ait parametrelerin Act degerlerinin
ortalama =+ standart hata degerleri.

PARAMETRELER Grup IV Grup V Grup VI
GFAP (Act) -1,69+1,70 6,6642.58 8,8342.65
0,23(Min-370 | -2.25(min-2,6 | -1,24(min-2,4
VIM(A
(Act) max 0,22) max-0,57) max0,69)
STAT3(Act) -4,0520,65 -6,80+1,27 5,88:1,58
FASLG(Act) J11,1420,53 [12,53£126 | -12,1740,56
PTEN(Act) -4,00£0,57 6,60:0,93 6,18+1,14
BAX(Act) 5,56:£0,57 7.89+1,91 -7,50+1,08
BCL2(Act) -9,79£0,87 11254055 | -10,75+0,84
COX-2(Act) 3,05£0,50 1374112 1,73+1,05
IL6(Act) J11,07+1,20 12458076 | -1120+1,11
11.TARTISMA

Spinal kord travmalarinin olusturdugu hasar géz oniine alindiginda ve
literatiirde kesin bir tedavisinin olmamasindan dolayr 6nemi halen devam
etmektedir. Spinal kord yaralanmasinin fizyopatolojisinin agiklanmasinda 6nemli
gelismeler olmasina ve gilincel medikal tedavilere ragmen yiiksek doz
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metilprednizolon disinda klinikte etkinligi gosterilmis baska bir tedavi yoktur
(14).

SKT gegciren hastalarda kalic1 ve geri doniissiiz norolojik defisitler gelistigi
icin yasam kalitesi azalir (49). Yiiksek doz kortikosteroidlerin faydalari
gosterilmis olsa da kortikosteroidlerin ciddi yan etkileri vardir. SKT patolojisi ve
SKT’nin medikal tedavisi ile ilgili soru isaretlerini gidermek i¢in ¢alismalar halen
devam etmektedir. Mekanik etkiler ile meydana gelen primer hasar sonrasi spinal
kordda meydana gelen biyokimyasal ve histopatolojik olaylara sekonder hasar ad1
verilir ve spinal kordun daha ¢ok zarar gormesine dolayisiyla SKT sonrasi hiicre
Olimiiniin devamina sebep olmaktadir. Primer hasarin medikal ya da cerrahi
tedavisi bulunmamasindan dolay1 kok hiicre tedavi ¢alismalart disindaki tiim
calismalar sekonder hasar1 gidermeye yoneliktir (16,17).

Daha onceki galismalarda SKT’de hasarin en 6nemli sebeplerinden spinal
korddaki kan akiminin azalmasi oldugu belirtilmistir. SKT sonrasindaki
endorfinlerin vazokonstriiktor etkileri kan akimini azalttigi bilinmektedir. Bu
mekanizmadan dolay1 opiat antagonistlerin endorfinlerin olusturdugu vazospastik
etkiyi ortadan kaldirarak spinal korddaki kan akimini arttirdigi bundan dolay1
norolojik hasar1 engelleyebilecegi ileri siiriilmistiir (50).

Yapilan bir ¢alismada spinal kord travmasina bagli hipotansiyon meydana
gelse bile yiiksek dozlarda medilprenizolon tedavisinin bolgesel kan akiminin
arttirdign ve lipid peroksidasyonunu azalttig1 belirtilmistir. Sekonder hasarda
goriilen lipid peroksidasyonun metilprednizolon tedavisi ile engellenmesinden
dolay1 lipid peroksidasyonu nedeniyle meydana gelen hiicre dliimiiniin daha az
oldugu diistintimektedir (12).

MiRNA'lar hiicrenin protein profili lizerinde giiglii ve 6nemli bir etkiye
sahiptir. 1993 yilinda ilk miRNA dizisinin kesfedilmesinden bu yana, insan
viicudunda kilit diizenleyici rol oynayan binlerce benzersiz miRNA dizisi
tammlanmstir (40). Ozellikle miRNA'larin ndrogenez ve kortikal gelisimin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi tespit edilmistir (41). SKY'nin yeni
patofizyolojik mekanizmalar1 ve bu mekanizmalar1 takip i¢in hassas
biyobelirtecler tespit edilebilirse, SKY'nin yoOnetimi c¢arpici bi¢imde
gelistirilecektir (42).

SKY sonrast sekonder yaralanmanin etkisi olarak yaralanma bdlgesi
astrogliozis gegirir. Astrogliosisin akut asamalarinda (yaralanmadan yaklasik ii¢
giin sonra), glial fibriler asidik protein (GFAP) ve vimentin (VIM) eksprese eden
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hipertrofik astrositler, enflamatuar 16kositleri disarida tutar, antioksidanlar1 salar
ve kan-omurilik bariyerini korur. Bu etkiler koruyucu ve faydalidir. Astrogliosisin
sonraki asamalarinda astrositler, hipertrofikten hiperplastide doniiserek
kondroitin siilfat proteoglikanlarin1 eksprese ederek glial bir skar olusturur. Bu,
tim lezyon bolgesini sikistiran ve akut hipertrofik fazda mevcut olan kendi
kendini rehabilite eden ve koruyucu eylemleri onleyen zararli bir siirectir ( 44,
43).

Dong ve arkadaslari tarafindan 2014’de yapilan derlemede miR-21’in
astrogliyoz sirasinda lezyon bolgesine yakin ve igindeki astrositlerde yiiksek
oranda eksprese edildigi belirtildi (44). Calismamizda da benzer olarak miRNA21
ekspresyonunun travma sonrasi anlamli olmasa da arttig1 ve bu artisin 7.glinde
daha fazla oldugu goriildii. Metilprednizolon tedavisinin miRNAZ21 tizerine etkisi
daha once calistlmamistir. Bizim c¢alismamizda metilprednizolon verilen
sicanlarda akut donemde (1.giin sakrifiye edilen sicanlarda) miRNA21
ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldig1 goriildii. Metil prednizolon verilen ve
7. Gln sakrifiye edilen sicanlarda miRNA21 ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik goriilmedi. Bu durumu metilprednizolon tedavisinin travma sonrasi
erken donemde verildigi ve daha sonra verilmedigi i¢in 7.giin sakrifiye edilen
si¢anlarda anlamli sonug¢ vermedigini agiklayabilir.

MiR-21, GFAP ve VIM'i baskiladigi i¢in hipertrofiden hiperplaziye
gecisinden dogrudan sorumludur. MiR-21, transkripsiyon 3 geni, STAT3 sinyal
transdiiseri ve aktivatorii iizerinden sinyal veren kemik morfogenik protein (BMP)
tarafindan yonetilir (43). Bastirillmis miR-21 sinyallemeli nakavt fareler astrosit
hipertrofisini korur, daha kiiciik lezyon bolgeleri, daha az demiyelinizasyon, daha
biiyiik akson rejenerasyonu ve genel olarak daha diisiik bir enflamatuar yanitla
iliskilidir (44.). Calismamizda astrogliozis paremetleri olan GFAP, VIM ve
STAT3 degerlendirildi. Elde edilen sonuglarda akut donemde (1.giin sakrifiye
edilen siganlarda) anlamli bir degisiklik goriilmedi. Daha sonraki donemde ( 7.giin
sakrifiye edilen sicanlarda) travma sonrast GFAP VIM ve STAT 3 ekspresyonun
azaldig1 goriildi. Bu da 7. Giin artan miRNA 21 in GFAP ve VIM 1 baskilamasi
seklinde yorumlanabilir. Ayni1 zamanda metilprednizolon tedavisinin 7.gilin
sakrifiye edilen siganlardaki GFAP VIM ve STAT 3 ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik yapmadigi goriildii. Metilprednisolone tedavisinin GFAP VIM ve
STAT 3 te yapacagi degisikler miRNAZ21 iizerinden yapabilecegi diisiiniildii.

Astrogliozda hipertrofiden hiperplaziye gecisin biiyiik 6lciide miR-21
tarafindan yonetildigi ve miR-21'in baskilanmasinin apoptoza neden oldugu
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bilinmektedir. MiR-21, her ikisi de apoptozu tesvik eden FASLG ve PTEN
geninin asagi regiilatoriiddiir (44,46). Her ne kadar miR-21'in baskilanmasi
astrogliosis ile ilgili bir¢ok yararli etkiye sahip gibi goziikse de, néronal hiicre
olimii zit etkiye sahiptir. Antagomir-21 kullanilarak miR-21'in baskilanmasi,
spinal kord dokusunda SKY'den 28 giin sonra noronal defisitleri ve lezyon
boyutunu arttirir (46). Bu etki, miR-21'in inhibisyonunun, yaralanmadan 1-2 hafta
sonra daha kii¢iik lezyon boyutlarina ve daha etkin iyilesmeye neden oldugunu
belirten ¢alismanin bulgularin aksinedir. Bununla birlikte, her iki veri seti de
kendi zaman dilimlerinde dogru olabilir (42).

Baska bir ¢alismada miR-21'in oksidatif stres sirasinda reaktif oksijen
tirlerini (ROS) kaynakli apoptozu kuvvetle etkiledigi gozlenmistir. MiR-21
susturuldugunda, omurilik néronlarinda ROS kaynakli hiicre olimi azaltild:.
Omurilik hiicreleri lizerinde miR-21'in etkisi serbest radikallerinkine benzerdi.
Bu veriler, miR-21 asir1 ekspresyonunun antiapoptotik etkilerinin néronlar igin
gecerli olmadigimi1 gostermektedir (51).

SKY'den sonra Antagomir-223 tedavisi, BAX ve CASP3’ii azaltarak ve
BCL2’yi artirarak 6nemli Ol¢ilide diisiirilmiis apoptotik hiicrelere yol agti. Bu
tedavi spinal kord dokusunu korudu ve Basso, Beattie ve Bresnahan lokomotor
skalasindaki skorlarin1 SKY'den sonra anlamli sekilde arttird: (52). Calismamizda
BAX ve BCL2 ekspresyonlarinda travmanin 7. Giinlinde anlaml1 azalma goriildii.
Metil prednizolone tedavisinin BAX ve BCL’de anlamli bir degisiklik yapmadigi
gorildii.

Genel olarak, SKY sonrasi apoptozis, ya kaspaz familyas1 genleri gibi
proapoptotik genleri hedefleyen miRNA'larin agagi regiilasyonundan ya da BCL2
veya MYC gibi antiapoptotik genleri hedef alan miRNA'larin yukari
regiilasyonundan kaynaklanir (44, 47). Bu diizenleyici etkiler, proapoptotik ve
antiapoptotik miRNA'larin dengesini yonetmeyi igeren potansiyel terapotik
stratejiler i¢in ¢oklu yollar saglar. Boyle bir strateji Liu ve arkadaslar1 2010
yilinda; Calismalarinda, ilk 10 giin i¢inde yapilan 5 giinliik bisiklet egzersizi
rejimi  farelerde mMiRNA ekspresyonunu o6nemli oOl¢lide degistirdi  (53).
Calismalari, egzersiz ile antiapoptotik ajanlar miR-21 ve BCL2'nin arttigini,
proapoptotik ajanlar miR-15b, CASP7 ve CASP9'un azaldigini gostermistir (53).
Calismamizda da proapopitotik olan FASLG ve PTEN gen ekspresyonunun akut
donemde (1.glin sakrifiye edilen siganlarda) anlamli bir degisiklik goriilmedi.
PTEN in 7. Giindeki ekspresyonunda travma grubunun kontrol grubuna gore
anlaml1 derecede azaldig1 ve tedavi grubunda anlamli olmasa da daha da azaldigi
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goriildii. Bu sonuglar miRNA21’in 7. Gilinde artan ekpresyonlarinin proapopitotik
olan PTEN’in asag1 regiilatorii olmasindan kaynaklanabilir. Ayn1 zamanda metil
prednisolone tedavisi sonrast PTEN’in 7. Giinde daha da azaldigi goriildii.

Astrogliosisin temel fonksiyonlarindan biri, travmanin baslangi¢ noktasinin
otesine ikincil hasarin yayilmasini en aza indirmek icin lezyon bolgesindeki ve
cevresindeki enflamatuar reaksiyonlart en aza indirmektir. SKY'de, viicudun
enflamatuar siire¢lerini diizenlemeye yardimci olan ¢esitli miRNA'larin ifadeleri
degismistir ve bu nedenle potansiyel tedaviler i¢cin 6nemli bir hedeftir (42).

MIRNA miR-146a’nin miR-21 ile yakin isbirligi i¢inde oldugu ve
astroglial hipertrofiden hiperplaziye gecisinde rol oynar. Calismalar, miR-
l46a'nin SKY sirasinda spinal astrositlerde yiiksek oranda eksprese edildigini
gostermistir. Proinflamatuar enzim siklooksijenaz-2'yi (COX-2) ve IL1B ve IL6
genleri tarafindan kodlanan proteinleri hedefler (44, 48). Calismamizda da
travmanin 1. Giiniinde metilprednisolone tedavisinin miRNA21 ekpresyonarini
azalttig1 ancak COX-2 ve IL6 degerlerinde anlamli bir degisiklik olmadigindan
MIRNA21 ile COX-2 ve IL6 arasindan net bir iliski ortaya koyulamadi.
Calismamizda travmanin 7.giiniinde COX-2’nin anlamh arttig1 IL6 nin anlamh
azaldig1 goriildi. Metilprednisolone tedavisinin COX-2 ve IL6 ekspresyonlarinda
anlamh bir degisiklik yapmadigi goriildii.

12.SONUC

Omurilik yaralanmasi sinirlt tedavi kaynaklar ile ciddi ve zayiflatict bir
yaralanmadir. Omuriligin ilk yaralanmasindan sonra, toplam hasarin biiyiik bir
kismina katkida bulunan ¢ok sayida ikincil patofizyolojik olay meydana gelir. Bu
tiir ikincil olaylar arasinda inflamasyon, apoptoz, ROS olusumu ve astrogliosis
bulunur. Son yillarda, bir¢ok ¢alisma miRNA'lar1 ikincil yaralanmaya katkida
bulunanlar ve diizenleyiciler olarak tanimlamis, aragtirmanin ¢ogu ilgili miRNA
icin spesifik mRNA hedefleri sunmustur. Bununla birlikte, tiim miRNA'lar
SKY'leri olumsuz etkilememektedir. Bazi miRNA'larin viicudun iyilesme
mekanizmalarinin faydali yonlerini destekledigi goriilmektedir. Bununla birlikte,
temel sorun, cogu durumda, SKY'nin hem zararli miRNA'larin asiri
ekspresyonuna hem de faydali miRNA'larin inhibisyonuna neden olmasidir.
SKY'den sonra miRNA'larin ekspresyonunun manipiile edilmesi, SKY'nin kalici
ve zararli etkilerinin {istesinden gelmek i¢in yeni bir terapdtik strateji olabilir,
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caligmamizda da klinikte SKY tedavisi olarak kullanilan metilprednizolone
tedavisinin erken donemde miRNA21 ekspresyonlarini azalttigi goriildii. Daha
sonraki miRNA21 kontrolii i¢in tedavi siiresinin belirlenmesi agisindan daha ileri
caligmalara ihtiyag vardir.
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