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OZET

Deneysel Spinal Kord Yaralanmasinda Oleuropein’in High Mobility Group Box-1
Aracihgiyla Apoptoz ve Oksidatif Stres Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Amag: Spinal kord yaralanmasi travmatik yaralanmalarin morbidite ve mortaliteye sebep olan
onemli sonuglarindan biridir. Geri doniistimsiiz etkiler birakan primer hasarlanma ve tedaviye
doniik ¢alismalarin esas hedefi olan sekonder hasarlanma olarak siniflandirilabilir. HMGB-1,
sekonder hasara sebep olan enflamasyonun énemli medyatdrlerinden biridir. Redoksun aktive
ettigi transkripsiyon faktorii Nrf2’nin birgok organ ve hiicre tipini toksik hasara karsi
korudugu  gosterilmistir.  Oleuropein’in  anti-inflammatuar  6zelligi  bilinmektedir.
Calismamizda Oleuropein’in deneysel spinal kord yaralanmasi modelinde HMGB-1, Nrf2,

apoptoz ve oksidatif stres lizerine etkilerini arastirdik.

Metod: 250-300 gr, 8-10 haftalik, disi 24 adet Sprague-Dawley sigan kullanildi. Laminektomi
grubunda T9-T10 laminektomi, travma grubunda T9-T10 laminektomi sonrasi Yasargil gegici
anevrizma Klibiyle 30 saniye ekstradural kompresyon, Oleuropein grubunda ekstradural
kompresyon sonrasi 20 mg/kg Oleuropein O ve 1. saatte intraperitoneal uygulandi. 24. saatte
sakrifiye edilen sicanlarin serum ve spinal kord 6rneklerinde immiinohistokimya ve western
blot yontemleriyle HMGB-1, TLR-4, RAGE, Nrf-2, NF-«f3 ekspresyonlari incelendi. TUNEL
yontemi ile apoptoz ve western blot yontemiyle Bax, Bcl-2, p53, Aktif Kaspaz-3 diizeyleri
bakildi. Okdisatif stres ve antioksidan mekanizmalar da TAS, TOS, OSI ile degerlendirildi.
Bulgular: Travma grubunda, laminektomi grubuna gére HMGB-1 (P<0.001), TLR4
(P<0.001), RAGE (P<0.001) ve NF-kB (P<0.001) diizeylerinin anlamli derecede arttigi
belirlendi. OLE grubunda ise HMGB-1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001) ve RAGE (P<0.001)
diizeylerinin travma grubuna goére anlamli derecede azaldigi gozlendi. Nrf2 antioksidan
mekanizmalarin 6nemli bir parcasidir ve Nrf2 diizeylerinin travma grubunda arttigi (P<0.01),
OLE grubunda travma grubuna gore daha da yiikseldigi belirlendi (P<0.001). TUNEL metodu
ile degerlendirilen apoptotik hiicre sayisinin, travma grubunda laminektomi grubuna gore

artarken, OLE grubunda travma grubuna gore anlamli miktarda azaldigi belirlendi (P<0.001).

Sonug: Bu calismada, oleuropein’in HMGB-1 Uzerinden anti-enflammatuar Nrf2 Uzerinden
antioksidan etki gostererek apoptoz ve sekonder hasari azalttifi spinal kord ve serum
ornekleri incelenerek gosterilmistir. Bu sonuglar klinik ¢aligmalara 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Spinal Kord Yaralanmasi, Oleuropein, HMGB-1, Nrf2, Apoptoz



ABSTRACT

The Effect of Oleuropein via High Mobility Group Box-1 Protein on Apoptosis and
Oxidative Stress in Experimental Spinal Cord Injury

Objective: Spinal cord injury is an important result of traumatic injuries which cause
morbidity and mortality. It can classify as a primary injury which cause irreversible effects
and secondary injury which is the main target of medication studies. Inflammation cause
secondary injury and HMGB-1 is an important mediator of inflammation. Protective effect of
redox activated transcription factor Nrf2 against toxic injury has shown in many organ and
cell type. Oleuropein has known anti-inflammatory features. In our study we investigate the
effects of Oleuropein on HMGB-1, Nrf2, apoptosis and oxidative stress in experimental spinal
cord injury model.

Materials and Methods: Weighing 250-300 g, 8-10 weeks, a total of 24 adult female
Sprague-Dawley rats were used for the experiment. T9-T10 laminectomy were made in
laminectomy group, after T9-T10 laminectomy 30 second extradural compression with
Yasargil temporary aneurysm clip were made in trauma group, after extradural compression
20 mg/kg Oleuropein immediately and first hour of trauma were done intraperitoneally in
Oleuropein group. 24 hour after procedure rats were sacrified. Serum and spinal cord samples
HMGB-1, TLR-4, RAGE, Nrf2, NF-x8 expression levels analysed by western blot and
immunohistochemistry examinations. Apoptosis was evaluated with TUNEL method and
Bax, Bcl-2, p53, Aktive Caspase-3 levels analysed by western blot. Oxidative stress and
antioxidant mechanisms were evaluated with TAS, TOS, OSI tests.

Results: We compared trauma group with laminectomy group and detected HMGB-1
(P<0.001), TLR4 (P<0.001), RAGE (P<0.001) and NF-kB (P<0.001) levels increased
significantly after trauma. OLE group HMGB-1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001), RAGE
(P<0.001) and NF-kB (P<0.001) levels decreased significantly according to trauma group.
Nrf2 is an important part of antioxidant mechanisms and Nrf2 levels increased in trauma
group (P<0.01). OLE group Nrf2 levels also increased according to trauma group (P<0.001).
Apoptotic cell number which evaluated with TUNEL method increased in trauma group
according to laminectomy group and it decreased significantly in OLE group according to
trauma group (P<0.001).

Conclusion : In this study with the investigation of spinal cord and serum samples we have

shown Oleuropein has anti-inflammatory effect via HMGB-1 and antioxidant effect via Nrf2



and these result decrease in apoptosis and secondary injury. These results throw light on to
clinical studies.

Key words: Spinal Cord Injury, Oleuropein, HMGB-1, Nrf2, Apoptosis



1)GIRIS VE AMAC

Spinal kord, merkezi sinir sisteminin (MSS) sinyal ve komutlarni, ekstremite ve
organlara, periferik sinirler araciligiyla iletir. Ayrica doku, organ ve ekstremitelerden gelen
uyarilart beyin sapi, serebellum ve serebruma iletir. Spinal kord, bu iletimin iki yonlu olarak
bir denge halinde ¢alismasi i¢in ¢ok oOnemli bir koprii konumundadir. Spinal kord,
viicudumuzun en kuvvetli kemik yapilarindan olan omurga igerisinde korunsa da gelismis
teknoloji ve giiniimiiz yasam tarzi nedeniyle travma riski gegmise nazaran artmistir. Geligsmis
medikal ve cerrahi tedavi seceneklerine ragmen travmaya en hassas, tedaviye en direngli

anatomik yapilardandir.

Akut spinal kord yaralanmasi (SKY) travmatik yaralanmalarin hem hasta hem hekim
acisindan ¢oziimii olduk¢a zor veya imkansiz problemler doguran sonuglarindan biridir. SKY
insidanst son yillarda ekonomik biiyiimeyle birlikte artmaktadir (1). Birlesik Devletlerde
neredeyse milyonda 40 yani her yil 12.000 civarinda yeni vaka goriilmektedir. Diinya ¢apinda
sikligr farkli iilkelerde milyonda 12 ile 60 araligindadir (2, 3). Su anda Birlesik Devletler’de
farkli verilere gore 238.000 ila 332.000 SKY olan insan yasamaktadir (2). SKY olan
hastalarin %80’den fazlas1 erkektir. Klasik olarak geng eriskinlerin hastalig1 olarak bilinmekle
birlikte, SKY gecirildigindeki yas 1970’lerde ortalama 29 civarinda iken 2010’da 40 yas
uzeridir (2). En sik yaralanma inkomplet kuadriplejidir(%41) ve bunu inkomplet parapleji
(%19), komplet parapleji (%18), ve komplet kuadripleji (%12) takip etmektedir. (2) SKY;
hasta ve yakinlarinin yasamlarinda olusturdugu etki, tedavi, bakim giderleri ve is giicii kaybi

nedeniyle ciddi bireysel ve toplumsal etkilere sebep olan bir travmadir.

SKY; travma sirasinda olan ve geri doniisiimsiiz etkiler birakan primer hasarlanma ve
sonrasinda gelisen ve giiniimilizdeki tedaviye doniik ¢alismalarin esas hedefi olan sekonder
hasarlanma olarak siniflandirilabilir. Primer hasarlanma; yaralanma sirasinda dis etkenlerle
akson ve noronlarin mekanik olarak pargalanmasidir. Mekanik darbenin yarattig1 ezilme ve
kontlizyon, omurilik icin gerekli olan kan akiminin azalmasina yol agar. SKY’nin akibeti
kalsiyum 1iyon kanallari, serbest oksijen radikallerinin tetikledigi lipid peroksidasyon,
inflamatuar reaksiyon, otoimmiin cevap, vaskiiler olaylar ve apoptozdan olusan hiicresel,
molekiiler ve biyokimyasal kaskadlar serisinin aracilik ettigi sekonder hasarin boyutuna

baglhdir (4-6).



Akut SKY patofizyolojisi primer ve sekonder yaralanma mekanizmalarii igerir.
SKY’deki norolojik disfonksiyona her iki mekanizma da sebep olmakla beraber aragtirmalarin
cogu sekonder hasarin patofizyolojisini anlamaya ve SKYyi takiben olusan ge¢ hiicre kaybini
azaltmaya odaklanmistir. Bu amagla son 30 yilda pek cok ilag, hayvan c¢alismalarinda
denenmis ve bir kismi etkin bulunmustur. Etraflica tanimlanmis yaklasik 25 sekonder hasar
mekanizmas1 vardir. Daha once yapilan deneysel aragtirma ve ¢alismalar sekonder hasarda
etkin rol alan; serbest radikal uretimi, glutamaterjik, kolinerjik ve katekolinerjik
norotransmisyon sistemleri, kalsiyum ve diger iyon kanallari, biliylime faktorleri, lipid
peroksidasyonu, norotrofik faktorler, inflamasyon sireci, endojen opioid reseptorleri,
enzimler, apoptotik hiicre 6liimii ve rejenerasyon mekanizmalari ile ilgili olmustur. Birlesik
Devletler ve Avrupa’da klinik deneylerin maliyeti kisi bas1 50.000 ila 100.000 $ arasindadir
ve faz 2 preliminar etkinlik deneylerinin projelendirme ficreti ila¢ basina 5-10 milyon $’dan
az degildir (7). Bu yiiksek maliyetlere ragmen klinikte kullanilabilen tedaviler az bir fayda
saglamaktadir, bundan dolay1 giinimiizdeki arastirmalar spinal kord tamir ve rejenerasyonu

icin daha etkili tedaviler gelistirmeyi amaglamaktadir.

Primer (mekanik) hasar, vaskiiler, hiicresel ve biyokimyasal olaylar kaskadindan olusan
sekonder mekanizmalarin yayildigr bir nidus gibi gorev yapmaktadir. Primer hasarin
siddetinin hastanin kabiilii sirasindaki norolojik durumunu biiyliik oranda belirledigi ve

sonugcta en giiclii prognostik indikator oldugu bilinmektedir.

SKY’de hiicresel ve molekiiler yapilarin i¢ ice oldugu immiin sistem mekanizmasi
gbrev alir. Immiinitede gorevli hiicreler ile birlikte proteinler inflamasyona sebep olur.
SKY’de inflamasyon, sekonder hasarlanmada rol alir ve birka¢ hafta ya da aya kadar devam
eder. SKY’deki immiin yanitta baslica 4 hiicre gorev alir. Bunlar; nétrofiller, monositler,
mikroglia ve T — lenfositlerdir (8). Bu hicreler; proinflamatuar sitokinler, interlokin (IL) - 1P,
IL - 6, timor nekroz faktor - o (TNF - o) salgilar ve inflamasyonun giderek artmasina sebep
olur. Inflamasyon kritik bir siire¢ olup, kalan néronlarin yenilenmesine engel olan kalintilarin
temizlenmesini saglar. Bununla birlikte inflamatuar reaksiyonun asir1 aktivasyonu, saglikli
dokuya zarar verip, yaralanma siddetini arttirabilir. Bu yiizden, inflamasyonun ekzojen
kontrolii 6nemli bir yer tutmaktadir.

Biz bu ¢alismamizda anti-inflammatuar ve noéroprotektif 6zelligi bilinen oleuropein’in
SKY sonrasi sekonder hasarda onemli etki mekanizmalarindan olan HMGB-1 ve Nrf2

proteinlerine ve apoptoza etkisini inceledik.



2)GENEL BiLGILER

2.1 SPINAL KORD YARALANMASI

2.1.1 Tamim, Epidemiyoloji

Akut SKY patofizyolojisi primer ve sekonder yaralanma mekanizmalarini igerir.
SKY’deki norolojik disfonksiyona her iki mekanizma da sebep olmakla beraber arastirmalarin
cogu sekonder hasarin patofizyolojisini anlamaya ve SKY’yi takiben olusan geg hiicre kaybin
azaltmaya odaklanmistir. Etraflica tanimlanmis yaklasik 25 sekonder hasar mekanizmasi
vardir. Birlesik Devletler ve Avrupa’da klinik deneylere kayit iicreti kisi bagi 50.000 ila
100.000 $ arasindadir ve faz 2 preliminar etkinlik deneylerinin projelendirme ticreti ilag
bagina 5-10 milyon $’dan az degildir (7). Bu yiiksek maliyetlere ragmen klinikte
kullanilabilen tedaviler az bir fayda saglamaktadir, bundan dolayr giiniimiizdeki arastirmalar

spinal kord tamir ve rejenerasyonu igin daha etkili tedaviler gelistirmeyi amaglamaktadir.

Primer (mekanik) hasar, vaskiiler, hiicresel ve biyokimyasal olaylar kaskadindan olusan
sekonder mekanizmalarin yayildigr bir nidus gibi gorev yapmaktadir. Primer hasarin
siddetinin hastanin kabiilii sirasindaki nérolojik durumunu biiyiik oranda belirledigi ve

sonugta en guclu prognostik indikator oldugu bilinmektedir.

2.1.2 Spinal Kord Yaralanmasinin Evreleri

Ik darbe travma bolgesinde hemen kanama ve hizli hiicre éliimiine sebep olur, bunu
coklu sekonder hasar kaskadlarinin sebep oldugu doku kaybi ve disfonksiyonu takip eder.
Spinal kordun primer hasarinin 4 morfolojik tipi vardir;

1. Darbe ile kalict kompresyon
2. Darbe ile gecici kompresyon
3. Distraksiyon

4. Laserasyon ya da transeksiyon

Morfolojik hasar kordun yerlesik hiicrelerine sadece ani hasar vermez ayrica orijinal
travmadan sonra hayatta kalan hicrelerin ge¢ hasar ve 6lumlerine de sebep olur. SKY’de

biyolojik cevap birbiri icine gecen akut, sekonder ve kronik olmak iizere 3 fazdan olusur.



Akut fazda, primer hasar travmanin direkt etkisiyle olusur ve ani fiziksel ve biyokimyasal
hiicresel degisikliklere sebep olur. Lokal olaylarla oldugu kadar sistemik etkilerle de saniyeler
icinde gelisir (9). Bunlar sistemik hipotansiyon, spinal sok, vazospasm, iskemi, plasma
membran hasari, iyonik homeostaz ve norotransmitterlerin birikimindeki dengesizliklerdir.
Her fazda sinir, immiin ve vaskiiler sistemlerden farkli grupta hiicre ve molekiiller

bulunmaktadir.

2.1.3 Sekonder (Subakut) Faz

Sekonder mekanizma hasarlanmadan dakikalar sonra baslar ve haftalar veya aylarca
devam eder (10). Bu faz sirasinda travma alani belirgin sekilde genisler. Sekonder fazda akut
fazdaki elektrolit sifti, 6dem ve nekrotik hiicre Sliimii gibi olaylar devam ederken serbest
radikal olusumu, gecikmis kalsiyum inflaksi, immun sistem cevabi, enflammasyon ve

apoptotik hiicre 61um gibi yenileri eklenir.

2.2 SPINAL KORD YARALANMASI PATOFiZYOLOJISI

2.2.1 immiin Sistem Aracili Spinal Kord Hasar1

Hasarlanmig kordda immiin hicreler ve dizenleyici proteinlerin toplam etkisi
inflamasyondur. inflamasyon sekonder hasarlanma kaskadinda anahtar role sahiptir, SKYyi
takiben hemen baslar ve haftalar veya aylarca devam eder. Immiin hicreler inflamasyonun
yaygihgini artiran IL-18, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinleri salgilar. inflamatuar
cevap hayatta kalan ndronlarin rejenerasyonunu Onleyebilen hiicresel enkazin
temizlenmesinde kritiktir. Bununla birlikte inflamatuar cevabin asir1 aktivasyonu saglikli
dokuya zarar verebilir ve hasar1 agirlastirabilir. Immiin sistemin SKY’deki rolii tartismalidir.
Bununla birlikte kontrolsiiz immiin sistem aksonal blytmeyi inhibe eder ve hiicre 6limine
sebep olur, net fayda saglamasi i¢in immin sistemin eksojen kontrolii gerekmektedir (11).
MSS’nin dogal immiin hiicreleri zaman ve duruma bagli olarak ¢esitli fonksiyonlar1 olan
yerlesik mikroglialardir. Hasarlanmis spinal kordda kan kaynakli monositler (makrofajlar)
yerlesik mikroglialardan farkli etkilere sahiptir. Hayvan modeli ve hastalarda SKY’nin
hiperakut fazinda verilen yiiksek doz steroid tedavisinin faydali etkilerine dair yayinlar
immun hucre aktivitesine negatif bakisi desteklemektedir (12). SKY’yi takiben deneysel
makrofaj sayisinin azaltilmast veya ndtrofil infiltrasyonunun engellenmesinin yararh
sonuglar1 gosterilmistir (13, 14). Bu ve benzeri g¢alismalarin aksine, MSS’deki immiin

hiicrelere atfedilen negatif sohretin tersine, son 10 yildaki bazi ¢alismalar iyi kontrol edilmis
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dogal ve edinilmis immiin cevabin tamir mekanizmalarinin merkezinde yer aldigim
gostermistir (15-17). SKY sonucu olusan inflamasyon dort immin hicre tipini bolgeye
cekmektedir: nétrofiller, monositler, mikroglia ve T-lenfositler. Hasarlanan bolgeye gelen ilk
immun htcreler nétrofillerdir. Spinal dokudaki nétrofiller mikrobiyal etkenler ve doku
kalintilarini1 uzaklastirir.

Notrofiller ayrica inflamatuar hicreleri ve glial hiicreleri aktive eden ve néron hasari ve
olimiiyle sonuglanan kaskadi sitokin, proteaz ve serbest radikalleri salgilar. Endotel hiicre
yuzeyinde noétrofil adhezyonunun inhibisyonunun kompresif travmanin tetikledigi SKY’nin
siddetini belirgin azalttigi gosterilmistir (18). Mekanik hasarlanmadan kisa bir siire sonra
monositler spinal korda infiltre olur ve makrofajlara farklilasir. Aktive olmus yerlesik
mikroglia ve makrofajlar yakinindaki hiicreleri pozitif veya negatif yollarla etkileyen cesitli
sitokinler, serbest radikaller ve biiyiime faktorlerini salgilarlar (19, 20). Blyime faktorleri
noronlarin sagkalimi ve doku tamiri i¢in kritik 6neme sahiptir. Bununla birlikte serbest
radikaller ve pro-inflamatuar sitokinler hasarlanmanin etkisinin kétiilesmesine ve lezyonun
genislemesine katkida bulunur. Lenfositlerin spinal kord hasarlanmasindaki rolii oldukga
tartismalidir. Baz1 calismalar otoreaktif T lenfositlerin demyelinizasyonu tetikleyerek akson
hasarim1 ve fonksiyonel kaybi artirict ozellikleri oldugunu gostermistir (21). Digerleri
lenfositlerin patolojik olmadigini, myelinle sarili noronlarin korunmasini sagladigini
soylemektedir (22, 23). Myelinin korunmasi myelinle sarili aksonun biitlinligiiniin
korunmasimi da saglamaktadir. Hasarlanmisg spinal kordda kontrolsiiz immiin sistem
inflamasyon ve serbest radikal araciligiyla genis bir etki sahasina sahiptir. immiin sistemin net

fayda saglayabilmesi i¢in ekzojen kontrol sarttir.

2.2.2 Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller en dis kisminda serbest elektronu bulunan kimyasal bilesiklerdir. Bu
elektron oksidasyon esnasinda baska bir biyolojik molekiile kolaylikla transfer edilebilir.
Bu o6zellik serbest radikal molekiillerini fazlasiyla reaktif yapar. Dokularda meydana
gelen reaktif oksijen turleri (ROT) ve serbest radikaller DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler
gibi biyolojik agidan Snemli materyallere zarar verebilmektedir. Serbest radikaller viicut
disindan gelebilecegi gibi insan metabolizmasinin dogal bir sonucu olarak da
olusabilmektedir. ~ Serbest radikallerin endojen olarak {iretimi farkli  yollarla
gerceklesmektedir. ROT olusumu aerobik ¢evrede yasamanin kaginilmaz sonucudur.
Mitokondriyal enerji metabolizmasi ¢ogu Okaryotik hiicre tipinde miktar olarak en dnemli

ROT kaynagini olusturmaktadir, mitokondriyal elektron transport zinciri fizyolojik kosullarda

8



dahi elektron sizdirmaktadir (24). Molekiler oksijen mitokondriyal elektron transport
zincirinin son elektron alicisidir. Bir elektron aldiginda O2’den siiperoksit anyonu (O2-),
hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksit (H202) gibi indirgenmis molekiiller olan
ROT’ler olusturulur.

Mitokondrideki elektron transport zincirinin yaninda ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz
ve sitokrom P450 gibi diger enzimler de metabolik ara iiriin olarak reaktif iiriinler iiretir.
Ayrica nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidazlar birincil fonksiyon olarak
ROT uretir.

Iskemik dokularda hiicreye kalsiyum inflaksinin artmasi birgok enzimin aktivasyonuna
sebep olur. Bunlardan biri de ksantin dehidrogenaz alt Gnitelerinden 15-20 kDa’luk pargalar
ayiran ve bdylece enzim metabolizmasini oksidaz formuna degistiren proteazdir. Bunun

sonucu olarak oksijene elektron transferiyle ROT uretilir (25).

Buna karsilik, canli organizmalar serbest radikallerin potansiyel yikici etkilerine karsi
kendilerini korumak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlar1 Onleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip
maddelere “antioksidan™ adi verilir. Fizyolojik olarak dogal antioksidanlar ile serbest
oksijen radikalleri radikal formasyonlarin1 kaybederler. Serbest radikaller ve antioksidan
savunma sistemleri arasindaki bu etkilesim normal fizyolojinin bir pargasidir ve serbest
oksijen radikallerinin {iretimi ve yikimi arasinda bir denge vardir. Travma gibi iskemi

yaratan olaylarda serbest oksijen radikallerinin Uretimi artmaktadir.

Fazla miktarda olusan serbest radikallerin patolojik etkisiyle iki yoldan hiicre hasari

gelisir;
1-Lipidlerin peroksidasyonu sonucu hiicre membraninin gecirgenligi bozulur,

2-Olusan serbest radikaller diger biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek hasar
olusturur. Reaksiyona girdikleri biyolojik molekiiller arasinda; ¢esitli enzimlerin yapisina
giren proteinler, hiicre membrani, hiicre organellerinde bulunan doymamis yag asitleri,
karbonhidratlar ve cesitli protein sentezi ve genetik kod aktarimini yoneten niikleik asitler
yer alir (26). Normal sartlarda dogal savunma mekanizmalari tarafindan nétralize edilen
serbest radikallerin fazla miktarda olusmasi travma sonrast ndronlarin dejenerasyon ve
6luminde 6nemli bir rol oynar (27). Bu molekiiller gesitli yolaklar tizerinden olugmaktadir.

Bu yolaklar arasidonik asit metabolizmasi, mitokondriden kalsiyum nedenli ¢ikis, ksantin



oksidaz aktivasyonu, ekstravaze hemoglobin bozuklugu ve katekolaminin otooksidasyonudur.
Aragidonik asit yolu, travmatik hasar sonucu artan serbest radikallerin en etkin kaynagidir.
Eksitator aminoasitlerin hiicre disina ¢ikmasmin neden oldugu kalsiyumun hiicre igine
girisi ile proteazlar ve lipazlar aktive olur fosfolipaz A2, lipooksigenaz ve siklooksigenaz).
Sonug olarak, aktiflesen bu enzimler ile arasidonik asit; tromboksan A2, prostaglandinler,
Iokotrienler ve serbest aminoasitlere doniisiir. Bu bozulma iriinleri ise serbest oksijen

radikalleri Uretir (28).

Hiicre membraninda oksidasyona duyarli ve doymamis yag asitleri fazla olan
fosfolipidler bulunur. Serbest radikaller, oksijen varliginda doymamis yag asitlerinin ¢ift
baglarmi kirarak zincirleme bir reaksiyon meydana getirirler ve bunun sonucunda hicre
zarmin stabilizasyonu bozulur, permeabilite etkilenir, membran potansiyeli olusturabilme

yetenegi bozulur. Hiicre i¢inde fazla miktarda kalsiyum birikir ve hiicre 6liimii olur (29).

SKY sonrasi erken donem patolojik siireclerden birisi de ROT ve reaktif nitrojen
tirlerinin  (RNT) olusmasidir. Bu durum intraselliller kalsiyum diizeylerinin artist,
mitokondriyal disfonksiyon, arasidonik asit yikimi ve induklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) aktivasyonunun sonucudur (30, 31). ROT ve RNT protein ve niikleik asitlere oksidatif
ve nitratif hasar vermenin yaninda lipid peroksidasyonuna da sebep olurlar. Serbest radikaller
noron kaybina neden olan hiicre membrani lizisi disinda hiicre iskeleti ve organel hasarina da
neden olurlar. Lipid peroksidasyonunda serbest radikaller lipid molekulinden elektron
absorbe eder ve daha kararsiz bir molekiile doniistiiriir boylece membran lizisi ve nekroz ile
sonuglanan reaksiyonlar1 baglatir. ROT ve RNT den kaynaklanan kollektif hasar SKY sonrasi

nekroz, apoptoz ve fonksiyon kaybinda 6nemli bir etkendir.

2.2.3 Glutamat Eksitotoksisitesi

Glutamat MSS’nin major eksitatér norotransmitteridir. Spinal kordda travmanin hemen
sonrasinda ekstraselliiler glutamat diizeyleri travma bolgesi ve cevresinde artmaktadir ve
direkt, indirekt kord hasarma sebep olmaktadir (32). Indirekt etkiyi ROT ve RNT olusumu,
mikrodolasim  degisiklikleri ve sekonder iskemi ile kalsiyum inflaksi iizerinden
gostermektedir (33, 34). Kalsiyum inflaksi nekroz veya apoptoz ile néron 6liimiine sebep
olmaktadir ve eksitotoksik hiicre oOliimii olarak bilinmektedir (34). Noronlar ve
oligodendrositler c¢ok miktarda glutamat reseptori eksprese ettikleri icin glutamat
eksitotoksisitesine daha duyarlidir. Travma bdlgesindeki oligodendrosit ve ndronlarin

eksitotoksik hasar1 aksonlarin demyelinizasyonu ve ndron kaybi ile sonuglanir. Boylece beyin
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ile hasarlanan spinal segmentin asagis1 arasindaki iletim ciddi miktarda azalir veya tamamen
kaybolur ve motor ve duyusal defisite sebep olur. Glutamat eksitotoksisitesi ciddi fonksiyonel

sonuclar dogurur. Bundan dolay1 glutamat reseptor blokajina doniik ¢alismalar yapilmaktadir.

2.2.4 Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de J.F.K.Kerr tarafindan nekrozdan farkli olarak
gerceklesen diger bir 6liim sekli i¢in tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre 6liimiinii ifade eder.
Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle duzenlenen,
programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, organizmada homeostazi
koruyan bir olaydir. Programlanmis hiicre oliimii, hiicre intihari, hiicre kaybi ve fizyolojik
hiicre 6liimii apoptozis ile ayni anlamda kullanilan terimlerdir. Ilk zamanlarda hiicre
Olimanun sadece fizyolojik formu oldugu diisiiniilmesine ragmen giiniimiizde patolojik hiicre

Oliimiine de aracilik ettigi bilinmektedir.

Noronlar boliinemeyen dolayisiyla ¢ogalamayan hiicrelerdir. Yenilenemediklerinden
dolay1 Omiir boyu yasarlar. Oysa Alzheimer, Parkinson, Huntington koresi gibi
norodejeneratif hastaliklarda apoptozis siireci tetiklenerek noronlarin 6ldiigii bilinmektedir
(35). Ayrica iskemi-reperflizyon hasari gibi gesitli yaralanmalar sonucu meydana gelen
hasarlarla dokulara yeterli besin saglanamayabilir. Bu durumda huicreler apoptozise gider ve

hasar devam ettik¢e apoptozisin hizi artar ve hiicre geri doniisiimsiiz bir yola girer (36).
Memeli hiicrelerinde baslica iki apoptozis yolu tanimlanmustir;
a)Fas/TNF-R reseptor yolu (Ekstrinsik yol)

Hicre yizeyindeki 6lum reseptorlerine (Fas, TNFR, DR5) 6luim sinyallerinin (FasL,
TNF-a, TRAIL) baglanmasi sonucunda reseptdrler trimerik yapi kazanir.Trimerik yapi
kazanan reseptdr; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek DISC (Death inducing
singnaling complex) ad1 verilen yapiyr olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki
prokaspaz-8’den aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli
olmak tzere 2 yolla kaspaz-3’ii aktive eder ve apoptoz baslar. Ya direkt kaspaz-8 kaspaz-3’ii
aktive eder ya da dolayli olarak intrinsik mekanizma ile kaspaz-9’u aktive ettikten sonra
kaspaz-3’u aktive eder. Her 2 yolla da aktive olan kaspaz-3 DNA fragmantasyonuna neden
olur. Fas ve TNF-a disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu uyarabilir
(37-39).
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b)Mitokondriyal yol(instrinsik yol)

Biiki ve ark. tarafindan aksonlarda mitokondri i¢ zarindan sitokrom c¢ salinimi
tamimlanmistir (40). Mitokondri i¢  zarindan sitozole salinan sitokrom c, apoptozisin
mitokindriyal yolunu baglatir. Sitozoldeki sitokrom c; apoptozis aktive edici faktor-1,
kaspaz-9 ve deoksiadenozintrifosfata baglanir ve sirasiyla; kaspaz-3 aktivasyonuna, daha
sonra poli ADP-riboz polimeraz gibi substratindan ayrilmasma, endoniikleazlarin
aktivasyonuna ve son olarak DNA’nin yikilmasina yol agar. Bu nedenle mitokondriden
sitokrom c¢ salimimina yol acan mekanizmalarin aydinlatilmasi1 akut kafa travmasinda

apoptozis mekanizmalarinin anlasilmasinda 6nemlidir (41).

Hiicrede herhangi bir nedenle (radyasyon, kemoterapi) DNA hasar1 olustugunda
eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusu G1 fazinda durdurulur ve hiicreye
DNA’smi1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirilir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek
kadar biiyiikse bu durumda aktive olan bazi genler, hiicrenin apoptozisine neden olabilir. Bu
genlerden en oOnemlisi p53 genidir ve bu gen DNA tamiri yapan proteinlerin
transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA hasarini tamir edebilirse hiicre siklusundaki blok
kalkar (42). Hiicre hasarmin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (pro-
apoptotik) aktive ederek mitokondri araciligi ile hiicrenin apoptozise giderek 6lmesini
saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan kaldirilmis olur (36, 42).

Bir hiicrede hiicre igi bcl-2/bax orani hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegine karar
vermede son derece onemlidir. Eger bax (proapoptotik gen) fazla ise hicre apoptozise
gidecektir, bcl-2 (antiapoptotik gen) fazla ise apoptozis inhibe olacaktir (43). Son yillarda,
kafa travmasi sonrasi noral hiicre olimiinden P53’¢ bagimli apoptozis mekanizmasinin
sorumlu oldugu yoniindeki aragtirmalar mevcuttur (44).

SKY sonrast noron, oligodendrosit, mikroglia, ve astrositlerdeki apoptotik kaskad
aktive olabilir. Esas tetikleyici hasarin indiikledigi hiicre igine kalsiyum akimidir. Kalsiyum
inflaks1 hiicre membrani, i¢ iskeleti ve proteinlerini yikan anahtar role sahip kaspaslari aktive
eder ve hiicre 6lumiine sebep olur. SKY bdlgesinin santimlerce uzaginda apoptoz goriilebilir
ve bu mesafe kalsiyum difiizyonu i¢in ¢ok fazladir (45). Bu durumun sitokinler, enflammatuar

hasar, serbest radikal hasar1 ve eksitotoksisiteden kaynaklandigina inanilmaktadir (33).

2.2.5 Akson Demyelinizasyonu

Ilk travma sonrast hayatta kalan aksonlarin demyelinizasyonu glutamat

eksitotoksisitesinin tetikledigi oligodendrosit 6liimiiniin sonucudur. Apoptoz, serbest radikal
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hasari, proinflammatuar sitokinler bu durumu artirir. Demyelinizasyon lezyon bolgesinde
travma sonrast saatler icinde gelisen, lezyonun rostral ve kaudalinde ise haftalarca devam
eden oligodendrosit kaybinin sonucudur (46, 47). Demyelinizasyon SKY sonrasi subakut
kronik dénemde etkili olmaktadir ve myelin kaybiyla ¢iplak kalan aksonlar serbest radikal
hasar1 ve enflammatuar sitokinlerin etkisine acik hale gelmektedir. Boylece nekroz ve apoptoz
ile hiicre kayb1 goriilmektedir. Demyelinizasyon iletinin yavaglamasi veya blokajina da sebep
olur. Dolayisiyla oligodendrosit 6liimiiniin sonucu olan ndron kaybi ve demyelinizasyon

travmatize korddaki hasar1 arttirmakta ve tedavi potansiyelini sinirlandirmaktadir.

2.2.6 Vaskiiler Degisiklikler

SKY’de lokal vaskiiler degisiklikler, o6zellikle gri maddede goriilen kanama ve
iskemi/reperflizyon, sekonder hasarlanmanin 6nemli nedenlerinden biridir. Mekanik etki ile
mikrodolasimdaki bozulma, petesiyal kanamalara ve damar i¢i tromboza sebep olur.
Travmatize spinal kordda o6zellikle gri maddede gorilen kanamalar hasar boélgesinde
hemorajik nekroz ve sonu¢ olarak santral myelomalazi olusumuna sebep olur. Hayvan ve
insan caligmalar1 biiyiikk arterlerin travma sonrast saglam kaldigmi asil hasarin lezyon
bolgesindeki mikrodolasimla (6zellikle kapiller ve veniiller) ilgili oldugunu gostermistir.
Yapilan otopsi ¢alismalarinda gri maddenin perflizyonunun, beyaz maddeden daha koti
oldugu bildirilmistir. Bunun sebebi olarak; gri maddenin beslenmesinde gorev yapan sulkal
arterlerin, tromboz nedeniyle islevini yerine getirememesi gosterilmistir (48). Gri maddede
bulunan néronlar, yiiksek metabolik ihtiyaglar1 nedeniyle, iskemiye, olduk¢a duyarhdirlar
(49). SKY’den hemen sonra lezyon bdlgesinin kan akiminda ciddi azalma goriiliir. Bu iskemi
ilk saatlerde gitgide kotillesir. Iskeminin altinda yatan mekanizmalar tam olarak
aciklanamamistir. Mekanik hasara veya vazoaktif aminlere sekonder gelisen vazospasm bir
miktar sorumlu olabilir. Kanamalar iskemiye veya trombosit agregasyonu sonucu tromboz
olusumuna katkida bulunabilir. Travma sahasinda sivi birikimi korda zararlidir (50). SKY
sonrasi mikrodolasim kaybi, kiiciik damarlarin yirtilmasi1 ve kanama, otoregiilasyonun
bozulmasi, glutamat aracili eksitotoksisite ve iskemi travmanin siddeti arttikca kotiilesir.
Direkt travmadan kaynaklanan mikrodolasimdaki bozukluklara iskemi-reperflizyonun
tetikledigi endotel hasar1 eslik etmektedir (51). Iskemi-reperfiizyonun tetikledigi endotel
hasarinin serbest radikaller ve toksik iirlinler nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Endotel

hasar1 sonras1 damar gegirgenligi ve 6dem olusumu artmaktadir (50).
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2.2.7 Norojenik Sok

Norojenik sok kan damar duvarinin kas tonusunu saglayan sempatik sinir sistemi
sinyallerinin ani kaybiyla karakterize viicuda yetersiz kan akisina sebep olan ve hayati tehdit
eden bir sok tipidir. SKY norojenik sok ile sonuglanabilir. Norojenik sok T6 ve tizeri spinal
kord yaralanmasi olan hastalarda hasar olusumu sirasinda sempatektomi gelismesi ve boylece
sempatik sinir sisteminin supraspinal kontroliiniin kaybolmasi nedeniyle gelismekte ve 6nemli
bir rol oynamaktadir. Kontrol edilemeyen ndrojenik sok tablosu kord hasarini daha da
arttirabilir. Norojenik sokun sistemik etkileri spinal kord ve diger organlarin iskemisini igerir
(33). Klasik triadi; hipotansiyon, bradikardi ve hipotermidir. SKY’de meydana gelen
hipotansiyonun; sempatik tonusun kaybi ve periferik vaskiiler direncin diismesi nedeniyle
oldugu bilinmektedir. Yiiksek kord lezyonu sonrasi bradikardi kalbin sempatik tonusunun
kaybolmasindan dolay1 vagal tonusun karsilanmamis etkisinden kaynaklanir. Endobronsial
negatif basing ve hipoksi ile bradikardi siddetlenir. Meydana gelen bu kaskad; sinir dokusu
hasarin1 daha da arttirarak 6dnemli bir mortalite ve morbidite sebebi olarak karsimiza ¢ikar.
Evrensel bir tanimlama olmamakla beraber; spinal travma sonrasi, belirgin baska bir neden
olmaksizin sistolik kan basincinin < 100 mmHg ve kalp hizinin < 80 atim / dk olmasi1 ya da

tek basina sistolik kan basicinin < 90 mmHg olmasi, norojenik sok olarak kabul edilir (52).

2.2.8 Travma Bolgesinde TNF-a Uretimi

TNF-a en iyi tanimlanmis sitokinlerden biridir. Bu gline kadar MSS’de akut hasarlanma
sonras1 endojen TNF-o’nin rolii ile ilgili net bir konsensiis saglanamamustir. Caligmalar giiclii
bir sekilde SKY sonrasi travma boélgesinde TNF-a tiretiminin sekonder doku hasarina katkida
bulundugunu goéstemektedir (53). Spinal kord hasari yapilan siganlarda travmanin 30.
dakikasinda hasarlanan bolgede TNF-a diizeylerinde artis oldugu ve travmanin siddeti ile
TNF-o diizeyleri arasinda dogru oranti oldugu gosterilmistir (54). Lokositopenik siganlarda
travma bolgesinde TNF-a diizeylerinin artmadigi ve travma sonrasi gelisen motor bozuklugun
azaldigr gosterilmistir (51). Bununla birlikte gilincel ¢alismalardan birinde TNF-a’nin
hasarlanmanin fazina gore ikili role sahip oldugu, SKY sonrast TNF-a asir1 ekspresyonunun
akut fazda zararli, kronik fazda ise yararl etkileri oldugu gosterilmistir (55). Noronal ve glial
hlcrelerde TNF-a reseptorlerinin yerlesim paternindeki farkliliklar, aktivasyon durumlart ve
etkileyen faktorlerin MSS’de TNF-o’nin yararli veya zararli etki gostermesini belirlemede
onemli bir role sahip oldugu diistiniilmektedir (56). Ek olarak TNF-a nétrofilleri aktive ederek
ve aktive notrofillerin endotel yiizeyine tutunmasimi saglayan E-selektin gibi molekiillerin
ekspresyonunu artirarak doku hasarina sebep olur (57).
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2.3 TRAVMA SONRASI ETKIN MOLEKULLER

2.3.1 HMGB-1, TLR-4, RAGE ve NF-k

HMGB-1 HMGB ailesinin (HMGB 1,2,3 ve 4) bir uyesidir. HMGB-1 25-30 kDa
molekiil agirliginda, 215 aminoasit, 3 parca ve 2 DNA baglanma bolgesine sahip iyi
korunmus bir non-histon niklear proteindir (58). 3 parca olan HMGB A box (9-79 aa), B box
(95-163 aa) ve C-terminal asidik kuyruktan (186-215 aa) olugmaktadir (59). Normal
organlarda hiicreleri hasardan koruyan bir faktor olarak rol oynamaktadir. Niklear HMGB-1
DNA’nin mindr oluguna baglanir ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi ile niikleozomlarin

stabilizasyonunda rol oynar (60).

HMGB-1 vertebralilarin hemen her hiicresinde eksprese edilen, cekirdekte yapisal
olarak bulunan ve salgilandiginda inflamatuar etkiler gdsteren bir proteindir. Erken beyin
gelisimi sirasinda MSS’nin kompleks zamansal ve uzaysal dagiliminda rol oynar. On beyin
gelisimi gibi siireglerde kritik Gnemi olan norit gelisimi ve hiicre gogiinii kolaylastirir. Eriskin
donemde HMGB-1 spinal kord ve beyin lezyonlarinda hasarlanma sonrasi néroinflamasyonu
tetiklemeye yarar. HMGB-1 ¢ekirdekte DNA’y1 biiker ve diger niiklear proteinlerin montajini
kolaylagtirr (61). HMGB-1 nekrotik hiicrelerden, viris veya mikobakteri ile enfekte
hlcrelerden pasif olarak salinabilir. Endojen veya ekzojen uyaranlara cevap olarak dogal
immin hucrelerden ise aktif olarak salinabilir. HMGB-1 inflamatuar faktor olarak monosit,
makrofaj, astrosit ve noronlar gibi farkli hiicrelerden salgilanabilir (62). HMGB-1 RA, SLE,
hepatik iskemi ve reperflizyon hasar1 ve nefrit gibi bir¢ok hastalikta TLR-2, TLR-4, TLR-9 ve
RAGE gibi reseptorler tzerinden hicresel sinyal iletisiyle inflamatuar cevabi tetikler (63).
HMGB-1 diizeyleri insanlarda ve hayvanlarda ciddi sepsis durumunda belirgin artmistir ve
HMGB-1 spesifik antikorlarin kullanimi sepsisten 6liimii 6nlemektedir (64). Bir¢ok akut ve
kronik hastalik artmis HMGB-1 diizeyleri ile karakterizedir ve bu durum inflamasyon ve doku
hasar ile iligkilidir. Ayrica HMGB-1 beyin, kalp, karaciger, akciger, gastrointestinal sistem,
eklemler ve kan damarlar1 hastaliklarinin patogenezine katki saglamaktadir ve anti-HMGB-1
etkili maddeler fayda saglamaktadir (64, 65). HMGB-1 ekstraselliiler alana salindiginda
membran reseptorleri Uzerinden inflamatuar cevabi aktive eden endojen faktorlerden olup
‘alarmin’ ailesine dahil edilen 6zgln bir inflamatuar sitokindir, hiicre go¢ii ve ¢ogalmasinda

rol oynar (66).
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Norodejeneratif hastaliklarda endojen HMGB-1 diizeylerinde artis goriiliir. HMGB-1’in
Huntington hastaliginda bazi enzimleri aktive ederek koruyucu etki gdsterdigi rapor edilmekle
birlikte Alzheimer, Parkinson ve MS gibi diger norodejeneratif hastaliklarda hafiza kayba,
kronik ndrodejenerasyon ve noroinflamasyon gelisimine katki saglar. HMGB-1 noral gelisim

ve norodejenerasyon sirasinda dnemli ve ¢ift yonlii bir rol oynar.

HMGB-1 steril inflamasyona (travma, iskemi, otoimmiinite ve kanser) cevaben
hiicrelerin herhangi bir boliimiinden kaynaklanan strese maruz kalmis hiicrelerden salgilanan
veya Olii/6lmekte olan hiicrelerden salinan hasar iliskili molekiiler paternler (DAMPS) denilen
heterojen bir grup molekiliun en iyi tanimlanmis tiyesidir. DAMPs ekstraselliiler alana salinir
ve homeostazi yeniden saglamak amaciyla tehlikeli duruma karsit immiin sistemi uyarir.

Boylece intraselliler DAMPs fizyolojik fonksiyonlarin1 yerine getirir ve immiin sistem
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tarafindan algilanamaz, ekstraselliiler DAMPs ise tehlike sensori olarak gorev yapar ve

immanstimilator molekuldir (67, 68).

Son zamanlarda spinal kord kompresyon hasar1 olan kemirgenlerin spinal cord
dokularinda HMGB-1 diizeylerinin artmis oldugu gosterilmis olup bu durum ndronal hiicre
apoptozu ile iligkilidir (69, 70). Spinal kord iskemik hasari olan kemirgenlerde hem doku hem
serum HMGB-1 dizeylerinin arttig1 gosterilmistir (71, 72). Melatonin, etil piriivat, hidrojen
gaz1 ve hiperbarik oksijenin SKY olan kemirgenlerde HMGB-1 diizeylerini azalttigi, motor
disfonksiyonu diizelttigi ve motor néron apoptozunu azalttigi bulunmustur (69, 71, 72).
Onceki calismalarda gegici serebral iskemi olan siganlarda HMGB-1’in néral hiicrelerde
apoptozu direkt olarak indiikledigi, enfarkt voliimii ve norolojik defisiti arttirdig
gosterilmistir (73, 74). SKY sonrasi gecikmis ndronal hiicre 6liimiiniin apoptoz ile oldugu
bilinmektedir (71, 72, 74). Apoptozun inhibisyonu norolojik diizelme saglamaktadir (71, 72,
74). Bu nedenle bircok akut ve kronik hastalikta oldugu gibi SKY’de de HMGB-1

inhibisyonunun 6zgiin bir tedavi stratejisi olacag1 beklenmektedir.

2.3.2 Nrf2

Oksidatif stres MSS’nin akut yaralanmalari, ndrodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok akut ve kronik hastaligin patofizyolojisinde rol oynar.
Redoksun aktive ettigi transkripsiyon faktorii Nrf2’nin birgok organ ve hiicre tipini toksik
hasara kars1 korudugu gosterilmistir. inflamasyon, SKY sonrasi ikincil hasarin patogenezinde
onemli bir rol oynar. Daha Onceki calismalar, ¢esitli deneysel modellerde Nrf2’nin
inflamasyonun diizenlenmesinde anahtar rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (75). Nrf2
ayrica, antioksidan yanit elementi aktive edici transkripsiyon faktorii olarak rol oynar ve
antioksidan genlerin anlatimini tetikler. SKY sonrasi, Nrf2-antioksidan yanit elementi yolu

spinal kordda devreye girer (76).

Ote yandan bircok kanserde kontrolsiiz Nrf2 aktivitesi sitoprotektif genlerin
ekspresyonunu arttirir ve sonug olarak kanser hiicrelerinin biiylimesini saglayabilir. Nrf2 nin
koruyucu etkisi Alzheimer’in da aralarinda bulundugu birgok MSS hastaliginda gosterilmistir
(77). Calismalarin verileri topluca degerlendirildiginde Nrf2’nin yapisal aktivasyonu biiyiik
oranda mutasyonlar sonrasi Keap 1 fonksiyon kaybi veya Nrf2 gen mutasyonu sonrasi
aktivasyon artigi ile iligkili olmakla beraber baska mekanizmalar da bulunmaktadir (78). Bu
yiizden Nrf2 ekspresyonunu arttirmak veya azaltmak i¢in Keap1-Nrf2 sistemini hedefleyen

farmakolojik ¢alismalar yapilmaktadir.
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ROT kanserin baslangig¢ ve ilerleyisinde 6nemlidir (79). Nrf2 oksidatif ve ksenobiyotik
hasara cevaben birgok sitoprotektif geni diizenledigi i¢in geleneksel olarak kanser onleyici
transkripsiyon faktorii oldugu diistintilmiistiir ve Nrf2’yi aktive eden iiriinlerin kanser onleyici
etkileri ¢alisilmistir (80). 2006 yilinda akciger kanseri hiicre serilerinde ve hasta 6rneklerinde
kalic1 Nrf2 hiperaktivasyonu bulunmasiyla Nrf2’nin onkolojik rolii kesfedilmistir (81). Nrf2
aktivitesinde artis daha sonra diger kanser tiplerinde de bulunmustur. Nrf2, Keap 1 genindeki
mutasyonlar, epigenetik mekanizmalar ve Keap 1 Nrf2 arsindaki baglanmayi bozan gesitli
proteinler Nrf2 aktivasyon artisina sebep olabilir. Nrf 2 aktivasyonu KT, RT direncine sebep
olur ve kanser hiicrelerinin metabolik yeniden programlamayla apoptozdan kacip hizh
proliferasyonunu saglar. Dolayisiyla Nrf2 hiperaktivitesi olan kanser hastalar1 cogu zaman

kotu prognoza sahiptir (78).

Akut ve kronik MSS hastaliklarinda Nrf2 fonksiyonunu arttirma endojen korumayi
arttiran ortak tedavi stratejisidir. Epo ve melatonin Nrf2-ARE yolag: aktivitesini artirir ve
norolojik hastaliklarda faydali etkiler saglar. Tanimlanan Nrf2 aktivatorlerinin bir¢ogu kan

beyin bariyerini gegemez ve bu onlarin MSS hastaliklarinda kullanimini sinirlar (82).

2.4 TRAVMA MODELI

2.4.1 Genel Bilgiler

SKY’den muzdarip hastalar icin tedavi bulmak maksadiyla bircok calisma
yapilmaktadir. Bu c¢aligmalar planlanirken insanda meydana gelen travmayi taklit etme
ihtiyaci1 dogmustur. Birgok travma modeli olmakla beraber travmatik SKY ile bitin
yonleriyle benzesen 6zel bir model yoktur. Modellerin belli avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir ve ¢alismanin hedefine gére uygun model se¢ilmelidir. Bunge ve arkadaslari
hasarlanmis insan spinal kordu fiizerinde yaptiklar1 goriintiileme ve histoloji temelli
aragtirmada travmatik SKY’yi 1-) kavite olusumuyla sonuglanan kontlizyon 2-) masif
kompresyon 3-) laserasyon olarak siniflandirmislardir (83, 84). Kontiizyon hasari en sik fokal
spinal kord kompresyonundan kaynaklanmaktadir ve beyaz ve gri maddeyi ¢evreleyen pia ve
glia limitansi eritir. Spinal kord parankiminde doku hasar1 ve kanama olan yerlerde sivi dolu
bosluklar ve kist olusur. Buna karsilik masif kompresyon ve laserasyon yaralanmalarinda glia
limitans ve pia kesilmektedir. Laserasyon yaralanmalar1 fokaldir ve masif kompresyon

yaralanmalar1 gibi zamanla spinal kordda bag dokusundan bir kitle olusumuyla sonuclanir.
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Primer mekanik SKY sonrasi hayatta kalan akson ve hiicrelerin hasar ve 6liimiine sebep
olan, endojen iyilesme islemlerini bozan sekonder hasarlanma kaskadi vardir. Travmatik
SKY’nin zorluklarim1 azaltmaya ve muhtemel kiir tedavisine yonelik aragtirmalar sekonder
hasar kaskadinin iistesinden gelmeye veya azaltmaya yonelik, endojen tamir mekanizmalarini
arttirici, aksonlar1 rejenere edici, kayip hiicreleri yerine koyucu ve rehabilitasyona yonelik
girisimleri kapsamaktadir. Bu arastirmalar insan SKY’sini taklit eden hayvan modellerinin
olusturulmasina sebep olmustur.

Travmatik SKY c¢alismalari igin si¢anlar sadece kolay ulasilabildikleri igin degil aym
zamanda SKY sonrast olusan morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel degisikliklerin
insandakine benzerlik gostermesi nedeniyle secilmektedir (85-87). Elle mesane bosaltiminin
goreceli kolaylig1 ve idrar yolu enfeksiyonunun daha az goriilmesi nedeniyle disi siganlar

daha cok tercih edilebilir.

2.4.2 Travmatik SKY Sican Modelleri

2.4.2.1 Agirhik Diisiirme

Ik belgelenmis SKY hayvan deneyi kopeklerde agirlik diisiirme teknigini kullanan
Allen tarafindan tanimlanmistir. Agirlik ve yiikseklige bagli olarak kord farkli miktarlarda
guce maruz kalmakta ve degisik derecede SKY ile sonuglanmaktadir. Travma yiizeyinin sekil
ve Olclleri hasarlanmanin akibeti agisindan 6nemli degiskenlerdir (88). Allen’in orijinal
caligmasinda kopek kullanilmis olmakla beraber sonralart agirlik diisiirme teknigi sicanlara
uyarlanmgtir (89).

Bir hasarlanma modelinin farkli siddette hasar ve akibete sebep olacak sekilde
ayarlanabilme 6zelligi cok onemlidir. Hasarlanma cok hafifse, kendiliginden iyilesme hizlica
gelisebilir ve kullanilan ilacin tedavi potansiyelini degerlendirmek zorlasir. Travma c¢ok
siddetli ise ileri diizey fonksiyon kaybina sebep olur ve ilacin potansiyel tedavi kapasitesini
maskeleyebilir.

MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) impaktorii 1991 yilinda Dr.
John Gruner, Carl Mason ve Wise Young tarafindan gelistirilmistir ve eskiden NYU (New
York University) impaktort denirdi. MASCIS impaktorii siganlarda derecelendirilebilir ve
tekrarlanabilir spinal kord kontiizyonu olusturabilir. Impaktér 10 gr.lik bir gubugun 12.5, 25.0
veya 50.0 mm yiikseklikten hareketini kesin olarak olger. Ayrica etki bolgesindeki spinal kord
hareketini Olger, ¢ubugun diisme dogrultusunu gosterir ve impakt hizi, kord kompresyon
araligr, kord kompresyon zamani ve kord kompresyon oranimi Olcer. Boylece Onceden

belirlenen kriterleri saglamayan sicanlar deneyden c¢ikarilabilir.
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2.4.2.2 Anevrizma Klip Kompresyonu

Bir¢ok arastirma grubu sicanlart orijinali Allen tarafindan tasarlanan agirlik diisiirme
modeli i¢in ¢ok kiigiikk bulmaktadir. Arastirmacilar bu problemin iistesinden gelmek ve
insandaki klinik durumlarda karsilagilan ventral kompresyonu daha iyi saglamak maksadiyla
0zel olarak modifiye edilmis Kerr-Lougheed anevrizma Klipi ile kompresyon metodunu
gelistirmislerdir (90). Klip 6nceden istenen kompresyon giicline gore ayarlanir. Klip kolayca

korda tutturulur ve belirlenen kompresyon zaman1 doldugunda kolayca ¢ikarilabilir.

2.4.2.3 Ayarlanabilir Forseps Kompresyonu
Fokal hasarlanma olusturan anevrizma Kklibine alternatif olarak retilen bir yontemdir.

Daha bulyuk hacimde spinal kord dokusunun kompresyonunu saglamaktadir.

2.4.2.4 Kontuzyon

Kompresyon hasar1 glici dorsalden veya lateralden uygulayan birgok metodla
olusturulabilir. Buna karsilik kontiizyon hasarlanmasi modeli 6zel aletlerin kullanimiyla insan
SKY vakalarindakine benzer sekilde dorsal spinal korda gii¢c uygulanmasiyla olusturulur (91).
Hasarin siddetini daha iyi kontrol edebilmek ve biyomekanik ozellikleri daha yakindan
monitorize edebilmek icin bircok laboratuar kontrolli pnémotik kompresyon modellerini
denemeye baglamistir (92). Noyes simdilerde Ohio State University (OSU) aleti olarak bilinen
yeni bir elektromekanik spinal kord impaktorii tantmlamigtir. OSU aletinin yliksek maliyeti
kullanimin1 sinirlandirmakla beraber bu sofistike model biyomekanik yonden hasarlanmanin
siddetini belirleyen kompresyon hizi, kompresyon giicli derinligi vs. gibi etmenler iizerinde

muhtesem kontrol saglamaktadir.

2.4.2.5 Laserasyon

Travmatik SKY modelleri arasinda en sik kullanilan tam transeksiyon, fokal myelotomi,
dorsal veya lateral hemiseksiyon gibi laserasyon modelleridir. Laserasyon yaralanmalari
klinikte sik goriilmemekle beraber yiikselen ve algalan aksonlar arasindaki iletisimi etkili bir
sekilde kesmektedir. Bu nedenle akson rejenerasyonuyla ilgili c¢aligmalara uygun bir

modeldir.

2.4.2.6 Kimyasal Aracili SKY

Daha once tanimlanan modellerin aksine kimyasal aracili SKY travmatik SKY’nin
biitiin komponentlerini icermeyen hedefe yonelik bir girisimdir. Bu deneklerden elde edilen
bulgular klinige uyarlanirken bu durum go6z 6nilinde bulundurulmalidir. Serbest radikal hasari,

eksitotoksik hasar, iskemik hasar gibi tekil etkisi olan molekdllerle model olusturulmaktadir.
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2.5 OLEUROPEIN

Son yillarda anti-inflamatuar ajanlar ve serbest radikal temizleyicilerinin etkinliginin
gorilmesiyle sekonder hasara olan ilgi artmistir. Zeytinyagi oleuropein gibi fenolik igerikten
zengin ve insan saglhigina birgok faydali etkisi olan bir kaynaktir. Oleuropein’in hidrolizi
hidroksitirozol ve tirozol gibi diger fenoliklerin olusumu ile sonuglanir (93). Deneysel
caligmalar oleuropein ve hidroksitirozol gibi derivativlerinin yararli etkilerini anti-oksidan,
anti-inflamatuar, anti-karsinojenik, anti-mikrobiyal, anti-aterojenik ve antiviral 6zelliklerine
baglamaktadir (94-96). Zeytinyagi fenollerinin mutlak noéroprotektif mekanizmasi
bilinmemekle beraber anti-oksidatif anti-inflamatuar etkinin esas mekanizma oldugu kabul

edilmektedir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 DENEY HAYVANLARI

Bu ¢alismada 8-10 haftalik, agirliklar1 250- 300 gr arasinda degisen, daha énce herhangi
bir deneyde kullanilmamis toplam 24 adet disi Spraque-Dawley cinsi sigan kullanildi.
Siganlar Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan saglandi.
Siganlar ¢alisma siiresince oda 1sisinda (22 + 2 °C), 12 saat aydinlik 12 saat karanlik 151k
siklusunda ve %50-60 nem ortaminda barindirilarak, standart pelet sigan yemi ile beslenerek,
suya serbestce ulasabilmeleri saglandi. Calismaya baslamadan once siganlar bir hafta siireyle

bu ortamda izlendi ve ortama uyum saglamalar1 gozlendi.

3.2 ANESTEZI VE SICANLARIN HAZIRLANMASI

Deney hayvanlarina anestezi, cerrahi islem 6ncesi 60 mg/kg ketamin hidroklorr (Parke
Davis, Istanbul) ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorir (Rompun % 2 soliisyon, 50 cc. flakon,
Bayer-Tiirk ilag Ltd. Istanbul) spontan solunumda arka bacaktan intamuskuler yolla
uygulandi. Sedasyondan emin olunduktan sonra sicanlarin dorsal bolgesi tras edildi. Daha

sonra sicanlar sert bir slingerin {istline yiiziistii pozisyonda yerlestirildi.

3.3 SKY TRAVMA MODELi UYGULANMASI

Sicanlar anestezi ile sedasyon saglanip yiiziistii pozisyonda, sert slinger iizerinde
sabitlendikten sonra, daha Once tras edilen siganin dorsal bolgesi batikonla temizlendi. T8-
T11 aras1 orta hattan dikey olarak 15 numara bistiiri ile 3-4 cm uzunlugunda cilt-ciltalt1 kesisi
yapildi. Fasya bilateral bistiiri ile kesildikten sonra paravertebral adeleler dissektor ve punch
yardimiyla siyrildi. Paravertebral adele kanamalart oksitlenmis seliiloz (Surgicel, Ethicon,
Istanbul) yardimiyla kontrol altina alindi. Otomatik ekartor yerlestirildi. Bebek rongeur ile
T9-T10 spindz proses alindi. Daha sonra klemp yardimiyla T9-T10 total laminektomi
uygulandi. Duraya zarar vermeksizin spinal kord ortaya konuldu. Spinal korda kapanma
kuvveti 90 g (0.88 N) olan Yasargil gecici anevrizma klibi (FT262T, Aesculap, Tuttlingen,
Almanya) dura ve spinal kordun tiim katlar1 i¢ine alinarak yerlestirildi ve 30 saniye sonra
cikartildi. Kanama kontroliinden sonra fasya ve cilt 4/0 prolen yardimiyla primer siitiire

edildi.Daha sonra batikonla cilt pansumani yapilarak siganlar kafeslerine koyuldu. Tlm bu
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islemler esnasinda asepsi kurallarina uyuldu ve cerrahi islem sirasinda 1sitict pedler

kullanilarak viicut 1s1s1 36.5-37.5 derece araliginda tutuldu.

Resim 1: Siganlara spinal kord travma modeli uygulanmasi. a) Paramedian kaslar laterale siyrilmig durumda T9-
10 laminalari ve spin6z prosesler; b) T9-10 laminektomi sonrasi intakt dura ve spinal kord; ¢) Anevrizma klipi
ile spinal kord hasar1 olusturulurken; d) Anevrizma klipi ile travma olusturduktan sonra lineer tarda yaralanma
goruyor.

3.4 DENEY GRUPLARI

Sicanlar rastgele secilerek, her bir grupta 8’er adet sigan olmak Uzere UG grup
olusturuldu. Laminektomi grubu hari¢ diger gruplara anevrizma klibi ile spinal kord travma

modeli uygulandi.

Grup 1 (Laminektomi) (n: 8): Bu grupta siganlara anestezi verildikten sonra T9-T10
laminektomi yapilip travma uygulanmadan cilt-cilt alt1 siitiire edilerek kapatildi. Ardindan

0.dk ve 1.saatte intraperitoneal yolla %0,9 saline enjeksiyonu yapildi. (5 mi/kg)

Grup 2 (Travma) (n: 8): Bu grupta siganlara anestezi verildikten sonra T9-T10
laminektomi yapilip Yasargil gegici anevrizma klibi ile 30 sn. ekstradural kompresyon
uygulandi, islem sonrasi kanama kontrolii saglandr ve cilt-cilt alt1 siitiire edilerek kapatildi.

Ardindan 0.dk ve 1.saatte intraperitoneal yolla %0,9 saline enjeksiyonu yapildi. (5 ml/kg)
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Grup 3 (Oleuropein) (n: 8): Bu grupta siganlara anestezi verildikten sonra T9-10
laminektomi Yasargil gecici anevrizma klibi ile 30 sn. ekstradural kompresyon uygulandi,
islem sonrasi kanama kontrolii saglandi ve cilt-cilt alti siitiire edilerek kapatildi. Ekstradural

kompresyon sonrast 20 mg/kg oleuropein 0 ve 1. saatte intraperitoneal yolla uygulandi. (5
ml/kg)

Oleuropein doz, uygulama yontemi ve zamami Onceki ¢alismalar g6z Oniinde

bulundurularak belirlenmistir.

3.5 SAKRIFIKASYON ISLEMi VE DOKU ORNEKLERININ ALINMASI

Literatlrdeki diger calisma oOrnekleri incelendiginde HMGB-1 dizeylerinin travma
sonras1 24-48 saatte en yiiksek diizeylere ulastigi goriilmistir (1,2,3). Biz ¢alismamizda
oleuropein’in akut donemdeki etkisini gérmeyi amagladigimiz igin siganlar1 1. giin sakrifiye
ettik. 24. saatte anestezi uygulanip sedasyon saglandiktan sonra tiim gruplardaki siganlardan
intrakardiyak yolla 10 cc kan alind1 ve kuru (jelsiz) biyokimya tlplerine koyuldu. Daha sonra
sicanlar dekapitasyon islemi ile sakrifiye edildi. Spinal kord laminektomi alani kranial ve
kaudale 2 seviye daha genisletildikten sonra diizgiin bir sekilde doku 6rnegi alindi. Alinan

ornekler %10 formaldehid iceren tlplere konuldu.

3.6 IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM

Immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in, spinal kord &rnekleri, %10’luk ndtral formalinde
fikse edildi. Fiksasyonun ardinan, doku Ornekleri tam otomatik doku takip cihazinda
(Histokinet) (Leica TP 1020 ve Leica EG 1160; Leica, Wetzlar, Germany) islenerek
58 °C’lik parafine gomuldl. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2155; Leica, Wetzlar,
Germany) ile alinan 4-pm kalinhigindaki kesitler, pozitif yiikli lamlara yapistirildi. Spinal
kord Orneklerinde, HMGB-1, TLR4, RAGE, Nrf2 ve NF-xB immdunoreaktiviteleri,
Streptavidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (StrepABC) yontemi ile imminohistokimyasal
olarak incelendi.

Streptavidin-Biotin Peroksidaz Kompleks (StrepABC) Yodntemi: Parafin kesitler
deparafinizasyon isleminden sonra hidrate edilerek, saf su ile yikandi. Kesitleri i¢eren pozitif
yiiklii lamlar saf suda yikandiktan sonra, mikrodalgada 10 dakika (2x5 dakika) boyunca sitrat
tamponu (pH 6.0) icerisinde 700 Watt’ta kaynatildi ve ardindan 20 dakika oda sicakliginda
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sogumaya birakildi. Sitrat tamponunun ardindan saf suda yikanan lamlar 9-10 dakika (3x3
dakika) boyunca tuzlu fosfat tamponunda (PBS; 0.01 M; pH 7.4) bekletildi. Oda sicakliginda
ve nemli ortamda metanolde hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit (H202)’de (Merck, 1.08597)
endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi i¢in 10 dakika karanlik ortamda tutulduktan
sonra tekrar PBS’e alindi. Ardindan kesitlere oda sicakliginda 10 dakika boyunca bloklayici
serum (Thermo Scientific, TA-125-UB; Deutsch, Germany) uygulamasi yapildi. Kesitler,
antikor uygulama protokollne uygun olarak TLR4 (Novus, NB100-56566), RAGE (Novus,
NBP2-03950) ve NF-xB (Santa Cruz, sc-114) antikorlarinda +4 °C’de bir gece (18-19 saat),
HMGBL1 (Novus, NB100-2322) ve Nrf2 (Santa Cruz, sc-722) antikorlarinda ise 37 °C etiivde
1 saat inkibe edildi. HMGB-1, TLR4 ve Nrf2 antikorlari, antikor sulandirici (Thermo
Scientific, TA-125-UD) ile 1:100, RAGE antikoru 1:50, NF-kB antikoru ise 1:25 oraninda
sulandirildi. Antikor uygulamasinin ardindan kesitler, PBS’de 10 dakika yikandiktan sonra,
oda sicakliginda 30 dakika boyunca keg¢iden elde edilmis biyotinlenmis anti-tavsan sekonder
antikoru (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile inkibe edildiler. Lamlar, PBS’de 10 dakika
yikandiktan sonra, peroksidaz ile isaretli streptavidin (Thermo Scientific, TS-125-HR)’de oda
sicakliginda 30 dakika tutuldu. Renkli reaksiyon iiriiniiniin olugmasi igin kesitler, mikroskopta
reaksiyonun izlenmesi temel alinarak, yaklasik 10 dakika boyunca 3-amino-9-etilkarbazol
(AEC) (Thermo Scientific, TA-004-HAC) ile karanlik ortamda inkiibe edildi ve ardindan
reaksiyonun durdurulmasi amaciyla distile su ile yikandi. Yikamanin ardindan, zit boyama
asamasi i¢in kesitler 1 dakika boyunca Mayer hematoksilende (Thermo Scientific, TA-125-
MH) bekletildi. Kesitler, 5 dakika boyunca musluk suyunda yikandiktan sonra su bazli
kapatict (Thermo Scientific, TA-060-UG) ile kapatildi. Negatif kontrol kesitlerine, primer
antikor yerine distile su uygulamasi yapildi (Gurel ve ark., 2007). Kesitler, Leica DM4000 B

151k mikroskobu ile incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.7 DNA FRAGMENTASYONUNUN BELIRLENMESI (TUNEL YONTEMI)

Formalin ile fikse edilmis spinal kord Ornekleri, 58 °C’lik parafine gdmuldu. Parafin
bloklardan mikrotom ile alinan 4-um kalinligindaki kesitler, pozitif yiiklii lamlara yapistirildi.
Kesitlerdeki apoptotik hiicreler, ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit (Chemicon
International, Darmstadt, Germany) kullanilarak, TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end labeling) yontemi ile gosterildi. Parafin bloklardan
alinan 4-pm kalinligindaki kesitler bir gece 37 °C’de tutuldu. Ksilol ve azalan alkol

serilerinden gecirilerek deparafinize edilen kesitler, PBS’de yikandi. Bunu takiben, kesitler 15
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dakika boyunca 20 pg/ml proteinaz K (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) enzimi ile 37 °C
etivde inkiibe edildi. Kesitlere, karanlik ortamda endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi icin 5 dakika boyunca PBS’de hazirlanmis %3’liik H20. (Merck, 1.08597)
uygulandi. 37 °C etiivde dengeleme tamponunda 10 dakika tutulan kesitlere, 1.5 saat siiresince
TdT enzimi uygulamasi yapildi. TdT enziminin reaksiyonunu durdurmak i¢in, kitin igerisinde
bulunan durdurma/yikama tamponu oda sicakliginda 10 dakika uygulandiktan sonra, kesitler
PBS ile 3 dakika (3x1 dakika) boyunca yikandi. Bunu takiben anti-digoksigenin peroksidaz
enzimi 30 dakika boyunca 37 °C etiivde uygulandi. PBS’de 8 (4x2) dakika yikama
yapildiktan sonra, kesitlere kromojen olarak 3,3'-diaminobenzidine (DAB) substrati
uygulandi. 30-45 dakikalik uygulamanin ardindan, kahverengi olarak gozlenen reaksiyon,
distile su ile durduruldu. Kesitler bu agamadan sonra zit boya olarak kullanilan metil yesili ile
boyandiktan sonra, hizli bir sekilde biitanolden gecirildi. Toplam 15 dakikalik (3x5 dakika)
ksilol uygulamas: ile saydamlastirilan lamlar entallan ile kapatilarak, 1s1k mikroskobunda
incelenmek tiizere hazirlandi. TdT enziminin uygulandigi basamakta, negatif kontrol

preparatinda enzim yerine distile su kullanild1 (Taskin ve ark., 2009).

3.8 H-SKOR ve APOPTOTIK INDEKSIN HESAPLANMASI

Tiim degerlendirmeler iki kor gozlemci tarafindan bagimsiz olarak yapildi. Yapilan
immiinohistokimyasal boyama sonrasinda spinal kord kesitlerindeki reaksiyonlar, 6 farkli
grubun tiim bireylerinde, 400x biiyiitmede ve rastgele secilmis 7 farkli alanda degerlendirildi.
1mmﬁnohist0kimyasal olarak HMGB-1, TLR4, RAGE, Nrf2 ve NF-kB boyanmalarini analiz
etmek icin, kesitlerdeki immun pozitif hicreler histolojik skor (H-Skor) kullanilarak
degerlendirildi (Senturk ve ark., 1999; Taskin ve ark., 2008). Pozitif boyanan hcreler
sayilarak, boyanma yogunluguna bagli olarak derecelendirildi: 0, negatif; 1, hafif; 2, orta; 3,
yogun olarak kabul edildi. Her bir dokuda H-Skor degeri, H-Skor = Pi (i + 1) formuliyle
belirlendi. Formiilde, “i”

yiizde degeridir. Tim kesitler, Leica DM4000 B mikroskobu (Leica) kullanilarak

yogunluk skoru (derecesi), “Pi” ise boyanma gosteren hiicrelere ait

fotograflandi.

Apoptotik hiicre sayimi, iki kor gozlemci tarafindan bagimsiz olarak, 6 farkli grubun
tim bireylerinde, 400x biiyiitmede ve rastgele secilmig 7 farkli alanda sayim yapilarak
belirlendi. Sonuglar, gruplardaki her bireyin 7 farkli alanindan elde edilen degerlerin

ortalamasi olarak ifade edildi (ortalama deger / alan) (Erdogan et al., 2015).
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3.9 WESTERN BLOT YONTEMI

Reaktifler

Sicanlardan alinip homojenizasyonu yapilan doku orneklerinde, Bradford yontemi ile 1
mg/ml Bovine serum albiimin (BSA) standart olarak kullanilarak, total protein miktar tayini
595 nm dalga boyunda Plak okuyucu (Thermo Scientific Multiskan FC, 2011-06, USA)’da
Olcildi. Her bir 6rnek igin yaklasik 20 g total protein SDS-PAGE’e yiiklendi. 1 saat 120
mv’da yiritiildi. Transfer islemi Invitrogen I Blot transfer cihazi kullanilarak st ve alt
PVDF membranlara aktarilarak yapildi. Transfer isleminden sonra membranlar bloklama
islemine tabi tutuldu. Bloklama islemi i¢in, membranlar %5’lik skim milk (sut tozu)’de +4
°C’de galkalayicida 1 saat inkiibasyona birakildi. Bloklama islemi bittikten sonra membranlar
TBS-T ile 2 defa yikandi. HMGB-1 (Novus, NB100-2322), TLR-4 (Novus, NB100-56566),
RAGE (Novus, NBP2-03950), Nrf2 (Santa Cruz, sc-722), Bax (Santa Cruz, sc-493), Bcl-2
(Santa Cruz, sc-492), p53 (Santa Cruz, sc-126), Caspase-3 (Santa Cruz, H-277) primer
antikorlar1 1/500 oraninda hazirlandi. Membranlar primer antikorlar ile isaretlendikten sonra
+4 °C’de galkalayicida 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin membranlar TBS-T ile 3 defa
yikandiktan sonra 1/500 oraninda hazirlanan sekonder antikor (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz Ca USA) ile isaretlenerek 1 saat oda 1sisinda calkalayict iizerinde
inkiibasyona birakildi. Bantlar, Vilbert Laurmart Fusion Fx5 cihazinda goriintiilendi ve

degerlendirildi.

3.10 BIYOKIMYASAL YONTEM

3.10.1 Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total Oksidan Seviye (TOS)

Inflamasyonlar, aldigimiz besin maddeleri, normal metabolizma, radyasyon, yaslanma,
normalden yiiksek oksijen basinci (pO2), 0zon (Oz), azot dioksit (NO2), kimyasal maddeler,
sigara ve ilaglar gibi birgok uyarilarin etkisiyle, oksidan adi verilen molekiiller ortaya ¢ikar.
Bu oksidan molekullere serbest radikaller ya da reaktif oksijen turleri (ROT) de
denilmektedir.

Oksidanlar: hucrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tum Onemli
bilesiklerine zarar vererek; kanser, kalp hastaliklari, bagirsak hastaliklari, depresyon,

damarlarda yap1 bozukluklar1 ve erken yaslanma gibi onlarca 6nemli soruna yol agabilirler.
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TAS icin reaktifler

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45 mM
Fe(NH4)2(S04)2-6H20 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7,5 mM hidrojen peroksit 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde
karigtirilarak hazirlandi.

Prensip:

Fe**—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu giiglii reaktif oksijen tiirii indirgenerek diisiik pH’da renksiz o-
dianisidine molekdli ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidine radikallerini
olustururlar. Dianisidil radikalleri, ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artmaktadir. Ancak, orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk

olusumunu durdurmaktadirlar.

Calisma zamaninda, daha 6nce -80 °C’de saklanan serum 6rnekleri oda 1sisina getirildi.
Total protein Ol¢iimleri yapilmis doku oOrnekleri ile beraber calismaya dahil edildi. Tim
orneklerden 100’er ul alinip tizerlerine sirasiyla, 150 pl R1 ve 150 pl R2 eklendi. 1 dakika 37
°C’de bekletildikten sonra spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiscan FC, 2011-
06,USA) 240 nm’de okundu. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan

Trolox kullanild1 ve sonuglar mmol.Trolox.ekivalent/L olarak ifade edildi.
TOS icin reaktifler

Reaktif 1: 140 mM’lik NaClI ¢ozeltisi igerisine 25 mM H2SOs ¢Ozilerek ana soliisyon
hazirlandi. Ana soliisyonda, 6nce% 10 oraninda gliserol ¢oziildii, daha sonra total hacimde

250 uM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde 6nce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢ozuldi,

daha sonra 5 mM amonyom ferrdz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlandi.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iliskili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak olgilir.

Calisma zamaninda, daha once -80 °C’de saklanan serum Ornekleri oda 1sisina getirildi.

Total protein Ol¢limleri yapilmis doku oOrnekleri ile beraber calismaya dahil edildi. Tim
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orneklerden 100’ er pl alinip tizerlerine sirasiyla 150 pl R1 ve 150 pl R2 eklendi. 1 dakika 37
°C’de bekledikten sonra spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiscan FC, 2011-06,USA)
520 nm’de okundu. Standart olarak H20> kullanild1 ve sonuglar pmol.H202.ekivalent/L olarak
ifade edildi.

3.10.2 Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmasi

TAS’m birimi pumol.Trolox.ekivalent/L’ye ¢evrilir ve asagidaki formil kullanilarak

oksidatif stres indeksi hesaplanir.

Oksidatif stres indeksi (OSI) = TOS (umol.H>O>.ekivalent/L) x 100
TAS (umol.Trolox.ekivalent/L)

3.11 istatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen imminohistokimya, western blot, biyokimyasal analizler
ve TUNEL yo6ntemi sonuglari, ortalama+standart hata (S.E.M.) olarak hesaplandi. Gruplarin
dagiliminin normal dagilima uygunlugunun test edilmesini takiben, istatistiksel degerlendirme
GraphPad Prism (GraphPad Prism Version 5 Software Program, San Diego, CA) Programi
kullanilarak, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonrasinda Tukey ¢oklu karsilastirmalar
testi ile yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4) BULGULAR

4.1 IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Calismamizda, spinal kord kesitlerinde HMGB-1, TLR4, RAGE, NF-xp ve Nrf2

diizeyleri immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.

4.1.1 HMGB-1, TLR4, RAGE ve NF-kp Duzeyleri

Hiicre dist HMGB-1; RAGE, TLR2 ve TLR4 ile etkilesim kurarak enflamatuar
sinyallere veya diger hiicresel cevaplara aracilik eder. Bu da, transkripsiyon faktori NF-«kf3 ve
MAPK aktivasyonu ile sonuglanir. Calismamizda, tim gruplarin spinal kord Orneklerinde
HMGB-1 (Resim 2), TLR4 (Resim 3), RAGE (Resim 4) ve NF-xf (Resim 5) dizeyleri
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Travmatik spinal kord hasari olusturulan 1
gunlik travma grubunda, laminektomi grubuna gére HMGB-1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001),
RAGE (P<0.001) ve NF-kf (P<0.001) diizeylerinin anlamli derecede arttig1 belirlendi. Buna
karsin, travmatik spinal kord hasari olusturulduktan sonra oleuropein verilen OLE grubunda,
HMGB-1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001) ve RAGE (P<0.001) diizeylerinin travma grubuna gore
anlamli derecede azaldig1 gozlendi. OLE grubunda, NF-xf dizeyleri travma grubuna gore

azalmasina karsin, bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 1 ve Sekil 2).

PARAMETRELER LAMINEKTOMI TRAVMA OLE

HMGB1 (H-Skor) 171,0+4,5 197,3+3,5 176,2+3,7
TLR4 (H-Skor) 219,6%4,1 308,3 4,3 238,745,0
RAGE (H-Skor) 213,1+4,4 276,716,2 233,1+4,2
NF-kB (H-Skor) 217,146,3 277,548,3 254,1+6,4

Tablo 1: Spinal kord 6rneklerinde HMGB1, TLR4, RAGE, NF-kB’ya ait H-Skor degerlerinin ortalama + standart
hata degerleri.
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Resim 2: Spinal kord drneklerinde sitoplazmik HMGB1 duzeylerinin (1) laminektomi, tavma ve oleuropein
(OLE) uygulanan gruplarda immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi. Bar: 50 um.

¢

Resim 3: Spinal kord 6rneklerinde sitoplazmik TLR4 diizeylerinin (1) laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda imminohistokimyasal olarak gosterilmesi. Bar: 50 pum.

:6’ A5y

Resim 4: Spinal kord drneklerinde sitoplazmik RAGE duizeylerinin (1) laminektomi, travma ve oleuropein
(OLE) uygulanan gruplarda immiinohistokimyasal olarak gdsterilmesi. Bar: 50 pm.

lravr o B - S o)

%

Resim 5: Spinal kord drneklerinde nuklear NF-xB diizeylerinin (1) laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda immunohistokimyasal olarak gdsterilmesi. Bar: 50 pum.
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Sekil 2: Spinal kord 6rneklerinde HMGB1, TLR4, RAGE ve NF-xB dizeyleri. Spinal kord kesitlerinde
HMGB1, TLR4, RAGE ve NF-«B’nin immiinohistokimyasal diizeyleri, spinal kord hasar1 yapilan travma
grubunda artarken; laminektomi yapilan ve oleuropein (OLE) uygulanan gruplarda travma uygulanan gruba gore
azaldi. ***P<0.001, travma grubuna gore anlamlilik degeri.

4.1.2 Nrf2 DUzeyleri

Calismamizda 1 giin sonra sakrifiye edilen laminektomi, travmatik spinal kord hasari
olusturulan travma ve oleuropein (OLE) verilen gruplarin niikleer reaksiyon veren Nrf2
diizeyleri immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Travmatik spinal kord hasarinin Nrf2
dizeylerini arttirdigi (P<0.01), bu diizeylerin OLE uygulamasiyla travma grubuna gore daha
da yiikseldigi belirlendi (P<0.001) (Tablo 2, Resim 6 ve Sekil 3).

PARAMETRELER LAMINEKTOMI TRAVMA OLE

Nrf2 (H-Skor) 101,6%4,2 117,943,7 167,1+2,8

Tablo 2: Spinal kord 6rneklerinde Nrf2’ye ait H-Skor degerlerinin ortalama * standart hata degerleri.

32



Laminektomi —==_— Travma OLE : ——y

Resim 6: Spinal kord drneklerinde Nrf2 diizeylerinin (1) laminektomi, travma ve oleuropein (OLE) uygulanan
gruplarda imminohistokimyasal olarak gosterilmesi. Bar: 50 pm.
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Sekil 3: Spinal kord érneklerinde Nrf2 diizeyleri. Nrf2 diizeyleri, laminektomi grubunda spinal kord hasari
yapilan travma grubuna gére diisiikken, oleuropein (OLE) uygulanan grupta travma uygulanan gruba gére
anlamli olarak artt1. **P<(.01; ***P<0.001, travma grubuna gore anlamlilik degeri.

4.2 DNA FRAGMENTASYONU (TUNEL YONTEMI) BULGULARI

Bir gin sonra sakrifiye edilen deney gruplarinin spinal kord kesitlerinde TUNEL
yontemi ile apoptotik hiicreler gosterildi (Resim 7). Buna gore travma grubunda, laminektomi
grubuna gore alanda bulunan ortalama apoptotik hiicre sayisinin arttigi (P<0.001); OLE
(P<0.001) grubunda ise travma grubuna gore apoptotik hiicre sayisinin anlamli miktarda
azaldig1 belirlendi (Tablo 3, Sekil 4).

PARAMETRELER LAMINEKTOMI TRAVMA OLE

TUNEL-Pozitif Hiicre Sayisi 10,7+0,7 21,8+0,9 12,3+0,4
(Ortalama Deger / Alan)

Tablo 3: Spinal kord 6rneklerinde TUNEL sonuglarina ait TUNEL-pozitif hiicre sayisinin ortalama * standart hata
degerleri.
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Resim 7: Laminektomi, travma ve OLE gruplarimin spinal kord érneklerinde TUNEL reaksiyonu (1). Bar: 50
pm.
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Sekil 4: Spinal kord 6rneklerinde TUNEL reaksiyonu. Apoptotik hiicre sayisi, spinal kord hasar1 yapilan travma
grubunda laminektomi grubuna gore artarken, oleuropein (OLE) uygulanan grupta travma uygulanan gruba gore
anlamli olarak azaldi. ***P<0.001, travma grubuna gore anlamlilik degeri.

4.3 WESTERN BLOT BULGULARI

4.3.1 HMGB-1, TLR4 ve RAGE Diizeyleri

HMGB-1 vertebralilarin hemen her hiicresinde eksprese edilen, cekirdekte yapisal
olarak bulunan ve salgilandiginda TLR4, RAGE gibi reseptorler tzerinden hiicresel sinyal
iletisiyle inflamatuar etkiler gosteren bir proteindir. Travma grubundan alinan 6rneklerde bu

proteinin seviyesinin laminektomi grubuna gére anlamli olarak arttigi (P<0.001), oleuropein
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verilen siganlarda HMGB-1 proteini ekspresyonunun, travma grubuna gore anlamli olarak
azaldig1r goriilmektedir (P<0.001) (Sekil 5). HMGB-1, TLR4 ve RAGE’e ait western blot

degerlerinin ortalama =+ standart hata degerleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 4).

PARAMETRELER LAMINEKTOMI TRAVMA OLE

HMGB1/B-aktin 2,92+0,04 3,89+0,02 3,24+0,04
TLR4/B-aktin 1,58+0,02 6,76+0,02 1,63+0,02
RAGE/B-aktin 2,11+0,04 6,00+0,03 1,91+0,02

Tablo 4: HMGB1, TLR4 ve RAGE’e ait western blot degerlerinin ortalama + standart hata degerleri
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Sekil 5: Spinal kord 6rneklerinde HMGB1 proteini anlatiminin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda western blot yontemiyle gdsterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna goére anlamlilik degeri.

Calismamizda laminektomi grubu hayvanlarda TLR4 ekspresyonu oldukca az miktarda
olmusken, travma grubundaki hayvanlarda TLR 4 ekspresyonu, HMGBL1 proteini gibi yiksek
miktarda bulunmustur (P<0.001). OLE grubunda ise TLR 4 (n ekspresyonu da travma
grubuna gore anlamli derecede azalmigtir (P<0.001) (Sekil 6).
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Sekil 6: Spinal kord érneklerinde TLR4 proteini anlatiminin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda western blot yontemiyle gdsterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna goére anlamlilik degeri.
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Sekil 7: Spinal kord érneklerinde RAGE proteini anlatimimin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda western blot yontemiyle gdsterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna goére anlamlilik degeri

HMGB-1 proteininin reseptori olan RAGE proteini ekspresyonu da travma grubunda
laminektomi grubuna goére anlamli miktarda artmistir (P<0.001). OLE grubunda ise RAGE

ekspresyonu travma grubuna gore anlamli derecede azalmistir (P<0.001) (Sekil 7).
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4.3.2 Nrf2 DUzeyleri

Akut SKY hastalarinda oksidatif stres ge¢ noron ve glia o6liimiine katki saglar ve
sekonder hasar kaskadinda onemli bir yere sahiptir. Redoksun aktive ettigi transkripsiyon

faktorli Nrf2’nin birgok organ ve hiicre tipini toksik hasara karsi korudugu gosterilmistir.

PARAMETRELER LAMINEKTOMI TRAVMA OLE

Nrf2/B-aktin 2,68+0,03 3,11+0,02 4,19+0,03

Tablo 5: Nrf-2’ye ait western blot degerlerinin ortalama * standart hata degerleri.
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Sekil 8: Spinal kord 6rneklerinde Nrf2 proteini anlatimimin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE) uygulanan
gruplarda western blot yontemiyle gosterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna gore anlamlilik degeri.

Calismamizda laminektomi grubu ile karsilastirildiginda travma grubunda Nrf2
diizeylerinde anlamli artig goriilmistiir (P<0.001). Bu durum travma sonrasi oksidatif stresin
artist ve buna cevaben antioksidan sistemi aktive etmek iizere Nrf2 diizeylerinin artigiyla
iliskilidir. Ole grubunda travma grubuyla karsilastirildiginda Nrf2 diizeylerinde anlamli artis
goriilmiistiir (P<0.001) (Sekil 8). Boylece oleuropein Nrf2 diizeylerini arttirarak antioksidan
etkinlik gostermektedir.
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4.3.3 Bax, Bcl-2, Aktif Kaspaz 3, P53 Duizeyleri

Bax proteini, p53 adli tiimoér baskilayici proteinin kofaktdrii olma islevine sahip,
insanda bulunan bir proteindir. Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir Oyesidir. Bax, p53

araciligiyla indiiklenir ve bulundugu hiicrenin apoptoza gidisini hizlandirir.

PARAMETRELER LAMINEKTOMI TRAVMA OLE

Bax/p-aktin 2,22+0,04 4,86+0,02 2,97+0,02
Bcl-2/p-aktin 3,68+0,03 2,83+0,02 3,57+0,03
Aktif Kaspaz-3/B-aktin 1,75+0,03 4,95+0,03 3,34+0,04
P53/B-aktin 2,65+0,02 4,31+0,02 2,99+0,02

Tablo 6: Bax, Bcl-2, Aktif Kaspaz-3 ve P53’e ait western blot degerlerinin ortalama + standart hata degerleri.
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Sekil 9: Spinal kord 6rneklerinde Bax proteini anlatiminin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE) uygulanan
gruplarda western blot yontemiyle gosterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna gore anlamlilik degeri.

Calismamizda, laminektomi grubunda diisiik seviyede bulunan Bax proteini, travma grubunda
laminektomi grubuna gore anlamli derecede yiiksek diizeylere ¢ikmistir (P<0.001). Bu da
travma sonrasinda apoptozun Bax artisina bagli olarak arttigini gostermektedir. Travma
olusturulan siganlarda oleuropein uygulamasi sonucunda, travma grubuna gore Bax duzeyleri

anlamli derecede diisiis gostermistir (P<0.001) (Sekil 9).
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Sekil 10: Spinal kord 6rneklerinde Bcl2 proteini anlatiminin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda western blot yontemiyle gdsterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna goére anlamlilik degeri.

Bcl-2 proteini antiapoptotik bir proteindir. Laminektomi grubunda bu protein miktari
normal seviyedeyken, travma grubunda bu proteinin ekspresyonu anlamli olarak diismiistUr
(P<0.001). Travma sonras1 oleuropein verilmis olan grupta ise apoptozun azalmasina bagl

olarak Bcl-2 proteininin seviyesi anlamli derecede artmistir (P<0.001). (Sekil 10)
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Sekil 11: Spinal kord 6rneklerinde kaspaz-3 proteini anlatimimin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda western blot yontemiyle gdsterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna goére anlamlilik degeri.

Aktif Kaspaz-3, hiicre dongusiunde bulunan 6nemli bir proteindir. Apoptozdan

sorumlu olan bu protein kaspaz protein ailesinin bir tyesidir. Laminektomi grubunda aktif
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kaspaz-3 proteini ¢ok az miktarda eksprese edilmistir. Travma grubunda asir1 derece eksprese
edilmis olan aktif kaspaz-3 proteini (P<0.001), apotozun artisin1 géstermektedir. Oleuropein

grubunda aktif kaspaz-3 ekspresyonu anlamli derecede azalmistir (P<0.001) (Sekil 11).
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Sekil 12: Spinal kord 6rneklerinde P53 proteini anlatimimin laminektomi, travma ve oleuropein (OLE)
uygulanan gruplarda western blot yontemiyle gésterilmesi. ***P<0.001, travma grubuna goére anlamlilik degeri.

P53 apoptozu tetikleyen bir proteindir. Laminektomi grubunda bu protein miktari
normal seviyedeyken, travma grubunda bu proteinin ekspresyonu anlamli olarak artmistir
(P<0.001). Travma sonrast oleuropein verilmis olan grupta ise P53 proteininin seviyesi

travma grubuna gore anlamli derecede azalmistir (P<0.001). (Sekil 12)

4.4 BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.4.1 Total Antioksidan Kapasite (TAS), Total Oksidan Seviye (TOS) ve Oksidatif Stres
Indeksi (OSI) Bulgular:

Calismamizda spinal kord doku 6rneklerinde ve serum orneklerinde total antioksidan
kapasite (TAS), total oksidan kapasite (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri
incelendi. Travma grubunda laminektomi grubuna goére TAS degerlerinin serum ve doku
orneklerinin her ikisinde de istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi (P<0.05), TOS
(P<0.01) ve OSI (P<0.01) degerlerinin ise doku orneklerinde daha anlamli olmak iizere arttig1
belirlendi. OLE grubunda travma grubunda diisiik olan TAS degerlerinin doku 6rneklerinde
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daha fazla olmak tizere yiikseldigi (P<0.001), TOS (P<0.001) ve OSI (P<0.001) degerlerinin
ise yine doku Orneklerinde daha fazla olmak lizere diistiigi tespit edilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13: Serum ve spinal kord 6rneklerinde total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite (TOS) ve
oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, travma grubuna gére anlamlilik degeri.
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5) TARTISMA

Teknoloji ve giinlimiiz yasam tarzi nedeniyle travma riski ge¢cmise nazaran artmustir.
Gelismis medikal ve cerrahi tedavi segeneklerine ragmen spinal kord travmaya en hassas,
tedaviye en direngli anatomik yapilardandir. SKY; travma sirasinda olan ve direkt hiicre
6lumi ve kanama gibi etkilerden olusan primer hasarlanma ve sonrasinda gelisen sekonder
hasarlanma mekanizmalarini igerir. SK'Y’deki nérolojik disfonksiyona her iki mekanizma da
sebep olmakla beraber arastirmalarin cogu Onlenebilir, en azindan azaltilabilir sekonder
hasarin patofizyolojisini anlamaya ve SKY’yi takiben olusan ge¢ hiicre kaybini1 azaltmaya

odaklanmastir.

SKY nin akibeti kalsiyum iyon kanallari, serbest oksijen radikallerinin tetikledigi lipid
peroksidasyon, inflamatuar reaksiyon, otoimmdiin cevap, vaskiler olaylar ve apoptozdan
olusan hiicresel, molekiiler ve biyokimyasal kaskadlar serisinin aracilik ettigi sekonder
hasarin boyutuna baglhdir (4-6). Sekonder hasar birkac haftadan birka¢ aya kadar stirmekte ve
patofizyolojisinde inflamasyonun sebep oldugu degisiklikler etkili olmaktadir. inflamasyon
kritik bir siire¢ olup, kalan noronlarin yenilenmesine engel olan kalintilarin temizlenmesini
saglar. Bununla birlikte inflamatuar reaksiyonun asiri aktivasyonu, saglikli dokuya zarar
verip, yaralanma siddetini arttirabilir. Bu yiizden SKY sonrasi inflamasyonun ekzojen

kontrolii 6nemli bir yer tutmaktadir.

Yapilan calismalarda spinal kordda travma ve iskemi gibi noral doku hasar1 yaratan
patolojilerden sonra nekrotik dokularin nukleuslarindan sitoplazmaya veya ekstraselliiler
araliga salman HMGB-1 proteininin, proinflamatuar sitokin salimimini tetikledigi ve
inflamasyonun 6nemli medyatorlerinden biri oldugu gosterilmistir. HMGB-1 erken beyin
gelisimi sirasinda MSS’nin kompleks zamansal ve uzaysal dagiliminda rol oynar. On beyin
gelisimi gibi siireglerde kritik 6nemi olan norit gelisimi ve hiicre gogilinii kolaylagtirir.
HMGB-1 RA, SLE, hepatik iskemi ve reperfiizyon hasari, nefrit gibi bir¢ok hastalikta ve
SKY ile travmatik beyin hasari sirasinda TLR-2, TLR-4 ve RAGE gibi reseptorler tGizerinden
hiicresel sinyal iletisiyle inflamatuar cevabi tetikler. HMGB-1’in RAGE ve TNF
ekspresyonunu arttirdigt ve inflamatuar reaksiyonlar araciligiyla apoptozu tetikledigi

gosterilmistir (70).

Calismamizda, spinal kord 6rneklerinde HMGB-1, TLR4, RAGE ve NF-«xf diizeyleri

western blot ve immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirildi. Travma grubunda,
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laminektomi grubuna gére HMGB-1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001), RAGE (P<0.001) ve NF-«kf
(P<0.001) diizeylerinin anlamli derecede arttig1 belirlendi. Buna karsin OLE grubunda,
HMGB-1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001) ve RAGE (P<0.001) diizeylerinin travma grubuna gore
anlamli derecede azaldigi gozlendi. OLE grubunda, NF-xf diizeyleri travma grubuna goére
belirgin azalmasina karsin, bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.

Oksidatif stres MSS’nin akut yaralanmalari, nérodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok akut ve kronik hastalifin patofizyolojisinde rol oynar.
Redoksun aktive ettigi transkripsiyon faktorii Nrf2’nin bir¢ok organ ve hiicre tipini toksik
hasara kars1 korudugu gosterilmistir. ROT, RNT 0retimi ve artmis oksidatif stres birgok MSS
hastaliginin patofizyolojisinin merkezindedir (97). Oksidatif stres Alzheimer, Parkinson, ALS
ve epilepsi gibi kronik noérolojik hastaliklarin ana patofizyolojik 6zelliklerindendir (98, 99).
Inme, travmatik beyin hasari ve travmatik SKY gibi akut MSS yaralanmalar1 da artmus
oksidatif stresle karakterizedir (100, 101). Bu yizden akut ve kronik MSS hastaliklarinda
Nrf2 fonksiyonunu arttirma endojen korumay: arttiran ortak tedavi stratejisidir. Epo ve
melatonin Nrf2-ARE yolag: aktivitesini artirir ve nérolojik hastaliklarda faydali etkiler saglar.
Tanimlanan Nrf2 aktivatdrlerinin bircogu kan beyin bariyerini gegemez ve bu onlarin MSS

hastaliklarinda kullanimini sinirlar (82).

Akut SKY hastalarinda oksidatif stres ge¢ néron ve glia Oliimiine sebep olur ve
sekonder hasar kaskadinda 6nemli bir yere sahiptir (102). SKY hastalarinda travmadan sonra
en az 1 yil boyunca oksidatif stres artmig olarak saptanir (103). Nrf2 ve ana akim yoniindeki
genler SKY sonras1 kompresyon ve kontiizyonda hizlica artar (76, 104). Bir¢ok yaym Nrf2-
ARE yolaginin akut SKY erken fazinda, darbeden sonraki ilk 72 saat i¢cinde aktive oldugunu
gostermistir (76, 104). Dahast Nrf2’nin indiiksiyonu en az 42 giin stirmektedir ve travmanin 7.
gliniinde ge¢ pikini olusturur (105). Bu arastirmalar Keap1-Nrf2-ARE yolag: artisinin akut,
subakut SKY ile smirli olmayip iyilesmenin kronik doneminde de etkili oldugunu

gostermistir.

Nrf2 yetmezligi olan fareler SKY kompresyon ve kontiizyonu sonrasi lokomotor
fonksiyonda kalict bozulma gosterirler (76, 104, 105). SKY sonrasi motor fonksiyondaki
lyilesmeyi azaltan ana faktorlerden birisi oligodendrositlerin gecikmis apoptotik dliimiinden
kaynaklanan demyelinizasyondur. Nrf2 gen ablasyonu demyelinizasyon artist ile sonuglanir
(106).

Immunhistokimyasal metodla yapilan &l¢iimlerde travmatik spinal kord hasarinm Nrf2
diizeylerini arttirdig1 (P<0.01), bu diizeylerin OLE uygulamasiyla travma grubuna gore daha
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da yiikseldigi belirlendi (P<0.001). Western blot metoduyla yapilan 6l¢iimlerde laminektomi
grubu ile karsilastirildiginda travma grubunda Nrf2 diizeylerinde daha fazla artis gortilmiistiir
(P<0.001). Bu durum travma sonrasi oksidatif stresin artis1 ve buna cevaben antioksidan
sistemi aktive etmek iizere Nrf2 diizeylerinin artisiyla iliskilidir. OLE grubunda travma
grubuyla karsilastirildiginda Nrf2 diizeylerinde anlamli artis goériilmiistir (P<0.001).
Aragtirmalarimiza gore su ana kadar spinal kord yaralanmasinda oleuropein kullanimi ile Nrf2
diizeyleri arasindaki iligski gosterilmemistir. Calismamizda Oleuropein kullanimi ile Nrf2

diizeylerindeki artis ve TAS, TOS, OSI degerlerindeki antioksidan etki ortaya konmustur.

Calismamizda ayrica spinal kord doku orneklerinde ve serum d&rneklerinde total
antioksidan seviye (TAS), total oksidan seviye (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI)
degerleri incelendi. Travma grubunda laminektomi grubuna gore TAS degerlerinin serum ve
doku orneklerinin her ikisinde de istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi (P<0.05), TOS
(P<0.01) ve OSI (P<0.01) degerlerinin ise doku 6rneklerinde daha anlamli olmak iizere arttig1
belirlendi. OLE grubunda travma grubunda diisiik olan TAS degerlerinin doku 6rneklerinde
daha fazla olmak tizere yiikseldigi (P<0.001), TOS (P<0.001) ve OSI (P<0.001) degerlerinin

ise yine doku drneklerinde daha fazla olmak tizere diistiigii tespit edilmistir.

Zeytinyag1 oleuropein gibi fenolik icerikten zengin ve insan sagligina bircok faydali
etkisi olan bir kaynaktir. Oleuropein’in hidrolizi hidroksitirozol ve tirozol gibi diger
fenoliklerin olusumu ile sonuglanir (93). Deneysel ¢alismalar oleuropein ve hidroksitirozol
gibi derivativlerinin yararli etkilerini anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-karsinojenik, anti-
mikrobiyal, anti-aterojenik ve antiviral 6zelliklerine baglamaktadir (94-96). Bazi ¢aligmalar
oleuropeinin lipoksijenaz aktivitesi ve lokotrien B4 Uretimi (zerinden pro-inflamatuar
sitokinlerin biyosentezini inhibe ederek anti-inflamatuar etki olusturdugunu gostermistir
(107). Zeytinyag1 fenollerinin mutlak noroprotektif mekanizmasi bilinmemekle beraber anti-
oksidatif anti-inflammatuar etkinin esas mekanizma oldugu kabul edilmektedir. TNF-o ve
IL1-B gibi hasarlanma sonrasi hemen sentezlenen giiglii pro-inflamatuar sitokinlerin travma
sonrasi hasarda etkin olduklari gosterilmistir (108). TNF-o. ve IL1-f damar gegirgenligi,
inflammatuar hiicrelerin g¢agrilmasi, hasar bolgesinde iNOS ve COX-2 indlksiyonu gibi
bir¢ok olayda etkindir. Bu baglamda deneysel spinal kord yaralanmasi sonras1t TNF-a ve IL1-
B’nin bloke edilmesinin fonksiyonel diizelme ve ndroproteksiyon sagladigi gosterilmistir
(109). TNF-a ve IL1-B’nin diger 6nemli bir rolii de iNOS indiiklemesidir. iNOS NO fiireten ii¢

enzimden biridir.

44



NO serbest radikaldir ve travmatik SKY sonrasi apoptoz ve sekonder inflamatuar
cevabin gelisiminde ¢ok 6nemli role sahiptir. SKY sonrasi oleuropein tedavisinin TNF-o ve
IL1-B ekspresyonunu anlamli miktarda azalttigit ve sonug¢ olarak iINOS ve COX-2
ckspresyonunun da azaldigr gosterilmistir (110). Zeytinyagi fenolik drlnleri travmaya
cevaben inflamasyonu uyaran proinflamatuar ajan IL-6’nin dolasimdaki konsantrasyonunu da

azaltmaktadir.

Spinal kord doku orneklerinde TUNEL metoduyla apoptoz degerlendirildi ve travma
grubunda, laminektomi grubuna gore belirlenen alanda bulunan ortalama apoptotik hiicre
sayisinin arttig1 (P<0.001); OLE grubunda ise travma grubuna gore apoptotik hiicre sayisinin
anlamli miktarda azaldigi (P<0.001) ve bunun HMGBI diizeyleriyle uyumlu oldugu

belirlendi.

Arastirmalarimiza gore Oleuropein’in HMGB-1 diizeyine etkisiyle ilgili su ana kadar
higbir ¢alisma yapilmamistir. SKY sonrasi Oleuropein tedavisinin TNF-a ve ILI-
ekspresyonunu anlamli miktarda azalttigi ve sonug olarak iNOS ve COX-2 ekspresyonunun
da azaldigi gosterilmistir (110). Primer hasar sonrasi nekrotik hiicrelerden ortama salinan
HMGB-1; TLR-2, TLR-4 ve RAGE gibi reseptorler tzerinden hiicresel sinyal iletisiyle NF-
KB’yi aktif hale getirerek mikrogliay1 aktive eder ve aktive mikroglia TNF-a, IL1-B, IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinleri salgilar. Bu sitokinlerin etkisiyle olusan noroinflamasyon da
HMGB-1 salinimini arttirir. Bu kisir dongii nedeniyle asir1 inflamatuar yanit olusur ve néronal
hasara sebep olur. Salgilanan HMGB-1 diizeyleri apoptozis ve ndronal dejenerasyon ile
koreledir. Biz bu c¢alismayla Oleuropein’in TNF-a ve IL1-B ekspresyonu iizerine olan
etkisinin HMGB-1’i azaltic1 etkisiyle olustugunu ve bodylece azalan iNOS ve COX-2

ekspresyonunun sonucu olarak da antioksidan etki olusturdugunu ortaya koyduk.

Calismamizda apoptozu degerlendirmek icin ayrica western blot metoduyla Bax, p53,
Bcl-2 ve Aktif Kaspaz-3 protein ekspresyonlari bakilmistir. Bax proteini, pS3 adli timor
baskilayici proteinin kofaktorii olma islevine sahip, insanda bulunan bir proteindir. Bax geni,
Bcl-2 gen ailesinin bir iiyesidir. Bax, p53 aracilifiyla tetiklenir ve bulundugu hiicrenin
apoptoza gidigini hizlandirir. Laminektomi grubunda diisiik seviyede bulunan Bax proteini,
travma grubunda laminektomi grubuna gore anlamli derecede yiiksek diizeylere ¢ikmugtir
(P<0.001). Bu da travma sonrasinda apoptozun Bax artisina bagli olarak arttifini
gostermektedir. OLE grubunda ise travma grubuna gore Bax diizeyleri anlamli derecede
diistis gostermistir (P<0.001). Bcl-2 proteini antiapoptotik bir proteindir. Laminektomi
grubunda bu protein miktar1 normal seviyedeyken, travma grubunda bu proteinin ekspresyonu
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anlamli olarak diismiistiir (P<0.001). OLE grubunda ise Bcl-2 proteininin seviyesi anlamli
derecede artmistir (P<0.001). Aktif Kaspaz-3, hicre dongisunde bulunan 6nemli bir
proteindir. Apoptozdan sorumlu olan bu protein kaspaz protein ailesinin bir (yesidir.
Laminektomi grubunda aktif kaspaz-3 proteini ¢ok az miktarda eksprese edilmistir. Travma
grubunda asir1 derecede eksprese edilmis olan aktif kaspaz-3 proteini (P<0.001), apotozun
artisin1 - gostermektedir. OLE grubunda aktif kaspaz-3 ekspresyonu anlamli derecede
azalmistir (P<0.001). P53 apoptozu tetikleyen bir proteindir. Laminektomi grubunda bu
protein miktar1 normal seviyedeyken, travma grubunda bu proteinin ekspresyonu anlamli
olarak artmistir (P<0.001). OLE grubunda ise P53 proteininin seviyesi travma grubuna gore
anlamli derecede azalmistir (P<0.001). Oleuropein HMGB-1 diizeylerini azaltarak ve Nrf2
diizeylerini arttirarak anti-inflamatuar ve antioksidan etkinlik gostermekte bdylece sekonder

hasar1 ve apoptozu azaltmaktadir.
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6) SONUC

Bu ¢alismada anti-enflamatuar ve antioksidan 6zelligi bilinen Oleuropein’in spinal kord
yaralanmasi travma modelinde enflamasyonun énemli bir medyat6rii olan HMGB-1 proteinini
anlamli diizeyde azalttigi ve antioksidan sistemi harekete gegiren Nrf2 proteinini anlaml
dizeyde arttirdigr bulunmustur. Bunlarin neticesinde sekonder hasarin 6nemli sebeplerinden
enflamasyon baskilanmakta ve oksidatif stres diizeyi diismektedir. Boylece apoptoz
miktarinin azaldigt TUNEL metoduyla ve apoptoz belirteclerinin diizeyleri 0Olgiilerek

gosterilmistir.

Sonug olarak bu galismada Oleuropein HMGB-1 Uzerinden anti-enflamatuar; Nrf2
Uzerinden antioksidan etki gostererek apoptoz ve sekonder hasari azalttigi spinal kord ve
serum Ornekleri incelenerek gosterilmistir. Bu sonuglar Oleuropein’in spinal kord yaralanmasi

tedavisinde etkin olabilecegini gostermistir. Sonuglarimiz klinik ¢alismalara 11k tutacaktir.
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