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BOLUM I

GiRiS VE AMAC

Omurilik yaralanmalarina bagl olusan hasari, blttiinllyle énleyebilecek tedavi
ybntemi tim arastirmalara ragmen henliz bulunamamistir. Kuzey Amerika’da her
yil yaklasik 10.000, ingiltere’de ise 700 tane omurilik hasari vakasi bildirilmektedir.
Turkiye'de ise bu oran yilda 1600-2000 vaka civarindadir (51, 75).

Omurilik yaralanmalarinin en sik rastlanan sebepleri trafik kazalari (%41),
dismeler, siddet ve spor yaralanmalaridir. Omurilik yaralanmasinda primer hasar
mekanik ¢arpmanin etkisi ile gergeklesir ve mekanik yaralanmanin, biyokimyasal
mekanizmalari tetiklemesi sonucu sekonder hasar gelisir (97). Yaralanmadan sonra
baglayan bu ikincil hasar kaskadinin durdurulmasi ya da yavaslatiimasi klinik tedavinin
asil amacidir ve “noéroproteksiyon (néral koruma)” olarak adlandiriimaktadir. Bu
amagla ilag tedavileri, doku oksijenlenmesinin dizeltimesi, omurilik basisinin
kaldiriimasi, vertebranin sabitlenmesi, kdk hlicre transplantasyonu gibi bircok medikal
ve cerrahi yaklasim denenmektedir (12, 14). Ozellikle son 20 yilda omurilik
yaralanmasinda farmakolojik korumaya yonelik pek g¢ok c¢alisma yapilmig, ancak
bunlardan hicbiri standart bir tedavi yéntemi olarak kullanilamamigtir (78).

Omurilik yaralanmasina bagli komplikasyonlara iligkin tani, izleme ve tedavi
ybntemlerinde saglanan blyUk ilerleme ile omurilik hasarli hastalarin ortalama
yasam sureleri oldukga uzamistir ancak saglikli kigilere oranla halen daha kisadir.
Bunun baslica nedeni hastalik sonrasinda gérilen metabolik bozukluklardir (15).
Omurilik yaralanmasini izleyen akut ddnemde protein; subakut ve kronik dénemde

ise karbonhidrat ve lipid metabolizmalarinda énemli degisiklikler ortaya ¢cikmaktadir.



Bu degisikliklerin nedeni ise omurilik hasarindan birka¢ dakika ya da saatler sonra
hasarli bdlgede farkli mekanizmalarla agiga c¢ikan serbest radikallerdir. Bu
radikaller hicrenin DNA yapisinda da hasara neden olmaktadir. Ayrica omurilik
yaralanmasinin akut déneminde idrarla azot atiiminin artisi ve negatif azot dengesi
yaklasik 1-3 hafta sirmekte ve daha sonra azot dengesi normale dénmektedir (89).
GUnUmUzde, deneysel omurilk hasari olusturulmus hayvanlarda yapilan
calismalarda hasar bdlgesine schwann hiicreleri, olfaktor glial hticreler, embriyonik ve
erigkin kok hilcrelerin transplantasyonu uygulanmis ve timi “hiicre tedavileri”’ olarak
adlandiriimigtir. Ayrica insanlar Gzerinde yapilan sinirli sayidaki ¢alismalar kisa sure
6nce yayinlanmis ve omurilik hasarindan sonra insana nakledilecek ideal hiicrenin
Ozellesmig noral 6nct kok hicreler olduguna karar verilmistir (32). Deney hayvanlari ve
insanlar Gzerinde yapilan bu ¢alismalarin sonuglari Gmit vericidir ancak uzun sareli, gok
merkezli galismalar yapilmadan tedavi ydntemi olarak kabul edilemezler.
LiteratOrlerden elde ettigimiz bilgiler 1s1ginda, hicre tedavisinin omuriligin hasarli
boélgesindeki enzim aktiviteleri, total antioksidan kapasite ve DNA yapisi Gzerinde ne
gibi etkiler yarattigina dair bir calisma yapiimamigtir. Kok hiicre tedavisinin bu hlcresel
parametreler Uzerindeki etkisinin arastiriimasina tarafimizca gerek duyulmustur.
Calismamizda, in vivo akut ve kronik omurilik hasari uygulanmis sicanlarda
embriyonik ndral kék hicre (ENKH) tedavisinin oksidatif stres belirtegleri, total
antioksidan kapasite (TAK) ile DNA yapisi Uzerindeki etkilerini inceledik. Bu
amagla, sicanlar akut, kronik hasarli, kék hicre uygulanmis akut, kronik hasarli
gruplar ile akut, kronik kontrol gruplari olmak tzere alti gruba ayrildi. Bu gruplarin;
1) Hasarli omurilik bélgesinde, nitrozatif stres belirtecleri olarak nitrik oksit (NO)
duzeyleri, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesi; antioksidan enzimler olarak glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), sUperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri,
2) Plazmada organizmanin antioksidan kapasitesinin gostergesi olarak TAK,

3) Tam kanda, comet yéntemi ile oksidatif DNA hasari tayini yapilmistir.



1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Kok Hicreler

Kok hucreler, canli vicudunda ¢ok uzun sire bdlinerek kendini yenileyen,
ayni zamanda vicudun ihtiyacina gére farklilasarak bitin doku ve organlari
olusturan hacrelerdir (110). K6k hicrelerin, vicuttaki diger hlcrelerden farkli olan
u¢ énemli 6zelligi vardir. Bunlar;

a) Kok hicreler, uzun zaman dilimleri boyunca béliinebilir ve kendilerini
yenileyebilirler: Hicrelerin bolinme kapasitesini, bir bakima émrint belirleyen
faktorlerden biri dogrusal kromozomlarin ucunda yer alan ve telomer denilen DNA
zincirleridir. Her c¢ogalma doénguslt sirasinda ve oksidatif DNA hasari gibi
nedenlerden dolayl telomerik DNA'nin bir kismi kaybolur. Bu kaybi &dnlemek
amaciyla telomerler, telomeraz enzimi tarafindan uzatilirlar. Somatik hcrelerin
cogunda telomeraz etkin durumda degildir. insan germ, timér ve embriyonik kok
hiicre serilerinde ise telomeraz etkinligi bulunmustur. Bu durum, kék hcrelere
sinirsiz bélinme 6zelligi kazandirir (112).

b) Ozellesmemislerdir: Kok hiicreler, 6zellesmis islevleri yerine getirebilecek
herhangi bir dokuya 06zglin yap! tasimazlar. Eritrositler gibi oksijeni dokulara
tasiyamaz ya da sinir hiicreleri gibi doku ve organlara, gerekli olan elektrokimyasal
sinyalleri iletemezler.

c) Ozellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler: Kok hucreler dokulara
dénusmezler ancak kék hicrelerden tlreyen &éncil hlcreler araciliiyla birgok

hiicre ve dokuya kaynaklik ederler. Bu durum farklilasma olarak adlandirilir (109).



1.1.1.1. K6k Hiicrelerin Tarihsel Gelisimi

Dlinyada kok hucre calismalari, ilk kez 1878 yilinda memeli yumurtalarini
vicut disinda fertilize etme girisimleri ile baglamistir. 1959°da in vitro fertilizasyonla
ABD'de ilk hayvan (tavsan) Uretiimis, 1960 yilinda ise siganlarda
teratokarsinomlarin  (dogustan gelen kanser hicreleri) embriyonik germ
hiicrelerinden kaynaklandigi gdésterilmistir. 1970'de kok hlcreler, embriyonik
gelisimi géstermek amaciyla kaltir ortaminda cogaltilmis, 1978 yilinda ise ilk in
vitro fertilizasyon bebegi, ingiltere’de dogmustur.

1981’de Evans ve Kaufman 3.5 gunluk blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden fare
embriyonik kék hlcrelerini elde edip kultirde ¢ogdaltmayi basarmislardir. 1989'da
Pera, U¢ ana germ tabakasinin herbirinden, insan embriyonal karsinom hicre
dizilerini elde etmistir. In vitro fertilizasyon icin gonullilerce verilen érneklerden
insan blastosistleri 1994 yilinda izole edilmis ve 1995-96'da hayvanlardan ilk kez in
vitro embriyonal kék hicre alinmigtir (54).

1998’de James Thomson, insan blastosistlerinin i¢ hlicre grubundan insan
embriyonik kdk hicrelerini elde etmis ve kiltirde ¢ogdaltmistir. Ayni zamanda, fetal
gonadal dokulardaki izole bir grup hlcreden insan embriyonik germ hucreleri
ayristirilmis ve bu hicreler "primordial germ hicreler" olarak adlandiriimigtir.
(102).

Embriyonik kék hdcrelerin elde edilmesi, arastirimasi ve tedavi amagh
kullaniminda Ulkelere bagh olarak gérisler degismektedir. Ornegin, irlanda’da kék
hicre arastirmalari yasaklanmigtir ve Avusturya’da yalnizca gocuk yapma amagh
embriyo olusturulabilmektedir. isveg, Finlandiya, ingiltere gibi (ilkelerde ise kisirlik
tedavisi gbren insanlar tarafindan bagislanan embriyolar, deneysel olarak
kullanilabilmektedir. Amerika’da ise Agustos 2001°de bilim gevrelerinin elestirilerine

ragmen koék hdcre arastirmalarina kisittama getirilmigtir (95).



Ulkemizde &zellikle kemik iligi, periferik kan ve son zamanlarda kordon kani
kék hiicre calismalari konusunda 6nemli gelismeler olmustur. insan embriyonik kék
hiicre calismasi yapan ilk kurum istanbul Memorial Hastanesi'dir. Hacettepe,
istanbul, Akdeniz, Ankara, Ege, Gazi, Bilkent Universitesi'nde kék hiicre konusunda
¢alismalar yapilmaktadir. Konunun énemi ve halkin bu konu hakkinda bilgi sahibi
olmamasi nedeniyle 2005 yilinin baslarinda Tiirkiye Bilimler Akademisi (TUBA) bir
rapor yayimlamigtir. Raporda, bugin tartigilan embriyonik kék hiicre ¢alismalariyla
ilgili bir an énce yasal 6énlemlerin alinmasi gerektigi vurgulanmig, Saglik Bakanligi

ise Eylll 2005’te tUlkemizde insan embriyonik kdk hlcre ¢alismalarini yasaklamistir

(7).

1.1.1.2. K6k Hucrelerin Cesitleri

K&k hicrelerin totipotent, pluripotent ve multipotent hiicreler olmak Uzere ¢
cesidi vardir.

a) Totipotent hiicreler: Vicuttaki tim hicrelere dénusebilecek potansiyele
sahip ilk embriyonik hiicre sperm ve yumurtanin birlesmesiyle olusan ‘‘zigottur”.
Bu hicreye her seyi yapabilen anlaminda “totipotent hiicre” denir. Erken
embriyonik dénemde 4 hucreden 8 hlcreye kadarki tim blastomerler totipotenttir.
Bu hucrelerin her birinden ayri bir birey elde edilebilir yani tam bir embriyo ve
embriyo disi yapilari olusturabilme yetenegindedirler. Sinirsiz farklilagsma ve farkli
ybnlere gidebilme 6zelliginde olan koék hicrelerdir. Totipotent bir hlcre, anne
kaynakli uygun destekle yeni bir bireye kaynaklik edebilen hiicredir (24).

b) Pluripotent hiicreler: Erken embriyonik ddénemin yaklasik 5. ginlinde
hiucreler, ‘blastosist’ denilen ortasi bosluklu mikroskobik hicre topluluklarina
déndsurler. Blastosist (¢ yapidan olusur: blastosisti cevreleyen hiicre tabakasi

Trofoblast, blastosistin igindeki blastosél boslugu ve blastoséliin sonunda yer alan



ic hucre kitlesi. Sekil 1’de fare blastosistinin gelisimi ve i¢ hicre kitlesinin

mikroskobik gérinimu verilmistir (98).

tek hiicre iki hiicre
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Sekil 1. Fare blastosistinin gelisimi ve blastosistteki i¢c hiicre Kitlesinin mikroskobik
goérindmd (98)

Blastosistin i¢c htcre kitlesindeki htcreler G¢ embriyonik tabakadan
(endoderm, ektoderm ve mezoderm) kdken alir ve birgok hlicreye (yaklasik 270
gesit hlcre) kaynaklik edebilirler. Bu 6zellige sahip kdk hicrelere “pluripotent
hiicreler”’ denir. Blastosist evresi embriyonik dénemin 2. haftasinin sonuna kadar
devam eder daha sonra yapi embriyo adini alir. Embriyonik kék hicreler
blastosistin i¢ hicre kitlesinden elde edilirler ve pluripotenttirler. Bu hicreler,
vUcuttaki bltlin dokulara kaynaklik edebilirler fakat kendilerinden yeni bir birey
meydana gelmez (98).

c) Multipotent hticreler: Embriyonun ilerleyen dénemlerinde (fetal dénem)
hiicreler daha 6zel gérevlere sahip olan eriskin kék hicrelerine dénusurler. Bu
hiicreler, tipik olarak yer aldiklari dokunun hiicre tiplerini iretirler. Ornegin kemik
iligindeki kdk hicreler, kan hicrelerine kaynaklik eder. Bunun yaninda, batin sinir

hucre turlerine kaynaklik eden sinir kdk hicreleri ve osteoblastlara, kondroblastlara,



fibriblastlara ve adipositlere farklilasan mezenkimal kék hiicreleri vardir. Ozellesmis
olan bu koék hlcrelere “multipotent hicreler” denir (107). Sekil 2’de koék

hiicrelerin gesitleri ve organizmadaki dagilimi sematik olarak gésterilmigtir.

Cesitli kék hiicre tipleri

Totipotent Hiicre
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Beyin % @ % Sinir Hiicreleri

Sinir Kok Hucreleri
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= _9 \‘ > Deri ve Sinir
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Deri Kok Hiucreleri

Sekil 2. Cesitli kok hicre tipleri (107)

1.1.1.3. K6k Hiicrelerin Kaynaklari

K&k hicreler iki farkli kaynaktan elde edilirler. Bunlar;

1) Embriyonik kék hiicreler (EKH): Embriyonik gelisim sirecinin erken
dénemlerinde blastosistin i¢ hlicre kitlesinden elde edilirler.

Il) Embriyonik olmayan koék hiicreler: Dogum sonrasi ddnemde embriyonik
olmayan kaynaklardan elde edilirler. Kaynaklarina gére bes alt sinifa ayrilirlar:

a) Eriskin kék hicreleri

b) Fetlis kdk hticreleri

c) Kadavradan elde edilen kék hicreler



d) Partonet hiicreleri

e) Gobek kordonu ve plasenta kék hiicreleridir.

Embriyonik olmayan k&k hucreler, organizmada beyin, akciger, kalp,
pankreas, karaciger, bébrek, kikirdak, kemik iligi, kas ve damarlarda dagiimis
durumdadir ve bu hucrelerden hareketle tim htcreler elde edilebilir. Ancak
blyimeleri, cogalmalari icin EKH’lere gére daha uzun zaman gerektirmektedir ve

bdlinme, degisim potansiyelleri dustktar (114).

1.1.1.4. Embriyonik Kék Hicreler (EKH)

Embriyonun blastosist evresinde yaklasik 30 adet hiicre tasiyan i¢c hlicre
kitlesinden elde edilen hucrelerdir, pluripotenttirler. Uygun sartlarda in vivo ve in
vitro ortamlarda hizli bir sekilde embriyonik tabakalardaki ¢oklu hcre tiplerine
farkhlasma 6zelligindedirler.

EKH’ler daha ¢ok tlp bebek unitelerinden elde edilir. Erigskin kok hicrelerine
gbre daha hizl ¢cogalir ve kendilerini yenilerler. Cogalma cesitliligi olarak da genis
bir yelpazeye sahiptirler. Somatik hlcrelerin belirli bir hiicre dénglisi vardir. Bu
déngU hucrelerin mitoz bélinmeye hazirlik yapmasiyla baslar ve bu faza G; fazi
denir. G; fazindan sonra sirasiyla DNA sentezinin gergeklestigi S fazi, G, fazi gelir.
G, fazindan ¢ikan hicre mitoz bélinmenin oldugu M fazina girer. EKH’ler ise G;
kontrol noktasindan yoksundur ve zamanlarinin biydk bir béliminid S fazinda
gecirip, DNA sentezlerler. Daha sonra mitoz bdlinme ile g¢ogalirlar. Ayrica
EKH’lerin, somatik hlicrelerden farkh olarak DNA replikasyonunu baglatmak igin bir

uyarana ihtiyaclari yoktur (27).



1.1.1.5. EKH’lerin Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Embriyonik kék hicreler, insanlarda ve siganlarda benzer yéntemler kullanila-
rak blastosistin i¢c hicre kitlesinden elde edilirler. Fare ENKH’lerinin eldesinde,
blastosistin tamami veya blastosist i¢ hiicre kitlesi kiltir ortaminda ¢ogaltilir. Daha
sonra i¢ htcre Kitlesi yapidan izole edilip fare embriyonik fibroblastlarinin oldugu bir
ortama alinarak EKH kolonilerinin gogalmasi saglanir.

Fibroblastlardan olusan tabaka gebelik ortasindaki fare fetislerinin
kiltirlenmesinden elde edilir ve “besleyici hiicre tabakasi” adini alir. Bu
tabakadaki hlcreler, bélinme ve ¢ogalma yéninden baskilandiklar igin erigkin
doku fibroblastlarindan farkhdirlar. Bu hicrelerin klltdr kabinin alt yizeyini
kaplamasinin sebebi, i¢ hlcre kitlesinden izole edilen hicrelere tutunma yuzeyi
saglamaktir. Fare fibroblastlari, insan EKH’lerinin in vitro ¢ogalmasi igin de
kullanilmaktadir ancak bu tdr in vitro kiltirleme ortamlarinin kullanildigr kék hicre
nakillerinin, viral ve enfeksiy6z ajanlarin aliciya gecmesi gibi dezavantajlari vardir.
Bu nedenle insan EKH’lerinin kullanildigi ¢calismalarda fare embriyonik fibroblast
besleyici tabakas! yerine insan fetal ve erigkin fibroblast besleyici tabakasi tercih
edilmektedir (19, 95).

Fare EKH'leri, kiltdr ortamina bir sitokin olan l6semi engelleyici faktor
(leukemia inhibitory factor; LIF) ilave edildiginde besleyici tabaka olmaksizin
farklilasmadan cogalabilirler, insan EKH’lerinde ise bir degisme olmamaktadir. LIF,
fare pluripotent kdk hicre toplulugunun canhhigini normal gelisim surecinin disinda
da surddrmesini saglamaktadir.

ic hiicre kitlesinden alinan hiicreler birkac giin icinde cogalip kiltiir kabini
doldurdugunda EKH kolonileri kultdr ortamindan dikkatli bir sekilde alinarak, yeni
kiltdr kaplarina aktarilirlar. Hiicrelerin yer degistirme islemi pek ¢ok defa tekrarlanir

ve buna “alt kaltirleme (pasaj)” denir (66). Alti ay ve daha uzun bir stire boyunca
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baslangictaki 30 hicreli i¢ hicre kitlesinden milyonlarca EKH elde edilmis olur ve
bu hicrelere “EKH serisi”’ denir. Sekil 3'te EKH’lerin kiltlirde elde edilme

basamaklari gosterilmigtir.

R—— -
variklama B
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= EO e T
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EKH EKiiltiir ortammi

Sekil 3. EKH'lerin Kdiltirde dretilme teknigi (87)

EKH’lerin vlcuttaki tim dokulara kaynaklik edebilecegi, sicanlarda tam olarak
gosterilebilmistir. insan EKH'leri ile yapilan calismalarda ise ¢ogu hiicre tipi heniiz
g6zlenmemistir ve ¢cok az calismada, farklilasmis hicrelerin islevsel olduklar

gOsterilmistir (87).

1.1.1.6. Embriyonik Néral K6k Hiicreler (ENKH’ler)

Néral kok hicreler (NKH’ler), omurgasizlarda néral gelisim slrecinin

arastiriimasi sirasinda néral énctl hicrelerin bulunmasi ile kesfedilmistir. Sonraki

¢alismalarda, memeli embriyosunun santral ve periferik sinir sisteminden hareketle
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NKH’ler izole edilmistir (53). GUnimUizde sican embriyosunun beyin korteksinden,
hipokampisinden, serebellumundan ve omurilik  bdlgesinden  NKH’ler
ayrigtirilabilmigtir. Erigkin  NKH’leri ise hipokampuUs, subventrikiler bdlge ve
omurilikte bulunmaktadir (79).

NKH’lerden tlreyen hicre hatlari, santral sinir sisteminin (SSS) bdlgesine
bagl olarak, néronlari, astrositleri ve oligodentrositleri olustururlar. Ornegin, beyin
korteksindeki néral kdk hicreler énce nérona ait édncl hlcreleri olusturur daha
sonra bu hucrelerden hareketle néronlar geligir. Glial dncu hlcrelerden ise glial
hicreler yani astrositler ve oligodendrositler meydana gelmektedir. Bu gelisim

sureci Sekil 4'te 6zetlenmistir.

o

Ndral Kok Hiicre -

N\

o

Néral Oneii Hiicre Glial Oneii Hiicre

s ‘\-\‘ i
Niron Astrosit é Oligodendrosit %

Sekil 4. Néral kék hiicre ve kaynaklik ettigi hiicreler (113)

Kaltdr ortaminda 6zellesmis dncl hilcreler olusmadan 6nce ENKH nakili
yapildiginda, nakil bélgesinde farkli hiicreler ve teratom gelismektedir (113). Bunu
O6nlemek amaciyla, arastirmalarda genellikle kdk hicrelerden hareketle in vitro

sentezlenen ¢ok sayida néral 6ncl hicreler (oligodendroglial hiicre hatlari, néral
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6nci hicreler) kullaniimaktadir. Hedef organa nakledilen ENKH’lerin burada uygun
kardes hucrelere dénlismesi ve yasamini surdirmesi gerekmektedir. Ancak bu
hucrelerin hangi hicrelere kaynaklik edecedi hedef bodlgedeki yerel uyarilar ile

belirlenmektedir (88).

1.1.1.7. EKH’lerin Kullanim Alanlari

insan EKH’lerinin in vitro ortamda &zglin hiicre serilerine farklilagmasina
dayanan arastirmalar bu hicrelerin; gen tedavilerinde, gelisimsel biyolojide
teratolojik ve toksik bilesiklerin tanimlanmasinda, hicre esash tedavilerde
hiicrelerin ve dokularin dretilmesinde kullanilabilecegini géstermektedir (28).

insanlara ait hiicre tiplerinin ve dokularin elde edilebilmesi ile, kronik
hastaliklarin tedavisi mimkin olmakta, patolojik olaylar ve dogumsal hatalar
kolaylikla belirlenebilmektedir. Son yillarda gen mihendisligi ve gen tedavisinde de
kdk hucrelerden yararlaniimaya baslanmigtir. EKH’lerin kanser hicrelerine olan
benzerlikleri kullanilarak kanserin olusum mekanizmasi ve tedavisine yénelik yeni
yaklagimlar geligtirilmektedir. insan EKH'lerinin en énemli kullanim sahasi hiicre
esasli tedaviler igin htcrelerin ve dokularin Gretilmesidir. Bu hcreler ile tedavi
edilebilecek hastaliklar arasinda Parkinson, Alzheimer, tip | diabet, multiple skleroz,
omurilik hasari, kalp yetmezligi, kanser, genetik ve otoimmln hastaliklar
(osteoartrit, romatoit artrit) vardir (9).

Bu yaklasimlarin klinikte uygulanabilmesi icin bazi sorunlarin asgilmasi
gerekmektedir. Ornegin, istenilen hiicre tiriiniin yeterli sayida ve saf bir sekilde
elde edilmesi zordur ve 6zgun bir patolojiyi diizeltmek igin hangi hlcre tipinin nasil
¢ogaltilacagi bilinmelidir. EKH’lerin dikkatli bir sekilde takip edilmeleri ve s6z
konusu islevler Gzerindeki etkilerinin tam olarak bilinmesi gerekmektedir. Hlicresel

tedavilerde, istenmeyen durumlarda tedavinin sonlandiriimasi, insan EKH’lerinin
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genis Olcekli saklanmasi ve bunlarin besleyici hicrelere gerek duymadan
cogaltilabilmeleri de 6nemli sorunlardir. EKH serilerinin, zaman iginde ortaya
cikabilecek mutasyonlardan etkilenip etkilenmeyecegi bilinmemektedir ve
nakledildikleri bélgede timdr olusturma potansiyelleri vardir. Nakledilen hicrelerin
reddini engellemeye ydnelik stratejilerin de gelistiriimesi gerekmektedir (6).

EKH tedavisi, klinik sorunlarin yani sira etik agidan da bircok tartismaya
neden olmaktadir. Bazi Ulkelerde kék hicre calismalarina hukuksal kisitlamalar
getirilmistir, bu calismalar destekleyen ulkelerde ise kdk hiicre uygulamalari genis

capta yapiimaktadir (33).

1.1.2. Omurilik Hasari

Yetiskin insanlarda omuriligin ortalama uzunlugu 40-45 cm, agirhgi ise 30-35
gr kadardir. Embriyonik dénemin 3. ayina kadar tim omurilik kanalini, daha sonraki
gelisim déneminde ise bu kanalin daha hizli biyimesi nedeniyle 2/3'Gn0 kapsar.
Omurilikten 31 ¢ift spinal sinir ¢ikar. Bunlardan 8 cifti servikal, 12 ¢ifti torakal, 5 cifti
lumbar, 5 cifti sakral, 1 ¢ifti de koksigeal'dir.

Omuriligin i¢ kisminda gri cevher, diginda ise beyaz cevher bulunur ve enine
kesiti kelebege benzer yapidadir. Gri cevherde hilcre gdvdeleri, bazi aksonlar,
noroglia ve kan damarlari vardir. Beyaz cevher ise miyelinli sinir lifleri, néroglia ve
kan damarlarini icerir. Merkeze tasinan c¢evresel uyarilarin timi Gst bdlimden
(servikal) gectigi icin beyaz cevher miktari omuriligin tGst kisminda fazladir. Gri
cevherin miktar ise uyarilacak kas miktarina baglidir. Arka kdkten duyusal sinirler
girerken 6n kodkten motor sinirler ¢ikar. Sekil 5’de insanda omuriligin boyuna ve
enine Kkesiti goérilmektedir. Sekil 6’da ise sican omuriliginde torakal bdlge

gbsterilmistir (70).
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Dorsal kik {duyusal sinirler)

Ventral kik (motor sinirler)

Gri Cevher

Sekil 5. Omuriligin boyuna ve enine kesiti ile béliimleri (70)

Sekil 6. Sican omurilik kesitinde torakal bélgenin gésterimi (70)

Omurilik hasari ginimlzde olduk¢a yaygin goérllen, 6nemli sosyal ve
ekonomik problemlere yol acan saglik sorunlarindan biridir. Siklikla motorlu arag
kazalari, spor yaralanmalari, is kazalari, dismeler ve siddet olaylari sonucu ortaya
cikmaktadir. Omurilik yaralanmalarini travmatik ve non-travmatik olarak ikiye

ayirmak mumkandur (70).
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a) Travmatik yaralanma: Bir darbeye ya da basiya maruz kalma sonucu

ortaya ¢ikan omurilik hasarlari bu grupta yer alir. Deney hayvani modellerinde
travmatik yaralanma; akut kinetik ve statik basin¢ uygulama, carpma, agirlik
disltrme, kismi olarak omuriligin kesilmesi (transseksiyon) seklinde olusturulur.
Yaptigimiz ¢calismada siganlarda, kismi transseksiyon yontemi ile travmatik omurilik
hasari olusturulmustur.

b) Non-travmatik yaralanma: Herhangi bir darbeye maruz kalmadan

omurilikte hasar olusmasi durumudur. iskemi, timér kompresyonu, kimyasal ve
fotokimyasal uyarilar ile lazer indiksiyonu omurilik hasarina neden olabilir.

Omurilik hasarinin patogenezinde (hastaliga neden olan mekanizmalarin
kdkeni) primer ve sekonder hasar mekanizmalari rol alir.

1) Primer Omurilik Hasari: Omurilik travmasinin olus sekline ve siddetine
bagh olarak dokulara uygulanan mekanik kuvvet; doku bitinligini bozar, aksonlar
ile kan damarlarinda hasara ve 6deme neden olarak hiicre membranini parcalar.
Travma sirasinda ortaya ¢ikan bu tablo “primer hasari” olusturur. Ginimuizde
primer omurilik yaralanmasina 6zel farmakolojik bir tedavi bulunmamaktadir.
Yaralanmanin meydana gelmesini engellemek ve yaralanma sirasinda aktif ve pasif
glvenlik 6énlemleriyle vicudun sabit kalmasini saglamak ortaya ¢ikacak hasari
azaltabilir. Primer yaralanmanin derecesi, yaralanmaya neden olan gucun etki
stresine ve omurilik tarafindan absorbe edilen enerji miktarina gére degisir.
Omuriligin uzun sdre basi altinda kalmasi, ndérolojik hasari arttirir. Omurilik
yaralanmasini takiben bradikardi ve hipotansiyonla karakterize omurilik soku ortaya
cikabilir. Hipotansiyonu 6nlenmek amaciyla kan basincini arttiran ajanlarin
kullanilmasi, yeterli sivi tedavisinin yapiimasi sekonder hasarin etkilerini de azaltir
(16).

2) Sekonder Omurilik Hasari: Sekonder hasar, primer hasarl takiben

dakikalar, saatler igcinde baslayip haftalarca devam eden bir sirectir. Sekonder
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omurilik hasarina yoénelik arastirmalarin amaci, primer yaralanmadan sonra
cevresel nodronlarla baglantilarint  ve canhligini  strdirmekte olan lezyon
bdlgesindeki ndronlari korumaya, dayanikhliklarini artirmaya veya bunlara zarar
verecek olan patolojik slrecleri durdurmaya yoénelik farmakolojik ajanlarin ve
dnlemlerin bulunmasi ve kullaniimasidir. Sekonder yaralanmayi olusturan pek ¢ok
bilesen vardir. Bu bilesenlerin anlasiimasi, gerekli dnlemlerin alinabilmesi ve gerekli
tedavinin sec¢imi icin énemlidir.

Sekonder yaralanmanin ortaya ¢cikmasindaki en 6nemli etkenlerden biri enerji
yetersizligidir (4). Bunun erken ddnemdeki baslica sebebi iskemidir. iskemi,
dokulara yeterli glukoz ve oksijen saglanamamasina, dolayli olarak da ener;i
yetersizligine neden olur. ATP depolarindaki azalmaya bagli olarak sistem
anaerobik solunuma geger ve bu durum pek ¢ok patolojik strecin tetiklenmesine yol
acar (2).

Norojenik soktaki bir hastada, hlcre i¢gi sodyum ve kalsiyum iyonlarinin
yogunlugunun artmasiyla hicrelerde sisme gorulir. Enerji seviyelerindeki azalma,
endojen eksitatér amino asitlerin (baglica glutamat ve aspartat) hicre igi
seviyelerinde artisa yol acar ve hicresel dizeyde eksitotoksisiteyi baglatir.
Eksitotoksisite, gecikmis apoptotik hicre 6liminden sorumlu mekanizmalarin
basinda gelir. Ayrica enerji yetersizliginin yol actigi mitokondri hasari ile serbest
radikaller ortama salinarak hicre membranindaki doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girer ve lipid peroksidasyonunu baslatir. Tim bu slre¢ membran
bltunligunu bozarak hicre 6lumune ve norolojik kayiplarda artisa neden olur.

Omurilik hasarinda en blyUk problemlerden birisi de mesane disfonksiyonu-
dur. Omurilik travmasindan hemen sonra iriner retansiyon geligir. idrar énce damla
damla akar ve bir sire sonra mesane, refleks hareketleri ile bogaltilir. Ancak

hastalarda mesane higbir zaman tamamen bosaltilamaz ve reziduel idrar kalir (3).
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Bu durum enfeksiyonal bdbrek hastaliklarina neden olur. Sekil 7’de omurilik

hasarina neden olan mekanizmalar 6zetlenmistir.

primer hasar

4

sekonder hasar

1. Omurilikte hemoraji

2. Toksik aminoasit salimmi
3. Lipid hidrolizi

4. Serbest radikal salinimi
5. iskemi ve reperfiizyon

Sekil 7. Omuirilik hasarinin mekanizmalari (3).

1.1.2.1.0murilik Hasarinin Tedavisi

Omurilik yaralanmalarinda tedavinin amaci sekonder hasari azaltarak néron
ve buna bagh gelisen norolojik fonksiyon kaybini en aza indirmektir. Bunu
gerceklestirmek icin temel destek tedavileri, néron koruyucu ve cerrahi tedaviler
uygulanmaktadir. Herhangi bir tedavinin etkinligi ancak iyi yapilmis laboratuvar ve
klinik calismalar ile ortaya konabilir. GUnimizde ise omurilik yaralanmalarinin

tedavisinde farkli stratejiler uygulanmaktadir (48).

a) Rejenerasyon stratejileri: Hasarli néronlarin yasamlarina devam etmeleri,
kesilmis aksonlarin uzayip lezyon bdlgesini gegmesi, uygun hedeflere uzanarak
fonksiyonel sinapslarin  olusmasi rejenerasyon slrecini olusturan esas
basamaklardir. insanlarda cevresel sinir sistemindeki aksonlar spontan olarak
yenilenirken, SSS’de glclu bir rejenerasyon gérilmez. Yapilan calismalarda, deney
hayvanlarinin lezyonlu ndéronlarinin  yakin ¢evresine blyUimeyi destekleyici

materyallerin, schwann hucrelerinin, mikroglial htcrelerin implantasyonunun
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rejenerasyonu tetikledigi gdsterilmistir. X 1sinlama, glukokortikoidler, tripsin, elastaz
veya kollajenaz gibi ajanlarla lezyonun kagUltilmesi de omuriligin rejeneratif
kapasitesini artirmaktadir. Ayrica antioksidanlar, opioid reseptér antagonistleri,
tirotropin salgilattirici hormon ve analoglari, sodyum ve kalsiyum kanal blokérleri,
kaspaz inhibitdrleri gibi ajanlar da sekonder hasarin tedavisinde kullaniimaktadir.

b) Hicre tedavisi stratejileri: Omurilik hasarinda omurilik icine hucrelerin

tranplantasyonu hicre tedavisi olarak adlandiriimaktadir. Bu amagla, néron, astrosit
ya da oligodendrosit gibi omurilik hiicrelerine déniismesi amaglanan kék hicreler
kullaniimaktadir. Bunun diginda yaralanma bdlgesinde rejenerasyona destek veren
norotrofik faktorleri salgilayabilecek schwann hicresi ya da olfaktér glia hicresi
nakli yapiimaktadir.

Noral kok hicreler organizmada omurilik merkezini gevreleyen ependimal
tabakada bulunmasina ragmen hasar durumunda vicutta aktive olmazlar, kiltdr
ortamina alinip nestin ile inkibe edildiklerinde néron Gretmeye baslarlar. Bu durum
endojen néral kék hicrelerin in vivo inhibe edildigini gbéstermistir. Ayrica hasardan
hemen sonra ortama ENKH uygulanmasi yalnizca astrositlerin ve glial hicrelerin
yapimini uyarirken, néron yapiminda bir gelisme olmadidi kanitlanmigtir. Bu
nedenle ENKH’lerin omurilik hasar bdlgesine transplantasyonundan énce ortam
kosullarini néron sentezi icin hazirlamak gereklidir. Omurilik hasarindan 9 giin
sonra hasar bdlgesindeki inhibitér etmenlerin ortadan kalktigi bir g¢alismada
kanitlanmistir (84). Baska bir calismada, sicanlarda olusturulan travmatik
yaralanmanin 9. ginunde, hasarli omurilik bélgesine sican ENKH’lerinin naklinden
sonra bu hcrelerin astrosit, oligodentrosit ve ndéronlara farkhlastigr gdsterilmistir
(76).

Yapilan laboratuvar ¢calismalari omurilik hasarinda kék hlicre tedavisinin yarar
saglayabilecegini gbstermekte ve klinik kullanimini desteklemektedir. Ancak, bu

tedavinin hangi hastalarda yarar saglayabilecedi, hastaligin hangi asamasinda
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yapilmasi gerektigi, tedavinin glvenirligi sorunu halen ¢dzilememigtir. Omurilik
hasarinin ENKH’ler ile tedavisi konusundaki aragtirmalar bu yéntemin Umit verici

oldugunu géstermektedir (37).

1.1.3. Nitrik Oksit (NO) ve Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

NO, organizmada ilk olarak endotelyum kaynakli gevsetici faktdr olarak
tanimlanmistir. Biyolojik sistemlerde homeostazin saglanmasinda gérev alirken,
patolojik yolaklarda ise sitotoksik etkiler gésterir. Bu zit etkileri dolayisiyla biyolojik
arastirmalara siklikla konu olmaktadir (13).

NO, ortaklanmamig elektron tasiyan, membranlardan difiize olabilen gaz
yapisinda serbest radikal olarak da tanimlanmaktadir. Sekil 8'de 6zetlendigi gibi
NO, sentezlendigi cevreye ve miktara bagh olarak vazodilatasyon, nérotransmisyon
gibi fizyolojik fonksiyonlari diizenler. Nérodejeneratif durumlarda ise siUperoksit
radikalleri ile reaksiyona girerek dinitrojen trioksit (N.O3) ve peroksinitrit (ONOQO)

gibi sitotoksik reaktif nitrojen tdrlerini olusturur (13).

O /”°\®

Oksidatif stres Vazodilatasyon
DNA Hasari Damar gecirgenliginde artis
Apoptozis Anti-proliferatif etkiler
Sitotoksisite Trombosit aktivasyonunun
inhibisyonu
Nekroz

Antimikrobiyal etki

Sekil 8. NO'in fizyolojik ve patolojik etkileri (13)
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NO, santral ve cevresel sinir sisteminde néroproteksiyonda, ndrotoksisitede,
nérotransmisyonda ve ndroplastisitede rol alir. Omurilikte, nérotransmitter benzeri
Ozellik gdsteren ikincil mesajci gibi davranir. Membran disina difize olmasi ve
6zellesmis salinim-geri alinim islevlerinde gb6rev almasindan dolay! diger
nérotransmitterlerden ve modulatérlerden farklidir. NO, sinaptik veziklllerde
depolanmaz ve iglevlerini  spesifik membran reseptérleri  (zerinden
gOstermemektedir. Bir néronda sentezlendikten sonra hicre disina difize olarak
cevredeki néronlari da etkiler (60).

NO, L-arjinin aminoasitinin NOS enzimi etkisiyle L-sitrllline okside olmasi ile

sentezlenir (Sekil 9).

HN NH*+ HN N-OH HN O
2 \( 2 2 \( 2 \(
NH NADPH _ NADP* NH NADPH _NADP* NH
I
02 HO j\ 02 Hpo :[\
HiN C0O H/N COO H;N COO
L-Arjinin N-Hidroksi L-Arjinin L-Sitriillin Nitrik Oksit

Sekil 9. NO’in L-Arjininden hareketle biyosentezi (103)

NOS enziminin organizmada goérev alan U¢ izoformu vardir. Bunlar néral
dokudaki néronal NOS (nNOS), damar endotelindeki endotelyal NOS (eNOS) ve
indtklenebilir NOS (iNOS)’tur. Noéronlardaki NO sentezi nNOS aktivasyonuna
baglidir. nNOS organizmada serebellum, serebral korteks, hipotalamus ve sinir
sisteminin farkli bdlgelerindeki ganglionlarda bulunur. Damar endotelinde NO

sentezi, eNOS aktivasyonuna baglidir. eNOS, dokularin oksijenlenmesini saglar ve
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travma, enflamasyon durumlarinda kan-beyin bariyerinin bitinlGguni korur. Ayrica
beyindeki kan dolasiminin dizenlenmesinde gérev alarak beyin fonksiyonlarinin
saghkli bir sekilde gerceklesmesini saglar. Yapilan c¢alismalarda, iNOS
aktivasyonuna ge¢ embriyonik ve erken postnatal dénemde sican beynindeki
damarlarda rastlanmistir. Dogumdan sonra ise enflamatuvar ajanlarin etkisi ile glial
hiucrelerde (astrositler, mikroglial hiicreler) ve makrofajlarda iINOS ekspresyonu
go6rilmastar. Bu ekspresyon 4-8 gin sirmekte ve nNOS’un sentezledigi NO
miktarindan 100-1000 kat daha fazla NO sentezlenmekte ve beyinde biyokimyasal
degisikliklere neden olmaktadir (103).

Tum NOS izoformlari, homodimerik yapida olan ve substrat olarak L-Arjinini,
kofaktér olarak da nikotinamid adenin dindkleotit fosfati (NADPH) kullanan
enzimlerdir. nNOS ve eNOS’tan hareketle NO sentezi hiicre igindeki
kalsiyum/kalmodulin oranina baglidir. Bu nedenle hicre i¢i kalsiyum miktarini
arttiran agonist molekiller NO sentezini de arttinr. iINOS'un aktivasyonu
kalsiyum/kalmodulinden bagimsiz olarak gergceklesmekte ve genellikle endotoksin-
ler, endojen proinflamatuvar molekdller ile indiiklenerek NO sentezlenmektedir.

Sinir sisteminde NO, iyon kanallarinin kontrolinden ve nérotransmitter
salinimindan sorumludur ve bu etkilerini kanal proteinleri ile dogrudan etkileserek
ya da guanilat siklaz enzimini aktive ederek siklik guanilat monofosfat (cGMP)
sentezi Gzerinden gosterir. NO, 6zellikle omurilikteki néronlarda cGMP artisina
bagh olarak metabolik degisikliklere sebep olmaktadir (43).

NO, bulundugu ortamda slperoksit anyonu (O,") ile etkileserek ylksek
oksidan 6zellige sahip peroksinitrite (ONOQO’) dénlslr. Peroksinitrit dokularda g
farkli yol ile hasar olusturur;

1) Uzerine proton alarak hidroksi radikali ve nitrite parcalanir (Sekil 10).
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O, + NO'—= ONOO" (+ H*) — 3= ONOOH — 3 OH" + NO,"

Sekil 10. NO’in peroksinitrit ve nitrite dénlisiimi reaksiyon denklemi (43)

2) Direkt ve hizli bir sekilde salfidril gruplarini, DNA’yi, lipidleri, proteini
oksidasyona ugratir.

3) Nitronyum bilesigine dodnuserek proteinlerdeki fenilalanin ve tirozin
aminoasitlerine nitro grubu aktarir.

SOD enzimi varhginda, ortamdaki stper oksit anyonu uzaklastirilacagi igin
NO peroksinitrite ddnlisemez ve nérotoksik etkisi gézlenmez (10).

DlUslk konsantrasyonlardaki NO sinir sisteminde, ndéroprotektif ve
ndrotransmisyonu dlzenleyici etkilerde bulunur ancak omurilik hasari, Parkinson ve
Alzheimer gibi noérodejeneratif hastaliklarda yUksek miktarda sentezlenir ve
ndrodejenerasyona neden olur.

NO ve NOS’un omurilik hasarinin patogenezindeki roli, nNOS enziminin
artmis ekspresyonlari veya NOS enziminin substrati olan NO’in sulu ¢dzeltilerdeki
son drdnleri (nitrit ve nitrat) Gzerinden tayin edilebilir. Yapilan ¢alismalarda akut
omurilik hasarl siganlarda omurilik bélgesinin NO miktarinda ve NOS aktivitesinde

bir artis oldugu, kronik hasarda ise NOS aktivitesinin azaldigi gézlenmigtir (17).

1.1.4. Antioksidan Enzimler

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, nérodejeneratif hastaliklarin gelisiminde
organizmadaki serbest radikallerin roli oldugu kanitlanmistir. Serbest radikaller,
yapisinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan, nétral, pozitif veya
negatif yikli kimyasal GrGnlerdir. Biyolojik sistemlerde ¢ogunlukla elektron transferi

ile olusurlar. Aerobik organizmalarin, solunum ve oksidasyon tepkimeleri sonucu
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aciga cikan reaktif oksijen Urlnlerine kargl organizmayi koruyucu etkilere sahip
antioksidan sistemleri bulunmaktadir.

Serbest radikaller, vicuttaki oksijen metabolizmasi sonucu acgida cikar.
Molekuler oksijenin (O,) tek elektron ile rediksiyonu sonucu slperoksit (O.")
radikali olusur. SUperoksit, biyokimyasal tepkimelerde ilk olusan ve en ¢ok bilinen
radikaldir. Bu radikalden hareketle daha toksik olan serbest radikaller sentezlenir.
Slperoksit radikali bir elektron (e") ve 2H" ile tepkimeye girerek hidrojen perokside

(HO,) doénustr. Bu molekil serbest radikal degildir ancak oksijen
metabolizmasinda énemli basamaklarda gérev alir ve hidrofobik membranlardan
kolayca difiize olur. H,O, Uzerine e ve H* alarak suya indirgenebilir (29). Sekil

11°de Biyolojik sistemlerde oksijen radikallerinin olusum mekanizmasi gésterilmistir.

- o - + _a -Ht - +
02 +—e>02 +e—+2H> H202 e H_ - 'OH Lm»HQO

Siiperoksit anyonu Hidrojen peroksit Hidroksil radikali su

Sekil 11. Biyolojik sistemlerde oksijen radikallerinin olusum mekanizmasi (29)

O,, oksidazlarin katalizérliginde 2e" ve 2H" alarak H,O,ye dodnlsir.
Ortamdaki iki molekll O, 2H" ile dismutasyona ugrayarak H,O, ve O,'ye cevrilir.
H,O,, Fe*? ve semikinonlarin varliginda Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali
("*OH) ve hidroksil anyonunu (OH") verir. Hidroksil radikalinin biyolojik sistemlerdeki
yarilanma 6émr0 diger radikallere gére daha kisadir ve etkinligi en ylUksek olan
serbest radikaldir. Membran lipidlerindeki doymamis baglara hidrojen ekleyerek ya
da ¢ikararak oksidatif etki gdsterir. OH" iyonu, ortamda kloriir (Cl,) varsa hipoklorit
anyonunu (OCI) olusturur ve bu anyonun H,O. ile reaksiyona girmesi sonucu da
singlet oksijen ('O,) meydana gelir. Kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan serbest
radikallere ek olarak O isI, 15k ve radyasyon gibi dis kaynaklarin etkine maruz

kalarak 'O, radikaline ddniismektedir (74). Sekil 12'de kimyasal redilksiyon ile Sekil
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13'de ise fiziksel rediiksiyon ile biyolojik sistemlerde serbest radikallerin olusumu
gOsterilmistir.

Oksidazlar

02 + 2e + 2H* H202

. . Dismutasyon
O+ 0" +2H" _— ° 5 H,0,+0;

H202 + e Semikinonlar

Fe*2

» OH™ + +OH

Clo+OH g CI+OCI +H*
Hipoklorit anyonu

OocCI + H202 —_—— Cl + Hzo + 102
Singlet oksijen
Sekil 12. Kimyasal rediksiyon ile biyolojik sistemlerde serbest radikallerin olusumu
(74)

Isi, Is1k, radyasyon 10
2 . 2
Singlet oksijen

Sekil 13. Fiziksel rediksiyon ile biyolojik sistemlerde serbest radikallerin olusumu
(74)

Serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemindeki nétrofil, makrofaj gibi
hucrelerin etkinlidi icin gerekli olsa da organizmada Uretimlerinin artmasi ile doku
hasari ve hiicre 6lumu gerceklesir. Hlcrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat gibi
tim o6nemli bilesiklerine etki ederek ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar,
kanser, alerji gibi bircok hastalia neden olurlar. Reaktif oksijen molekullerinin
olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari 6nlemek igin vicutta bazi
savunma mekanizmalarn  geligtirilmistir.  Bu  mekanizmalarin  tamamina
“antioksidan savunma sistemleri”’ denir. Antioksidan molekiller endojen ve
eksojen kaynakli yapilardir ve oksidan molekiillerin neden oldugu hasari hem hiicre

ici hem de hlcre digi savunma ile etkisiz hale getirirler. Hlcre iginde antioksidan
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savunma sisteminde goérev alan enzimler; SOD, CAT ve GPx'tir. Bakir, ¢inko,
selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari igin gereklidir (18).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldiriima
hizi bir denge igerisindedir ve bu durum “oksidatif denge” olarak adlandirilir.
Oksidatif denge saglandigi  slrece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinin artmasi ya da antioksidan
savunma sisteminin etkinliginin azalmasi ile oksidatif denge bozulur ve bu durum
biyolojik sistemlerde oksidatif strese neden olur (18).

Oksidatif stres, iskemik ve travmatik omurilik yaralanmalarinin patolojisinde
6nemli role sahiptir. Noral dokular Ozellikle omurilik, yapisindaki doymamis yag
asitlerinin fazlahdr nedeniyle serbest radikallerin saldirisina olduk¢a hassastir.
Omurilik dokusunun hasarlanmasi ve iskemi, hicresel ve enflamatuvar
reaksiyonlari tetikleyerek oksidatif strese neden olur (45).

Oksidatif stresin dnlenmesinde goérev yapan enzimlere ‘‘antioksidan

enzimler”’ denir. Bunlar SOD, CAT ve GPx'tir.

a) Superoksit Dismutaz (SOD):
SOD, superoksit radikalinin O, ve H,O.'ye dismutasyonunu katalize eden bir
metaloenzimdir. Bu reaksiyon ile agiga ¢ikan H,O, CAT ve GPx enzimleri ile

pargalanir. SOD’nin katalizledigi reaksiyon denklemi Sekil 14’te verilmistir.

02.- + 02.- + 2H* SoD - H202 + 02

Sekil 14. SOD'nin katalizledigi reaksiyon denklemi (45)

SOD’nin, hcre iginde sitozolde bulunan bakir ve ¢inko iyonu iceren SOD
(Cu/Zn-SOD) ile manganez iyonu tasiyan mitokondriyal SOD (Mn-SOD) olmak

Uzere iki izoenzimi vardir. Mn-SOD homotetramer yapisinda bir enzim olup, her bir
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alt Gnitesinde birer tane mangan elementi tagir. Mangan, dismutasyon tepkimesi
sirasinda indirgenir ve reaksiyon sonunda tekrar yikseltgenir. Cu/Zn-SOD ise iki alt
uniteden olusur ve her bir alt Gnitesinin aktif bélgesinde histamin amino asitine bagh
bakir veya ¢inko elementi bulunur. Yapilan bir ¢alismada, saglikh siganlarda Mn-
SOD’nin hayati dnemi bulundugu Cu/Zn-SOD’nin ise hlicre metabolizmasinda daha
az oOnemli oldugu gosterilmistir (67). SOD aktivitesi dokularin oksidasyon
derecesine gore farklilik géstermektedir. En yUksek aktivitenin géraldigd dokular

arasinda karaciger, dalak, adrenal bezler, bébrek ve kalp vardir.

b) Katalaz (CAT):

CAT, ortamda bulunan H,O,'nin su ve O,ye parcalanmasini katalizleyen
enzimdir. Ayni reaksiyonu katalizleyen bir diger enzim GPx’dir. Bu iki enzimin
substratlarina afiniteleri birbirinden farklidir. Ortamda disutk konsantrasyonda H,O,
varsa substrata GPx baglanirken, ylksek konsantrasyonlarda ise tepkimeye

katalaz enzimi girer. CAT’in katalizledigi reaksiyon denkemi Sekil 15’de verilmistir.

Katalaz
2H,0, ——— 3 2H0+ 05

Sekil 15. CAT'in katalizledigi reaksiyon denklemi (72)

Katalaz, tetramerik yapida bir enzim olup, her bir alt {nitesine
ferriprotoporfirin  baghdir. SOD enzimi gibi, katalaz aktivitesi de dokularda

birbirinden farklidir. Karacigerde, bébrekte ve eritrositlerde CAT aktivitesi ylksektir.

c) Glutatyon Peroksidaz (GPx):
GPx enzimi, dokularda olugsan H.O.'nin ve organik peroksitlerin suya
indirgenmesini katalizler ve reaksiyona giren glutatyon, bu sirada okside glutatyona

dénusur. GPx’in katalizledigi reaksiyon denklemleri Sekil 16’da verilmistir.
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GPx

2GSH+H,0, "~ 4 GSSG+2H0

5 GSH + ROOH —8PX 5 GSSG + H,0 + ROH

Sekil 16. GPx'in katalizledigi reaksiyon denklemleri (72)

GPx, tetramerik yapida bir enzim olup, her bir alt Gnitesi enzimin aktivitesi igin
gerekli olan selenosistein tasir. Memeli hicrelerinde GPx'in bes farkli izoenzimi
tanimlamistir.  Sitozolik ve mitokondriyal GPx, eritrositlerde, karacigerde ve
bdbrekte daha ¢cok bulunmaktadir. Fosfolipid hidroperoksit GPx, perokside olmus
membranlardaki fosfolipidleri, yag asitlerini, kolesterolt ayrica okside lipoproteinleri
direkt olarak indirgeyen GPx enzimidir ve en ¢ok bdbrek epitelyum hiicrelerinde
gOralar. Dérdincu izoenzim ekstraselller GPx'tir ve dokularda az miktarda bulunur.
Son izoenzim ise sigan epididiminde tanimlanmis, selenyumdan bagimsiz GPxtir.

GPx, katalaz ile ayni substrati kullanmakla birlikte, lipid ve organik
hidroperoksitler Uzerinde de antioksidan etki gdsterir. Biyolojik sistemlerde diguk
seviyelerdeki oksidatif strese karsi koruma saglar (100).

Sekil 17°de hiicre organellerinde meydana gelen serbest oksijen radikallerine

karsi ¢alisan antioksidan savunma sisteminin toplu bir 6zeti sunulmustur.
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Sekil 17. Hlcrede serbest radikal olusum mekanizmalari ve antioksidan sitemler.
GR: glutatyon rediiktaz; GSH: glutatyon;, GSSG: okside glutatyon; ER:
endoplazmik retikulum; 'O.: singlet oksijen; MPO: miyeloperoksidaz (72)

Yapilan ¢alhismalarda, omurilik hasarinin sekonder mekanizmasinda serbest
radikallerin ve lipid peroksidasyonun artisina bagli ortaya ¢ikan oksidatif stresin
onemli etkilerinin oldugu saptanmistir. Travmatik omurilik hasarindan sonraki
haftalarda organizmayi oksidatif stresten koruyan antioksidan enzim aktivitelerinde

ne gibi degisikliklerin oldugu halen arastiriimaktadir (31).

1.1.5. Plazma Total Antioksidan Kapasitesi (TAK)

Biyolojik sistemlerde, serbest radikallerin etkilerinden organizmayi koruma
gOrevini Ustlenen antioksidan sistemler vardir. Bu sistemler, enzimatik ve non-
enzimatik olarak ikiye ayrilirlar. Enzimatik olanlar SOD, CAT, GPxtir. Enzimatik
olmayanlar ise organizmada metabolik faaliyetler sonucu olugan ve beslenme ile

vicuda alinan antioksidanlardir. Bu sistemler, dokularda ve kanda bulunurlar (57).
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Plazmada bulunan antioksidanlarin konsantrasyonlari ayri ayri tayin
edilebilmektedir. Ancak zaman aldigi, pahaliya mal oldugu ve kompleks teknikler
gerektirdigi igin tercih edilmez. Bu nedenle plazmada total antioksidan kapasitenin
tayini icin ydntemler gelistiriimistir. Bu ybntemler, literatirde total antioksidan
kapasite (TAK), total antioksidan aktivite (TAA), total antioksidan gti¢ (TAOP), total
antioksidan durum (TAS) tayini gibi farkh isimler kullanilarak tanimlanmalarina
ragmen hepsinin amaci ve prensibi aynidir (94).

TAK tayini ile plazmada entegre olmus antioksidanlarin toplam aktivitesi
bulunur. Plazmadaki her bir antioksidanin aktivitesinin hesaplanip degerlerin
toplanmasindan sonra elde edilen deder ile TAK sonuglari birbirinden farkhdir. Bu
ybntem ile plazmadaki bilinen ve bilinmeyen antioksidan maddelerin ve bunlarin
sinerjik etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikan antioksidan kapasite tayin edilir. Bu
sekilde oksidan/antioksidan sistemler arasindaki in vivo denge daha kolay
anlasiimaktadir (92).

Kanda farkli antioksidan bilesikler bulunmakla birlikte en fazla aktivite
gOsteren yapilar proteinlerdir ve bu etkilerini serbest tiyol gruplari Gzerinden
gOsterirler. Linoleik asit de yapisinda tiyol grubu tasimaktadir ancak kanda disik
konsantrasyonlarda bulundugu igin tiyol gruplarinin temel kaynagi proteinlerdir.
Saglikh bireylere ait plazma &rneklerinin antioksidan kapasitesinin % 52.9’unu
proteinler olusturmaktadir (34).

C vitamini de antioksidandir ve bu etkisini serbest radikal ile reaksiyona girip
okside sekline dénuslrken, reaktif oksijen molekdlini indirgeyerek goésterir. C
vitamini, plazmanin antioksidan etkisinin % 4.7’sinden sorumludur. Gegmiste, safra
pigmenti olan bilirubinin, katabolizma sirasinda agiga ¢ikan toksik bir artik oldugu
distnUimUstir giinimazde ise bilirubinin organizmay ateroskleroz, koroner arter

hastaliklari ve enflamasyondan koruyan fizyolojik bir antioksidan oldugu
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anlasiimistir. Bilirubin, plazma antioksidan kapasitesinin % 2.4’Gnden sorumludur
(73).

Urik asit, plazmadaki serbest radikalleri yakalayarak etkisiz hale getiren bir
antioksidandir. Plazmadaki konsantrasyonu, C ve E vitaminlerininkinden on kat
daha fazla bulunmustur. Saglikh bireylere ait plazma 6rneklerinin antioksidan
kapasitesinin % 33.1’ini Urik asit olusturmaktadir. Meyve, sebze ve ¢ay gibi gidalar,
yapilarindaki antioksidan polifenolik bilesiklerden dolay!r antioksidan &zellige
sahiptir. Bir calismada cayin antioksidan bilesigi olan katesinin C vitamini, bilirubin,
drik asit ve glutatyondan daha fazla antioksidan etkisi oldugu gdsterilmistir (11).
Tablo I'de Antioksidan bilegiklerin organizmadaki plazma konsantrasyonlari ve TAK

icerisindeki konsantrasyonlarinin yiizdesi verilmigtir.

Tablo I. Antioksidan bilegiklerin organizmadaki plazma konsantrasyonlari ve TAK
icerisindeki konsantrasyonlarinin ylizdesi (30).

TAK’daki
Plazma Plazma TAK’daki
L konsantrasyon
Antioksidan Konsantrasyonu % konsan-
N . (mmol trolox
Ogeleri (umol/L) . trasyon
esdegeri/lL)
-SH grubu 303-525 0.91 52.9
Urik asit 150-470 0.57 33.1
C Vitamini 28-85 0.08 4.7
Total bilirubin 3-17 0.04 2.4
E Vitamini 12-45 0.03 1.7
Digerleri -- 0.09 5.2
Toplam - 1.72 100

TAK tayini spektrofotometrik, fluoresans, kemiliminesans y&ntemler

kullanilarak yapilmaktadir. Ancak fluoresans ve kemiliminesans teknikleri pahali
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oldugu ve her laboratuvarda gerekli aletler bulunmadidi icin spektrofotometrik
yontemler tercih edilir ve gogunlukla mavi-yesil renkli ABTS™ [2,2-Azinobis (3-
etilbenzotiyazolin-6-sllfonikasit)]  radikali  kullanihr.  Bu radikal, ABTS’nin
oksidasyonu sonucu olusur ve okside olabilen bir bilesik ile karsilastiginda
indirgenerek tekrar renksiz ABTS bilesigine dénlsdr. Rengin inhibisyonundan
hareketle TAK tayini yapilmaktadir. TAK tayini, biyolojik sivilar i¢in kullanilabilecegi
gibi bitki ve gida ekstrelerinin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde de tercih

edilen bir ydbntemdir (92).

1.1.6. Oksidatif DNA Hasari ve Comet YOontemi

Omurilik yaralanmalarinin ardindan organizmada reaktif oksijen ve nitrojen
tarlerinin Oretimi artmaktadir. Bu artig, antioksidan sistem tarafindan dengelene-
mezse oksidatif strese neden olmakta ve basta DNA olmak Uzere birgok biyolojik
yapida hasara yol agmaktadir.

Serbest radikaller, tamir mekanizmalarinin yetersiz kaldigi durumlarda
DNA'da zincir kiriklari yaparak ve purin, pirimidin bazlarinin yapisini degistirerek,
oksidatif DNA hasarina neden olur. Kirilma, DNA'nin tek zincirinde oluyorsa tamiri
daha hizli gergeklesirken, cift zincir kirllmalari ve bazlardaki degisikliklerin tamiri
daha uzun sirmektedir (46).

Travmatik beyin hasarindan sonra beyin dokusunda sdperoksit ve
peroksinitirit radikali, omurilik hasarindan sonra ise hasarli bdlgede NO ve
peroksinitrit radikalinin olusumunun arttigi yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir (99).
Omurilik hasarindan sonra kandaki DNA yapisinin hangi élgtide etkilendigi yani bu
hasarin sistemik olup olmadigi henlz belirlenememigtir.

Son otuz yil igerisinde, DNA hasarini tayin etmek amaciyla birgok ydntem

gelistiriimistir. ilk olarak 1976'da Cook, non iyonik deterjan ile derisik sodyum Klorir
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(NaCl) kullanarak hucreleri parcalamis ve bdylece membran, sitoplazma,
nikleoplazma ortamdan uzaklagsmis, histonlar da NaCl ile ¢dzinerek geriye DNA,
RNA ve proteinlerden olusan bir kompleks kalmistir. Bu ortama etidyum bromdr,
gUimus nitrat gibi interkalatér bir boya eklendiginde, DNA yapisi agilarak boyay!i
icine almis ve renk sinyali olusturmustur. Sinyalden hareketle DNA hasari tayin
edilmigtir (23).

1984’te ise Johanson ve arkadaslari, comet ydontemi olarak bilinen mikrojel
elektroforezi teknigini gelistirmistir. Bu teknikte, agaroz jel ile karistirilmig hicreler
mikroskop lamlarina alinip deterjan ve tuzla muamele edilerek istenmeyen
yapilarindan kurtariimig daha sonra pH’'in nétr oldugu ortamda elektroforez yapilip,
jel fluoresan bir boya ya da gimus boyasi ile boyanarak comet (kuyruklu yildiz)
benzeri gorintller elde edilmistir. Bu goéruntllerin bas kisminda saglam DNA
bulunurken, kuyruk kisminda hasara ugramis ya da kopmus DNA pargalari yer
almaktadir. Ancak bu teknik ile yalnizca c¢ift zinciri DNA molekdlleri analiz
edilebilmigtir (49).

Birkag yil sonra nétral comet yéntemi, Singh tarafindan gelistirilerek yiksek
alkali (pH>13) kosullar altinda yapilmistir. Bu ydontem DNA sarmalinin agilarak
denatiire olmasini saglamis, elektroforez ve gérintileme basamaklarinda tek zincir
kiriklari da tayin edilebilmigtir. Alkali comet teknigi, disik seviyelerdeki DNA zincir
Kiriklarini yiksek hassasiyet ile saptamaktadir (101).

Lizis ve elektroforezin yapildigi pH’a bagli olarak comet yénteminin tayin ettigi
yapilar degiskenlik gdstermektedir. Noétral comet teknigi DNA'nin ¢ift sarmal
kiriklarinin  tayinine olanak saglarken, alkali comet ydntemi ise alkali ile
isaretlenebilen DNA bdlgelerinin ve tek zincir kiriklarinin saptanmasinda
kullanilmaktadir. Bu nedenle, comet ydnteminin uygulanacag: pH, arastirmanin
amacina goére degismektedir. Ginimizde bu teknik kullanilarak bircok hicre

tipindeki ¢ift zincir, tek zincir kirllmalari, DNA bazlarinin oksidatif hasari, DNA-DNA,
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DNA-protein, DNA-ilag etkilesimleri ile DNA onarimi tayin edilebilmektedir (101).

Sekil 18’de comet tayin ydnteminin basamaklari sirasiyla gésterilmigtir.

Hiicre
siispansiyonu Y e
Hiicre, doku,
l hiicre hatti vs.
Lamlarin hazirlanmasi
¥
N&tral lizis Alkali lizis
CIFT ZINCIR KIRIKLARININ TEK ZINCIR KIRIKLARININ
SAPTANMASI SAPTANMASI
=l
i

0 |

_l_ - -
Nétral Elektroforez ﬁg% Alkali Elektroforez

L Nétralizasyon i
(0.4 M Tris, pH:7.5)

Garintd alinmasi
i Lamin ¢
s _
-~

Sekil 18. Comet yéntemi uygulamasinin sematik gésterimi (101)

Oksidatif DNA hasarindan sonra katlanmis DNA yapisindaki zincirlerde
kirlmalar meydana gelmekte ve DNA molekilinin boyu kisalmaktadir. Bu
durumdaki hlcreler kullanilarak comet yéntemi yapildiginda, negatif yUkli DNA
kiriklari  elektriksel alanda anoda dogru suriklenerek comet yapisini
olusturmaktadirlar. Alkali kosullarda denatlrasyon gerceklestigi icin alkali ile
isaretlenmis bdlgeler tek zincir kiriklari olarak ifade edilmektedir. Elektroforezden
sonra lamlar propidyum iyoddr ya da etidyum bromir gibi fluoresan bir boya ile
boyanabilecegi gibi gimus boyamasi teknigi de kullaniimaktadir (22).

Comet yoénteminde DNA diger elektroforez tekniklerinde oldugu gibi
fragmanlar seklinde yol almaz. DNA g6c¢U, zincir kiriklarinin sayisinin ve boyutunun

bir fonksiyonu olarak gerceklesir. Ayrica, comet kuyrugunun uzunlugu pargalarin
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uzunluguna degil hasarin boyutuna baglidir. DNA hasari gerceklestiginde katlanmig
yap! agilarak DNA’nin yapitaslari olan pargalar cekirdek etrafina dagilir. Bu parcalar
comet ydnteminde elektriksel alanda surlklenerek cometin kuyrugunu olustururlar

(5). Sekil 19'da comet yapisinin bélimleri verilmistir.

Arka Béldm

L4

Sekil 19. Comet yapisinin bélimleri (21)

Comet ybntemi bazi kaynaklarda tek hlicre jel elektroforezi olarak da
tanimlanmaktadir. CUnkU elektroforez sirasinda olugan comet gérintisinin herbiri
bir hicreye aittir ve jele ilave edilen hiicre sayisi kadar comet figlrl olusmaktadir.
Bu yéntem, hizli sonug veren, hassas ve pahali olmayan, birgok hiicre ¢esidinde
kullanilabilen DNA hasari tayin teknigidir. Ayrica 20-40 pl gibi kiglk miktarlardaki
ornekler tayin igin yeterli olmaktadir. Bu teknik, genetik toksikolojide,
ekotoksikolojide, hastaliklarin epidemiyolojisinin tayininde, DNA hasarinin ve

onariminin géruntilenmesinde yaygin olarak kullaniimaktadir (21).
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BOLUM II

GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Aletler

e Golden Phoenix sivi azot tanki, Model YDS-6

e Braun Potter S homojenizatér, Model 853302/4

e Nuvemix otomatik karistirici, Model NM 110

e Grant Bio PHMT is1 ayarli karistirici (Thermo-Shaker), Model 891336/EEC

e Sartorious hassas terazi, Model 2442

e Whatman Biometra yatay jel elektroforez tanki, Model 2025

e Whatman Biometra elektroforez gu¢ kaynagi, Model PS-304

e Labnet, Spectrafuge Mikrosantrif(ij, Model 24D

¢ Nive manyetik karistirici, Model MK 318

e UQgur derin dondurucu (-20°C), Model 95-1

e Sanyo ultra low derin dondurucu (-80°C), Model 85

e Molecular Devices-Versamax spektrofotometrik mikroplaka okuyucusu,
Model BN 03252

e Shimadzu dijital spektrofotometre, Model V-1601

¢ Nive sogutuculu ultrasantriftij, Model NF 800R

¢ Nive su banyosu, Model BM 302

¢ Inolab pH metre, Model 0327

e Olympus trinokiler 151k mikroskobu, Model CX31-32C02
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Motic MC géruntileyici (camera webcam), Model 650936
Degisik hacimlerde otomatik pipetler, Brand Transperfette

Tibbi pens, bistlri ve makas

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum laurilsarkosinat: Clariant (Amanya)

Agaroz Low EEO ve Agaroz Low Melt 3: Applichem Biochemical

Synthesis Services (Almanya)

Amonyum nitrat: Merck (Almanya)

Glmis nitrat: UPARC (ABD)

Tungstosilisik asit: Sigma (ABD)

Tungstofosforik asit: Merck (Almanya)

Trikloroasetik asit (TCA): Merck (Almanya)
Cinkosilfat heptahidrat: Merck (Almanya)

Dimetil siilfoksit (DMSO): Panreac Quimica (Avusturya)
RPMI 1640 Medium: Biochorm (Almanya)

Fetal bovine serum: Biochorm (Almanya)

Sodyum kloriir (NaCl): Baker Analyzed (Hollanda)

Etilendiamintetraasetikasit disodyum tuzu dihidrat (EDTA): Riedel-de

Haen (Almanya)

Sodyum hidroksit (NaOH): Merck (Almanya)
Tris(hidroksimetil)Jaminometan (Tris): Merck (Almanya)
Glasiyel asetik asit: Merck (Almanya)

Triton X100: Merck (Almanya)

Derisik hidroklorik asit (HCI): Merck (Almanya)

Gliserol: Merck (Almanya)
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e Formaldehid: Merck (Almanya)

e 2,2’-Azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonikasit)diamonyum tuzu
(ABTS): Sigma-Aldrich (Avusturya)

e Potasyum persiilfat: Merck (Almanya)

¢ Dipotasyum monohidrojen fosfat (K;HPO,): Merck (Almanya)

e Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,): Merck (Almanya)

e Disodyum monohidrojen fosfat heptahidrat (Na,HPO,.7H,0): Merck
(Almanya)

e Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO,.2H,0): Merck (Almanya)

e Potasyum klorir (KCI): Merck (Almanya)

¢ 6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Trolox):
Sigma-Aldrich (Avusturya)

¢ Hidrojen peroksit (H.0,): Baker Grade (Hollanda)

e Disodyum monohidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO,.2H,O): Merck
(Almanya)

» Kollajenaz I: Worthington Biochemicals (ingiltere)

e Dispaz II: Boehringer Mannheim (Almanya)

e Hanks tuz tamponu (Hanks Balanced Salt Solution: HBSS): Sigma-
Aldrich (ABD)

e NOS Kiti (Kat. No: 22113): Olcim tamponu, nitrat redilktaz, kofaktér
hazirlama ¢o6zeltisi, nitrat standarti, laktat dehidrojenaz, NADPH tetrasodyum tuzu,
Griess Ayraci 1, Griess Ayraci 2, Mikroplaka; Oxis (ABD)

¢ Non-enzimatik NO Kiti (Kat. No: 22111): Granille kadmiyum, ¢inko sUlfat
¢Ozeltisi, mikrosantrif(jj tlpleri, Greiss ayraci 1, Griess ayraci 2, nitrit standarti,
mikroplaka, 0.1 M HCI, 0.1 M NH,OH; Oxis (ABD)

e GPx Kiti (Ransel Kat. No: RS505): Olcim tamponu, dilile edici ajan,

kiimen hidrojen peroksit, belirteg; Randox (ingiltere)
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e SOD Kiti (Ransod Kat. No: Sd125): Karistirimis substrat, 6lgim
tamponu, diliie edici ajan, ksantin oksidaz, standart; Randox (ingiltere)

e Sigir serum albiimini (BSA): Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

e Sodyum karbonat anhidr (Na,CO3): Merck (Almanya)

e Sodyum potasyum tartarat (C;H;KNaOs.4H,0): Merck (Almanya)

e Bakir sulfat pentahidrat (CuS0O,.5H,0): Merck (Almanya)

¢ Folin-Ciocalteu reaktifi: Sigma-Aldrich (Wien, Avusturya)

» Bidistile su: Ebiltem (izmir)

e HPLC safliginda su: Ebiltem (izmir)

2.3. Kullanilan Cozeltiler

2.3.1. Comet Yonteminde Kullanilacak Tam Kan Orneklerini Saklama

Cozeltisi (Flash-Freezing Solution)

0.180 g NaCl tartildi, 1.360 ml DMSO ilave edilip karistirildi. Onceden

sogutulmus RPMI 1640 ile 10 mlI'ye tamamlanarak 4°C’de saklandi.

2.3.2. Omurilik NOS ve Antioksidan Enzim Aktiviteleri ile NO Tayininde

Kullanilan Homojenizasyon Cdézeltisi

NaCl iceren 0.01 M izotonik fosfat tamponu (pH=7.4): 9 g NaCl, 2.575 g
Na,HPO,.7H,O, 0.274 g NaH,PO,.2H,O tartilip distile su ile 100 mlye
tamamlanarak stok ¢ézelti hazirlandi. Kullanilacagi zaman stok ¢dzeltiden yaklagik
9 ml alinip distile su ilavesi ile pH-metre altinda 7.4’e ayarlandi. Kullanmadan énce

4°C’de saklandi.
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2.3.3.Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1) Stok sigir serum albimin (BSA) standarti (1 mg/ml): 10 mg BSA
tartild, distile su ile 10 ml'ye tamamlandi. Protein standart ¢ozeltileri 10-75 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda olacak sekilde gerekli diliisyonlar distile su ile yapildi.

2) %2 Na,CO; cozeltisi (0.1 N NaOH icinde): 2 g Na,CO; tartiip 0.1 N
NaOH ile 100 ml'ye tamamlandi.

3) %2’lik Na-K tartarat ¢ézeltisi: 2 g Na-K tartarat tartilp, distile suyla 100
ml’ye tamamlandi.

4) %1 CuS0,.5H,0 ¢ézeltisi: 1 g CuSO,.5H,0 tartilarak, distile suyla 100
ml’ye tamamlandi.

5) Protein renk reaktifi: 100 ml %2’lik Na,CO; ¢bzeltisine 1 ml %2’lik Na-K
tartarat ve 1 ml %1’lik CuSQO,.5H,0O c¢odzeltileri eklenerek deney gini taze olarak
hazirlandi.

6) Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi: Kullanilacagi zaman 1:1 oraninda distile su ile

seyreltilerek kullanildi.

2.3.4. NO Kitine Ait Cozeltiler

Tam ¢odzeltiler kit icerisinde hazir bulunmaktadir.

1) Graniler kadmiyum: 25 g kadmiyum taneleri.

2) ZnSO,¢oézeltisi: 2 ml %30’luk (a’h) ZnSO, ¢dzeltisi.

3) Griess ayraci (1): 3N HCI icinde ¢ézindirilmds 7 ml sllfanilamid (p-
aminobenzen sulfonamid).

4) Griess ayraci (2): Deiyonize suda ¢6zindurdlmis 7 ml N-(1-Naftil)-

etilendiamin dihidroklorit.
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5) Nitrit standardi: 1.5 ml 500 uM NaNO,.
6) Kadmiyum yikama cézeltileri: 125 ml 0.1 M HCIl ve 125 ml 0.1 M

NH,OH.

2.3.5. NOS Kitine Ait Cozeltiler

1) Deney tamponu: Deney tamponu sisesinin igerigi, HPLC safliginda su ile
100 ml'ye tamamlandi. Bu tampon érneklerin dilisyonu igin kullanildi.

2) Nitrat rediiktaz: Sise icerigi 1.2 ml deney tamponunda ¢dzUndUruldi.
Kullanim sirasinda buzda bekletildi ve —20°C’de saklandi.

3) Kofaktér hazirlama cozeltisi: Sise icerigi 1.2 ml deney tamponunda
¢6zUndUralda. Kullanim sirasinda buzda bekletilerek ¢aligildi ve —20°C’de saklandi.

4) Nitrat standarti: Sise icerigi 1 ml deney tamponunda karistirmak suretiyle
¢6zinduraldi. 2 ile 8°C’de saklandi, donmasi engellendi.

5) Laktat dehidrogenaz: Sise icerigi 1.2 ml deney tamponunda
¢6zUndUrdlda. Kullanim sirasinda buzda bekletilerek ¢alisildi. —20°C’de saklandi.

6) Greiss ayraci (1) ve (2): Sise icerikleri kullanima hazir haldeydi.

7) 1 mM NADPH tetra sodyum tuzu: 8.33 mg NADPH tetrasodyum tuzu

tartildi. Deney tamponu ile 10 ml'ye tamamlandi. Deney glinl taze hazirlandi.

2.3.6. SOD Kit Cozeltileri

1) Deney tamponu: Kullanima hazirdir.

2) Karnistirnimis substrat: 0.05 mmol/L ksantin ve 0.025 mmol/L INT [2-(4-
iyodofenil)-3-(3-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum  klorit] karisimindan ibarettir. Bu
karisim 20 ml deney tamponu ile karigtirildi.

3) Ksantin oksidaz: Her sise icinde bulunan 80 U/L ksantin oksidaz 10 ml

bidistile su ile karistirilarak kullanildi.



41

4) Dilie edici ajan: Sise igerigi 200 ml bidistile suda ¢ézindUruldd.

5) Standartlar: 49 Unite SOD iceren standart SOD sisesi, 10 ml bidistile su
ile karistirildiginda elde edilen konsantrasyon 4.9 U/ml'dir (stok standart). Bu
stokdan hareketle gerekli seyreltmeler dille edici ajanla yapilarak sirasiyla 2.450,
1.225, 0.612 ve 0.204 U/ml konsantrasyonlarinda SOD standart cozeltileri

hazirlanmigtir.

2.3.7. CAT Aktivite Tayininde Kullanilan Cézeltiler

1) Fosfat tamponu (50 mM, pH: 7.0):

A: 0.681 g KH,PO, tartildi. 100 ml'ye distile su ile ¢dzindlrilerek
tamamlandi.

B: 1.789 g Na,HPO,.12H,0 tartildi. 100 ml'ye distile su ile ¢ézindurllerek
tamamlandi.

A c¢Ozeltisi Uzerine B ¢bzeltisi pH-metre altinda azar azar ilave edilerek pH
7.0’e ayarlandi.

2) 30 mM Hidrojen peroksit ¢ozeltisi: % 30’luk H,O,'den 340 ul alindi. 50

mM fosfat tamponu (pH: 7.0) ile 100 ml'ye tamamlandi.

2.3.8. GPx Kit Cozeltileri

1) Deney tamponu (4.3 mM/L EDTA iceren 0.05 M/L fosfat tamponu)
(pH: 7.2): Kullanima hazirdir. 2 ile 8°C’de ¢alisma siiresince saklandi.

2) Belirtec: 4 mM/L glutatyon, 0.5 U/L glutatyon rediktaz ve 0.34 mM/L
NADPH karigimi 10 ml ¢alisma tamponu ile karistirildi ve 37°C’'de 5 dk. inkiibe

edildi.
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3) 0.18 mM/L H,O, Hazirlanmasi: Kimen H,O,den 10 pl alinarak renkli
klguUk bir sisede 10 ml deiyonize su ile manyetik karistiricida devaml ¢alkalanmak
sUretiyle ¢dzindarildd. Caligsma gind taze hazirlandi.

4) Dilie edici ajan: Sise igerigi 200 ml deiyonize suda ¢6zindurdldu.

2.3.9. TAK Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1) 7 mM stok ABTS" radikal ¢ozeltisi: 38.407 mg ABTS tartildi ve 6.620
mg potasyum perstulfat ile karistirildi. Distile su ile 10 mlI'ye tamamlandi. Hazirlanan
bu c¢ozelti, 30°C’de ve karanlikta 12-16 saat etlivde bekletildi. Béylece ABTS®
radikali olusturuldu. Bu radikalin iki gtin sreyle stabil oldugu bildirilmistir (92).

2) 5 mM Fosfat tamponu (pH: 7.4): 0.340 g KH,PO, ve 0.435 g K;HPO,
tartildi. Her biri distile su ile 500 ml'ye tamamlandi. iki ¢dzelti esit oranda karistiriidi
HCI veya NaOH ¢ozeltileri kullanilarak pH 7.4 e ayarland..

3) Standart trolox ¢oézeltisi: 50 mM trolox ¢6zeltisi hazirlamak icin 1.251 g
trolox tartildi ve 5 mM fosfat tamponu kullanilarak 100 ml'ye tamamlandi. 2.5, 5,
7.5, 10 ve 15 mM’lik standartlar icin gerekli seyreltmeler 5 mM fosfat tamponu ile

yapildi.

2.3.10. Oksidatif DNA Hasar1 Tayininde (Comet Yontemi) Kullanilan Cézeltiler

1) Stok coézeltiler:

a) 0.2 M EDTA: 37.224 g EDTA tartilip bir miktar distile suda karisgtirilarak
¢6zUndUrildd. Daha sonra 500 ml'ye distile su ile tamamlandi.

b) 10 M NaOH: 100 g NaOH tartilip 250 ml’ye distile su ile tamamlandi.

c) 4 M Tris: 48,456 g tris tartilarak distile su ile 100 mI'ye tamamlandi.

d) 140 mM Fosfat tamponu (pH: 7.4):
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a. 0.2 g KH,PO,, 8 g NaCl ve 0.2 g KCI tartilip, distile su ile 100 ml'ye
tamamlandi.

b. 4.075 g Na,HPO,.7 H,0 tartilip, distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

a c¢Ozeltisi Gzerine b ¢bzeltisi azar azar ilave edilerek, pH-metre altinda pH’i
7.4’e ayarlandi.

e) Stok lizis cobzeltisi: 37.24 g EDTA, 146.1 g NaCl ve 4 Mk Tris
cozeltisinden 2.5 ml alinarak bir behere konuldu. Uzerine 700 ml distile su ilave
edilerek, karistiricida ¢6ztndaraldi. Cdzeltinin son hacmi 1 L olacak sekilde 10 M
NaOH ve derigik HCI kullanilarak pH-metrede pH 10’a ayarlandi.

2) Lizis cozeltisi: 10 ml DMSO, 1 ml Triton X100, 934 pl sodyum
laurilsarkosinat, stok lizis ¢dzeltisi ile 100 ml'ye tamamlandi. Kullanmadan énce en
az 30 dk. 4°C’de sogutuldu.

3) Notralizasyon tamponu (pH: 7.5): 100 ml 4 M’lik stok tris ¢dzeltisinin
pH'I 7.5 olacak sekilde derigik HCl ile ayarlandi. Distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

4) Elektroforez tamponu (pH: 13.1): 10 M NaOH stogundan 60 ml ve 0.2
Mhk EDTA stogundan 10 ml alindi. Bu ¢bézeltiler karistirihp 2 L'ye distile su ile
tamamlandi. 10 M’lik NaOH ile pH: 13.1° e ayarlandi. Kullanincaya kadar bu
tampon buzdolabinda saklandi. Galismalarimizda ayni tampon en fazla iki kez
kullanildi.

5) Agaroz jellerin hazirlanmasi:

a) % 1.5 NMP (Normal Melting Point: Normal erime derecesine sahip)
agaroz: 375 mg NMP tartilip, 25 ml 140 mM fosfat tamponunda isitilarak tamamen
¢6zUndurdlda.

b) % 0.5 LMP (Low Melting Point: Disik erime derecesine sahip)
agaroz: 25 mg LMP tartilarak, 5 ml 140 mM fosfat tamponu iginde Isitilarak
tamamen ¢ézinduralda.

6) Gimis Boyama (Silver Staining) Yonteminde Kullanilan Cozeltiler
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a) Fiksasyon cozeltisi: 150 g TCA, 50 g ZnSO, ve 50 g gliserol
karistirilarak, distile su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

b) Boya coézeltisi A (%5 Na,CO;): 12.5 g Na,CO; 250 ml'ye distile su ile
tamamlandi.

c) Boya c¢oézeltisi B: 100 mg gimus nitrat ve 100 mg amonyum nitrat tartildi,
bir miktar distile suda ¢ézindirlldid. Daha sonra sira ile 500 mg tungustosilisilik
asit, 250 pl % 37’ lik formaldehid ilave edilip 500 ml'ye distile su ile tamamlandi.

d) Calisma boya cozeltisi: Boya ¢ozeltisi B'den 68 ml ve boya cozeltisi
A’dan 32 ml ile alinarak karistirildi. Deney glinu taze olarak hazirlandi.

e) Durdurma cozeltisi: % 1’lik asetik asit ¢dzeltisidir. 10 ml glasiyel asetik

asit 1000 ml distile suda ¢6zindurilerek hazirlandi.

2.4. Deney Protokoli

2.4.1. Embriyonik Néral K6k Hiicrelerin (ENKH) Hazirlanmasi (64)

13.5 gunluk saglikl sican embriyosunun uzunlugu ortalama 8.5-9 mm’dir. Bu
standarda uyan embriyo, anne sican rahminden alindiktan sonra, omuriligi ¢ikarildi.
Dikkatli bir sekilde Uzerinde bulunan zarlari temizlendi (6zellikle lumbar bdlge bu
dénemde yapigkan karaktere sahip oldugu igin, zarlarin tamaminin ayrilmasina
dikkat edildi). Daha sonra, temizlenmis omurilik buz Gzerinde bekleyen, santrifij
tiplerindeki DMEM/F12 sollsyonu icine aktarilarak yikama vyapildi. Omurilik
Uzerinden tam olarak temizlenemeyen yapiskan kisimlari ve zarlari ayirmak icin,
ayrica 8 dk. oda sicakliginda kollajenaz/dispaz solisyonunda bekletildi.
Kollajenaz/dispaz ortamdan uzaklagtirildiktan sonra, tekrar DMEM12/F12 ile

ylkama yapildi.
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Temizlenmis ve istenmeyen dokulardan arindirilmis omurilik pargalari temiz
ve buz tzerinde bekleyen santrif()j tiplerindeki DMEM/F12 ortamina tekrar aktarildi.
Takiben, 1000xg’de 5 dk. santriflj edildi. Cozelti uzaklastirildi ve omurilik Gzerine 1
ml % 0.05’lik tripsin-EDTA c¢dzeltisi eklenerek, 37°C'de 20 dakika inklibe edildi.
inkiibasyon sonunda, 1000 pllik steril pipet 800 pl'ye ayarlanarak, dokularin
birbirinden ayristigini giplak gdézle gérene kadar, doku topaklari nazikge pipete
alinip, geri birakildi. Tripsinin etkisini ortadan kaldirmak icin, 10 ml néral 6ncu
hucreler (NRP: Neural Restricted Precursors) igin hazirlanan kiltir ortami ile
karigtirildi. Olusan hiicre stspansiyonu 40 pllik filtreden stzildd. Filtre Gzerindeki
hiicreler tekrar 10 ml NRP igin hazirlanan kultir ortami ile yikanarak bir tipe
toplandi. Elde edilen hlicre sispansiyonu 1000xg’de 5 dakika santrif(ij edilerek
tripsin ortamdan uzaklastirildi. Sitpernatant nazikge alinarak, 1 ml NRP igin
hazirlanan kiltir ortaminda ikinci kez stispande edildi.

Hulcre stispansiyonunun 10 pl’si, 10 pl tripan mavisi ile dille edilerek hemosi-
tometrede hicre sayimi yapildi. Hicreler laminin ile kaplanmig ve iginde NRP igin
hazirlanan kultr ortami bulunan kaplara 3 milyon hiicre olacak sekilde paylastirildi.
Uzerlerine 10 ng/ml bFGF ve 20 ng/ml NT3 ilavesi yapildi. 37°C’de % 5 CO, ve %
95 O, karnisimi veren etlvde gelisimleri tamamlanana kadar (takriben 8-9 giin)
bekletildi. iki gtinde bir kiiltir ortaminin (ist sivilari degistirildi. Béylece néral ve glial

oncu hicreler elde edildi.

2.4.2. Deney Hayvanlarinin Secimi ve Gruplandirilmasi

Deneyde 250-270 g agirhginda 30 adet Sprague-Dawley eriskin disi sigan

kullanildi. Deney hayvanlari calisma siresince 12/12 saat aydinlik/karanlik

déngulsinde, iyi havalandirilan ve uygun nem kosullarina sahip, oda sicakliginin
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20-25°C oldugu odalarda bekletildi. Siganlar alti gruba ayrildi ve her grupta 5
hayvan kullanildi.

Calisma gruplari asagida anlatildigi gibi olusturulmustur:

Grup 1: Akut omurilik hasari uygulanan gruptur. Omurilik hasarindan sonra
siganlar oda kosullarinda 7 gin yasatildi. 7. ginin sonunda hayvanlara anestezi
uygulanip kan ve doku érnekleri toplandi.

Grup 2: Akut omurilik hasarindan sonra ENKH ile tedavi edilen gruptur.
Hasarin 9. gininde ikinci bir operasyon ile hayvanlara ENKH tranplantasyonunun
ardindan 7. glniin sonunda biyolojik materyal toplandi.

Grup 3: Kronik omurilik hasari uygulanan gruptur, hasardan sonra sicanlar
oda kosullarinda 28 giin yasatiimis ve daha sonra anestezi altinda kan ve doku
ornekleri toplanmistir.

Grup 4: Kronik omurilik hasarindan sonra ENKH ile tedavi edilen gruptur. Bu
gruptaki sicanlarda hasar olusturulduktan sonraki 9. ginde ENKH nakli yapildi.
Naklin ardindan 28. giinin sonunda hayvanlara anestezi uygulandiktan sonra kan
ve doku érnekleri alindi.

Grup 5: Grup 1 ve 2 igin olusturulan akut kontrol (sham) grubudur. Bu
gruptaki deney hayvanlarinin T8-9 omurilik bélgesi hasar olusturulmadan ameliyatla
acildi, tekrar kapatilarak 7 gin yasatildilar. 7. ginin sonunda yine kan ve doku
ornekleri toplandi.

Grup 6: Grup 3 ve 4 i¢in olusturulan kronik kontrol (sham) grubudur. Deney
hayvanlarinin omuriliginin T8-9 bdlgesi hasar olusturulmadan ameliyatla ac¢ildi ve
tekrar kapatilarak 28 gun yasatildilar. 28. glnin sonunda hayvanlara anestezi

uygulanip gerekli biyolojik materyal alindi.
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2.4.3. Sicanlara Omurilik Hasari Uygulanmasi

Siganlara 50 mg/kg ketamin ile 5 mg/kg ksilazin karigimi intraperitonal (i.p.)
verilmek suretiyle, anestezi uygulandi. El ile kontrol edilip, en alttaki kaburga ve
omur belirlenerek, sirt bélgesinde 2 cm’lik bir kesi olusturuldu ve omur bdlgesi
acildi. T8-9 (torakal 8. ve 9. omurlar arasi) omurlarina yapilan laminektomiyi
takiben, makas ile omuriligi tek tarafli kismi kesip cikartmak suretiyle (unilateral
partial hemisection yéntemi) lezyon olusturuldu. Operasyon icin agilan paraspinal
kaslar orta hatta tekrar birlestirilip derideki kesi 4-0 yara katgUtl ile kapatildi. Vicut
sicakligl operasyon sirasinda ve sonraki 24 saat iginde 37°C’de tutuldu. Sonraki 7
gln boyunca sicanlara proflaktik amacli 150 mg/kg dozunda intramuUskdler (i.m.)

ampisillin uygulandi.

2.4.4. ENKH’lerin Hasarli Omurilik Dokusuna Transplantasyonu

Omurilik hasari uygulanan siganlar ikinci kez uyutularak T8-9 omurlari agildi
ve daha 6nce hasarlanmis omurilik ortaya ¢ikarildi. Destek elemanina (stnger
kollajen) ENKH’ler 1.000.000 hiicre olacak sekilde emdirilerek omurilik bdlgesine

nakledilip dokular sirasiyla kapatildi.

2.4.5. Operasyon Sonrasi Hayvan Bakimi

Opere edilen sicanlar, kuru zeminli ayri kafeslerde tutuldu. Sicanlarin yatig
pozisyonlari ilk hafta giinde iki defa degistirildi. ilk iki hafta icinde ise omurilik
hasarinin yan etkisi olan mesane disfonksiyonu nedeni ile mesanelerine masaj
uygulanarak 8 saatte bir idrarlari bosaltildi. Bu islem sonraki haftalarda gtinde iki

defa uygulandi.
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Tom deney hayvanlarina transplantasyondan 3 glUn ©6nce baslayip,
operasyondan sonraki iki hafta boyunca imminosupresif ajan olarak subkutan (s.c.)
uygulama ile siklosporin A (SsA) enjeksiyonluk ¢ézeltisi (Sandimmune; Novartis)
1mg/100g/24saat dozlarinda verildi. Bu uygulamadan sonra, 6rnek toplama

asamasina kadar oral SsA ¢ozeltisi (50ug/ml) hayvanlarin igme suyuna konuldu.

2.4.6. Calisma Materyalinin Toplanmasi

TOm deney gruplarindaki siganlara anestezi uygulandiktan [ketamine (50
mg/kg) + xylazine (5mg/kg)] sonra, 6n ve arka ayaklari sabitlenecek sekilde
masaya sirt Ustl yatirildi. Hayvanin toraks bdélgesi cerrahi makas ve pens yardimi
ile kesilerek agildi ve énce kan 6rnekleri daha sonra sirt bélgesi agilarak omurilik
doku érnekleri toplandi.

Kan érneklerinin _eldesi: Halen atmakta olan kalpten kan enjektdrle alindi

(direkt kalp ponksiyonu ile kan alma sekli). Ornekler (ortalama 5 ml) comet yéntemi
ve TAK tayinleri icin farkh yerlerde stoklandi.

Comet yéntemi igin, dnceden hazirlanip kryoviale konmus 100 pl flash-
freezing ¢ozeltisi Gzerine 100 pl kan érnegdi konup alt Gst edildi ve sivi azot tankina
konup, hizla donduruldu. Bu igslem DNA batinldgunin optimum dizeyde kalmasi
icin gerekli bir basamaktir (42). Daha sonra kan &rnekleri comet yénteminin
uygulanacagi gtine kadar —80°C’de saklandi.

TAK tayini igin, geri kalan kan heparinize tiplere alindi ve birka¢ kez alt Gst
edilerek, pihtilasmasi engellendi. Daha sonra 3000xg’de 10 dk. santrifdj edilerek,
plazmalari elde edildi ve otomatik pipet yardimi ile ependorflar igine alinarak,
kullanilacagi gline kadar -80°C’de saklandi.

Omurilik __hasarli__bdlgesinin__eldesi: Sicanlarin  omuriligi tamamen

¢ikarildiktan sonra lezyon odagindan 1’er cm uzakliktaki Ust (caudal) ve alt (rostral)
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bdlgeleri ayrilip, toplam lezyon bdlgesi 2 cm olacak sekilde kesilerek toplandi.

CGalismalarda lezyon bélgesi kullanildi.

2.5. Omurilik Hasarli Bolge Dokusunun Homojenizasyonu

Operasyon sonucu ayrilan omuriliklerin hasarli bélgeleri tartiip 1.5 mllik
ependorfa alindi. Uzerine tartilan dokunun mg miktarinin 10 kati kadar pl olacak
sekilde NaCl igeren 0.01 M izotonik fosfat tamponu (pH=7.4) eklendi. Buz izerine
alinan ependorftaki doku kalin uclu (¢capi: 0.80 mm, igne uzunlugu: 38 mm)
enjektérle kiglk pargalara ayrildi. Siddetli bir sekilde manyetik karistiricida
karigtirildi. ince uglu enjektorle (capi: 0.45 mm, igne uzunlugu: 13 mm) 15 dk.
sureyle enjektér icine alinarak hizla birakildi. Daha sonra cam uglu
homojenizatérde buz ile sogutma altinda 5 dk. 1200 rpm’de homojenize edildi.
Homojenatlar 17000xg’de 20 dk. slreyle +4°C’de santrif(j edildi. SUpernatant
dikkatli bir sekilde otomatik pipetle alinarak, kuru ve temiz bir ependorfa aktarildi.
Gerekli seyreltmelerden sonra NO miktar tayini ile SOD, CAT, GPx, NOS aktivite

tayinleri yapildi.

2.6. Kullanilan Yontemler

2.6.1. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini Lowry ydntemine gére yapilmistir (69). Bu ydntem,
proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlari ile bilre tepkimesi vermesi esasina
dayanir. Peptid baglar alkali ortamda bakir tuzlari ile mor renkli kompleks olusturur.
Ayni zamanda protein yapisindaki tirozin ve triptofan amino asitleri fosfomolibdat-

fosfotungstat ¢dzeltisi (Folin-Ciocalteu) ile indirgenir.
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Sigir serum albiminin (BSA) ana stok standarti (1 mg/ml) olarak hazirlanmig
¢cozeltiden 0.2 ml ve 0.4 ml alinip, 10 ml'ye tamamlamak suretiyle elde edilen 20
ug/ml ve 40 pg/ml BSA iceren ¢Ozeltilerden 0.4’er ml alinarak standart tiplerine
kondu.

Omurilik hasarli bdlge dokusunun protein tayini icin homojenatlar 100 kat
seyreltilip elde edilen érneklerden 0.4 ml alinarak numune tiplerine kondu. Her
tipe 2 ml protein renk reaktifi eklendi. TUpler 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Karigima 1:1 oraninda distile su ile seyreltiimis Folin-Ciocalteu ¢ézeltisinden 0.2 ml
kondu ve karistirildi. Oda sicakliginda 1 saat bekletildikten sonra 750 nm’de kére
karsi spektrofotometrede okundu. Kér tlpleri ise 6rnek yerine distile su konarak
hazirlandi ve drnekler ile ayni isleme tabi tutuldu. Omurilik hasarl bélge dokusu
protein miktarlari, konsantrasyonu bilinen BSA ¢o6zeltileriyle olusturulan standart

egri yardimiyla hesaplandi.

2.6.2. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

BSA’'nin belirli konsantrasyonlardaki ¢ézeltileri hazirlandi. Bunun igin 10 mg
BSA tartilarak distile su ile 10 ml’'ye tamamlandi ve bdylece ana stok BSA standardi
(1 mg/ml) hazirlandi. Bu stok c¢dzeltiden alinan belirli hacimler, distile su ile
seyreltilerek ml'de 10, 20, 30, 40, 50, 75 ve 100 pg BSA bulunduran standart
calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltilerden 0.4’er ml alinarak 2.6.1°deki islemlere
tabi tutulduktan sonra spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda protein
konsantrasyonlarinin karsilik geldigi absorbanslar kére karsi okunup standart egri
cizildi. Her deney glnd, iki ya da G¢ ayri konsantrasyonda taze hazirlanan standart
¢Ozeltilerinin absorbansi, érnekler ile birlikte okunarak standart egriden sapmalar

dizeltildi.
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2.6.3. Non-enzimatik NO Miktar Tayini

Omurilik hasarli bélge dokusunda NO miktar tayini, biyolojik &rneklerde
dretilen NO’nun son Urind olan nitrit GOzerinden Greiss ayraci kullanilarak,
kolorimetrik bir ydntemle yapilmistir (39). Nitrik oksit, sulu ¢bézeltilerde hizla nitrit ve
nitrata doénlslr. Nitrat, Greiss ayraci ile reaksiyon vermedidi icin, grandler
kadmiyum (Cd) ile kimyasal rediksiyona ugratilarak nitrite indirgenir. Ortamdaki
toplam nitrit, Greiss reaksiyonunu takiben spektrofotometrik olarak tayin edilir.
Deneyde kullanilan ZnSO, ¢0zeltisi, biyolojik érneklerdeki proteinleri ¢oktirir ve
¢cOkelegin ortamdan uzaklastiriimasi ile 6lgiimlerin daha saglikli alinmasini saglar.

Sekil 20°de NO’nun nitrit ve nitrata déntsimi sematik olarak gdésterilmistir.

Nitrat

Nitrik oksit (NO) Kadmiyum (Cd)

IS

Sekil 20. NO’nun nitrit ve nitrata dénistmdi (39)

Nitrit

Asidik c¢ozeltilerde, nitrit nitrdz aside doéndsdr. Olusan nitréz asit ile
sllfanilamid arasinda diazonyum tepkimesi gerceklesir ve sulfanilamid diazonyum
tuzu, N-(1-Naftil)-etilendiamin ile reaksiyona girerek kirmizi bir bilesik olusturur ve
540 nm dalga boyunda absorbans 6lcllir. Nitrat ise silfanilamid ile diazotizasyona
ugramadigi icin o6ncelikle nitrite indirgenmeli daha sonra Griess reaksiyonuna
sokulmalidir. Bu yéntem ile 1 pM gibi disik miktarlarda nitrit iceren 10-100 pl
hacimlerinde érnekler kullanilarak, nitrit tayini yapilabilmektedir.

Omurilik hasarli bdlge dokusu stok homojenatlarindan, mikrosantrifij

tiplerine 50 pl alinip 190 pl'ye bidistile su ile tamamlandi. Uzerine 10 pl % 30’luk
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(a’h) ZnSO, ¢ozeltisi eklenerek manyetik karistiricida karistiriip oda sicakliginda
15 dk. inklbe edildikten sonra 1500xg’de 5 dk. santrif(ij edildi. SUpernatant temiz bir
tipe aktarildi. Bdylece Orneklerin protein igerigi ortamdan uzaklastiriidi. Ayri bir
mikrosantrifuj tiptne her 6rnek igin 0.5 g Cd granulleri kondu ve bu grantller 2'ser
kez sirayla 1 ml H,O, 1 ml 0.1 M HCI, 1 ml 0.1 M NH,OH ile yikandi. Yikanmis Cd
granulleri Uzerine sUpernatantlar, otomatik pipet araciligiyla aktarildi. Tupler
sicaklik ayarh karistiriciya yerlestirilip 25°C’de 700xg’'de 17.5 saat boyunca
inkibasyona birakildiktan sonra 1500xg’de 5 dk. santrifij edildi ve c¢bzelti kismi
alindi. Bu ¢dzeltiden 80 pl alinip mikroplaka kuyucuklarina uygulandi ve 100 pl'ye
bidistile su ile tamamlandi. Her érnek iki kez calisildi. Orneklerin bulundugu
kuyucuklara sirasiyla 50°ser pl Greiss ayraci 1 ve 2 ilave edilip mikroplaka
okuyucuda 540 nm dalga boyundaki absorbans kére kargi élgtldl. Kor olarak hicbir
isleme tabi tutulmamisg 200 ul bidistile su kullanildi. Ayni érnegi iceren kuyucuk
ciftlerindeki absorbansin ortalamasi alinip standart egride karsilik geldigi NO
konsantrasyonu belirlendi. Sonuclar, seyreltme faktori ile ¢arpildiktan sonra uM/mg

protein olarak verildi.

2.6.4. Non-enzimatik NO Miktar Tayininde Kullanilan Standart Coézeltilerin

Hazirlanmasi

Kit icinde hazir halde bulunan 500 uM nitrit standardindan hareketle gerekli
seyreltmeler bidistile su ile yapilarak 0.25 0.5, 2.5, 5, 12.5, 25, 50 uM’lik standart
¢Ozeltileri hazirlandi. Bu c¢ozeltilerin her biri, yilkanmig Cd grandlleri igeren
mikrosantriflj tUplerine alindi ve sicaklik ayarli karistiriciya yerlestirilip 25°C’'de
700xg’de 17.5 saat boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu takiben 1500xg’de
5 dk. santriflj edildi ve ¢bdzelti kismindan 100’er pl alinip iki ayri mikroplaka

kuyucuguna uygulandi. Daha sonra kuyucuklara sirasiyla 50°ser ul Greiss ayraci 1
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ve 2 ilave edilip mikroplaka okuyucuda 540 nm dalga boyundaki absorbans kér
kuyucuguna karsi okundu. Kor olarak higbir isleme tabi tutulmamig 200 pl bidistile
su kullanildi. Ayni konsantrasyondaki kuyucuk ciftlerinde okunan absorbansin
ortalamasi alinip NO standart egrisi ¢izildi. Her deney gind, iki ya da ¢ ayri
konsantrasyonda taze hazirlanan standart ¢ozeltilerinin absorbansi, érnekler ile

birlikte okunarak standart egriden sapmalar dizeltildi.

2.6.5. NOS Aktivitesi Tayini

Bu deneyin prensibi, biyolojik 6rneklerde zamana ve sicaklida bagh bir
reaksiyon ile NOS’un katalizérliginde olusan NO’nun sulu ¢ézeltilerdeki son Urin(
olan total nitritin, Greiss reaksiyonu araciligiyla kolorimetrik olarak élgtilmesidir (55).
NOS, kompleks bir enzim olup néronlarda, trombositlerde, nétrofillerde ve daha
bir¢cok hiicrede molekuler arjinin ve oksijene etki ederek NO olusumuna neden olur.
NO’nun in vivo son Urlnleri ise nitrit ve nitrattir.

Deneyde kullanilan nitrat rediktaz (NR), nitratin enzimatik rediksiyonla nitrite
indirgenmesini katalizler. NADPH ise, NOS’'un kofakt6éridur ancak NADPH Greiss
ayracinin etkinligini azalttigindan deneydeki NADPH fazlaligi laktat dehidrogenaz
(LDH) kullanilarak ortadan kaldirilir. Yontemde NOS reaksiyonu isi inaktivasyonu
ile durdurulur, asit kullanimi NR’1 inhibe ettigi icin tercih edilmez.

Greiss ayracl kullanilarak spektrofotometrik olarak nitrit tayini kolay ve hassas
bir yontemdir. Asidik cOzeltilerde nitrit, nitr6z aside doénlslr. Nitrdz asit ile
sulfanilamid arasinda diazonyum tepkimesi gerceklesir. Silfanilamid diazonyum
tuzunun, N-(1-Naftil)-etilendiaminle etkilegserek 540 nm’de olc¢llebilen kirmizi bir
bilesik olusturmasinin ardindan absorbans mikroplaka okuyucuda &lguldr.

Omurilik hasarli bélge dokusu stok homojenatlari, deney tamponu ile 5 kat

diliie edildikten sonra mikroplaka kuyucuklarina 40 pl uygulandi. Uzerlerine 20 ul



54

deney tamponu ilave edildi. Her 6rnek igin iki deneme yapildi. Deney ginu taze
hazirlanmig 10’ar yl 1 mM NADPH ve nitrat rediktaz ¢6zeltisi kuyucuklara eklendi.
Mikroplaka icerigi 60 dk. oda sicakliginda inkibe edildikten sonra 10’ar pl kofaktor
hazirlama ve LDH ¢o6zeltileri her kuyucuga eklendi. Mikroplaka oda sicakliginda 20
dk. inklibasyona birakildi. Kuyucuklara 50’ser pl Greiss Ayraci 1 ve 2 ilave edilip,
oda sicakhginda 10 dk. daha bekletildi ve 6rneklerin absorbansi 540 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucuda kére kargl okundu. Kér olarak herhangi bir isleme
tabi tutulmayan 200 ul HPLC safliginda su kullanildi. Ornek absorbanslarinin
ortalamasi alinip standart egri yardimiyla konsantrasyon degeri bulundu. NOS
aktivitesi ise agsagidaki formulden hareketle hesaplandi ve sonuglar seyreltme
faktord ile garpildiktan sonra “nmol/mg protein” olarak verildi.

NOS aktivitesi = (C540 x 200/ VS) / t

= nmol/ml/dk

C540: Ornegin absorbansinin karsilik geldigi konsantrasyon (nmol/ml)

200: Reaksiyonun son hacmi (200 pl)

VS: Kuyucuklara uygulanan érnegin hacmi (40 pl)

t: NOS reaksiyonunun inkibasyon stresi (60 dk.)

2.6.6. NOS Aktivitesi Tayininde Kullanilan Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi
Kit icerisinde bulunan 600 nM nitrat standardi ¢dzeltisi deney tamponu ile 10
kat seyreltildi ve diliie nitrat standardindan hareketle deney tamponu kullanilarak 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 nmol/ml konsantrasyonlarindaki standart ¢ézeltiler hazirlandi.
Her standart ¢ kez calisildi ve 2.6.5°deki islemler sirasiyla uygulandi. Ayni
konsantrasyondaki standardi igeren kuyucuk ciftlerinde okunan absorbansin
ortalamasi alinip nitrat standart egrisi ¢izildi. Her deney gund, iki ya da G¢ ayr
konsantrasyonda taze hazirlanan standart ¢ozeltilerinin absorbansi, 6rnekler ile

birlikte okunarak standart egriden sapmalar dazeltildi.
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2.6.7. SOD Aktivitesi Tayini

Omurilik hasarli bdlge dokusunda SOD aktivitesi tayini, deney ortaminda
olusturulan superoksit radikalinin verdigi renk reaksiyonunun SOD tarafindan
inhibisyonunun kolorimetrik olarak tayin edilmesi esasina dayanir (96). Bu
yontemde ksantin, ksantin oksidaz (XOD) enzimi katalizérligiinde sUperoksit
radikaline ve Urik asite dénlslr. Aciga ¢ikan slperoksit radikali, 2-(4-iyodofenil)-3-
(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolyum Kloriti (INT) kirmizi renkteki bir bilesige (formazan)
déndstlrtr. Ancak stiperoksit radikalinin bir kismi ortamda bulunan SOD enzimi ile
etkileserek bu reaksiyonu inhibe eder. Bu inhibisyonun oranina bagl olarak SOD
enzim aktivitesi tayin edilir. SOD aktivite tayininin temel reaksiyon denklemi Sekil

21°de verilmistir.

XOD )
Ksantin —— g Urik asit + O5"

o,
I.N.T. 2 » Formazan bilesik

Sekil 21. SOD aktivite tayininde temel reaksiyon denklemi (96)

Omurilik hasarli bélge dokusu stok homojenati, dilie edici ajan ile 100 kat
seyreltildi. Seyreltiimis 6rnekler ve hazirlanan kanstiriimis substrat ¢ozeltisi
6lcimden en az 5 dk. énce 37 °C’lik su banyosunda inklibe edildi. Temiz bir tipe
850 ul kanistiriimis substrat ¢ézeltisi ve 25 pl dilie érnek konulduktan sonra 125 pl
ksantin oksidaz ilave edildigi anda kronometre calistirildi. Tilp icerigi manyetik
karistiricida karistirildi.

Kér kiveti bos birakilip, érnek kivetine tlp icerigi aktarildi. 30. sn., 1., 2., 3.
dk.’larda ve 3.5'inci dakikada spektrofotometrede 505 nm’deki absorbans havaya
karsi okundu. Her &6rnek igin Uger Olgim yapildi. Tablo I'de SOD &lgim

kUvetlerindekideki ¢bzeltiler ve miktarlari gosterilmigtir.
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Tablo Il. SOD élgim kiivetlerindeki ¢dzeltiler ve miktarlari

Cozeltiler Ornek kiiveti (ul) Kor kuveti

Dilue 6rnek 25
Karistirilmis Substrat 850
Ksantin oksidaz(XOD) 125

2.6.8. SOD Tayininde Kullanilan Standart Cobzeltilerin Hazirlanmasi ve

Orneklerin SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

Kit icinde bulunan standart SOD sisesinin icerigi 10 ml bidistile su ile
karistirilip, 4.9 U/ml konsantrayonunda SOD igeren S6 standardi hazirlandi. Bu
standarttan hareketle uygun seyreltmeler dillie edici ajan ile yapilarak sirasiyla
2.45, 1.225, 0.612 ve 0.204 U/ml konsantrasyonlarinda SOD tasiyan S5, S4, S3,
S2 standartlan hazirlandi. S1 standardi ise yalniz diliie edici ajan igcermektedir yani

S1 reaksiyonu sirasinda herhangi bir inhibisyon meydana gelmez.

AAS1/dk = inhibe olmamis reaksiyon orani = % 100

Standart c¢dzeltilerine &rneklere uygulanan islemler aynen uygulanip
absorbanslar okundu. Asagidaki formilden hareketle 6rneklerin ve standartlarin
AA/dk degeri hesaplandi.

AA/dK (6rnek veya standart) = (Ax — A¢)/Adk

A.: 3.5'inci dk.’daki absorbans

A,: 0.5'inci dk.’daki absorbans

Adk: 3 dakika

Tim standart ve drneklerin AA/dk degeri ile AAS1/dk degeri arasinda oranti
kurularak 6rnek ve standart verileri % olarak ifade edildi. Sonuglar 100’den

cikarilarak inhibe olmus reaksiyon orani hesaplandi.
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% inhibisyon = 100 — (AAstd/dk x 100) / AAS1/dk
% inhibisyon = 100 — (AAdrnek/dk x 100) / AAS1/dk
Orneklerden elde edilen yiizde inhibisyon verileriyle standart inhibisyonlari
arasinda dogru oranti kurularak érneklerdeki SOD aktivitesi U/ml olarak tayin edildi.
Buradan elde edilen deger seyreltme faktoril ile carpildiktan sonra, sonugclar “U/mg

protein” olarak verildi ve her érnek Uger kez ¢alisildigindan ortalamalari alindi.

2.6.9. CAT Aktivitesi Tayini

H.O,'in katalaz enzimi tarafindan pargalanmasi sonucu 240 nm dalga
boyunda absorbansta meydana gelen disls Uzerinden enzimin aktivite tayinini
yapan kolorimetrik bir ydontem kullaniimistir (1). Sekil 22°de katalaz aktivite tayininin

temel reaksiyon denklemi verilmigtir.

2 H202 M 2 Hzo + 02

Sekil 22. Katalaz aktivite tayininde temel reaksiyon denklemi (36)

Omurilik hasarli bélge dokusu stok homojenati fosfat tamponu (50 mM, pH:
7.0) ile 100 kat seyreltildi. Temiz bir tipe 2 ml doku homojenati ve 1 ml 50 mM
fosfat tamponu konup manyetik karistiricida karistirildi ve karigim kér klvetine
alindi. Ayri bir tipe alinan 2 ml doku homojenati Gzerine 1 ml H,O, ¢bzeltisi ilave
edildigi anda kronometre ¢alistirildi ve tlp igerigi manyetik karistiricida karistirilip
ornek kivetine aktarildi. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbansdaki azalma 15.
30. saniyelerde ve 2. 3. dakikalarda kére karsi okundu. Tum &érnekler Uger kez

calisildi. Tablo IIl'te katalaz élciim kivetlerindeki ¢cdzeltiler ve miktarlari verilmistir.
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Tablo lll. Katalaz 6igiim kivetlerindeki ¢bzeltiler ve miktarlari

Cozeltiler Ornek Kiiveti (ml) Kor Kiiveti (ml)
Doku Homojenati 2 2
50 mM Fosfat Tamponu -- 1
H.O, cozeltisi 1 -

Absorbans degdisiminden hareketle ‘k’ dederi hesaplandi ve sonuglar
seyreltme faktérii ile carpildiktan sonra “Aebi Unitesi (AU)/mg protein” cinsinden
verildi.

k=23/At x logAi/A;

A;: ilk okunan absorbans

A,: son okunan absorbans

At:t, -t (180 sn— 15 sn)

2.6.10. GPx Aktivitesi Tayini

Bu yoéntemde, GPx aktivitesi indirekt olarak Olglimektedir. GPx'in organik

peroksitleri indirgemesi sonucu olusan okside haldeki glutatyon, glutatyon
rediktazin (GR) katalizledigi bir tepkime ile indirgenmis haline dénlstr. Bu
dénlsim sirasinda ortamda bulunan NADPH, NADP"ya yikseltgenir ve agiga
cilkan serbest hidrojen molekilleri okside glutatyona aktarilarak indirgenmis
glutatyon sentezlenir. Bu tepkimeler gerceklesirken 340 nm dalga boyundaki
absorbansta zamana bagl olarak bir azalma gézlenir. Bu dusisten yola ¢ikilarak
GPx enzim aktivitesi tayin edilir. Absorbanstaki azalma ile 6rnekteki GPx aktivitesi
arasinda dogru oranti vardir (80). Sekil 23’'te GPx aktivite tayininde temel reaksiyon

denklemi verilmigtir.
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R-0-O-H+2GSH _GPX o R-O-H+GSSG +H,0

GSSG + NADPH + H* _GR o 2GSH + NADP*

Sekil 23. GPx aktivite tayininde temel reaksiyon denklemi (80)

Omurilik hasarl bélge dokusu stok homojenati dilie edici ajan kullanilarak
100 kat seyreltildi ve hazirlanan belirteg ¢bzeltilesi ile birlikte dlgimden énce en az
5 dk. 37 °C’lik su banyosunda inklbe edildi. Temiz bir tipte 1 ml belirteg 20 pl
ornek ile karistirildiktan sonra (zerlerine, deney gunli taze hazirlanmis H,O,
¢bzeltisinden 40 pl kondugu anda kronometre calistinildi. Tip icerigi manyetik
karistiricida karistirildi. Kér kiveti bos birakilip, érnek klvetine hazirlanan ¢ozelti
aktanldi. 1., 2., 3. dakikalarda 340 nm dalga boyuna ayarlanmig
spektrofotometrede havaya karg! 6l¢gim alindi. Her érnek (¢ kez ¢ahsildi. Tablo

IV’'te GPx 6lgiim kivetlerindeki ¢bzeltiler ve miktarlari 6zetlenmistir.

Tablo IV. GPx élgim kivetlerindeki ¢bzeltiler ve miktarlari

Cozeltiler Ornek kiiveti (ul) Kér kiiveti
Dilue 6rnek 20
Belirteg 1000
H,O, 40

Bir defaya mahsus olarak belirte¢ kért hazirlandi. Temiz bir tlipte 1 ml belirteg
cozeltisine 20 pl distile su ilave edilip, Gzerine 40 ul H,O, ¢bzeltisi kondugu anda
kronometre calistinldi. Tlp icerigi manyetik karistiricida karistinldi ve &6rnek
kivetine aktarildi. 1., 2., 3. dakikalarda 340 nm’de 6lcim alindi. 3. ve 1. dakikada
Olgllen absorbanslar arasindaki fark (AAssnmak) 8412 sabiti ile carpilarak belirteg
kértiniin U/L degeri bulundu.

U/L Belirteg kdri = 8412 x AAssonmick
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Orneklerin U/L degeri ise asagidaki formiilden hesaplandi:
U/L Ornek = 8412 X AAgsonmick

AAz40 nmigk = A1, dk— As. dk

A: Ornegin absorbansi

Cikan sonug, belirte¢ koriiniin U/L degerinden cikarilip, seyreltme katsayisi
ile carpilarak GPx aktivitesi hesaplandi.

(U/L Ornek — U/L Belirteg korii) x Seyreltme katsayisi = GPx aktivitesi (U/L)

Her 6rnek icin yapilan (¢ denemenin ortalamasi alindi. Ortalama GPx
aktivitesi, her homojenatin protein miktarlarina béliinerek, GPx aktivitesi “U/mg

protein” olarak verildi.

2.6.11. Plazma Orneklerinde TAK Tayini

TAK tayini, trolox esdegerligini ortaya koyan bir yéntemle saptanir (92). Bu
yontemde, ortamda bulunan ABTS™ radikalinin 734 nm dalga boyunda absorbansi
sabitlendikten sonra ortama ilave edilen plazma Ornegindeki antioksidanlarin
etkisiyle, absorbansta meydana gelen dists kolorimetrik olarak tayin edilir. Stok
ABTS c¢ozeltisindeki ABTS’nin potasyum persilfat ile oksidasyonu sonucu 734
nm’de maksimum absorbans gdsteren mavi/yesil kromofor ABTS™ radikali
meydana gelir. Radikalin absorbansi 30°C’de 12-16 saat icinde sabitlenir ve iki giin
sureyle stabil kalir. Ancak ortamda hidrojen verici antioksidanlarin bulunmasi ile
radikal indirgenmeye baslar ve radikal katyonun absorbsiyonunda zamana bagli
olarak diglUs olur. Bu disme, ylUzde inhibisyon olarak ifade edilip ayni kosullar
altinda yapilan bir ¢calisma ile gizilen trolox standart egrisinden hareketle TAK tayini
yaplilr.

Orneklerden elde edilen kan plazmalari, 5 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) ile

100 kat seyreltildi. Kér kuvetine 1 ml 5 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) konuldu.
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Deney guninden bir gin énce hazirlanip 30°C’de muhafaza edilen 7 mM stok
ABTS" radikal c¢ozeltisinin 734 nm’de 0.700 + 0.02 absorbans gosterdigi
konsantrasyondaki, ytzde inhibisyonu “0”dir. Bu nedenle ABTS ¢0zeltisinin
absorbansi 0.700 = 0.02 olacak sekilde 5 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) ile dilie
edildi. Bu ¢Ozeltiden temiz bir tipe 1 ml alinip Gzerine 10 pl seyreltik plazma
¢Ozeltisi ilave edildigi anda kronometre galistirildi. TUp igeridi manyetik karistiricida
karistinildi ve érnek kivetine aktarildi. 734 nm dalga boyunda 6. dakikada kére
karsi okunan absorbanstan hareketle ylzde inhibisyon hesaplandi.

% inhibisyon = (AagTse: — As.ak) X 100 / AagTse:

Asgts..: ABTS ™ nin 734 nm’deki absorbansi (0.700 + 0.02)

A¢.ak: ABTS " nin drnek ilavesinden sonraki 6. dakikada okunan absorbansi

Her &rnek Uger kez olguldi. Trolox standart egrisinde % inhibisyon
degerlerinin karsilik geldigi trolox esdeger konsantrasyonu belirlendi. Sonuglar,
seyreltme faktérl hesaba katilarak “mmol trolox esdegerligi/L” olarak verildi. Her ¢

6lctimin ortalamasi alindi.

2.6.12. TAK Tayininde Kullanilan Standart Coézeltilerin Hazirlanmasi

Trolox, TAK tayinleri igin en c¢ok kullanilan standarttir. Trolox’'un belirli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. Bunun igin 1.251 g trolox tartildi ve 5
mM fosfat tamponu kullanilarak 100 ml'ye tamamlandi. 50 mM konsantrasyondaki
stok ¢ézeltiden alinan belirli hacimler, 5 mM fosfat tamponu ile seyreltilerek 2.5, 5,
7.5, 10 ve 15 mMlik standart ¢ozeltileri hazirlandi. Spektrofotometrenin kor
kivetine 1 ml 5 mM fosfat tamponu kondu. Deney glininden bir gin 6&nce
hazirlanip 30°C’de muhafaza edilen 7 mM stok ABTS® radikal ¢Ozeltisinin 734
nm’deki absorbansi 0.700 + 0.02 olacak sekilde 5 mM fosfat tamponu ile diliie

edildi. Bu ¢6zeltiden temiz bir tipe 1 ml alinip Gzerine 10 pl trolox standart ¢ézeltisi
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ilave edildigi anda kronometre calistinldi. TUp igerigi manyetik karistiricida
karistinildi ve élcim kivetine aktarildi. 734 nm’de spekirofotometrede 6. dakikada
kére karsi okunan absorbanstan hareketle yuzde inhibisyon hesaplandi. Farkl
konsantrasyonlardaki standart cozeltiler icin Uger deneme yapilip hesaplanan
yUzde inhibisyonlarin ortalamasi alinarak standart egri gizildi. Her deney guna, iki
ya da U¢ ayri konsantrasyonda taze hazirlanan standart ¢ézeltilerinin absorbansi,

ornekler ile birlikte okunarak standart egriden sapmalar duzeltildi.

2.6.13. Comet Yontemi ile Oksidatif DNA Hasari Tayini

Tam kanda oksidatif DNA hasari tayini, comet (alkali tek hUlcre-jel
elektroforezi) yéntemi ile yapilmistir (101, 108). Bu y6ntem ile DNA tek zincir
kiriklarini, alkali ile isaretlenmis DNA kisimlarini saptamak mimkin olmaktadir.
Uygun kosullarda saklanmis tam kan &érnedi agaroz jel ile muamele edilip, lam
(buzlu camdan yapilmig-fully frosted) Uzerine aktarilir ve alkali ortamda lizis
yapilarak istenmeyen kisimlar ortamdan uzaklagirken, DNA denatlre edilir. Béylece
DNA’nin tek zincir kiriklar agiga ¢ikar. Lizis basamagindan alinan lamlar alkali bir
tamponun kullanildigi elektroforeze tabi tutulur.

Elektroforez teknigi, molekdllerin sahip olduklari net elektrik yUklerinin, bir
elektriksel alan igindeki hareketlerini etkilemesi prensibine dayanir. Negatif yUklQ
DNA moleklli de kirik uglari nedeniyle bu elekiriksel alanda anota dogru goc¢
etmeye baglar. Bu gbg¢in derecesi DNA’daki kirik uglarin sayisina baglh olarak
degiskenlik gdsterir. Elektroforez basamagindan alinan lamlar nétralize edildikten
sonra gumus boyama teknigi ile boyanip, mikroskop altinda bakildijinda oksidatif
hasarli DNA molekulleri kuyruklu yildiz seklinde g6zlenir. Mikroskoba bagl kamera
ile resimleri ¢ekilen comet’lerin, comet yontemine ait software (CASP: Comet

Analysis Software Programme; 1.2.2 version) kullanilarak DNA hasar tayin
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parametreleri 6lgullr. Kuyruk kismindaki DNA kiriklarinin yogunlugu ile DNA hasari
arasinda dogru oranti vardir.

Deneyde, Chuang tarafindan 2004 yilinda gelistirilen tam kan Comet ydntemi
kullanildi (20). Bu ydénteme gére kan érnekleri derin dondurucudan gikarilip, hizli bir
sekilde 37°C de 1-2 dakika icinde eritildi. NMP agaroz ¢6zeltisi bir behere alinip,
agzi aliminyum folyo ile kapal bir sekilde isiticida eriyinceye kadar isitildi. Lamlar
diz bir tepsi Uzerine yerlestirilip, cam kalemi ile numaralandirildi. Her érnek igin iki
ayri jel hazirlandi. 25 ml’lik cam behere 15 ml NMP agaroz jel konulduktan sonra
lamlar behere daldirilip, 30 sn boyunca ¢ézelti icinde bekletildi bdylece lamlarin ug
kisimlarinin jelle kaplanmasi saglandi. Lamlar tepsi Uzerinde kurutuldu. Ayni iglem
lamin diger ucuna da uygulandi. Lamlarin kaygan ylzeyindeki jel ortamdan
uzaklastinlirken buzlu gérinimlU taraftaki jel tabakasi ile galismaya devam edildi.
LMP agaroz ¢6zeltisi cam behere alinarak, isiticida ¢ézinlinceye kadar isitildiktan
sonra 37°C’ ye sogutuldu. Temiz bir tipe 150 wl LMP agaroz ¢ézeltisi alindi ve
Uzerine kryovialde saklanan tam kan 6rneginden 40 pl ilave edilip manyetik
karistiricida karigtirildi. TUpteki karigimdan 75 ul ahinarak lamin bir kenarindaki
katilasmis haldeki NMP agaroz jelin Uzerine uygulanip, 20x20 mm boyutlarindaki
lamel ile kapatildi. Lamlar desikatére alinarak buzdolabinda 10 dk. bekletilip, jellerin
sertlesmesi saglandi. Daha sonra, lameller yavasga siyrilarak Uzerlerinden alindi.

Ucgiinci jel tabakasi olarak 75 ul LMP agaroz ¢ézeltisi uygulanip, lamel ile
Uzeri kapatildi ve 10 dk. desikatérde ve buzdolabinda kuruttuktan sonra lameller
kaldinldi. Lamlar salelere yatay konumda yerlestirilip lizis tamponu eklendi.
Salelerin kapagi kapatilip buzdolabinda 24 saat bekletildi.

Elektroforez tanki 4°C’deki elektroforez tamponu ile dolduruldu. Lizis
tamponundan c¢ikarilan lamlar tankin kenarlarina ve birbirlerine temas edecek

sekilde vyerlestirilip, gl¢ kaynagr ve tank arasindaki elektriksel baglantilar
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saglandiktan sonra elektroforez tamponunda 15 dk. bekletilip 300 mA akim altinda,
20 dk. boyunca oda sicakliginda elektroforez gergeklestirildi.

Elektroforezden alinan lamlar temiz bir saleye alinip 3 kez 5'er dk.'hk
surelerle nétralizasyon tamponu icinde buzdolabinda bekletildi ve saleden c¢ikarilip

tepsiye yerlestirildi. Fazla sivi kagit havlu yardimi ile jele zarar vermeden alindi.

2.6.14. Jellerin Boyanmasi ve Goruntilenmesi

Agaroz jelin tasidigi DNA vyapisini mikroskopta goérintilemek amaciyla
glmis boyama teknigi kullanilmistir. Bu teknik, fluoresans mikroskobuna gerek
kalmadan 1slk mikroskobu kullanilarak saglikli kosullar altinda hassas bir sekilde,
basit bir ydntemle gérintl alinmasini saglamistir (83).

Nétralizasyondan alinan lamlar temiz bir saleye aktarilip. 10 dk. fiksasyon
cozeltisinde bekletildikten sonra 1 dk. deiyonize suda durulandi. Lamlar kurutma
kagidina yerlestirildi ve jellerin kurumasi igin 1 saat boyunca 37°C’ lik etlivde
tutuldu. Kuruyan lamlar, saleye yerlestirilip boyama c¢oézeltisi iginde jellerde gri-
kahve renk gelisene kadar (yaklasik 30 dk.) bekletildi. 1 dk. deiyonize suda
durulandiktan sonra durdurma ¢ozeltisi icinde 5 dk. tutularak preparatin rengi
sabitlendi.

Lamlar deiyonize suda yikanip preparatin Gzerine lamel kapatilarak
mikroskop gérinttsu alinana dek oda sicakliginda ve karanlkta bekletildi. Ayni gin
veya en ge¢ ertesi gin mikroskopta goérantd alindi. Lamlar 1sik mikroskobu
(Olympus trinokdler) altinda incelendi.

Mikroskopta 40 kat bulyldtme ile saptanan géranti 1.3 megapiksel
¢6zunurlige sahip webcam araciligiyla bilgisayara aktarilip kaydedildi. Bu géruntl

comet assay software programinda (CASP) acilip; DNA hasar tayini parametreleri
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hesaplandi. Her 6rnek icin 20’ser Olgim alindi ve bu degerlerin ortalamasi
kullanildi.

Sonuglar, Comet’in kuyruk ve bas kismindaki DNA yuzdeleri ile kuyruk
momenti seklinde ifade edilmis ve bu parametreler asagidaki formdillerden
hareketle hesaplanmigtir.

% Bag DNA orani = DNA bas uzunlugu x 100 / DNA toplam uzunlugu

% Kuyruk DNA orani = DNA kuyruk uzunlugu x 100 / DNA toplam uzunlugu

Kuyruk Momenti = % Kuyruk DNA orani x Kuyruk uzunlugu /100

Kuyruk momentinin 2.5 ve (zerinde olmasi literatlrlerde ciddi DNA hasari

seklinde yorumlanmaktadir (115).

2.7. istatistiksel Degerlendirme Yéntemi

Gruplar arasindaki parametreleri karsilastirmak igin farkl istatistiksel
yontemler uygulanmistir. Bu ydntemler; tek faktérli varyans analizi (One-Way,
Multivariate ANOVA), Post Hoc. Benferroni analizleri ile ikili grup
karsilastirmalarinda students’ t testidir. Veriler i¢cin % 95 ve % 99’luk gliven araligi
secilmistir. TOm istatistiksel yéntemler “SPSS 13.0” paket programi kullanilarak

yapilmistir.

2.8. Etik Kurul Onay

Calisma baslangicinda Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney

Hayvanlari Etik Kurulu’'ndan 2005/5-2 sayili ve 08.09.2005 tarihli bir yaziyla s6z

konusu g¢aligma igin onay alinmistir.
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BOLUM I

BULGULAR

3.1. Standart Egri Cizimleri

3.1.1. Protein Miktar Tayini Standart Egrisi

Cesitli konsantrasyonlarda sigir serum albimini (BSA) tasiyan c¢ozeltilerin

spektrofotometredeki absorbans degerleri ve bunlara iliskin standart hatalar Tablo

V’de sunulmus ve Sekil 24’te bu degerlere gore cizilen standart egri gosterilmistir.

Tablo V. BSA ile standart egri ¢izimi icin maddenin bilinen konsantrasyonlarina
karsi okunan absorbans degerleri. + S.H.: + Standart hata. (n): Her
konsantrasyon igin yapilan élgim sayisi.

Sigir Serum Albimini (BSA) Absorbans
(png/mil) Ortalama % S.H. (n)
10 0.039 + 0.0002 (3)
20 0.061 = 0.0003 (3)
30 0.087 = 0.0002 (3)
40 0.109 + 0.0002 (3)
50 0.140 = 0.0003 (3)
75 0.214 £ 0.0003 (3)
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y = 0,0027x + 0,0046
R? = 0,996
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Sekil 24. Sigir serum alblimininin absorbans, konsantrasyon egrisi

3.1.2. NO Tayini Standart Egrisi

Cesitli konsantrasyonlarda nitrit tasiyan c¢oézeltilerin spektrofotometredeki
absorbans degerleri ve bunlara iliskin standart hatalar Tablo VI'da sunulmus ve

Sekil 25°de bu degerlere gore gizilen standart egri gdsterilmistir.

Tablo VI. Nitrit ile standart egri ¢izimi igcin maddenin bilinen konsantrasyonlarina
karsi okunan absorbans degerleri. + S.H.: + Standart Hata. (n): Her

konsantrasyondaki 6lgtim sayisi.

Nitrit Absorbans
(umol/ml) Ortalama t S.H. (n)
0.25 0.012 £ 0.0007 (3

0.5 0.034 +0.0001 (3
2.5 0.078 £ 0.0007 (3

(3)
(3)
(3)
5.0 0.100 + 0.0002 (3)
(3)
(3)
(3)

12.5 0.285 = 0.0001 (3
25.0 0.517 £0.0002 (3
50.0 1.016 + 0.0006 (3
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y = 0,0201x + 0,0146
R2 = 0,9987
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Nitrit Konsantrasyonu (umol/ml)

Sekil 25. Nitrit absorbans, konsantrasyon egrisi

3.1.3. NOS Tayini Standart Egrisi

Cesitli  konsantrasyonlarda nitrat tasiyan coézeltilerin spektrofotometrede
okunan absorbanslari ve bunlara iliskin standart hatalar Tablo VII'de sunulmus ve

Sekil 26’da bu degerlere gore cizilen standart egri gdsterilmistir.

Tablo VII. Nitrat standart egrisi ¢izimi igin maddenin bilinen konsantrasyonlarina
karsi okunan absorbans degerleri. + S.H.: + Standart Hata. (n): Her

konsantrasyondaki 6lgim sayisi.

Nitrat Absorbans

(nmol/ml) Ortalama £ S.H. (n)
0 0.028 + 0.0009 (3)

5 0.112 £ 0.0013 (3)

10 0.261 £ 0.0021 (3)

15 0.369 + 0.0009 (3)

20 0.483 £ 0.0046 (3)
(3)

(3)

(3)

25 0.580 = 0.0008 (3
30 0.724 £ 0.0051 (3
35 0.739 £0.0012 (3




69

y = 0,0217x + 0,0325
0.8 - >
o R® = 0,9883 .
8 06
g
e 0,4 n
<
0,2 -
0§
0 10 20 30 40

Nitrat Konsantrasyonu (nmol/ml)

Sekil 26. Nitrat absorbans, konsantrasyon egrisi

3.1.4. TAK Tayini Standart Egrisi

Cesitli konsantrasyonlarda trolox tasiyan c¢ozeltilerin spektrofotometredeki
absorbans degerleri ve bunlara iliskin standart hatalar Tablo VIII'de verilmis ve

Sekil 27°de bu degerlere gore gizilen standart egri gdsterilmistir.

Tablo VIII. Trolox standart egrisi ¢izimi igcin maddenin bilinen konsantrasyonlarina
karsi okunan absorbans degerleri. + S.H.: + Standart Hata. (n): Her

konsantrasyondaki él¢ctim sayisi.

Trolox % Inhibisyon
(mmol/L) Ortalama t S.H. (n)
25 11.662 + 1.568 (3

(3)
5 24.332 + 1.281 (3)
7.5 31.955 + 0.765 (3)
(3)
(3)

10 39.177 £ 0.747 (3
15 60.579 £ 0.777 (3
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Sekil 27. Trolox % inhibisyon, konsantrasyon egrisi

3.2. Omurilik Hasarli Bolgesi NO Diizeyleri

Akut omurilik hasarli grup, kék hicre nakli yapilmis akut hasarli grup ve bu

gruplarin kontrol gruplarina ait sonuclar Tablo IX ve Sekil 28'da, kronik omurilik

hasarl, kék hicre nakli yapiimis kronik hasarli ve kontrol gruplarinda elde edilen

NO diizeyleri (umol/mg protein) Tablo X ve Sekil 28'de gdsterilmistir.

Tablo IX. Akut kontrol, akut hasarli ve ENKH nakledilmis akut hasarli gruplara ait

omurilik bélgesinde umol/mg protein cinsinden NO diizeyleri ve ortalama

+S.H.lan. + S.H.: + Standart Hata.

drnek No Akut Kontrol Akut Hasarl ENKH + Akut
Grubu Grup Hasarli Grup

1 2.095 5.063 7117

2 2.857 3.823 6.866

3 3.071 4.157 7.713

4 3.214 2.464 6.201

5 2.610 2.894 6.958
Ort. £ S.H. 2.769 + 0.196 3.680 + 0.461 6.971 + 0.242

e Akut kontrole gbre akut hasarli grupta anlamli bir artis vardir (p<0.01).

e Akut kontrol ile ENKH + akut hasarli grup arasinda anlamii bir farklilik vardir (p<0.01).

e ENKH + akut hasarli grupta akut hasarli gruba gére anlamii bir artig vardir (p<0.01).
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Tablo X. Kronik kontrol, kronik hasarli ve kék hiicre (ENKH) nakledilmis gruplara ait
omurilik lezyon bélgesinde umol/mg protein cinsinden NO dizeyleri ve
ortalama * S.H.’lar. + S.H.: + Standart Hata.

drnek No Kronik Kontrol Kronik Hasarli | ENKH + Kronik
Grubu Grup Hasarli Grup
1 1.706 7.510 5.084
2 2.316 7.682 2.929
3 2.289 5.180 3.030
4 1.256 6.175 3.459
5 1.461 4.371 3.454
Ort. £ S.H. 1.805 + 0.216 6.183 + 0.643 3.591 + 0.388

® Kronik kontrole gére kronik hasarli grup degerleri anlamli sekilde artmistir (p<0.01).
o ENKH+kronik hasarli grup degerleri kronik kontrole gére artmigtir (p<0.05).

o ENKH + kronik hasarli grupta kronik hasara gére anlamii bir artis vardir (p<0.01).

B Akut Grup
& Kronik Grup

pmol/mg protein
N
|

Kontrol Gruplari Hasarli Gruplar ENKH + Hasarl Gruplar

Sekil 28. Akut-kronik hasarll ve ENKH uygulanmis hasarll gruplar ile bu gruplarin
kontrollerine ait omurilik dokusundaki NO dlizeylerinin (ortalama + S.H.) dagilimi
* Kronik hasarli grupta akut hasarli gruba gére anlamii bir artig vardir (p<0.01).

** AKut tedavi grubunda kronik gruba gére anlamli bir artis vardir (p<0.01).

3.3. Omurilik Hasarh Bolgesi NOS Aktivitesi Sonuclari

Akut omurilik hasarli grup, kék hiicre nakli yapilmis akut hasarl grup ve bu

gruplarin kontrol gruplarina ait NOS aktiviteleri Tablo XI ve Sekil 29'da, kronik
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omurilik hasarl, kék hicre nakli yapilmis kronik hasarli ve kontrol gruplarinin

sonuglari ise (nmol/mg protein) Tablo XII ve Sekil 29'da gdsterilmistir.

Tablo Xl. Akut kontrol, akut hasarli ve ENKH nakledilmis akut hasarli gruplara ait
omurilik bdlgesinde nmol/mg protein cinsinden NOS aktiviteleri ve
ortalama + S.H.’lari. + S.H.: + Standart Hata.

Srnek No Akut Kontrol Akut Hasarl ENKH + Akut
Grubu Grup Hasarli Grup

1 0.988 2.286 1.293

2 1.053 2.134 0.569

3 1.011 1.382 1.399

4 1.122 1.567 1.353

5 1.201 1.356 1.096
Ort. £ S.H. 1.075 + 0.038 1.745 £ 0.194 1.142 + 0.152

o Akut kontrol ile akut hasarli grup arasinda anlamii bir artis vardir (p<0.05).

o Akut hasarli grup dlizeyleri tedavi grubuna gére anlamli bir sekilde yliksektir (p<0.05).

Tablo XIl. Kronik kontrol, kronik hasarli ve kék hicre (ENKH) nakledilmis kronik
gruplarin omurilik bélgesindeki nmol/mg protein cinsinden NOS aktivitesi
sonuglari ve ortalama + S H.’lar1. + S.H.: + Standart Hata.

Srnek No Kronik Kontrol Kronik Hasarli | ENKH + Kronik
Grubu Grup Hasarli Grup
1 0.968 0.889 2.571
2 0.850 1.116 1.933
3 0.826 0.900 2.456
4 0.527 1.521 3.058
5 0.416 0.909 2.081
Ort. £ S.H. 0.717 £ 0.104 1.067 + 0.120 2.419 £ 0.197

® ENKH+kronik hasarli grupta kronik kontrole gére anlamli bir artis vardir (p<0.05).

® Kronik hasar ile ENKH+kronik hasarli grup arasinda anlamli bir artis vardir (p<0.01).
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Akut Grup
& Kronik Grup
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Kontrol Gruplari  Hasarli Gruplar ENKH + Hasarli
Gruplar

Sekil 29. Akut - kronik hasarli ve ENKH uygulanmis hasarli gruplar ile bu
gruplarin  kontrollerine ait omurilik dokusundaki NOS aktivitelerinin
(ortalama + S.H.) dagilimi
* Akut hasarli grupta kronik hasara gére anlamli bir artig vardir (p<0.05).

** Kronik ENKH + hasarli grup degerleri akut gruba gére ylksektir (p<0.01).

3.4. Hasarli Omurilik Dokusu SOD Aktivitesi Sonuclari

Akut omurilik hasarli grup, kék hlcre uygulanmis akut hasarli grup ve bu
gruplarin kontrol gruplarina ait SOD aktiviteleri Tablo XlII ve Sekil 30’de, kronik
omurilik hasarl, kék hicre nakli yapilmis kronik hasarli ve kontrol gruplarinin

aktiviteleri ise (U/mg protein) Tablo XIV ve Sekil 30’de gdsterilmistir.
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Tablo Xlll. Akut kontrol, akut hasarli ve ENKH nakledilmis akut hasarli gruplara ait
omurilik bélgesindeki U/mg protein cinsinden SOD aktiviteleri ve
ortalama + S.H.’lar. + S.H.: + Standart Hata.

Srnek No Akut Kontrol Akut Hasarl ENKH + Akut
Grubu Grup Hasarli Grup

1 39.674 65.573 48.027

2 54.974 72.650 70.283

3 60.806 58.874 86.309

4 54.915 45.960 75.896

5 45.349 52.759 81.885
Ort. £ S.H. 51.144 £ 3.790 59.163 + 4.681 72.480 + 6.686

e ENKH+akut hasarli grup degerleri akut kontrole gbre anlamli gekilde artmistir
(p<0.05).

Tablo XIV. Kronik kontrol, kronik hasarli ve ENKH uygulanmis kronik hasarli
gruplarin omurilik hasar bélgesindeki U/mg protein cinsinden SOD
aktiviteleri ve ortalama + S.H.’lari. + S.H.: + Standart Hata.

Srnek No Kronik Kontrol Kronik Hasarli | ENKH + Kronik
Grubu Grup Hasarl Grup
1 43.880 67.010 75.526
2 55.140 65.435 51.687
3 56.674 62.292 50.225
4 45.444 52.427 67.005
5 59.055 54.254 58.205
Ort. £ S.H. 52.039 + 3.085 60.284 + 2.948 60.530 £ 4.778

e Calisma gruplari arasinda istatistiksel agcidan anlamii bir farklilik yoktur.
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Sekil 30. Akut - kronik hasarll ve ENKH uygulanmis hasarll gruplar ile bu gruplarin
kontrollerine ait omurilik bélgesindeki SOD aktivitelerinin (ortalama+S.H.) dagilimi

3.5. Hasarli Omurilik Dokusu CAT Aktivitesi Sonuclari

Akut omurilik hasarli grup, kék hicre uygulanmis akut hasarli grup ve bu
gruplarin kontrollerine ait CAT aktiviteleri Tablo XV ve $ekil 31°de, kronik omurilik
hasarli, kék hicre nakli yapiimis kronik hasarli ve kontrol gruplarinin aktiviteleri ise

(Aebi Unitesi/mg protein) Tablo XVI ve Sekil 31'de gdsterilmistir.

Tablo XV. Akut kontrol, akut hasarli ve ENKH nakledilmis akut hasarli gruplara ait
omurilik bélgesinin U/mg protein cinsinden CAT aktiviteleri ve ortalama *
S.H.'lar. + S.H.: + Standart Hata.

Srnek No Akut Kontrol Akut Hasarh ENKH + Akut
Grubu Grup Hasarli Grup

1 7.739 24.487 35.307

2 9.356 31.318 31.090

3 8.330 21.887 34.703

4 12.661 15.352 23.328

5 10.669 15.979 28.945
Ort. £ S.H. 9.751 1 0.881 21.876 £ 2.960 30.674 £ 2.177

e Akut kontrol ile akut hasarli grup arasinda anlamii bir artis vardir (p<0.01).
o ENKH-+akut hasarli grupta akut kontrole gére anlamli sekilde artmigtir (p<0.01).
e Akut hasarli ile ENKH+akut hasarli grup arasinda anlamli bir farklilik vardir (p<0.01).
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Tablo XVI. Kronik kontrol, kronik hasarli ve ENKH uygulanmis kronik hasarli
gruplarin omurilik bélgesinin U/mg protein cinsinden katalaz aktiviteleri
ve ortalama * S.H.’lari. = S.H.: + Standart Hata.

Brnek No Kronik Kontrol Kronik Hasarli | ENKH + Kronik
Grubu Grup Hasarh Grup
1 6.610 24.673 30.466
2 11.257 25.045 27.887
3 8.891 19.236 35.527
4 10.400 18.048 26.821
5 11.024 24.161 27.821
Ort. + S.H. 9.636 + 0.861 22.232 + 1.484 29.704 % 1.575

® Kronik kontrole gére kronik hasarli grup degerleri anlamli bir sekilde artmigtir (p<0.05).

o ENKH-+kronik hasarli grup dederleri kronik kontrole gére artmigtir (p<0.01).

Akut Grup
& Kronik Grup

= DD N W W
g O o1 O O
I I I I |

AU/mg protein

10

Kontrol Gruplari Hasarli Gruplar ENKH + Hasarli
Gruplar

Sekil 31. Akut - kronik hasarll ve ENKH uygulanmis hasarli gruplar ile bu
gruplarin  kontrollerine ait omurilik hasarli  bélgesindeki CAT

aktivitelerinin (ortalama + S.H.) dagilimi

3.6. Hasarli Omurilik Dokusu GPx Aktivitesi Sonuclari

Akut omurilik hasarli grup, kék hlcre uygulanmis akut hasarli grup ve bu

gruplarin kontrol gruplarina ait GPx aktiviteleri Tablo XVII ve $ekil 32°'de, kronik
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omurilik hasarl, kék hicre nakli yapilmis kronik hasarli ve kontrol gruplarinin

aktiviteleri ise (U/mg protein) Tablo XVIII ve Sekil 32°'de gdsterilmistir.

Tablo XVII. Akut kontrol, akut hasarli ve ENKH nakledilmis akut hasarli gruplara ait
omurilik bélgesinde U/mg protein cinsinden GPx aktiviteleri ve
ortalama + S.H.lari. + S.H.: + Standart Hata.

Srnek No Akut Kontrol Akut Hasarl ENKH + Akut
Grubu Grup Hasarl Grup

1 2.216 18.935 9.109

2 3.585 19.659 8.032

3 3.722 19.668 10.568

4 2.575 12.565 10.495

5 1.733 13.357 9.235
Ort. £ S.H. 2.766 * 0.386 16.837 £ 1.592 9.487 + 0.474

e Akut kontrol ile akut hasarli grup arasinda anlamli bir artis vardir (p<0.01).
e ENKH-+akut hasarli grup degerleri akut kontrole gére anlamli olarak artmistir (p<0.01).

e KOk hlicre tedavisinden sonra GPx aktvitesi dligmUstir (p<0.01).

Tablo XVIII. Kronik kontrol, kronik hasarli ve ENKH uygulanmis kronik hasarli
gruplarin omurilik hasar bélgesindeki U/mg protein cinsinden GPx
aktiviteleri ve ortalama + S.H. lari. + S.H.: + Standart Hata.

Srnek No Kronik Kontrol Kronik Hasarli | ENKH + Kronik
Grubu Grup Hasarl Grup
1 2.798 8.783 22.093
2 3.835 8.371 14.338
3 5.102 10.590 23.632
4 3.029 6.802 23.128
5 3.226 6.736 18.571
Ort. £ S.H. 3.598 + 0.533 8.256 + 0.919 20.352 + 2.251

® Kronik hasarli grupta kronik kontrole gére anlamli sekilde artmistir (p<0.05).
® Kronik kontrol ile ENKH-+kronik hasar arasinda anlamli bir artig vardir (p<0.01).

o ENKH-+kronik hasar degerleri kronik hasara gédre ylksektir (p<0.01).
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Sekil 32. Akut - kronik hasarli ve ENKH uygulanmis hasarli gruplar ile bu gruplarin
kontrollerine ait omurilik hasarli bélge dokusundaki GPx aktivitelerinin

(ortalama + S.H.) dagilimi
* Kronik hasarli grup degerleri akut hasarli gruba gére azalmistir (p<0.01).
** Kronik ENKH+hasarli grupta akut tedavi grubuna gére artmigtir (p<0.01).

3.7. Plazma TAK Diizeyleri

Akut omurilik hasarli grup, kék hicre uygulanmig akut hasarl grup ve ilgili
kontrol gruplarinin TAK duzeyleri Tablo XIX ve Sekil 33'te, kronik omurilik hasarli,
kdk hicre nakli yapilmis kronik hasarli ve kontrol gruplarinin dizeyleri ise (mmol

trolox esdegerligi/L) Tablo XX ve Sekil 33’te gdsterilmigtir.



79

Tablo XIX. Akut kontrol, akut hasarli ve ENKH nakli yapilmis akut hasarli gruplarin
mmol trolox egsdegerligi/L cinsinden TAK dizeyleri ve ortalama #*
S.H.lari. + S.H.: + Standart Hata.

Brnek No Akut Kontrol Akut Hasarl ENKH + Akut
Grubu Grup Hasarli Grup

1 2.768 3.054 3.146

2 2.245 2.423 3.376

3 2.603 3.103 3.204

4 2.301 2.356 2.567

5 2.597 3.498 2.587
Ort. £ S.H. 2.502 + 0.087 2.892 + 0.220 2.96 + 0.108

e Calisma gruplari arasinda istatistiksel agcidan anlamli bir farklilik yoktur.

Tablo XX. Kronik kontrol, kronik hasarli ve ENKH uygulanmis kronik hasarli
gruplarin - mmol trolox esdegerligi/L cinsinden TAK dlzeyleri ve
ortalama + S.H.lari. + S.H.: + Standart Hata.

Brnek No Kronik Kontrol Kronik Hasarli | ENKH + Kronik
Grubu Grup Hasarli Grup
1 2.859 2.157 3.267
2 2.756 1.645 3.501
3 2.405 1.299 3.602
4 3.165 1.979 3.223
5 3.101 1.734 3.440
Ort. £ S.H. 2.857 £ 0.135 1.762 + 0.139 3.406 + 0.062

e Kronik hasarli grup degerleri kontrole kiyasla dismdstiir (p<0.05).

e Kbk hticre tedavisi hasarli gruba gére anlamli bir artisa neden olmaktadir(p<0.05).
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Sekil 33. Akut - kronik hasarli ve ENKH uygulanmis hasarli gruplar ile bu gruplarin
kontrollerine ait plazma TAK diizeylerinin (ortalama *+ S.H.) dagilimi
* Kronik hasarli grup degerleri akut hasara kiyasla digmdistir (p<0.05).

** Akut ENKH+hasarli grupta kronik tedavi grubuna gére anlamli bir disds vardir
(p<0.05).

3.8. Comet Yontemi Sonuclari

Akut omurilik hasarli grup, kék hicre uygulanmis akut hasarl grup ve ilgili
kontrol gruplarinin comet parametreleri (bas ve kuyruk DNA’si ylzdesi, kuyruk
momenti) sonugclari Tablo XXI ve Sekil 34’te, kronik omurilik hasarli, kbk hiicre nakili
yapilmis kronik hasarli ve kontrol gruplarinin diizeyleri ise Tablo XXII ve Sekil 34’te
gbsterilmistir. Comet skorlari piksel birimi Gzerinden hesaplanmaktadir.

Not: Piksel, kare seklinde olan gorintinin en kiguk birimidir ve dijital
gOrintdler yan yana gelen pikseller toplulugundan olusmaktadir. Noktasal gortintl

dosyalari igin icerdigi piksel sayisi dnemlidir.



Tablo XXI. Akut kontrol, akut hasarli ve ENKH uygulanmigs akut hasarli gruplarin comet parametrelerine ait sonuglar ve ortalama + S.H. lar1. +

S.H.: #+ Standart Hata.

Akut Kontrol Grubu Akut Hasarli Grup ENKH + Akut Hasarli Grup
Ornek No
% Bas % Kuyruk Kuyruk % Bas % Kuyruk Kuyruk % Bas % Kuyruk Kuyruk
DNA’sI DNA’sI Momenti DNA’sI DNA’sI Momenti DNA’sI DNA’sI Momenti
1 98.937 1.064 0.117 97.393 2.607 0.499 94.857 5.143 0.444
2 98.073 1.927 0.206 96.936 3.064 1.081 96.886 3.114 0.307
3 96.355 3.645 0.821 98.351 1.649 0.230 96.156 3.845 0.336
4 97.242 2.758 0.207 98.094 1.906 0.132 96.473 3.527 0.579
5 97.375 2.625 0.321 94.302 5.698 0.595 96.556 3.444 0.335
Ort. £ S.H. | 97.596+0.432 | 2.404+0.432 | 0.334+0.125 | 97.015+0.722 | 2.985+0.722 | 0.507+0.166 | 96.186+0.351 | 3.815+0.351 | 0.400%0.050

® Calisma gruplan arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik saptanamamigtir.

e Her kan érneginde élgiilen hicre DNA sayisi 10°dur. 10 dlcimdiin ortalamasi bir kan érneginin comet sonucunu verir.

I8



Tablo XXIl. Kronik kontrol, kronik hasarli ve ENKH uygulanmig kronik hasarli gruplarin comet parametreleri sonuglari ve ortalama + S.H. lar1. +
S.H.:£Standart Hata.

Kronik Kontrol Grubu

Kronik Hasarli Grup

ENKH + Kronik Hasarli Grup

Ornek No

% Bas % Kuyruk Kuyruk % Bas % Kuyruk Kuyruk % Bas % Kuyruk Kuyruk
DNA’sI DNA'’sI Momenti DNA'’sI DNA'’sI Momenti DNA'’sI DNA'’sI Momenti

1 91.379 8.621 1.156 93.925 6.075 1.862 91.945 8.055 1.862

2 89.686 10.314 1.977 91.233 8.767 1.633 92.476 7.525 1.633

3 94.556 5.445 1.251 86.459 13.541 4.394 90.603 9.397 4.394

4 94.447 5.553 0.977 85.618 14.383 5.199 94.638 5.363 5.199

5 91.103 8.897 1.955 88.652 11.348 4.584 91.103 8.897 4.584

Ort.+S.H. 92.234+0.969 | 7.776+0.969 | 1.463+0.209 | 89.177+1.534 | 10.823+1.534 | 3.5341+0.742 | 92.153+0.700 | 7.847+0.700 | 1.506+0.182

® Kronik hasarli gruptaki kuyruk momenti degerleri kronik kontrole kiyasla artmistir (p<0.01).
e Tedavi grubundaki kuyruk momenti degerleri hasarli gruba gére anlamli sekilde dismdstir (p<0.01).
® Her kan érneginde dl¢ilen hiicre DNA sayisi 10°dur. 10 6lgimdiin ortalamasi bir kan érneginin comet sonucunu verir.

8
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14 -

12 - O Kontrol Gruplari
Hasarl Gruplar

10 - B ENKH + Hasarli Gruplar

Akut Grup Kuyruk Kronik Grup Akut Grup % Kronik Grup %
Momenti Kuyruk Momenti Kuyruk DNA'sI Kuyruk DNA'sI

Sekil 34. Akut - kronik hasarli ve ENKH uygulanmis hasarli gruplar ile bu gruplarin
kontrollerine ait kuyruk momenti ve % kuyruk DNA’si dlzeylerinin
(ortalama + S.H.) dagilimi

® Kronik hasarli gruplarin % kuyruk DNA’si ve kuyruk momenti degerleri akut
gruba gére anlamli bir sekilde artmistir (p<0.01).

o Akut ile kronik ENKH+hasarli gruplarin % kuyruk DNA’si ve kuyruk momenti
degerleri arasinda anlamii bir sekilde artmigtir (p<0.05).

Sekil 35’te oksidatif DNA hasarinin comet yontemi ile agaroz jel Uzerinde

kalitatif olarak belirlenmesinde kullanilan érnek mikroskop gérintileri verilmistir.

a b
Sekil 35. Oksidatif DNA hasarinin comet yéntemi ile agaroz jel lizerinde Kalitatif

olarak belirlenmesinde kullanilan érnek mikroskop goértiintileri. a) Kontrol

grubu comet gérintisi b) Kronik hasarli grup comet gérintisd
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BOLUM IV

TARTISMA VE SONUCLAR

4.1. Deney Hayvanlarinin Secimi ve Sayisi ile ilgili Tartigma

incelenen literatiirler 11§inda, deney hayvanlarini segerken iki dnemli unsur
Uzerinde durulmustur. Bunlardan birincisi, cinsiyettir ve bu ¢alismada, disi sicanlar
kullanilmistir. Disi sicanlarin anatomik yapisi nedeniyle idrar yollari erkeklere gbre
daha kisadir ve mesanenin bosaltiimasi daha kolaydir. Bu nedenle, omurilik
hasarindan sonra mesane disfonksiyonuna bagli olarak siklikla gorulen idrar yollari
enfeksiyonununa disi siganlarin yakalanma riski daha azdir ve omurilik hasari
calismalarinda erkek siganlara gére daha cok tercih edilmektedirler. ikinci énemli
unsur ise siganlarin  bulundugu menstruasyon asamasidir. Siganlardaki
menstruasyon déngusu, dort giin siirmekte ve proestrus, estrus, metestrus (diestrus
) ve diestrus (diestrus Il) olmak (izere dért farkli asamadan olusmaktadir. Ostrojenin
etkisi, estrus evresinde goérilir ve daha énceki calismalarda bu dénemde artan
Ostrojen  dlzeylerinin  siganlarda  biyokimyasal farkliliklara neden oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, omurilik hasari uygulanmadan dnce “smear testi” yapilp
sicanlarin hangi menstriiel asamada oldugu saptanmistir ve estrus dénemi
haricindeki glinlerde travmatik omurilik hasari gergeklegtirilmigtir (44).

Omurilik hasari ve kdk hicre calismalarinin deney asamasinda cesitli
nedenlerden dolayr hayvan kayiplari (enfeksiyon veya operasyon esnasindaki
kayiplar gibi) oldudu i¢in galismaya daha fazla deney hayvani ile baslanmaktadir. Bu

tip arastirmalar incelendiginde, alt sinir olarak 5 sican kullaniimaktadir (50, 52).
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Galismamizda grup sayisi ¢ok oldugu igin (altt grup) minimum hayvan sayisi
secilmis ve her grupta 5 hayvan olacak sekilde toplam 30 adet Sprague-Dawley

erigkin digi sican kullaniimistir.

4.2. Omurilik Hasan Olusturulmasina iliskin Tartisma

Hayvan modellerine, omurilik hasari ¢ farkh sekilde uygulanabilmektedir.
Bunlardan birincisi, omurilik kompresyonu (klip kompresyon) ikincisi, omurilik
kontlizyonu (agirhk distrme) sonuncusu ise omuriligin tek tarafli kismi kesilip
cikariimasi (unilateral partial hemisection) ya da kismi transseksiyon ydntemidir. Ancak
hasarli omurilige kdk hicrelerin uygulandigi ¢alismalarda, ENKH’lerin organizmanin
kendi hucreleri ile iletisim kurmasi ve ortama adaptasyon saglamasi igin kismi
transseksiyon yontemi siklikla tercih edilmektedir. Ayrica transseksiyon uygulanarak
deney hayvanlarinin omuriliginin bir bélgesinin kismi olarak ¢ikarilmasi ile insan omurilik
yaralanmalari bulgularina yakin sonugclar elde edilmektedir. (62, 106).

Ramon-Cueto tarafindan yapilan bir calismada, T9 bdlgesine transseksiyon
uygulanip néral koék hicre nakli yapildiktan sonraki 6. haftada aksonlarda
rejenerasyonun gerceklestigi gosterilmistir (91). Lee ve ¢alisma grubu ise T9-T13
boélgelerini tek tarafli kismi ¢ikardiktan sonraki 7. guinde kok hlicre transplantasyonu
yapmis ve 4. haftadan sonra hasarli bélgede néron gelistigini bildirmistir (62). Cogu
arastirmada omuriligin torakal bélgesi calisma materyali olarak belirlenmistir. Bu
nedenle galismamizda, T8-9 bdlgesinin tek tarafli kismi kesilip ¢ikariimasi suretiyle

omurilik hasari olusturulmustur (41, 90).

4.3. Deney Gruplarina iligkin Tartigma

Bircok ¢alismada, omurilik yaralanmalarindan sonra érnek toplama iglemine 1.

saatten itibaren baslanmakta ve 24. saatte son veriimektedir. Ancak, Vaziri ve
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calisma grubunun yaptigi calismada omurilik hasarindan sonraki 16. saatte ve 2.
haftada, Xu'nun galismasinda 1, 3, 7, 14, 21, 28. gunlerde, Lee ise, yaralanmadan 4
ay sonra topladigi érneklerde omurilik hasarinin antioksidan enzimler ve NOS
aktivitesi Gzerindeki etkilerini incelemistir (62, 116).

Onceki omurilik yaralanmasi calismalarinda daha cok akut omurilik hasari
Uzerinde durulmustur. Az sayida kronik hasar calismasina rastlanmistir. Omurilik
hasarindan sonra, antioksidan enzim tayinlerinin yapildigi ¢alismalar vardir ancak
elde edilen sonuglar birbirinden oldukga farkhidir (68, 85). Bu nedenle omurilik
dokusunda oksidan/antioksidan enzimlerin yeniden 6lgtlmesinde yarar vardir.

Omurilik hasarindan sonra koék hicre tedavisinin enzim aktivitelerini nasil
etkiledigi yoninde bir calisma daha 6nce yapilmamistir. Bu nedenle, calismamizda
kok hicre transplantasyonunun akut ile kronik hasarh siganlardaki doku antioksidan
enzim aktiviteleri (SOD, GPx, CAT), NOS aktivitesi ve NO dizeyleri ile, kanda
oksidatif DNA hasari ve plazma TAK Uzerindeki etkilerini incelemeyi uygun bulduk.
DNA hasari ve TAK dlzeylerini 6lcme amacimiz, hasar sonrasi siganlardaki genel
antioksidan durumu degerlendirmekti. Anlatilan bu amaglar dogrultusunda deney
hayvanlari alti gruba boélinmustir. Kronik sire¢ 28 giin ve akut sure¢ ise 7 gln
olarak tasarlanmistir. K&k hicre tedavisi yapilan gruplara omurilik hasar
uygulandiktan sonraki 9. ginde ENKH tansplante edilmigtir. K&k hicre
uygulamasinin omurilik hasarinin 7-10. gunlerinde yapilmasi néral yenilenmeyi
arttirmakta ve ENKH’lerin ortama uyumu daha kolay olmaktadir (93). Omurilik
hasarindan 9 glin sonra hasar bdlgesindeki inhibitér etmenlerin ortadan kalktigi ve
sican ENKH’lerinin naklinden sonra bu hicrelerin astrosit, oligodentrosit ve
néronlara farklilastigi gésterilmistir (76, 84).

Omurilik hasarinin tedavisi icin embriyonik kdk hucrelerin yani sira erigkin kok
hiicreler de kullanilimaktadir. Ornegin, Gorio ve calisma grubu sicanlardan izole
ettikleri deri hlcrelerini omurilik hasarli siganlara naklettikten sonra iyilesmenin

oldugunu gdzlemislerdir (35). Deng ve arkadaslari Rhesus maymunlarinin kemik
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iliginden elde ettikleri mezenkimal koék hicreleri omurilik hasari olusturulmus
maymunlarin tedavisinde basari ile kullanmislardir (25). Ayrica, post-mortem
dokulardan, schwann hicrelerinden, olfaktor glial hlcrelerden ve yetigkin néral
prekirsoérlerden elde edilen kdk hiicreler de omurilik hasarinda kullaniimaktadir (81).
Ancak, omurilik hasarlar igin son yillarda tUzerinde en ¢ok durulan ve umut verici
olarak goérilen koék hicre tiri ENKH olarak kabul edilmistir. ENKH’lerin
transplantasyonu sonucu, sinir hlcrelerinin aksonlarindaki miyelin kilifin daha
saglikh gelistigi ve ndéron kayiplarinin daha az oldugu gdésterilmistir. Bu ytzden,

calismamizda embriyonik néral kdék hiicre kullanimi tercih edilmistir (82).

4.4. Calisma Materyalinin Secimi ve Saklama Kosullarina Yoénelik Tartigma

Galismamizda, deney hayvanlarindan total kan ve omurilik hasarli bdlge
dokulari ahnmigtir. Total kanin, 100 pl'si kryovialdeki 100 pl flash-freezing ¢6zeltisi
ile karnistiriip sivi azot tankinda hizla donmasi saglanmistir. Bu islem hiicre ve
DNA’nin batinligindn optimum dizeyde kalmasi igin gereklidir (42). Daha sonra
kan 6érnekleri comet yénteminin uygulanacagi giine kadar -80°C’de saklanmistir.

Hininger ve arastirma grubunun yaptidi bir ¢alismada, comet yéntemi igin
toplanan ve flash freezing ¢bézeltisi ile dondurulup -80°C’de saklanan tam kan
Ornekleri ile ayni deney materyalinden elde edilen taze tam kan 6rneklerine comet
yéntemi uygulanmis ve her iki grupta birbirine yakin sonuglar elde edilmigstir.
Dondurulmus kan érneklerinde hlcrelerin canliligini saptamak amaciyla trypan blue
ile test edilmis ve % 85’ten daha ylksek oranda hiicrelerin canliliklarini koruduklari
gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada kan 6rneklerinin —80°C’de 4 ay saklanabilecedi
bildiriimistir (40).

Comet analizinde biyolojik materyal olarak genellikle lenfosit izole edilmekte
ve DNA hasari dlgilmektedir. Lenfosit izolasyonu igin, birgok ayrim protokoline ve

kimyasal maddeye ihtiya¢ vardir. Bu nedenle g¢alismamizda, kandan lenfosit
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izolasyonuna gerek kalmadan lenfosit verilerine yakin sonuglarin elde edildigi tam
kan comet yontemi uygulanmistir. Bdylece, her 6rnegin 6élcima igin maliyet ve
zaman azalmigtir. Ayrica ¢ok klUg¢Uk miktarlardaki kan &érnegi comet igin yeterli
olmaktadir (20).

Galismamizda, hasarli omurilik dokusu kuru ve bos ependorflara alinip, enzim
tayinleri icin —80°C’de saklanmistir. Enzimler protein yapisinda oldugu igin disik
sicakliklarda bozunmadan saklanabilmektedir. Ancak aktivite tayinleri yapilmadan
6nce drnekler, enzimin aktif oldugu sicakhga kadar hizl bir sekilde i1sitilmali daha

sonra 6lgim ahinmalidir.

4.5. Yéntemlere iligkin Tartisma

4.5.1. NO, NOS Tayin Yéntemlerine iligkin Tartisma

NO tayini, damar endoteli ve SSS basta olmak U(zere bircok dokuda
spektrofotometrik yéntemler kullanilarak yapilmaktadir. Serbest radikal olan NO,
oksijenli ortamlarda stabil degildir ve spontan olarak molekiler oksijen ile reaksiyona
girerek gesitli nitrojen oksit Grlnlerine déntismektedir. Olusan GrUnlerden en stabil
olanlarinin nitrat ve nitrit oldugu gésterilmigtir (38).

Nitrat ve nitrit Gzerinden Griess ayraci kullanilarak spektrofotometrik olarak
NO tayini yapmak ucuz, hizli ve glvenilir bir yéntem oldugu icin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Galismamizda da bu yéntem tercih edilmistir. Fluorimetrik teknikler
de NO tayini igin kullaniimaktadir. Ornegin, diaminonaftalen yénteminde aromatik
diamino bilesigi olan 2,3-diaminonaftalen (DAN) NO sentezinin indikatér(i olarak
kullanilmaktadir. Non-fluoresan DAN bilesigi ortamdaki NO'’in okside Uriinlerine
dénusmesi sonucunda fluoresan 6zellikteki 2,3-naftotriazol (NAT)’e c¢evrilerek bu
bilesik Gzerinden NO miktar tayin edilir. Ancak fluorometrik yéntemler pahali oldugu

icin fazla tercih edilmemektedir. Ayrica laboratuvarimizda bulunan mikroplaka
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okuyucusu kullanilarak hizli ve glvenilir bir tayin yapilabilecegi icin NO dlzeyleri
calismamizda, kit kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir (104).

NOS aktivitesi tayini, tepkime 0riini olan NO’in sulu ¢ézeltilerdeki tirevleri
(nitrat, nitrit) Gzerinden Greiss ayraci kullanilarak yapilabilmektedir. Calismamizda
bu yéntemi esas alan kit kullanilarak total NOS aktivitesi tayin edilmistir. Bdylece
ayni prensibe dayanan tekniklerle mikroplaka okuyucusu kullanilarak NO ve NOS
tayini yapilmistir. NOS ekspresyonu Uzerinden de NOS aktivitesi hakkinda bilgi
sahibi olmak mUmkanddr. Yaptigimiz arastirmalarda daha ¢ok NOS
ekspresyonunun calisildigi gérilmastar (103).

NOS tayini icin kullanilan bir yéntem daha kullaniimaktadir. Bu yéntemde
incelendiginde 6ncelikle kolon kromatografisi ile (diaminoetil kolonu) enzim kismi
saflastirma basamaklarindan gegcirilip, Dowex AG50WX-8 gibi jeller ile doldurulmus
kolonlara tatbik edilmistir. isaretleme yapildiktan sonra da “Liquid Scintilation
Spectroscopy’de [H%]-sitrilllin veya [H®]-arjinin &lgiimi Uzerinden aktivite tayini
yapilmaktadir (38). Goéraldigu Uzere bu ydntem oldukga kompleks olup, ayrica

spesifik aletler gerektirmektedir.

4.5.2. Antioksidan Enzimlerin Tayin Yontemine iligkin Tartigma

Antioksidan enzimler SOD, CAT, GPx'tir ve aktiviteleri genellikle absorbansta
meydana gelen artis veya dislUsten hareketle spektrofotometrik yéntemlerle tayin
edilir. Ayrica enzim ekspresyonlarina bakilarak da aktiviteleri hakkinda fikir sahibi
olmak mimkundur.

Son yillarda SOD aktivitesi tayini igin birgok teknik gelistirilmistir. Kostyuk ve
calisma grubunun SOD aktivite tayini igin gelistirdikleri ilk ydntemde ksantinin
ksantin oksidaz ile tepkimesinden olusan sUperoksit radikalinin SOD varliginda
ortamdan uzaklastiriimasi sonucunda adrenalinin oto-oksidasyonunun inhibisyonu

Uzerinden SOD aktivitesi tespit edilir. Baska bir teknikte adrenalin yerine nitroblue
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tetrazolyum (NBT) kullaniimigtir. Diger bir ydntem ise SOD aktivitesinin TMEDA (N,
N, N’, N’,-tetrametiletilendiamin) ve EDTA’nin bulundugu pH’1 10 olan bir ortamda
kuersetinin oto-oksidasyonunun 406 nm dalga boyundaki inhibisyonu Gzerinden
tayini prensibine dayanir (59). Calismamizda ise INT’nin oksidasyonunun 505 nm
dalga boyundaki inhibisyonu tzerinden SOD aktivitesi tayin edilmistir.

CAT tayini, bircok calismada Aebi'nin gelistirdigi teknik Gzerinden
yapilmaktadir. Bu, H,O,'in katalaz enzimi tarafindan pargalanmasi sonucu 240 nm
dalga boyunda absorbansta meydana gelen dislis Uzerinden enzimin aktivite
tayinini yapan kolorimetrik bir yéntemdir. Calismamizda da bu yéntem kullaniimigtir.
1 UOnite CAT, dakikada 1 pl H,O,yi pargalayan enzim miktari olarak tanimlan-
maktadir (1).

GPx aktivitesi ¢alismamizda, glutatyon ve NADPH’in katildigi reaksiyonlar
sirasinda 340 nm dalga boyundaki absorbansta zamana bagli olarak gorilen
disUsten hareketle indirekt olarak tayin edilmistir. Bir bagka kolorimetrik ydntem,
glutatyon geri déniisimii prensibine dayanir. Orneklerin sitozolik fraksiyonu izole
edildikten sonra NADPH ve 2-dinitrobenzoik asit iceren fosfat tamponunda 37°C’de
25 dk. inkibasyon yapilir. Ortama glutatyon eklenmesi ile 412 nm’de absorbanstaki
artis Uzerinden GPx aktivitesi belirlenir. Yonteme bagli olarak spektrofotometredeki

dalga boyu farkhhk géstermektedir (100).

4.5.3. Plazma TAK Tayin Yéntemine iligkin Tartigma

TAK tayini kolorimetrik, fluoresans, kemiliminesans ydntemler kullanilarak
yapilabilmektedir. Ancak fluoresans ve kemiliminesans teknikleri pahal oldugu ve
rutin galismalara elverigli olmadiklari igin ¢ogunlukla spektrofotometrik ydntemler
tercih edilir.

TAK tayini icin en ¢ok kullanilan radikallerden biri ABTS™ olup, bu radikalin

kolorimetrik 6lcimu iki farkli sekilde uygulanmaktadir. Birinci yontemde, iki ayri
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belirte¢ kullanilimaktadir. ik beliteg ABTS ve metmiyoglobulinden ikincisi ise
H,O>'den olusur. Ornek birinci belirtece eklendikten sonra ikinci belirtecin ortama
ilave edilmesiyle ferrilmiyoglobulin radikali sentezlenir, bu radikal de ABTS'yi
oksitleyerek mavi-yesil renkteki ABTS™ radikaline donistirir. Analiz edilecek
Ornekteki antioksidanlar renk olusumunu engelleyerek absorbansta azalmaya neden
olur. ikinci ydntemde, ABTS’nin potasyum persiilfat, mangan dioksit ve 2,2’-azo-bis
(2-aminopropan)dan birisi ile oksidasyonu sonucu ABTS™ radikali sentezlendikten
sonra ortama analizi yapilacak 6rnek ilave edilir. Bu yontem daha guvenilir oldugu
icin calismamizda tercih edilmistir. TAK tayini i¢in kullanilan bir diger yéntem FRAP
(ferric reducing/antioxidant power: ferrik redikte edici antioksidan gug)’dir ve
plazmanin demiri indirgeme kapasitesi Uzerinden TAK degerlendirilir. FRAP ile,
proteinlerin antioksidan kapasitesi saghkli degerlendirilemedidi icin protein yapisinda

olmayan plazma antioksidanlarinin analizi igin kullaniimaktadir (30).

4.5.4. Comet Yontemine iliskin Tartisma

Comet ybntemi oksidatif DNA hasari ve DNA tamir mekanizmalarindaki
bozukluklar sonucu olusan zincir kiriklari gibi DNA hasarlarinin derecesinin
degerlendiriimesinde kullanilan gincel bir tarama ydntemidir. DNA hasarini
saptamadaki yUksek hassasiyeti, cok cesitli hiicrelerle ¢aligilabilir olmasi, az sayida
hicrenin yeterli olmasi comet yénteminin avantajlarindandir. DNA hasarina yol agan
ajanlarin erken biyolojik etkilerini belirlemek i¢in de kullaniimaktadir (21).

Comet ydnteminde; zaman, sicaklik, 1sik gibi fakidrler DNA’da hasara neden
olabileceginden calisma materyali ile kisa slrede, sogukta ve isiktan korunarak
calisilmahdir. Bu nedenle, calismamizda lamlari bekletme iglemleri buzdolabinda
karanlkta yapilmis, elektroforez basamagi ise tankin Uzeri aliminyum folyo ile
kapatilarak gerceklestiriimistir ve preparatlar mimkin oldugunca isiktan uzak

tutulmustur. Comet yéntemi tam kanda yapilacagi gibi omurilik dokusunda da
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gerceklestirilebilir. Ancak c¢alismamizdaki amag, omurilik hasarinin DNA yapisi
Uzerindeki bolgesel etkilerini degil de sistemik etkilerini arastirmak oldugu icin deney
materyali olarak tam kan kullaniimigtir. Hicrelerin pargalanarak organellerinden
arindiriimasi ve c¢ekirdegin izole edilmesi icin lamlarin lizis ¢bzeltisine maruz
kaldiklar stire gok 6nemlidir (5).

Comet yoénteminde, elektroforezden sonra lamlar nétralize edilip boyama
basamagina gecilir. Bunun icin propidyum iyodir, etidyum brom0r gibi fluoresans
boyalar kullanilabilecegi gibi gimis boyama teknigi de tercih edilmektedir. Hem
Nadin hem de Silvina’nin bagimsiz yaptiklari ¢aligmalarda gumis boyama ile
fluoresan boyama teknigi kargilastiriimis ve comet parametrelerinin birbirlerine yakin
oldugunu gdsterilmistir. Fluoresan boyama daha hizli bir teknik olmasina karsin
kullanilan boyalarin kanserojen olmasi ayrica fluoresan mikroskobu gerektirmesi
dezavantajlaridir. GUmis boyamasi ise fazla sayida islem basamagi icermesine
ragmen, 1sik mikroskobu ile goérintld alindidi igin ucuz, hassas ve guvenilir bir
tekniktir. Ayrica gimis boyamasindan sonra imajlar uzun sire saklanabilmektedir
(83). Bu ytizden calismamizda gimuis boyamasi yapilmigtir.

Bazi galismalarda mikroskop gérUntileri software kullaniimadan giplak g6z ile
Olcllerek sayllmaktadir. Bunun igin gelistiriimis comet goértintl kategorileri vardir ve
1’den 4’e kadar “arbitary Gnitesi” seklinde numara verilir. Deneyi yapan kisi subjekiif
olarak belli sayida hiicre sayimi yaparak karara varir. Daha objektif ve sayisal
degerlerin elde edilmesini saglayan ve daha net veriler ortaya koyan software
programlari da vardir. Galismamizda da CASP (Comet Assay Software Programme)
programi kullaniimig, her érnek icin 10 hiicre 6lgimu yapilmis ve her érnek iki kere
calisiimistir. Comet parametrelerinden siklikla kullanilanlari kuyruk momenti, kuyruk
uzunlugu ve kuyruk DNA ylzdesidir. Calismalarda, en ¢ok kuyruk momenti
Uzerinden degerlendirme yaplilir ve bu degerin 2.5'in Gzerinde olmasi DNA hasarinin

¢ok yuksek oldugunun géstergesidir (115).
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DNA hasarini belirleyen birgok ydéntem bulunmaktadir. Bunlardan biri de
mikro-FADU (Fluorometric DNA Unwinding Analysis)’dur ve comet ydntemine
benzerlik gbstermektedir. Her iki teknik de DNA hasari ve tamir yeteneginin hizli
tayini icin gelistirilen yéntemlerdir. Bu iki yéntem de uygun denatlire edici sartlar
altinda DNA'da olusan zincir kiriklarinin saptanmasi temeline dayanmaktadir. Ancak
comet fluorometrik ya da spektrofotometrik, FADU ise spektrofluorometrik bir
yontemdir. Comet ybnteminde kuyruk momenti ve uzunlugu degerlendirilirken,
FADU da ise fluoresans miktarindaki degisim belirlenmektedir. Son yillarda DNA
baz analizlerinin yapildigi HPLC (yuksek basincli sivi kromotografisi) yontemi DNA
calismalarinda sikhkla kullaniimaktadir. Ancak bu kromatografik ydéntemde idrar
Ornekleri  calisilmakta, plazma ve doku Orneklerinin  ise kromotografiye
uygulanmasindan énce, kapsamli bir 6n hazirhk gerekmektedir. HPLC’nin en blyuk
avantajli, DNA hasarinin baz diizeyinde tayinine olanak saglamasi, hizli ve gavenilir
bir yéntem olmasidir. HPLC ve mikro-FADU gibi teknikler pahal olmasi ve uzun
zaman gerektirmesi nedeniyle ¢alismamizda comet yéntemi Uzerinden DNA hasari

tayin edilmigstir (108).

4.6. Bulgulara Yonelik Tartisma

4.6.1. NO ve NOS Diizeylerine Yonelik Tartisma

Akut hasarli grupta NO dlzeyleri kontrole kiyasla yiksek bulunmustur
(p<0.01). Akut hasarin kdk hiicre tedavisinden sonra, NO dizeyi artmaya devam
etmistir (p<0.01). Kronik hasarli dokunun kontrollere kiyasla NO dizeyi yukselmistir
(p<0.01), kdk hiicre uygulamasindan sonra ise NO dlizeyi istatistiksel olarak anlamli
sekilde dismdastir (p<0.05). Yine de kronik kontrol grubuna kiyasla ylksektir
(p<0.01). Akut ve kronik hasarli gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda kronik

hasardaki NO dizeyi daha ylksektir (p<0.01). Kronik hasarin kdék hicre ile
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tedavisinden sonraki NO degerleri akut tedavi grubuna gbére anlamh derecede
disdktir (p<0.01). Galismamizda, akut ile kronik hasarli grup NO dlzeyleri igin
Pearson korelasyon katsayisi r= 0.505 olarak bulunmustur.

Hamada ve arkadaglari, hasarli sican omuriliginde hasarin hemen ardindan
NO duzeylerini 6lgmus ve kontrol grubuna gére arttigini géstermislerdir (39). Liu ise
sicanlarda agirhk disidrme yéntemi ile olusturdugu omurilik hasarindan hemen
sonra dokudaki NO dlzeylerinin arttigini  bildirmistir. Calismamiz, dnceki
arasgtirmalarin sonuglari ile paralellik géstermektedir (68).

Akut hasarda, kontrol grubuna kiyasla NOS aktivitesi anlamli bir sekilde
artmigken (p<0.05), kék hiicre implantasyonundan sonra azalmistir (p<0.05). Akut
kontrol grubu ile tedavi olmus akut hasarli grup arasinda ise istatistiksel acidan bir
fark bulunamamistir (p>0.05). Kronik kontrole kiyasla, kronik hasar grubunda NOS
aktivitesi anlamh bir sekilde yUkselmistir (p<0.05) ve koék hicre naklinden sonra
NOS aktivitesi artmaya devam etmistir (p<0.01).

Akut hasarli grupta NOS aktivitesi kronik gruba goére istatistiksel agidan
yiksek bulunmustur (p<0.05). Ancak akut hasarl gruba koék hicre
tranplantasyonundan sonra kronik tedavi grubuna kiyasla aktivitede azalma
g6rilmastir (p<0.01).

Diaz-Ruiz ve arkadaslari, sicanlarda olusturulan travmatik omurilik hasarinin
4. ve 8. saatinde NOS aktivitesinin kontrole goére arttigini bildirmistir (26). NOS
aktivitesi, omuriligin hasar gbren bdlgesine gére de farkliik gdstermektedir. Bir
calismada, siganlarin T8-10 bdélgesine yapilan kronik (6 haftalik) omurilik hasarindan
sonra NOS aktivitesinde artig, L5-S1 bdlgesinin kronik hasarindan sonra ise azalma
g6zlenmistir (17).

Galismamizda, NO ve NOS seviyeleri arasindaki korelasyon katsayisi akut
hasarli grupta r= 0.691, kronik hasarli grupta ise r= 0.745 olarak hesaplanmistir.

Disuk konsantrasyonlardaki NO sinir sisteminde, néroprotektif ve

nérotransmisyonu dizenleyici etkilerde bulunur ancak omurilik hasari, Parkinson ve
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Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda NOS aktivitesi artmistir ve NO ylksek
miktarda sentezlenir. Bdylece, azot kaynakl pek c¢ok serbest radikal de
nérodejenerasyonun artmasina katkida bulunmaktadir. Artan NO ve NOS
dlzeylerinin ise dokularda nérodejeneratif etkileri vardir (62). Bu etkilerini serbest
radikallerle birlikte hareket ederek hicrelerde DNA hasarina, sitotoksisiteye,
nekroza ve apoptosise neden olarak gésterirler. Bu durum, NO ve NOS’un omurilik

hasarinin patogenezinde roll oldugunu kanitlamaktadir.

4.6.2. Antioksidan Enzim Aktivitelerine Yonelik Tartisma

SOD aktivitesi, akut hasardan sonra tedavi edilen grupta kontrol grubuna
kiyasla yUkselmistir (p<0.05). Kronik kontrol, kronik hasar ve tedavi gruplarinin SOD
aktiviteleri karsilastinidiginda anlamli bir farkhlik gérilmemistir (p>0.05).

Sicanlardaki omurilik hasarindan sonraki ilk iki gin icinde lezyonda SOD
aktivitesinin degismedigi Tagkiran ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir (105).
Lee ve galisma grubu omurilik hasarindan sonraki 1. giinden 4. aya kadarki takip
calismalarinda siganlarin  omurilik lezyon bdélgesinde SOD  aktivitesinin
degismedigini gbzlemlemiglerdir (62). Kaynar'in yaptigi bir ¢alismada sicanlarin
omuriliginin C7-T1 bélgesinde olusturulan hasardan sonraki 1., 4. ve 24. saatlerde
omuriligin lezyon, caudal ve rostral bélgelerindeki SOD aktivitesi karsilastiriimis ve
anlamli bir farklilik bulunmamistir (52).

NO ve SOD seviyeleri arasindaki Pearson korelasyon katsayisi akut hasarl
grupta r= -0.981, kronik hasarli grupta r= -0.956’dir yani SOD aktivitesi ile NO
dlzeyleri arasinda ters oranti bulunmaktadir. Calismamizda, SOD enzim aktivitesi
yeterli sekilde yUkselmedigi icin, ortamdaki sUperoksit anyonu ortamdan gugla bir
sekilde uzaklastirlamamis ve NO’nun blylk bir kismi peroksinitrite ddniserek

lezyon bdlgesinde ndrotoksik etkiyi arttirmigtir.
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Akut ve kronik hasarl gruplar kendilerine ait kontrol gruplarina gére anlaml bir
sekilde yliksek katalaz aktivitesine sahiptir (p<0.01). Hem akut hem de kronik gruba
uygulanan koék hlcre tedavisi katalaz aktivitesini daha da yUkseltmigtir (p<0.01).
CAT aktivitesi igin akut hasarli grup ile kronik hasarli grup arasinda korelasyon
katsayisi r= 0.565, akut kdk hicre tedavisi gérmus grup ile kronik tedavi grubu
arasinda r= 0.738 hesaplanmistir.

Sicanlarin T10 omuriliginde travmatik hasar yapilan bir ¢galismada, hasarin 1.,
4., 24. saatlerinde CAT aktiviteleri incelenmistir. Buna gére CAT aktivitesinin 1.
saatte kontrolden farksiz oldugu ancak zamanla arttigi géralmdstir (8). Bizim
calismamizda ise hem akut hem de kronik hasarda CAT aktivitesi ylksek
bulunmakla birlikte, iki grup arasinda CAT aktivitesi bakimindan anlamh bir farklilhk
bulunmamistir. Lee’nin ¢galismasinda, siganlar kontrol grubu, omurilik hasarh grup ve
néron nakli yapilmis hasarli grup olarak Uge ayriimig, CAT aktivitesinin 4. ayin
sonunda hasarli ve tedavi edilmis gruplarda sirasiyla arttigi gézlenmistir (62).

Akut kontrole gére, akut hasarda GPx aktivitesi artmistir (p<0.01). Kék hlcre
tedavisi yapilmasi bu grupta GPx aktivitesini azaltsa da akut kontrollere gére anlamli
derecede ylksek GPx aktivitesi bulunmaktadir (p<0.01). Kronik hasar grubu ve
tedavi edilmis kronik hasarli grubun GPx aktivitesi kontrollerine kiyasla sirasiyla
anlamli bir sekilde yiksek bulunmustur (p<0.05 ve p<0.01). Kék hicre tedavisi de
kronik hasarli gruptaki aktiviteyi arttirmaktadir (p<0.01).

Kronik omurilik hasarindan sonra GPx aktivitesi akut hasara kiyasla anlamli bir
sekilde azalmaktadir. Kok hucre nakli ise tam tersi etki yaparak kronik grupta akut
tedavi grubuna gére aktiviteyi arttirmaktadir.

Lee’nin calismasinda da kronik ddnemde GPx aktivitesi hasarli grupta kontrole
gbre artmakta ve bu artis néron nakledilmis grupta da devam etmektedir. (62). Vaziri
ve arkadaslarinin yaptigi calismada sicanlarda omuriligin T8 bdlgesinin kismi
transseksiyonundan sonraki ilk giinde GPx ekspresyonunun degismedigi 14. glinde

ise kontrole gére anlamli bir sekilde arttidi bildirilmistir (111).
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Yaptigimiz arastirmalar sonucunda ve galismamizda omurilik hasarindan
sonra antioksidan enzim aktivitelerinde farkhliklarin olustugu gézlenmistir. SOD
aktivitesi fazla etkilenmezken hasar ve kok hicre nakli CAT ve GPx aktivitesinde
artisa neden olmaktadir. Genel tablo itibariyle hem akut hem de kronik omurilik
hasarina bagh olarak salinan reaktif oksijen GrGnlerinin artisini kompanse etmek

amaciyla antioksidan enzim aktivitesi hasar bélgesinde artmaktadir.

4.6.3. Plazma TAK Tayini Bulgularina Yonelik Tartisma

Akut kontrol grubu, akut hasar grubu ve ENKH uygulanmis akut hasarli
grubun TAK dizeyleri karsilastirlmis ve aralarinda anlamh  bir farklihk
bulunamamigtir (p>0.05). Kronik hasarli grubun TAK dizeyleri akut hasara kiyasla
disUktir (p<0.05). Kronik hasarin kék hiicre ile tedavisinden sonra ise akut tedavi
grubuna gbére anlamh bir artis bulunmustur (p<0.05). Kronik hasarl si¢canlarda
kontrole kiyasla antioksidan kapasite anlamli bir sekilde dismustir (p<0.05). Kék
hicre tedavisinden sonra ise bu disme normal dizeylerine geri dénmustir
(p<0.05). Kronik dénemde omurilik hasarinin TAK’1 azalttigr ancak hasardan sonraki
kok hicre tedavisinin TAK'I kontrol diizeylerine dondirdiga séylenebilir.

Kocak ve arkadaslarinin kronik omurilik hasarli insanlarda yaptid1 ¢alismada
ortamdaki reaktif oksijen molekullerinin artmasina bagh olarak plazma TAK
dlzeylerinin kontrole gére azaldigi gériimuUstir (56). Baska bir caligmada, omurilik
hasarli insanlarda mesane disfonksiyununa bagh olarak TAK'In nasil etkilendigine
bakilmig, mesane disfonksiyonunun TAK’I azalttigi bildirilmigtir (47).

Calismamizda ise, omurilik hasarindan sonraki kék hicre tedavisinin plazma
TAK dizeylerini nasil etkiledigine bakilmig, akut dénemde bir farklilik gérilmemistir.
Kronik dénemde ise kdk hlcre tedavisi alan grupta hasarli gruba goére artis
bulunmaktadir. Bu nedenle, kdk hiicre tedavisinin kronik dénemde antioksidan

kapasite Uzerinde olumlu etkiler yarattigi disinulebilir. Ancak kék htcrelerin kronik
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hasarda hangi mekanizma Uzerinden bu etkiyi yaptigina dair daha kapsamli

arastirmalarin yapiimasi gerekmektedir.

4.6.4. Comet Yontemi Sonuclarina iligkin Tartisma

Akut kontrol, hasarli ve tedavi gérmis grup kuyruk momenti degerleri
bakimindan kargilastirimig aralarinda anlamh bir farkhhik bulunmamistir (p>0.05).
Kronik hasarli siganlarin comet kuyruk momentleri kontrollerine gére anlamli sekilde
yiksek bulunmustur (p<0.01). ENKH tansplante edilmis grubun kuyruk momenti
hasarlilara gére 2.35 kat daha azalmistir. Bu nedenle kronik omurilik hasarinin
sistemik DNA hasari yaptigi ve kék hiicre tedavisinin ise hlcreleri DNA hasarindan
koruyucu rolinin oldugu soéylenebilir. Ancak bu etkiler, yalnizca kronik grupta
g6zlenmistir. Akut grupta ise anlaml bir degisiklik géralmemigtir.

Akut ve kronik hasarli gruplar, % kuyruk DNA’si ve kuyruk momenti
bakimindan karsilastiriimis ve her iki parametre de kronik hasarl grupta ylksek
bulunmustur (p<0.01). Kronik hasara kék hticre naklinden sonra da kuyruk momenti
ve % kuyruk DNA’si degerleri akut gruba kiyasla artmakta ancak hasarli grup
degerlerlerine ulagsmamaktadir. (p<0.05). Kronik hasarli grubun plazma TAK
dazeyleri ile comet kuyruk momenti degerleri arasindaki korelasyon katsayisi r= -
0.880 bulunmustur. Plazma TAK ile DNA hasar dizeyleri arasindaki iliskinin negatif
olmasi, antioksidan kapasite yilksek iken DNA hasarinin daha disik olacagini
gOstermektedir.

Literatir taramalarinda, omurilik hasarindan sonra uygulanan koék hucre
tedavisinin tam kandaki DNA yapisini hangi yonde etkiledigini comet yontemi ile
Olgen bir yayina ulagilamamistir. Ancak, Leski ve ¢alisma grubu, erkek sicanlarda
T13 bdlgesindeki omurilik hasarinin hemen ardindan, hasarl dokuda oksidatif DNA
belirteci olan 8-hidroksi-2-deoksiguanozinin (8-OHdG) HPLC ile analizini yapmislar

ve 8-OHdG/dG oraninda artig gézlemislerdir (65). Bagka bir calismada si¢anlardaki
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omurilik hasarindan sonra comet yontemi ile hasarli dokuda DNA analizi yapilmis ve
artan DNA hasarinin hiicrelerde apoptotik yolaklari indtkledigi rapor edilmistir (71).
Calismamizda DNA hasar kanda arastirilms ve akut hasara kiyasla kronik
hasarda anlamli DNA lezyonlari gértGlmustir. Bu nedenle, lokal omurilik
travmasindan sonra, zamana baglh olarak kandaki oksidatif stresin de arttigi
sonucuna varilabilir. Ancak bu mekanizmayi agiklayacak galigmalara gereksinim

vardir.

4.7. Omurilik Hasar ve ENKH Uygulamasi ile ilgili Tartigma

Omurilige transplante edilen hucrelerin bircogu néron, astrosit ya da
oligodentrosit gibi omurilik hicrelerine dénismesi amaglanan kék hicrelerdir. Bunun
disinda yaralanma bdlgesinde rejenerasyona destek verebilecek, norotrofik faktorleri
salgilayabilecek schwann hicresi ya da glial hlcre transplantasyonu yapilabilir.
Hasarli bélgenin saglikli bir doku ile degistiriimesi ise omurilik bOtinlGginin
devamini saglamak amaciyla canli hiicre miktarini arttirmaya yénelik yéntemlerdir.

McDonalds ve arkadaslari travmatik yaralanmadan 9 gin sonra, fare
ENKH’lerini sican omuriligine transplante etmis ve bu hiicrelerin hayatta kaldigini,
astrosit, oligodentrosit ve noéronlara farkhlastigini géstermiglerdir (77). Nistar ise,
insan ENKH’lerinin  omurilige naklinden sonra oligodendrosite dénlserek
miyelinizasyon yaptiklarini géstermistir (85). Lepore ve ark., noéral preklrsor
hicrelerin SSS yaralanmasinda Gmit verici oldugunu bildirmislerdir. Bu amagla
servikal omurilik yaralanmasinda néral preklrsor hicreler uygulanmis, sonuglar bu
hicrelerin servikal kesi bélgesine ulastigini ve néron, astrosit ve oligodentrosite
dondstiganu kanitlamisgtir (63). Koshizuka ve ark., hematopoetik kék hucrelerin
néral hiicre serisine dénlstigina ve fare omurilik yaralanmasinda klinik iyilesmeyi

dizelttigini géstermiglerdir (58). Kulbatski ve ark., omurilik yaralanmasinda insana
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transplante edilecek ideal hicrenin bélge spesifik néral projenitér kdk hlcrelerin
olmasi gerektigini géstermiglerdir (61).

Omurilik yaralanmalarinda rejenerasyon c¢alismalarinin yapildigi hayvan
deneylerinin sayisinda son yillarda hizli bir artis vardir. Bazi kliniklerde, Faz 1
kontrolsGiz insan galismalari da baslamigtir. Bu ¢alismalarda bildirilen yéntemler ile
bildirilen slre iginde hastalarda herhangi bir yan etki gérilmedigi ve ydéntemlerin
guvenli olabilecegi bildiriimekte ancak tedavi glcl bakimindan vyeterli verinin
olmadidi rapor edilmektedir (86).

Calismamizda, omurilik yaralanmalarinda sekonder mekanizmalardan biri olan
ve travmanin yayilmasi ve siddetlenmesi asamasinda gérev aldigi birgok bilimsel
yayin tarafindan kabul edilen oksidatif stres biyomarkirlari arastiriimistir.
Bulgularimiza gbre hasar sonrasi oksidatif stres artmakta, ve kdk hicre tedavisi de
bu stresi azaltici yénde hareket etmektedir ancak bu etkilerinin hangi mekanizmalar
Uzerinden gerceklestirildigi aydinlatiimalidir. Omurilik hasar bdlgesine nakledilen
ENKH’lerin lezyon bdlgesindeki serbest radikal Gretimini inhibe etme olasihdinin
arastinldig1 calismalar faydal olacaktir. Ayrica calismamiz sayesinde, kék hiicre
uygulamalari ile birlikte antioksidan tedavi stratejilerinin gelistiriimesinin, kék hicre
tedavisinin basarisini arttirabilecegini séylemek mimkindlir. ENKH tedavisinin,
spesifik NOS inhibitérleri Gzerindeki etkilerinin arastiriimasi da yararli olacaktir

Birkac yil 6ncesinde omuriligin gercek tamiri (rejenerasyon) imkansiz olarak
gbrulirken; ginimuizde hicre, hayvan, insan deney ve arastirmalarinin sonuglari
Umit vericidir. Ancak; bir ydontemin omurilik yaralanmasinda standart tedavi olarak
uygulanabilmesi icin uzun sdreli, kontrolll, cok merkezli caligsmalara gereksinim
vardir. Bu arastirmalar, hasta ve yakinlari ile paylasiimadan énce kanita dayall,

ispatlanabilir ve tekrarlanabilir 6zellikleri ile bilimsel ortamlarda tartigiimalidir.
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OZET

OMURILIK HASARLI SICANLARDA EMBRIYONIK NORAL KOK HUCRE
TEDAVISININ ENZiM AKTIVITELERI, TOTAL ANTIOKSIDAN KAPASITE VE DNA

HASAR DUZEYLERINE ETKISi

Kok hucreler, canli vicudunda ¢ok uzun sidre boélinerek kendini yenileyen,
ayni zamanda vicudun ihtiyacina goére farklilasarak bdtiin doku ve organlari
olusturan hicrelerdir. Son yillarda, nérodejeneratif hastaliklar basta olmak Gzere
bircok kronik hastaligin tedavisinde kék hicre kullanimina yénelik arastirmalar hiz
kazanmigtir. Yapilan calismalarda, omurilik yaralanmasinda insana transplante
edilecek ideal hicrenin embriyonik néral kék hicre (ENKH) oldugu gdsterilmistir.
Ancak, ENKH naklinin organizmanin biyokimyasal parametrelerinden olan
oksidan/antioksidan enzim sistemleri ve DNA yapisi Uzerinde ne gibi etkiler
gObsterecegi bilinmemektedir.

Galismamizda, omurilik hasarinin ve hasardan sonra yapilan ENKH naklinin
kanda total antioksidan kapasite (TAK) ve DNA yapisi, hasarli bolgedeki enzim
aktiviteleri ve nitrik oksit (NO) dlzeyleri Gzerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla,
30 tane disi Sprague-Dawley cinsi sican ile galisiimis ve siganlar her grupta 5
hayvan olmak iizere alti gruba ayrilmigtir. ilk grup, kronik omurilik hasari uygulanmis
gruptur, hasardan sonra siganlar oda kosullarinda 28 giin yasatilmistir. ikincisi,
kronik omurilik yaralanmasindan sonra ENKH ile tedavi edilmis gruptur. Ucilincii
gruptaki deney hayvanlari omurilik yaralanmasindan sonra 7 gin yasatiimistir yani
akut hasar olusturulan gruptur. Dérdincisa, akut omurilik hasarinin ardindan ENKH

nakli yapilan gruptur. Besinci ve altinci gruplar ise akut ve kronik kontrol gruplaridir.



102

Bu gruplardaki sicanlarin omurilik bdlgesi operasyonla acilip hicbir midahale
yapilmadan tekrar kapatilmistir. Omurilik hasari, torakal 8. ve 9. omurlar arasindaki
bdlgenin tek tarafli kismi kesip ¢ikarilmasi sonucu (kismi transseksiyon ydntemi)
olusturulmustur.

Elde edilen omurilik hasarli bdlgesinde nitrozatif stres belirteci olan nitrik oksit
(NO) ve nitrik oksit sentaz (NOS) aktiviteleri, antioksidan enzimlerden siperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri ve sicanlarin
plazmalarinda total antioksidan kapasite (TAK) 6lciimuls, tam kan 6rneklerinde ise
comet yontemi ile oksidatif DNA hasari tayin edilmigstir.

CGalismamizdaki bulgular 1s1ginda, omurilik hasarinin ve ENKH uygulamasinin,
NO ve NOS duzeylerini akut ve kronik dénemde arttirdigi séylenebilir. Omurilik
yaralanmasinin ve kdk hlicre tedavisinin SOD aktivitesi tizerinde bir etkisi olmadigi
calismamizda gosterilmigtir. Katalaz aktivitesi ise akut ile kronik hasardan sonra
kontrole gbére artmakta ve bu artis ENKH uygulamasindan sonra da devam
etmektedir. Akut dénemde, kdk hilcre uygulamasi GPx aktivitesini kontrole gére
arttirmaktadir ancak hasarli gruptaki aktivite daha ylksek bulunmustur. Kronik
grupta ise en yiuksek GPx aktivitesine kék hlicre tedavisinden sonra ulasiimistir.
Comet yonteminde oksidatif DNA hasarinin belirteci olan kuyruk momenti degerleri
akut donemde etkilenmemekte yani DNA hasar gérilmemektedir. Kronik dénemde
ise hasar grubunun kuyruk momenti kontrole gére yiuksek bulunmus, bu gruba
ENKH nakledildikten sonra disme goérilmastir. ENKH uygulanmis kronik omurilik
hasarli gruptaki kuyruk momenti degerinin kontrol grubuna yakin olmasi, kék hicre
tedavisinin oksidatif DNA hasarini énemli 6lgiide engellediginin bir gdstergesidir.
Ayrica bu sonuglar, plazma TAK dizeyleri ile uygunluk gbstermektedir. Kronik
hasarli grubun TAK dizeyleri kontrollere gbre dusuktir ve kék hiicre tedavisinden
sonra kontrol dizeyine ulasmistir. Akut gruplarda ise TAK dlzeyleri agisindan

anlamli bir farklilik gézlenmemisgtir.
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Sonug¢ olarak omurilik hasarinin ENKH ile tedavisinin NOS, CAT, GPx
aktivitelerini ve NO dlzeylerini degistirdigi fakat SOD aktivitesini etkilemedigi
sOylenebilir. TAK dizeylerini ise kronik dbnemde koruyarak oksidatif DNA hasarini
engelledigi anlagiimigtir.

Omurilik  bolgesindeki  oksidatif/nitrozatif ~ stres, omurilik  hasarinin
patojenezinde 6énemli bir role sahiptir. ENKH transplantasyonu ise lokal antioksidan
sistemleri aktive ederek hasarli bdlgedeki stresin belirli sinirlar igerisinde
tutulmasina olanak saglamaktadir. ENKH’lerin bu etkilerinin zamana bagl olarak
gergeklestiginin  unutulmamasi gerekmektedir. Ayrica, ENKH tedavisinin, NOS
inhibitérlerinin ve antioksidan enzimlerin omurilik yaralanmalarindaki etkilerinin

incelendigi daha fazla ¢calismaya ihtiyag vardir.
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ABSTRACT

EFFECT OF EMBRYONIC NEURAL STEM CELL THERAPY ON ENZYME
ACTIVITIES, TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITY AND DNA DAMAGE LEVELS OF

SPINAL CORD INJURY RATS

Stem cells are the cells that, renews theirselves by dividing for a long time on
living organisms, on the other side by differentiating as the necessity of organism
they make new tissues and organs. In recent years, studies about the usage of stem
cells for neurodegenerative diseases and the other chronic diseases are increasing.
These studies shows that, the ideal cell for transplantation to the human injuried
spinal cord region is embryonic neural stem cell (ENSC). But, the effects of ENSC
transplantation on biochemical parameters and on DNA structure of organism has
not known yet.

In our study, we examined the effect of spinal cord injury and ENSC therapy
on total antioxidant capacity (TAC) and DNA structure of blood, enzyme activities
and nitric oxide (NO) levels of injuried spinal cord region. For this reason, we studied
with 30 Sprague-Dawley rats and the rats were divided into six groups, each
contains five rats. Rats in the first group were applied chronic spinal cord injury, after
the injury they lived 28 days in standart room contidions. The second group of the
chronic spinal cord injury were therapied with ENSC. The rats in the third group
were applied acute spinal cord injury and lived for 7 days in standart room
contidions. The fourth group of the acute spinal cord injury were therapied with
ENSC. The fifth, sixth group were acute and chronic sham operated groups. Spinal

cord region of each rat in fifth and sixth group were opened with operation and
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closed without injuring spinal cord. All of the rats in injuried groups were applied
spinal cord injury between thoracal 8 and 9 vertebras by partial hemisection
technique.

NO, the nitrosative marker and nitric oxide synthase (NOS) activities,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX), the
antioxidant enzyme activities were measured in spinal cord tissue. TAC levels
studied in rat plasma, oxidative DNA damage measured by comet assay in rat total
blood.

According to the results of our study, spinal cord injury and ENSC therapy
increases NO and NOS levels in acute and chronic spinal cord injury groups. There
is not any effect of spinal cord injury and ENSC therapy on SOD activities. CAT
activity increased after acute and chronic injury and this elevation continues after
ENSC therapy. In acute period, stem cell transplantation increases GPx activity
compared to control group but GPx activities of spinal cord injury group were found
higher than ENSC therapy group. In chronic period, the highest GPx activity was
found in stem cell therapy group. Tail moment, the oxidative DNA damage marker of
comet assay did not differ in acute period so acute injury does not effect DNA
structure. In chronic injury group, tail moment levels were found higher than chronic
sham operated group. After the ENSC transplantation to the chronic spinal cord
injury rat, tail moment levels were significantly decreased. Tail moment levels of
chronic ENSC therapy group were same as chronic control group so we can say
that, ENSC therapy prevents DNA structure from oxidative damage. Also these
results appropriates with TAC levels of plasma. In chronic injury group, TAC levels
were lower than control and after ENSC therapy levels increased and became same
as control levels. But there is no significantly differences between TAC levels of
acute injury, ENSC therapied acute injury and acute control groups.

As a result we can say that, ENSC therapy of spinal cord injury effects NOS,

CAT, GPx activities and NO levels but does not change SOD activities. This therapy
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also prevents chronic injury group from oxidative DNA damage by elevating TAC
levels.

Our data indicate that the presence of local oxidative/nitrosative stress which
can contribute to the extension of the spinal cord injury. These results suggest that
ENSC therapy enhances the local antioxidant defense system, which may help to
limit oxidative stress-mediated damage in the acute and the chronic spinal cord
injury. But we should not miss that ENSC therapy effects these parameters
according to the time period. Finally, further studies are needed to explore the
possible effects of ENSC transplantation with inhibitors of NOS or scavengers of

their byproducts on progression of spinal cord injury.
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