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OZET

Deneysel Spinal Kord Hasarinin Ge¢ Doneminde Melatonin ve
Melatonin+Dexpanthenol Kombine Tedavisinin Biyokimyasal, Molekiiler Genetik
ve Histopatolojik Degiskenlere Etkisi

Amag: Sicanlarda Deneysel Spinal Kord Hasarinin Ge¢ Déneminde Melatonin ve
Melatonin-Dexpanthenol Kombine Tedavisinin Biyokimyasal, Molekiiler Genetik ve
Histopatolojik degisikliklere etkilerini gostermek.

Materyal ve Metot: 42 adet Sprague Dawley disi si¢an, her grupta 7 adet olmak
tizere; Kontrol, Sham, SKH, SKH+Dex, SKH+Mel ve SKH+Dex+Mel grubu olarak 6
gruba ayrildi. Periyodik olarak nérolojik muayeneleri yapildi. 3.hafta sonunda ve tedavi
bitiminde MR gériintiilemeleri yapild. Ilag tedavi protokolii bitiminden sonra spinal kord
doku ornekleri alinarak biyokimyasal, molekiiler genetik, histopatolojik yontemlerle
analizler yapildu.

Bulgular: Biyokimyasal analizlerde Kontrol grubuna gére SKH, SKH+Dex ve
SKH+Mel gruplarinda artan GSH, SOD, MDA ve XO diizeyleri tespit edildi. Spinal kord
hasari ile birlikte yiikselen GSH, SOD, MDA ve XO seviyeleri SKH+Dex+Mel grubunda
Kontrol grubu diizeylerine kadar gerilemisti. Gen ifadesi analizlerinde higbir grupta gen
ifadelerinde bir degisiklik tespit edilmedi.

Radyolojik parametrelerden spinal kord voliim artis1 tim ilag verilen tedavi
gruplarinda belirgin bir azalma gostermisti, T2 sinyal artisi sadece SKH+Dex+Mel
grubunda anlamli diizeyde azalmisti. Ortalama MTS olgiimleri SKH+Dex ve
SKH+Dex+Mel gruplarinda son olgiimlerde anlamli diizeyde daha iyi bulundu.
Histopatolojik incelemede SKH grubunda travmaya bagh ciddi patolojik hasar tespit
edilmisken Mel ve Dex’in ayri uygulamasinin bu hasar iyilestirdigi, Mel ve Dex in
birlikte kombine tedavisinin ise hasar1 daha da iyilestirici etki yaptig: tespit edildi.

Sonu¢: SKH’nin ge¢ donemindeki hasarin tedavisinde Mel+Dex kombine tedavisi
ile klinik anlamda fayda saglanabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Spinal Kord Yaralanmasi, Dexpanthenol, Melatonin, Gen

[fadesi, Sican
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ABSTRACT

The Effect of Melatonin and Melatonin+Dexpanthenol Combined Therapy On
Biochemical, Moleculer Genetic And Histopathological Parameters Changes in The

Late Stage of Experimental Spinal Cord Injury

Aim: To show the effects of Melatonin and Melatonin-Dexpanthenol Combined
Treatment on Biochemical, Molecular Genetic and Histopathological Changes in the Late
Stage of Experimental Spinal Cord Injury in Rats.

Material and Method: Forty-two Sprague Dawley female rats, 7 in each group;
The control was divided into 6 groups as Sham, SCI, SCI+Dex, SCI+Mel and
SCI+Dex+Mel. Neurological examinations were performed periodically. MRI scans were
performed at the end of the 3rd week and at the end of the treatment. After the end of the
drug treatment protocol, spinal cord tissue samples were taken and analyzed by
biochemical, molecular genetic and histopathological methods.

Results: In the biochemical analyzes, increased GSH, SOD, MDA and XO levels
were detected in the SCI, SCI+Dex and SCI+Mel groups compared to the control group.
The levels of GSH, SOD, MDA and XO, which increased with spinal cord damage,
decreased to the levels of the control group in the SCl+Dex+Mel group. In gene
expression analyzes, no changes in gene expressions were detected in any group.

Considering the radiological parameters, the increase in spinal cord volume showed
a significant decrease in all drug-administered treatment groups, while the increase in T2
signal decreased significantly only in the SCIl+Dex+Mel group. Mean MTS
measurements were significantly better in the SCI+Dex and SCI+Dex+Mel groups at the
last measurements. In the histopathological examination, while severe pathological
damage due to trauma was detected in the SCI group, it was determined that the
application of Mel, Dex improved this damage, and the combined treatment of Mel and
Dex together had a more restorative effect on the damage.

Conclusion: In our study, we think that Mel+Dex combined therapy may provide
clinical benefit in the treatment of this damage in the late phase of SCI.

Key Words: Dexpanthenol, Gene Expression, Melatonin, Spinal Cord Injury, Rat
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1. GIRIS

Omurilik  yaralanmalart ciddi fiziki ve sosyoekonomik sonuglart olan
yaralanmalardir (1-4). Travmaya bagli omurilik yaralanma vaka sayisinin goriilme
sikligimmin diinya genelinde yillik 12-59/1.000.000 birey olarak degisiklik gosterdigini
bildiren yayinlar mevcuttur (5). Baska ¢alismalarda da bu oranin 15-45/1.000.000 vaka
arasinda oldugu gosterilmistir (6,7).

Omurilik yaralanmalar1 travmaya bagl ve travmaya bagli olmayan olarak iki
gruba ayrilmaktadir (8). En sik travmatik sebepler; motorlu arag¢ kazalari, spor
yaralanmalar1 (7), atesli silah yaralanmalari, delici ve kesici alet yaralanmalar1 ve
yiiksekten diismelerdir (4). Travmaya bagli olmayan nedenler arasinda ise iskemi,
infarktiis ve tiimorler gosterilmektedir (8). Modern cerrahi tekniklere ragmen omurilik
yaralanmalarinda genellikle tam iyilesme olmamaktadir. Bazen olusan omurilik hasar
tam ve kalict norolojik fonksiyon kaybina yol acabilmektedir (1,9,10). Buna ragmen
giniimiizde henliz bu durumu iyilestirmek igin kanitlanmig terapotik bir ajan
bulunamamistir (11). Akut omurilik yaralanmasinin sistemik sonuglar1 kardiyak verim
azalmasi ve hipotansiyondur. Lokal sonuglar1 ise hasarli bolgedeki otoregiilasyon kaybi,
gri ve beyaz cevherdeki kanama bolgelerindeki mikro dolasimin bozulmasi seklinde
goriilmektedir (12). Omurilikte olusan travmatik hasar, doku nekrozuna bagli fonksiyonel
bozukluklarla sonuglanan onemli biyokimyasal ve patolojik olaylara neden
olabilmektedir. Biyokimyasal reaksiyonlar olarak karsimiza membran fosfolipitlerinin
yag asitlerinin hidrolizi, biyolojik olarak aktif eikozanoidlerin iiretimi ve reaktif
oksijenlerin olusumuyla meydana gelen lipit peroksidasyonlari ¢ikabilmektedir. Bu
durum ise hiicresel hasardan sorumlu ana faktor olarak sayilabilmektedir (5).

Omurilik hasar1 primer ve sekonder olmak iizere iki seviyeye ayrilmaktadir.
Primer hasar, mekanik hasari, sekonder hasar ise travma sonrasi olusan ilerleyici hiicre
hasarini1 ifade etmektedir (2,13). Primer hasardan sonra omurilikte hipoksi, hipoksiden
sonra elektrolit dengesizligi, néronal eksitasyon, glutamat salinimi ve enflamasyon gibi
reaksiyonlar meydana gelmektedir (14). Sekonder hasar gelisiminde, serbest oksijen
radikalleri, lipid peroksidasyonu ve apoptozis 6nemli rol oynamaktadir (1,15). Primer
hasar1 eksitotoksisite, 6dem, enflamasyon, demiyelinizasyon ve gliar skarin takip ettigi

bildirilmistir (15). Sinir iskemisini izleyen reperfiizyon, 'oksijen paradoksu’ olarak bilinen



mekanizma yoluyla ortaya ¢ikabilmektedir. Tiim aerobik organizmalar igin oksijen
gerekli olmasina ragmen, toksisitesi oksijen paradoksu olarak tanimlanmistir (16).
Edinilmis veya diger nedenlere bagli sinir iskemisi ve iskemi reperfiizyonu (I/R)
sonrasinda gelisen nekroz, siniri tamamen islevsiz hale getirebilmektedir (17).
Giiniimiizde omurilik yaralanmalarinda kortikosteroidlerin yaygin olarak kullanimina
ragmen sekonder hasar {izerindeki etkisi kesin degildir (18), bununla birlikte
kortikosteroidlerin yan etkilerinden dolay:1 (13,19) sekonder hasara karsi noroprotektif
etkileri olan baska ilag arayislari mevcuttur (1).

Tedavi i¢in en uygun yontem konusunda fikir birligi yoktur. Noroprotektif olarak
kullanilabilecek ajanlar olarak anabolik steroidler, polietilen glikol, magnezyum siilfat,
asetil salisilik asit gibi ajanlar ile ilgili ¢alismalar yapilmistir (20). Steroid olmayan
antiinflamatuvar ajanlar, steroidler, sinir biiyiime faktorleri, eritropoietin, tiroid hormonu,
biiyiime hormonu, adrenokortikotropik hormon ve insiilin benzeri peptidler su anda
deneysel olarak indiiklenen periferik sinir hasarimin tedavisinde kullanilmaktadir (21—
23).

Bu tezde spinal kord hasarinin ge¢ doéneminde Melatonin  ve
Melatonin+Dexpanthenol kombine tedavi etkisinin molekiiler, biyokimyasal ve

histopatolojik yonden arastiritlmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Medulla Spinalis Anatomisi

Medulla spinalis yaklasik bir milyon néron ve daha fazla norogliadan olusan
beynin devami olan merkezi sinir sisteminin bir pargas: olarak tanimlanmaktadir (24).
Medulla spinalis, iki katman ile korunmaktadir. Bu katmanlardan birincisine kemik gat1
(25), ikincisine ise meninksler ismi verilmektedir. Meninksler 3 membran seklindedir.
Ayrica Beyin Omurilik Sivis1 (BOS) disaridan gelen darbelere karsi bir sok emici gibi
gorev yapmaktadir (24).

Medulla spinalis, beyaz ve gri cevherden olusan (26), beyazimtirak renkli ve basik
silindirik sekilli bir yapidir (26,27). Medulla oblongata’nin arkasindan baslayip,
sakrumun ortalarina kadar uzanmaktadir (27,28). Medulla spinalis, kaudale dogru
incelmekte ve conus medullarisi olusturmakta ve filum terminale ismini alarak
sonlanmaktadir (25,29). Filum terminale ise kaudale dogru uzanmaktadir. Bu kisim at
kuyruguna benzer bir goriintii verdigi i¢in cauda equina ismini almistir (24,25,27).
Medulla spinalis extremitelere giden sinirlerin ¢iktig1 iki bolgede kalinlasmaktadir
(24,25). 1lk kalinlasma 5. servikal ile 2. torakal vertebra arasinda olup, buna
intumescentia cervicalis denmekte ve buradan c¢ikan sinirler plexus brachialis olarak
kollara ve gdgsiin &n ve yan duvarlarina ilerlemektedir. ikinci kalmlagma ise 4. ve 5.
lumbal vertebralar arasinda bulunan ve pelvis boslugu ve bacaklara giden sinirlerin ¢iktig
intumescentia lumbalis’tir (27,28).

Medulla spinalis, onde fissura mediana ventralis ve arkada sulcus medianus
dorsalis ile esit iki pargaya ayrilmaktadir (25). Medulla spinalis’in dorsolateralinden radix
dorsalis’i olusturan sinir lifleri girerken, ventrolateralinden radix ventralis’i olusturan
sinir lifleri ayrilmaktadir. Radix ventralis’in ve radix dorsalis’in lifleri foramen
intervertebrale’de birlesmekte ve n. spinalis’i meydana getirmektedir (25,28). Substantia
grisea’nin ortasinda noral tlipiin boslugunu olusturan kisma canalis centralis ismi
verilmektedir (27). Canalis centralis, beyindeki bosluklarinin medulla spinalis iginde
devam eden kismidir. Canalis centralis ependim hiicreleri ile kaplidir ve beyin-omurilik
stvist ile doludur. Medulla spinalis’in enine kesitinde canalis centralis’in ¢evresinde gri
cevher (substantia grisea) bulunmaktadir. Gri cevher, beyaz cevher (substantia alba) ile

cevrelenmistir. Medulla spinalis kapillar damar agi ile beslenmektedir. Bununla birlikte



buna yag doku igindeki biiyiik venler de katki saglamaktadir. Travmatik etkilerden
korunmasinda zarlarin ve BOS’un 6nemli rolii bulunmaktadir (28). Spinal kordun 6nden

ve transvers kesitinin goriiniimi Sekil 2.1’de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Spinal kordun 6nden ve transvers kesitinin goriiniimii (28)

Gri Cevher glia hiicreleri ile myelinsiz sinir hiicre gévde ve uzantilarindan
meydana gelmektedir. Enine kesitinde kelebek veya H harfine benzer sekli vardir
(25,27,28). Enine yapmin alt ve st kismindaki iki ¢ikintiya cornu ventrale ve cornu
dorsale denmektedir (25,27). Cornu dorsale ve cornu ventrale subtance lateralis
intermedialis ile birleserek thoracolumbar seviyede cornu laterale’yi meydana
getirmektedirler (25). Gri cevherin, columna dorsalis, columna ventralis ve columna
lateralis olarak iki tarafli stitunlar1 bulunmaktadir. Columna dorsalis, somatik ve afferent
viseral noéronlarla onlarin hiicre gévdelerinden meydana gelmektedir. Columna lateralis;
thoracolumbal bolgede bulunmakta ve visceromotor néronlar1 igermektedir. Sempatik
noronlari tagityan nucleus intermediolateralis, substantia intermedia lateralis igerisindedir.
Columna ventralis ise motor sinirlerden olusmakta ve motor ¢ekirdekleri
bulundurmaktadir (28). Periferik sinirlerden gelen sensériyal iletiler dorsal boynuzdan
girmekte, motor cevaplar ventral boynuzdan ¢ikmaktadir (26).

Beyaz Cevher inen ve ¢ikan miyelinli sinir liflerinden meydana gelmektedir (24).
Oligodentrositlerden olusan myelin kilif beyaz rengin de nedeni olarak gosterilmektedir
(27,28). Beyaz cevher, gri cevherin boynuzlari ile 3 kordona ayrilmaktadir. Bu kordonlar
topografik olarak 6nem tagimakta ve funiculus dorsalis, funiculus ventralis ve funiculus

lateralis’ten olusmaktadir (27).



Funiculus dorsalis, agri, dokunma, basing ve 1s1 gibi suurlu proprioseptif
duyularin lokalizasyonlarin1 ne zaman sekillendigini ve ne tiirde oldugunu anlamaya
yarayan duyulari nucleus cuneatus ve nucleus gracilis’e ileten afferent yollar
kapsamaktadir. Liflerin birinci néronlar1 unipolar néronlardir ve ganglion spinalede
bulunmaktadir. Periferik uzantilar1 kas, kemik, eklem, ligament ve tendolarda
bulunmaktadir. Alinan duyular énce ganglion spinaleye gitmektedir. Burdan santral
uzantilar ile cornu dorsaleden medulla spinalise girmektedirler, ¢cikan yollar ile medulla
oblongataya gelen uyarilar daha sonra talamustaki {igiincii néronlarina buradan da gyrus
postcentralisteki dordiincii noronlarina ulasarak, degerlendirilecegi merkez olan parietal
lob korteksinde sonlanmaktadir (27). Omurganin tam transvers kesit goriiniimii Sekil 2.2’

de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Omurganin transvers kesit goriiniimii (29)

Noroglia ektodermal kokenli olup, bag dokusu islevlerine sahiptir. Metabolit

degisiminde ve patolojik siireglerde olusan bozulmus hiicrelerin fagositozunu ve skar



olusumu saglayan hiicreler olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Astroglia (makroglia),
oligodendroglia ve mikroglia olmak {izere ii¢ tip néroglia bulunmaktadir (25).

Astrositler, biliyik ve net bir hiicre ¢ekirdegine sahiptir ve yildiza
benzemektedirler. Astrositler, travma sonrasi dokuya destek goérevi gormekte, kan
damarlarina kadar uzanarak metabolit degisiminde rol oynamakta, merkezi sinir
sisteminde iyon dengesinin korunmasini saglamaktadirlar. Sinir hiicreleri tarafindan
salman CO'yi almakta ve interstisyel pH'lar1 7,3'lik sabit bir degerde tutulmasini
saglamaktadirlar (24).

Oligodendrositler, kiigiik, koyu bir hiicre ¢ekirdegine sahip, myelin kilifini tireten
ve koruyan hiicrelerdir (25).

Mikroglialar, oval veya ¢ubuk benzeri bir hiicre g¢ekirdegine sahip, ameboid

hareketleri ile beyin dokusuna gog edebilen ve fagositoz yapabilen hiicrelerdir (25).

2.1.2 Medulla Spinalis’in Kan Damarlar:

Medulla spinalis, vertebral arterler ve segmental arterler’den beslenmektedir
(interkostal arterler ve lumbal arterler). Vertebral arterler birlesmeden once, spinal
kordun arka yiizeyi boyunca kiiciik arter agi olusturan iki ince posterior spinal arteri
vermektedir. Piramidal caprazlasma seviyesinde, vertebral arterlerin iki dali birleserek
anterior spinal arteri olusturmakta ve bu damar ag omuriligin 6n yiizeyi boyunca
dagilmaktadir (25). Segmental damarlar, foramen intervertebrale’den canalis
vertebralis’e girmekte ve burada dorsal ve ventral dallara ayrilarak omurilik sinirleriyle
birlikte medulla spinalis’e gelmektedir. Medulla spinalis boyunca seyreden a. spinalis
ventralis, aa. spinales dorsolateralesler olmak tizere 3 damar bulunmakta ve medulla
spinaliste plexuslar meydana getirirmektedirler (28).

Spinal kordun toplar damarlari, bir anterior, iki posterior spinal ven ile belirgin
bir ag olusturmaktadir. Efferent damarlar spinal kokler boyunca uzanmakta ve epidural
vendz pleksusa ag¢ilmaktadir(25). Plexus venosus epidurales, omurganin disindaki plexus
venosus’a, sonrasinda sirasiyla venae vertebrales, vena cava cranialis, vena azygos veya
vena cava caudalis’e agilmaktadir. Cerrahi operasyonlarda plexus venosus epidurales’te
kanama meydana gelebilmektedir (28). Medulla spinalis’in arterleri ve venleri sirasiyla
Sekil 2.3.1 ve 2.3.2 de gosterilmektedir.
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Sekil 2.3.1. Medulla spinalis’in arterleri (30)
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Sekil 2.3.2. Medulla spinalis’in venleri (31)

2.1.3 Spinal Meninksler

Sert spinal meninks (pachymeninx) diye isimlendirilen spinal duramaterdir.

Spinal araknoid ve spinal piamater birlikte yumusak spinal meninks (leptomeninx) diye

isimlendirilmektedir (25). Meninks ve dural kok kiliflarini gésteren omuriligin Kesit alani

Sekil 2.4.’de gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Meninks ve dural kok kiliflarin1 gosteren omuriligin Kesit alani (32)

2.2. Medulla Spinalis Hasar Mekanizmasi

Medulla spinalis  hasari, primer ve sekonder hasar mekanizmalarindan
olusmaktadir (12,33). Spinal Kord Hasar1 (SKH), noral dokunun zedelenmesine neden
olan direkt mekanik travmaya bagli olarak primer yaralanma mekanizmalar1 ve bununla

tetiklenen sekonder hasar mekanizmalarini igermektedir (12,26) (Sekil 2.5).

VASKULER YIKIM VE iSKEMi

NEKROTIK VE APAPTOTIK
EKSITOTOKSISITE OLUM ENFLAMASYON

SERBEST RADIKELLER
LiPiD PEROKSIDASYONU

Sekil 2.5. Spinal kord yaralanmasinin patofizyolojisi (34)



Primer hasar; direkt mekanik travmaya bagli olarak noéral dokunun yaralanmasi
olarak tanimlanmaktadir. Bu ilk hasar gerilme ve kompresyonu i¢ermektedir. Hasar
bolgesindeki kirilmis ve yer degistirmis kemik fragmanlari, disk materyalleri ve ligament
yaralanmalar1 hem periferde hem de merkezi sinir sisteminde noral elemanlarin direkt
kompresyonuna neden olmaktadir. Kan damarlarmin zedelenmesi ile, aksonlarin
yapisinin bozulmasi ve noral hiicre membranlarinda zedelenme olusmaktadir. Medulla
spinalis hasarinin ilk dakikalar1 igerisinde gri cevherde mikrohemorajiler meydana
gelmekte ve ilerleyen saatlerde bu kanamalar etrafa dagilmaktadir. Omurilik, dakikalar
icerisinde sigsmekte ve yaralanma seviyesinde spinal kanalin tiim ¢apini bu siskinlik
kaplamaktadir. Kordda olusan bu siskinlik, vendz kan basincini agtigi anda sekonder
iskemi meydana gelmektedir. Kan akimi1 otoregiilasyonu bozulmakta ve spinal nérojenik
sok, sistemik hipotansiyona neden olmaktadir. Bunun sonucunda ortaya c¢ikan iskemi
daha da siddetlenmektedir. Iskemi sonucu bozulmus néral membranlardan salinan toksik
maddeler ve elektrolit diizeyinde meydana gelen farkliliklar, sekonder yaralanma
kaskadini1 baglatmaktadir (35-37).

Sekonder hasar mekanizmalarimm hizla ilerlemesi ile birlikte, iskemik vaskiiler
bozukluklar, vaskiiler otoregiilasyon kaybi, nérojenik sok, hemoraji, mikrosirkiilasyonda
bozulma, vazospazm ve tromboz olugmaktadir (12,35-38). Ayrica biyokimyasal olarak;
hiicre i¢i Ca*™ artig1, hiicre dis1 potasyum artis1 ve hiicre i¢i sodyum birikimi, serotonin,
katekolamin ve ekstraseliiler glutamat, arasidonik asit salinimi, eikasanoid ve serbest
radikal artis1 ve lipid peroksidasyonu, endojen opiyat artisi, 6dem, enflamasyon, ATP’ye
bagli enerji metabolizmasinda bozulma ve apopitoz meydana gelmektedir (39-45).
Bunlarin yaninda, akut omurlik hasari sonrasinda, aksonlarda ve noronlarda nekroz,
miyelin kaybi, kavitasyon olugsmas: ve infarkt gelisimi de gozlenmektedir. Omurilik
hasarinin ilk dakikalarinda gri cevherde kanama ve beyaz cevherde 6dem meydana
gelmekte, yaklasik 2. saatte kanama artmakta ve 4. saatte pek c¢ok aksonda sisme
goriilmektedir (33). Bununla birlikte akut omurilik hasar1 belirgin glutamat
eksitotoksisitesine de neden olmakta, sonugta néronal dendritler hasarlanmakta ve sonra
da noron 6limii meydana gelmektedir (46).

Miyelin kilif hasar1 belirgin olup, 6zellikle biiyiik ¢apli miyelinli sinir lifleri
travmadan daha fazla etkilenmektedirler (47). Yaralanmay1 takiben miyelinli aksonlarin,
miyelinsizlere gore daha fazla etkilendigi, klip kompresyon metodunda, beyaz cevherde

yer alan sinir liflerinin ¢cok daha fazla hasarlandig: rapor edilmistir (48).



Travmatik SKH, noéronal ve glial hiicre =zarlarinda mekanik hasar,
mikrovaskiilaritede bozulma, iyonik diizensizlik ve proapoptotik sinyallemeyle
sonuglanan ilk travmatik hareket ile karakterizedir (24,49). Bu daha fazla kalic1 hasara ve
norolojik islev bozukluguna neden olan ikincil bir yaralanma kaskadini baslatmaktadir.
Ikincil yaralanma gecici olarak akut (48 saat iginde), subakut (2-14 giin), orta (14 giin-6
ay) ve kronik (6 aydan fazla) asamalar olarak dorde ayrilmaktadir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Spinal kord hasar1 sonras1 agamalar (7)

Sekil 2.7°de Travmatik SKH'min patofizyolojisi gosterilmektedir. “(a)
Omurilikteki ilk mekanik travma, akut fazda (yani yaralanmadan 0-48 saat sonra) 6dem,
hemoraji, iskemi, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, sitotoksik salinim ile karakterize edilen
ikincil bir hasar kaskadini baslatmaktadir. Bu ikincil hasar, demiyelinizasyona ve noral
devrelerin kaybma yol agabilen oligodendrositler gibi néronlarin ve glial hiicrelerin
nekrozuna ve / veya apoptozuna yol agmaktadir. (b) Subakut fazda (yaralanmadan 2-4
giin sonra) devam eden 6dem, damar trombozu ve vazospazm nedeniyle daha fazla iskemi
olugsmaktadir. Kalic1 enflamatuar hiicre infiltrasyonu, hiicreler ve kordonun hiicre disi
yapisi hasar gordiikge daha fazla hiicre 6liimiine neden olmakta ve kistik mikro bosluklar
olusmaktadir. EK olarak, astrositler ¢ogalmakta ve hiicre dist matris molekiillerini
perilezyonel alana yerlestirmektedir. (C) Orta ve kronik asamalarda (2 hafta ila 6 ay),
aksonlar dejenere olmaya devam etmekte ve astroglial yara izi, giiglii bir rejenerasyon
inhibitori haline gelmek iizere olgunlagmaktadir. Kistik bosluklar, aksonal yeniden

biiyiimeyi ve hiicre gogiinii daha da kisitlamak i¢in birlesmektedir (50,51,75).
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Akut omurilik hasarinda, hem nekroz hem de apopitozu igeren, hiicresel siiregler
meydana gelmektedir (52). Her iki hiicre 6lim sekli de iskemi, oksidatif stres ve
eksitotoksisite gibi hasarlarla indiiklenmektedir. Yaralanmanin g¢ok siddetli oldugu
hallerde, hiicreler daha ¢ok nekroza ugramaktadir (53,54). Oligodendrositler, hasari
takiben apoptotik hiicre 6liimiine hassas hale gelmektedir. Apoptotik siirecin uyarilmasi
ile birlikte Fas ve p75 reseptorlerin artmig dretimi goriilmektedir (54).
Oligodendrositlerin 6liimii aksonlarda demiyelinizasyona neden olabilmekte ve bu durum
distal norolojik fonksiyonun kaybina beraberinde getirebilmektedir (55). Apoptoz,
yaralanmadan sonra gelisen sekonder hasarin 6nemli bir diizenleyicisi olarak karsimiza
cikmaktadir (Sekil 2.8) (56, 58). Apoptoz, etkisini iki fazda gostermektedir. Baslangig
fazina genellikle nekroz da eslik etmekte, ge¢ faz ise daha c¢ok beyaz cevherde

goriilmektedir. Bu faz daha ¢ok oligodendrosit ve mikroglialari igermektedir (57).
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Sekil 2.8. Apoptozis mekanizmasi (58)
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Lezyon bolgesinde apopitozis yaralanmadan sonraki ilk 6 saat iginde baglamakta
ve birkag giin sonra da bu alanda ¢ok sayida apoptotik hiicre gézlemlenmektedir. Takip
eden giinlerde, merkez bolgesinde apoptotik hiicreler azalirken, primer yaralanma
alanindan uzaktaki bolgelerde apoptotik hiicre 6liimii artmaktadir. Bu yeni apoptotik
dalga, daha ¢ok beyaz cevherde lokalize olup, yayilimi lezyon merkezinden oldukga uzak
alanlara da ulasabilmektedir (59). Omurilik yaralanmasini takiben gelisen iskemi ve
eksitotoksisite gibi durumlarda, apoptoz, dominant dejeneratif siireg olan ve nekroz ile
sonuglanan akut hiicre 6liim mekanizmasi haline de gelebilmektedir (51,59).

Travmadan giinler veya haftalar sonra dahi goriilen apoptozun, oligodendrositlere
kadar yayilmasi (56), apoptoz inhibitérii ilag kullaniminin omurilik travmalarindan sonra
yeni bir tedavi stratejisi olarak karsimiza ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir (37,60).

Apoptozun Cystein-containing ASPartate ProteASE (Kaspaz)’lar aktive ettigi
bilinmektedir (Sekil 2.8). Yaralanma bolgesinden ¢ok uzakta, &zellikle aksonlarin
etkilendigi bolgelerde, oligodendrositlerin apoptoza gitmeleri demiyelinizasyon ile
iliskilendirilmistir (57,61). Ancak bunu tam olarak indiikleyen sinyalin ne oldugu
bilinmemektedir. Beyaz cevher traktuslarinda 6len oligodendrositler ile iliskili birgok
mikroglia rapor edilmistir (61). Bu mikroglialarin hiicre 6limiinii diizenleyen
mediatorleri salgiladiklart gibi, ayn1 zamanda oligodendrosit 6liimiinden sonra ortaya
¢ikan hiicre artiklarini1 da fagosite ettikleri diistiniilmektedir. Aktif mikroglialar TNF-o ve
IL-1B eksprese edebilmektedir. Bununla birlikte oligodendrositler, 2-amino-3 (3
hidroksi-5 metil-izoksazol 4) Propanoik asit (AMPA) reseptorleri tarafindan diizenlenen
eksitotoksik hiicre 6liimiine de oldukga hassastirlar (62).

Uzun siireli apoptotik hiicre 6liimiinde, TNF-o ve glutamat reseptorleri arasinda
gliclii bir etkilesim olabilmektedir (52). Primer yaralanmanin aktive ettigi sekonder
hasarlar, temel olarak travma ve iskemi sonucunda olusan patolojik degisikliklerdir
(12,63). Yaralanmadan sonra gri cevherde olusan hipoperfiizyon, gri cevheri ¢evreleyen
beyaz cevheri de etkilemektedir (38). Hipoperfiizyon, aksiyon potansiyelinin akson
boyunca ilerlemesini engellemekte ve spinal soka neden olmaktadir (39). Sekonder
yaralanma sonucu olusan hasarli hiicreler, aksonlar ve kan damarlar1 toksik kimyasallar
salgilamakta ve ortamda biriken bu ajanlar, saglam komsu hiicrelerde de hasar
olusturmaktadirlar. Sekonder hasar1 uyaran anahtar molekiillerden biri de glutamat amino
asitidir.

Merkezi sinir sistemi (MSS) travmalarindan hemen sonra, yaralanma boélgesinde,

hiicre disinda toksik diizeyde glutamat artis1 goriillmektedir (64—67). Glutamat, kimyasal
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eksitotoksisiteye neden olan yiiksek derecede zararli bir siiregte rol almaktadir. Saglikli
omurilikte, birgok aksonun ug¢ bolgelerinden de az miktarda glutamat salgilandig
bilinmektedir. Salinan bu glutamat, hedef nérondaki reseptoriine baglanmakta ve hedef
hiicrelerde impuls iletimi meydana gelmektedir. Bunun tersine, yarali spinal kord
noronlarmin aksonlar1 ve astrositlerinden salgilanan glutamat miktar1 olduk¢a yiiksek
olabilmektedir. Yiiksek oranda bulunan glutamat, yaralanma bolgesine komsu hiicrelerin
asir1 uyarimina Sebep olmaktadir. Bu durum kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine alinmasina
neden olabilmekte ve serbest radikal tretimi gibi, bir seri patolojik olay1
baslatabilmektedir. Yiiksek derecede aktive olmus bu molekiiller, hiicre membranlarini
ve diger hiicre komponentlerini hasara ugratarak, saglikli néronlarin 6liimiine neden
olmaktadirlar. Eksitotoksisitenin baslangigta yalnizca noronlar etkiledigi kabul edilmis
olmasina ragmen, daha sonraki bir¢ok ¢alismada oligodendrositlerin de bu durumdan
ciddi oranda etkilendigi agiga ¢ikarilmistir (62,67).

Glutamat reseptorleri, oligodendrosit hasarinda ¢ok 6nemli rol oynamaktadirlar.
Bu durum omurilik yaralanmasi sonrasi hasarli aksonlarin neden demiyelinize hale
geldiklerini ve impuls iletiminin bozulmasii aydnlatmaktadir (37). Omurilik
yaralanmasini takiben olusan eksitotoksik hiicre 6liimii, nihayetinde glia hiicrelerini ve
ozellikle de oligodendrositleri belirgin olarak etkilemektedir (57,62).

Glia hiicrelerinde N-metil-D-aspartik asit (NMDA\) reseptorleri bulunmamaktadir
(68). Bu hiicrelerdeki eksitotoksisite, AMPA ve Kainat reseptorleri ile meydana
gelmektedir. Hem AMPA hem de Kainat reseptorlerinin diferansiye olmus
oligodendrositlerde bulunmasi, néronlara gore bu hiicreleri, kalsiyum iyonuna daha
gecirgen hale getirmektedir. Bu durum oligodendrositlerin eksitotoksik hiicre dliimiine
daha hassas olmalarmi aciklamaktadir (48). Ozellikle hipoksik cevrede, ekstraseliiler
glutamat miktarinin asir1 artmasi (69) iyonotropik glutamat reseptorleri olan, NMDA,
AMPA ve Kainat reseptorlerinin yiiksek oranda uyarilmasina neden olmakta ve bu durum
eksitotoksik hiicre 6limii mekanizmasini baglatmaktadir (70). Noronlarda olusan bu
glutamat, AMPA reseptoriine baglanmakta ve depolarizasyonu baslatmaktadir. Bu
durum, voltaj bagimli sodyum kanallarimi aktive etmekte ve depolarizasyon sonucunda
intraselliiler sodyum miktarinda artisa neden olmaktadir. Bu yanitin kroniklesmesi,
NMDA reseptorlerinin {iretimini arttirmakta ve sonugta olusan reseptorler de glutamat
tarafindan aktive edilmekte ve buna baglh olarak da hiicre i¢i sodyum seviyesinde artis
devam etmektedir. Hiicre icerisindeki iyonik dengesizlik, klor iyonlarinin girisini

tetiklemektedir. Biitiin bu olaylar sonunda hiicrenin osmotik dengesi bozulmakta, hiicre
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igerisine SuU girisi olmakta ve sonugta da hiicrede litik degisiklikler meydana gelmektedir
(48,70).

Omurilik yaralanmasmin akut patofizyolojisinde, lipid peroksidasyonu hem
hipoperfiizyonun baslangicinda hemde reperfiizyon asamasinda rol oynamaktadir.
Reperfiizyon asamasinda oynadigi rolin daha ciddi oldugu bildirilmistir (71).
Malondialdehit (MDA) gibi oksidatif reaksiyonlarin {irinleri, omurilik yaralanmasindan
sonra ortamda hizla artmaktadir (72).

Serbest radikaller, ciftlenmemis elektronlara sahip molekiiller oldugu igin
proteinlere, lipidlere ve DNAya kars1 yiiksek derecede reaktiftirler. Ortaya ¢ikan serbest
radikaller, hiicre membranlarindaki yag asitlerinin ilerleyici oksidasyonuna yani lipid
peroksidasyonuna neden olmakta ve bu oksidasyon siireci, daha ¢ok serbest radikal
olusumunu tetikleyerek hiicre yiizeyinde reaksiyonun yayilmasini beraberinde
getirmektedir. (72). Olusan oksidatif stres, mitokondriyal solunum zinciri enzimlerini
etkisiz hale getirmekte, DNA’y1 ve DNA ile iliskili proteinleri degistirmekte ve Na-K
ATPaz’1 inhibe ederek metabolik bozulmay: artirmakta sonugta da apoptotik hiicre
oliimleri ve nekroz olusmaktadir (55,73).

Omurilik yaralanmasini takiben ilk birkag giin i¢inde reperfiizyon, hiicresel hasari
oldukga artirmaktadir. Iskemi siiresince endotelyal hiicrelerdeki ksantin dehidrogenaz
proteolizise neden olmaktadir. Baska bir enzim olan ksantin oksidaz normalden farkli
olarak, elektronlart molekiiler oksijene aktarmaktadir. Endotel hiicrelerinin asir1 oksijene
maruz kalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ortaya ¢ikmasina neden olan enzimatik
reaksiyonlar1 olusturmaktadir (55). Ortaya ¢ikan yiiksek orandaki reaktif oksijen tiirleri
nekrotik hiicreler (74) ve nétrofillerdeki ROT 1a birlikte (75) hiicre 6liimii igin gok gii¢lii
bir uyar1 meydana getirmektedir. ROT, merkezi sinir sistemi hiicrelerinde lipid, protein

ve niikleik asitleri etkileyerek hiicresel hasar1 arttirabilmektedir (48).

2.2.1. Kaspaz Sistemi

Kaspazlarin apoptozisteki rolleri ilk olarak Caenorhabditis elegans’ta hiicre
oliimii igin gerekli gen iirinii olan CED-3'iin memelilerde ki interlokin-1B-donistiiriicii
enzim (ICE veya kaspaz-1) ile iliskisi kesfedilmesiyle anlasilmistir (76). Kaspazlar,
apoptozisde hem baslatic1 pro-apoptotik sinyallere yanit olarak ortaya ¢ikar hem de hiicre
yikilmasinda gorev almaktadirlar (77). Apoptozisde Kaspaz sistemi tarafindan yiiriitiilen
iki yol bulunmaktadir. Birincisi; Intrinsik (Mitokondriyal) Yol, ikincisi Ekstrinsik (Oliim

Reseptorleri) Yoludur. Intrinsik Yol; dis mitokondri zarinin gegirgenliginin artmas1 ve
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pro-apoptotik birkisim faktorlerin sitozole salinmasi ile olusmaktadir (78). Bu faktorler
arasinda Cyt c, AIF (apoptozis indiikleyici faktor), EndoG ve Smac/Diablo
bulunmaktadir (79). Sitotoksik maruziyete ugrayan hiicreler de Bcl-2 ve Bcl-2 ile ilgili
proteinlerin etkisinde mitokondri i¢inde yer alan molekiiller sitozole salinmaktadir. Bax
gibi proteinler dis mitokondri zarinda delikler agmakta, gegirgenlik artirmakta ve bunun
sonucunda mitokondri membran gegis kontrolii bozulmaktadir. Sonugta mitokondri
sismekte ve dis zar tamamen pargalanmaktadir (78,80). Ekstrinsik Yol; TNF reseptor
ailesinin gorev aldig yoldur. Bu reseptorler oliim reseptorii olarak bilinir. (81). TNF veya
ilgili 6lim reseptorlerinin uyarisi ile reseptoriin sitozolik C-terminalinde 6lime sebep
olan sinyal kompleksi (DISC) olarak bilinen kompleks bir protein olusmaktadir. Bu
protein kompleksi, pro-Kaspaz-8'i DISC'e alan Tumor necrosis factor receptor type 1-
associated DEATH domain (TRADD) protein ve Fas-associated death domain (FADD)
protein gibi adaptor proteinleri barindirmaktadir. Adaptor proteinlerinin uyarisi ile pro-
Kaspaz-8, Kaspaz-8’e doniistiirilmektedir (82).

Ekstrinsik veya intrinsik yolaklarda Kaspaz aktivitesi en fazla 6l¢iilen Kaspaz-
3’tiir. Kaspaz-3 hem mitokondriyal hem de reseptor aracili apoptoziste gérev almaktadir.
Apoptotik herhangi bir uyar1 geldiginde prokaspazlardan 2, 8, 9 aktive edilmekte ve
bunlarda Kaspaz-3'in zimojen formunu aktif hale getirmektedir. Aktiflesen Kaspaz-3 ise
hiicrenin iskelet proteinleri, niikleer bilesenleri, DNA metabolizmasinda bulunan
proteinleri pargalayarak apoptozisi baslatmaktadir (83).

Kaspaz-3 enziminin MSS yaralanmalarinda goriilen apoptozisde en 6nemli enzim
oldugu bildirilmistir (83). Iskemi sonrasi hiicre &liimii kaskadinin en énemli diizenleyici
enzimleri olarak karsimiza Kaspaz-3 ve Kaspaz-1 enzimleri ¢ikmaktadir. Hiicre oliimii
tizerine, Kaspaz-1 inhibitorlerine gore Kaspaz-3 inhibitorleri daha etkili olmaktadir (84).

Apoptozis DNA hasar1, biiyiime hormonu azalmasi, hipoksi veya sitotoksik ilag
kullaniminda indiiklenmektedir (84). Oksidatif stres sonucu olusan apoptozisin
mekanizmalari arasinda reseptorlerin uyarimi, Kaspaz aktivasyonu, Bcl-2 proteinlerinin
aktivasyonu ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu yer almaktadir (85).

Iskemik yaralanma sonrasinda omurilikte, néronlarda ve glial hiicrelerde
apoptozis goriilmektedir. Iskemi sonrasinda genetik kontrolle aktive olan Kaspazlar,
apoptozisden sorumlu olarak degerlendirilmistir. Kaspaz-3 enzim aktifliginin apoptoziste
onemli rolii bulunmaktadir. Efektor Kaspaz olarak bilinen Kaspaz-3, DNA tamir
mekanizmasinda yer alan molekiillerin ve enzimlerin par¢alanmasinda baslica rolii

oynamaktadir. (86). Apoptozis sirasinda, mitokondriyel degisikliklerle iligkili olan
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Kaspaz aktivasyonu sitoplazmadaki en onemli belirleyici faktordiir. Kaspaz
aktivasyonunun ardindan yapisal proteinlerin (fodrin, aktin, lamin A-B vb.) yikimi
baslamaktadir (56). Kaspazlar apoptozisde hiicreyi parcalayan etkenler olarak
bilinmektedirler (56,87). Kaspazlar sistein proteazlardir. Aspartik asitten sonraki peptit
bagini kirmaktadirlar (88). Kaspazlar hiicreleri etraflarindan izole etmekte ardindan
cekirdegin yap1 proteinlerini ve enzimlerini pargalayarak etkisizlestirmektedirler.
Sonunda da DNA tamirini ve replikasyonunu sonlandirmaktadirlar. Bu siiregte DNA
tahrip edilmekte, ¢ekirdek yapisi bozulmakta, fagositoz icin gerekli hiicre sinyalleri
tiretilmekte ve son olarak apoptotik cisimcikler hiicrede bozulmay1 saglamaktadirlar (89).
Kaspaz aktivasyonu olan hiicrelerde, 6liim sekli apoptozisden nekroza donistiigi
diistintiliirse, Kaspaz aktivasyonunun apoptozisdeki 6nemi daha net anlasilmaktadir.
Sonugta Kaspaz aktivasyonu olmadan apoptozis olmamaktadir (89).

Omurilik yaralanmalarinda hiicre 6liim mekanizmasi1 sekonder olaylara bagh
olarak gergeklesmektedir ve bu Kaspaz-3 ve Kalpainle yapilmaktadir. Hiicre hasarinda,
yaralanmadan yaklasik 4 saat sonra, mitokondrinin zarar gérmesiyle néronlardan asiri
miktarda Kalpain saliniminda artis gortildiigii bildirilmistir (90,91).

Apoptozisin nekrozun bir pargasi gibi algilanabilmesinin sebebi hiicrede yarattigi
degisikliklerdir. Apoptozisi indiikleyen en onemli iki faktor oksidatif stres ve DNA hasar1
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Eger hiicre ciddi olarak hasar goriirse apoptotik yol igin
gerekli olan enerjiyi saglayamadigi i¢in nekroz ile 6lecektir (92). Noronlarda, miyelinli
sinir liflerinde ve gliya hiicrelerinde yapisal dejenerasyonlarin meydana geldigi tespit
edilmistir. Yaralanmadan 72 saat sonra alinan doku Kesitlerinde, bu hiicresel
degisikliklerin daha belirgin oldugu goézlenmistir (93). Spinal kord hasar1 sonras1 Kaspaz
sisteminin etkisini siganlarda inceleyen Matsushita ve ark., noéronlarda belirgin Kaspaz 8
aktivasyonu tespit etmislerdir (94). Keane ve ark., siganlarda T9-T10'da bir kontiizyon
hasarinin, gri cevher noéronlarinda ve beyaz cevher hiicrelerinde (muhtemelen
oligodendrositler) yaralanmadan 6 saat sonra Kaspaz-8 immiinoreaktivitesinin ortaya

¢ikmasina yol agtigini gostermistir (95).
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2.2.2. Rediikte Glutatyon (GSH)

v- glutamylcysteineylglycine, okaryotik hiicrelerde bulunan ¢ok islevli bir
substrattir. Rediikte glutatyon glisin, glutamik asit ve sisteinden meydana gelen bir
tripeptit olup bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda hiicrede sitozoldeen fazla bulunan
hiicre i¢i tiyoldiir (96). Tiyol-disiilfid dengesi, enzim aktivitesi, tasima aktivitesi, sinyal
iletimi ve gen ifadesi dahil olmak iizere ¢ok sayida metabolik siireci diizenlemektedir
(97).

GSH’in y-glutamyl bagi ve siilthidril (-SH) grubu olmak tizere yapisal iki
karakteristik 6zelligi olup hiicrenin en 6nemli tiyol-disiilfiir redoksudur (98). GSH,
ksenobiyotiklerin detoksifiye edilmesinde, ROTun ortadan kaldirilmasinda antioksidan
olarak ¢ok yonlii fizyolojik isleviyle bilinmektedir (99).

Rediikte glutatyonun antioksidan savunma sistemindeki gorevi disinda baska pek
cok gorevi de bulunmaktadir. Bunlar arasinda; bazi enzimatik tepkimelerde koenzim
gorevi gormesi, proteinlerdeki siilfidril gruplarinin rediikte tutulmasi, aminoasit tasinmasi
ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu olarak sayilabilmektedir. Rediikte glutatyon,
glutatyon peroksidaz enzimiyle katalizlenen tepkime ile, hidrojen peroksit veya lipid
peroksitleri detoksifiye etmektedir. Daha sonra kendisi baska bir glutatyon molekiilii ile
disiilfit kopriisii olusturmakta ve okside glutatyon (GSSG) big¢imine doniismektedir.
Okside glutatyonun rediikte formuna geri doniistiiriilmesi hiicre i¢inde serbest
radikallerin detoksifikasyon isleminin devami igin gerekmektedir. Okside glutatyon,
NADPH ile glutatyon rediiktaz enzimi kullanilarak tekrar rediikte formuna gevrilmektedir
(100). Bu tepkimeler sirasinda hiicre, GSH miktarin1 fazla muhafaza edemez ise hiicre
olimt olabilmektedir (101).

Glutatyon, hidroksil radikali ve singlet oksijeni direkt olarak yakalamakta,
glutatyon peroksidazin katalizorliigiinde hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri
detoksifiye etmektedir. Bunlarin disinda, E ve C vitamini gibi dnemli baz1 antioksidanlari
aktif formlarina doniisecek sekilde rejenere etmektedir (98).

Lucas ve ark., bir sican kontiizyon yaralanma modelinde glutatyon tedavisinin
SKH sonrasi lipid peroksidasyonu iizerindeki etkilerini incelemistir. Arastirmacilar, 8-
glutamilsistein ile irrigasyon yoluyla glutatyon seviyelerinin yiikselmesinin, SKH’dan
sonra lipid peroksidasyonuna karsi oOnemli bir koruma sagladigini, glutatyon
giiclendirmesinin, SKH'de lipid peroksidasyonunun aracilik ettigi hasarin azaltilmasi igin

etkili bir strateji olabilecegini 6ne stirmislerdir (102).
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2.2.3. Malondialdehit (MDA)

MDA, yiiksek derecede sitotoksik iirtine doniismiis bir lipid radikaldir. Aldehid
grubundandir. Lipid radikalleri doymamuis yag asitlerinden meydana gelmektedir. Lipid
radikali oksijen ile reaksiyona girince lipid peroksi radikali olusmaktadir. Bu radikal,
diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatabilmektedir. Ortamda bulunan bakir ve demir
iyonlarinin katalizor etkisi ile lipid hidroperoksitler olusmaktadir (103).

Lipit peroksidasyonu, fazla miktarda ROT iiretiminin 6nemli bir neticesidir.
MDA, c¢oklu doymamis yag asitlerinin lipit peroksidasyonu sonucu meydana
gelmektedir. Bir oksidatif hasar belirtecidir. Organ, kan ve dokularda lipit
peroksidasyonunun etkileri belirebilir. Bunun nedeni aldehit yapili bilesimlerin
Omiirlerinin uzun olmasindan kaynaklanmaktadir (104).

Oksidatif stres ve serbest radikallere bagli hiicre hasarinda bilhassa mikrozom,
endoplazmik retikulum ve mitokondride patogenezin en miihim aktori lipid
peroksidasyonudur (105,106). Bu organellerde lipid peroksidasyonunda hiicre ve doku
yollarinin zarara ugramasi serbest radikal ve oksidatif strese sebebiyet vermektedir (107).

Christie ve ark., yaptiklar1 hayvan g¢alismasinda MDA seviyeleri ile dlgiilen
oksidatif stresin, sicanlarda akut SKH'den sonra 5 giine kadar devam ettigini

gostermiglerdir (108).

2.2.4. Ksantin Oksidaz (XO)

XO, niikleik asitlerden piirin tiirevlerinin bozunma yolundaki son enzimdir ve
oksijen radikallerinin en iyi ortaya konulmus biyolojik kaynagidir (108). XO enzimi
oksijeni indirgeyerek siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi ROT lar1 olusturabilmektedir.

XO aktivitesindeki artis ROT iiretimini arttirmaktadir. Ozellikle hasarli dokularda
bu enzimin arttig1 gézlenmistir. Dolayisiyla XO’nun pro-oksidatif bir enzim oldugu kabul
edilmistir (109).

XO' nun endojen ve eksojen ksenobiyotiklerin katabolizmasinda da rolii oldugu
bildirilmistir (110).

Travmatik SKH patogenezi ile iliskili diger potansiyel ROT biyolojik kaynaklart;
¢ozlinir hiicre bilesenleri, sitozolik oksidazlar, gegis metalleri, lizozomlar, peroksizomlar
ve endoplazmik retikulumdur. Katalitik dongiilerinde molekiiler oksijenin indirgenmesi
yoluyla ROT iiretebilen bir¢ok sitozolik enzim vardir. Ancak en dikkate deger olan,
molekiiler oksijeni dogrudan siiperoksit ve hidrojen peroksite indirgeyen ksantin
oksidazdir (111).
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Oksidatif stres ve enflamasyon, travma veya iskemi reperfiizyon hasar1 sonrasi
Spinal kord sekonder hasarinin altinda yatan ana mekanizmalardir (112). Baslangigta
stiperoksit serbest radikalleri (02"), sizan nétrofiller ve makrofajlar, monoamin oksidaz-
B aktivitesinin asir1 aktivasyonu, dopamin, norepinefrin dahil biyojenik amin
norotransmitterlerinin  oto-oksidasyonu ve ksantin oksidaz aktivitesi artig1 ¢esitli
kaynaklara gore travmadan sonraki ilk dakikalar ve saatler igcinde meydana gelmektedir.
Bunlarin tiimii, zar lipid peroksidasyonuna, oksidatif hasara ve kendi kendine ¢ogalan bir
dongiide daha fazla ROT iiretimine yol agmaktadir. Gergekten de, spinal kordun oksidatif
stres hasarmin siddetini XO’nun aracilik ettigi ROT olusumu ve akabinde meydana
gelebilen MDA'nin etkiledigi bildirilmistir (113).

1968 Yilinda McCord ve Fridovich sitokrom c nin ksantin oksidaz ile
indirgenmesinde ROT iiretildigini gosterdiler (114). 1980’lere kadar iskemi reperfiizyon
hasarinin ROT ile iliskisi bilinmiyordu (115) Son zamanlarda, XO'nun makrofajlarin
uyarilmasi da dahil olmak tizere ¢esitli fizyolojik sinyallerin iletiminde de islev gordiigi

gosterilmistir (116).

2.2.5. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Antioksidan savunmanin birinci asamasi siiperoksitin H2O2’e ve molekiiler

oksijene dismutasyonunu katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimidir (99).

05 +05 +2H" — 0 +Hy05

Siiperoksit dismutazin katalizledigi tepkimenin hizi, kendiliginden gelisen
tepkimenin takribi 4000 katidir. Enzimin fizyolojik olarak islevi; hiicreler oksijeni
metabolize ederken meydana gelen siiperoksit serbest radikallerinin zararl tesirlerine
kars1 hiicreyi korumaktir. SOD etkinligi, fazla oksijen kullanan dokularda yiiksektir ve
dokudaki pOy artis1 ile artmaktadir. Olagan metabolizma sirasinda hiicrelerde fazla

miktarda siiperoksit tiretilmesine ragmen, bu enzim hiicre i¢i Siiperoksit diizeylerinin
diisiik tutulmasimi saglamaktadir. Siiperoksit dismutazin hiicredist etkinligi distktiir
(99,117,118).

Memeli hiicrelerinde SOD’un; Mn-SOD, CuZn-SOD ve hiicre dis1 SOD olmak
tizere li¢ formunu vardir (Sekil 2.9). Mn-SOD en ¢ok mitokondride bulunurken, CuZn-
SOD sitoplazmada baskindir. SKH’y1 takiben ROT'un ortadan kaldirilmasi, 6zellikle
hiicresel antioksidan glutatyon ve CuZn-SOD tarafindan yapilir. Grabitz ve ark.,

yaptiklar1 ¢calismada CuZn-SOD genini asir1 eksprese eden transgenik farelerin, SKH'ye
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direng gosterdigini ortaya koymuslardir. Bu da CuZn-SOD'un spinal néron liimiine karst

korunmada 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir (119).
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Sekil 2.9. Memeli hiicrelerinde SOD’un formlar1 (120)

Hiicredeki ilk detoksifikasyon enzimi ve en giiglii antioksidan olan SOD, ROT’a
kars1 ilk sirada yer alan savunma sisteminin bir parcasi olarak goérev almaktadir (121). Bu
nedenle, hiicrede SOD’un yeterli miktarda bulunmasi, hiicre i¢i diizenlemede ve oksidatif
stresin azaltilmasinda ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Bir¢ok arastirma Melatonin’in
(Mel) SOD gen ifadesini ve aktivitesini arttirdigini bildirmistir (122).

SKH’da serbest oksijen radikalleri endotel hasarina neden olmaktadir. Buna bagl
olarak kan-omurilik bariyeri bozulmaktadir. Bunun sonucunda yaralanma bolgesine
zararli maddelerin birikimi olabilmektedir. MSS'de glutatyon peroksidaz (GSH-PXx),
katalaz (CAT) ve SOD aktivitelerinin az olmasi nedeniyle MSS’nin serbest radikal

hasarina daha kars1 hassas oldugu bildirilmistir (123).
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2.2.6. Niiklear Faktor Kappa B (NF-kB)

NF-kB; yangi, dogal bagisiklik, hiicre biiylimesi ve hiicre 6liimii de dahil olmak
tizere hiicresel cevaplarda onemli olan gesitli genlerin diizenlenmesinde Kkritik bir rol
oynayan ve oksidatif strese oldukga duyarli olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Yangisal
stireg sirasinda, yangi ile iligkili genlerin uyarilmasi, NF-xB aktivasyonuyla
olusabilmektedir. NF-«xB temel olarak tiim hiicrelerde hemen hemen ifade
edilebilmektedir. Aktivasyonundan sonra NF-xB ¢ekirdege gegmekte ve proinflamatuar
genlerin transkripsiyonunu diizenleyecek olan spesifik elementlere baglanmaktadir (124).

Giliniimiizde yapilan birgok ¢alismada gosterilmistir ki spinal kord hasari sonrasi
NF-xB, sekonder hasarin patofizyolojik mekanizmasinda inflamatuar yanit ve hiicre
oliimiinde gorev almaktadir (125,126). Spinal kord hasarinda rol alan proinflamatuar IL-
6 ve IL-8 etkinligi NF-«kB tarafindan diizenlenmektedir (127). Sinir sistemi hasari sonrasi
astrositlerin aktivasyonu ve glial hasar olusumunda NF-xB’nin rolii oldugu gosterilmistir
(128,129). Olusan bu glial skar omurilikte olusan en belirgin konak reaksiyonlarindan
biri olup burada astrositler aktive olmakta, ¢ogalmakta ve yarali doku ile saglam doku
arasindan uzun igice gegmis arayiiz olusturan hiicreler meydana gelmektedir (128).

NF-kB uyarimi klasik ve alternatif olmak tizere iki yolla gerceklesmektedir.
Klasik yol NF-kB1 (p50/p105) tarafindan baslatilmaktadir. Alternatif yol ise NF-xB2
(p52/p100) tarafindan baglatilmaktadir. Aktif NF-kB niikleusa transloke olmadan once,
aktif pS0 ve p52 alt tinitelerine doniismektedirler (130). p100 fosforilasyon ile boliinerek
p52’yi olusturur, p105 ise boliinerek p50°yi olusturur (131).

Aktive NFkB, hiicre biiylimesi, diferansiyasyonu, sitokin hazirlanmasi ve
salinmasi, hematopoez, transformasyon, apoptoz, proliferasyon, immiin sistem,
invazyon, anjiogenez ve metastaz ile ilgili bircok sayida gen ekspresyonunu kontrol
etmektedir (131,132). Aktive edilmis NF-kB fosforilasyon, asetilasyon ve metilasyon
gibi bircok posttranslasyonel modifikasyona ugramaktadir. Bu modifikasyonlar NF-kB
aktivitesini giiciinii ve siiresini belirlemektedir (130).

Travma sonras1 NF-kB bagli genler yiiksek oranda aktive olarak sinir sisteminde
iyilesme etkilerine onciiliik etmektedir (133). Astroglial NF-xB inhibe edilmis transgenik
hayvanlarda spinal kord hasarinin fonksiyonel iyilesme siirecinde gelisme oldugu
gosterilmistir (134). NF-kB ve alt yolagindaki sitokinlerin (IL-1p, IL-18, TNFa) spinal
kord hasarinin sekonder siirecindeki roliinden dolay1 inhibitdr ¢aligmalar1 yapilmis ve

iyilesmede pozitif etkileri tespit edilmistir (135).

22



2.3 Melatonin (Mel)

Mel, Pineal bezden salgilanan en 6nemli hormondur. Epifiz bezinde triptofan
aminoasitlerinden sentezlenmekte ve plazmada proteinlere bagli olarak bulunmaktadir
(22). Molekiil formiilii C13H16N202 ve molekiil agirhigi 232,278 g/ mol dur (Sekil 2.10).
Bobrektede metabolize olmaktadir ancak daha fazla karacigerde metabolize olmaktadir.
Baslica metaboliti 6- Hidroksimelatoninsiilfat (6-HMS)’ dir (136).
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Sekil 2.10. Melatoninin kimyasal formiili

Birgok antioksidan ve serbest radikal siipiiriiciiniin iskemi ve reperfiizyon
hasarinda yararli etkileri bulunmaktadir. Mel, giiglii bir antioksidan olup direk olarak
radikal siiptiriictidiir (137). Lipofilik 6zelliktedir (138,139). Bu sayede hiicrenin biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasilabilmekte, kan-beyin bariyerini gecebilmektedir.
Dokuda olusabilecek hasarlara karsi koruyucu 6zelligi kanitlamistir (140).

Ekzojen Mel’in 20-60 dakikalik kisa bir metabolik yar1 6mrii vardir. Mel, en
gelismiginden en ilkeline (tek hiicreli algler) kadar biitiin aeorbik organizmalarda bulunan
bir molekiildiir. Yasa bagimli dejeneratif olaylar1 engellemede serbest radikal tutucu
ozelliginden dolay1 yararli olabilmektedir (141).

Mel’in salgilanma hizini ¢evrenin aydinlik veya karanlik olmasi belirlemektedir
(141). Isik Mel salginlanma hizin1 azaltmakta, karanlik ise artirmaktadir. Mel’in pineal
bezden baska bagirsak, retina gibi organlarda da sentezlendigi gosterilmistir ancak
bunlarin kan Mel diizeyine etkisi neredeyse yok denecek diizeydedir (142). Mel
sentezlendikten sonra kana, beyin omurilik sivisina, tiim dokulara ve tim biyolojik
stvilara dagilmaktadir. Bu lipofilikliginin ¢ok yiiksek olmasindan dolayidir (136).
Gebelerden fetiise ve emziren anneden siit yoluyla yeni dogana gegebilmektedir.
Yaglanma ile pineal bezden Mel salgilanmasi azalmaktadir ve apoptozis artmaktadir

(143). Eksojen Mel uygulamasi apoptozisi inhibe edebilmektedir. Ayrica yaglanmayla

23



artan  hasarlanmis, fonksiyonlart bozulmus hiicrelerde  koruyucu rol de
oynayabilmektedir. Mel, gii¢lii bir endojen antioksidandir (144).

Mel molekiili hidroksil radikali iireten reaksiyonlara katilmaz, otooksidasyona
ugramaz Ve kolaylikla oksitlenmez. Serbest radikal stipiiriici 6zelliginin tim
antioksidanlardan (glutatyon, mannitol, vitamin E, C vb.) daha gigli oldugu
kesfedilmistir (145). Mel’in hidroksil radikalini notralize etme 6zellligi mannitolden 15
kat, glutatyondan 5 kat daha yiiksektir. Peroksit radikalini, E vitamininden 2 kat daha
fazla giiglii olarak stipiiriir (146,147).

Immiin yanit1 artiric1 etkisi yaslanmaya bagli immiin yetersizliklerde de
gosterilmigtir (148). Pineal bezin tiimor biiylimesini engelleyici 6zellige sahip olmasi
bilinmektedir. Pineal bezin kanser onleyici etkisi biiyiik oranda Mel’den
kaynaklanmaktadir. Mel, go6glis kanserinde rol alan hormonlarin azalmasin
saglamaktadir (149). Pinealektomi yapilmis siganlarda, oksidatif hasarin arttigi, buna
bagli olarak deneklerin ortalama yasam siirelerinin azaldigi gozlenmistir (148).
Siganlarda Mel uygulamasi yasam siiresinde %25’ lik bir uzamay: saglayabilmekte,
seksiiel aktiviteleri artirabilmekte ve hayvanlari daha saglikli, geng ve gigli
yapabilmektedir (139). Mel’in gii¢lii bir radikal stipiiriicii ve antioksidan olmasi ve hiicre
ici kalsiyumu diizenleyebilmesi, iskemi-reperfiizyon hasarinda etkili olabilecegini
diistindirmektedir (150-153). Mel ¢esitli noéroprotektif etkilere sahiptir ve beyin omurilik
stvisinda bolca bulunmaktadir (154). Birgok ¢alismada Mel’in spinal hasar sonrasi sinaps
ve noron govdesinde yararli etkileri 6zellikle hiicre igi organellerin ve mitokondrinin
korunmasinda Ki etkileri gosterilmistir (155,156). Mel, mt-1 mRNA miktarinin artmasini
saglayarak prooksidatif enzim miktarlarinin azalmasina neden olmaktadir ve hiicresel
antioksidan savunma sistemini uyarmaktadir (157). Jiagi bi ve ark., 2020 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada Mel’in NF -200 ve GAP-43 mRNA sentezini arttirarak sinir lifi
iyilesmesine katki sagladigini gostermislerdir (158).

Disiik oksijen, kanser ilaglari, gamma ve ultraviyole isinlar, radyasyon gibi
etkenler DNA hasar1 olusturarak apoptozis meydana getirebilmektedirler (159). Mel’in
antioksidan enzimleri aktiflestirmesi sonucu olusan iskemiye bagli hiicresel hasari
onlendigi bildirilmistir (160). Mel’in noronal hasar1 onlemedeki etkinligi omuriligin
yaralanmasi sonucu artan lipid peroksidasyonunu azaltarak oldugu gosterilmistir (161).

Mel’in bir proteozom inhibitdrii olarak gorev yapabildigi de belirtilmistir. NF-
kB’nin yikilimi da proteozom tarafindan diizenlenmektedir. Mel’in NF-xB aktivitesini

inhibe ettigini gosteren birgok c¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar, Mel’in bir
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proteazom inhibitor oldugu goriisii ile tutarlidir, fakat ayn1 zamanda Mel’in dogal bir NF-
kB inhibitorii olduguna dair kanit olarak da yorumlanabilmektedir. Mel’in NF-xB
tizerindeki bu inhibe edici etkileri, dokuda anti-enflamatuar ve pro-apoptotik etkiye
katkida bulunabilmektedir (128). Spinal kord hasarmi takip eden zamanda bolgede
enflamazom kompleksi genlerinde ve apoptozu tetikleyen yolaklara bagli genlerde ifade
artig1 tespit edilmistir (162).

Mel’in, XO aktivitesini inhibe ettigi diistiniilmektedir. Ancak bununla ilgili
calismalar heniiz net degildir ve Mel’in bu inhibisyonu dogrudan baskilamak yerine
ksantin oksidaz kaynakli reaksiyon iirlinlerini nétralize ederek sagladigi belirtilmistir
(163).

Mel, akut SKH modellerinde ikincil hasari iyilestirmede etkili olabilmektedir.
Mel, lipid peroksidasyonunu onleyebilmekte ve ayrica tikaniklik, 6dem, aksonal
dejenerasyon ve nekroz derecesini de azaltabilmektedir (23). Mel’in, hem oksidatif hem
de nitrozatif stresi bloke ederek enflamasyon ve doku hasari gelisimini azalttigi
gosterilmistir (47). Mel, p38 MAPK, JNK, ERK1/2 ve HMGB167'nin aktivasyonunu
azaltarak motor fonksiyonunu giiglendiren fonksiyonel TNF-a38 ekspresyonunu
baskilayarak hem MMP-9 hem de MMP-2 aktivitesini ve ekspresyonunu azaltabilmekte
ve histolojik ve davranigsal iyilesmeyi artirabilmektedir. Mel tedavisi ayrica NADPH-d
irlinlinii 6nleyerek noronal 6liim dalgalarini hafifletebilmektedir (158).

Hiicre dis1 ortamda ve mitokondride Mel, eNOS ve nNOS aktivitesine bagli
olarak NO'nun mevcudiyetinin bir sonucu olarak iiretilen bir ONOO temizleyicisidir.
Mel, SOD ve GSH-Px aktivitelerini artirarak dolayl bir antioksidan etkiye sahiptir (164).

Tiim bu yollar, Mel’in SKH sekonder hasarinin Onlenmesine katkida
bulundugunu ve bunu dolayl olarak antioksidan yollar ve dogrudan anti-inflamatuar ve
immiinomodiilator etkileri olan serbest radikal siipiiriicii aktivite ile yapabilecegini
gostermektedir. Birkag yildir yaygin olan SKH modelleri igin Mel dozu ile ilgili bazi
tartigmalar da vardir. Rogerio ve ark., 1-50 mg/kg dozlarinda Mel’in néronal Sliimii
azalttigini, ancak 50 ve 100 mg/kg dozlarinda gelisme geriligi, nobet ve hatta 6lim gibi
bir durum olabilecegini bulmuslardir (68). Ancak Giil'iin grubu, 50 veya 100 mg/kg
dozunda Mel’in sicanlarda deneysel SKH'de doza bagli noroprotektif etkilere sahip
oldugunu ve bu etkilerin dozdaki artiglarla uyumlu olarak 6nemli Olclide arttigini
gostermiglerdir (42). Mel’in SKH’mi1 takiben ndrolojik iyilesme icin 12.5 mg/kg
dozundaki tedavinin; 2 mg/kg, 30 mg/kg ve 100 mg/kg doz tedavilerine gore daha etkili
oldugu tespit edilmistir (165). Pineal bez ve Mel’in birgok mekanizmasi hala
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aydinlatilmay1 beklese de burada agiklanan ¢alisma, Mel’in bir sigan modelinde travmatik
kord yaralanmast ile baglantili patolojik olaylar1 6nlemede yararli oldugunu gostermistir

(165).

2.4. Dekspanthenol (Dex)

Pantotenik asit ilk kez 1933 yilinda Williams tarafindan tanimlanmistir. Dex’in
kimyasal yapisi: (R)-2,4-Dihidroksi-N- (3-hidroksipropil)-3,3- Dimetilbutiramid’dir
[129]. Dex (Provitamin BS5)’in molekiil formiili C9H19NO4’diir. B-kompleks
vitaminlerinden olan pantotenik asit (PA)’in aktif alkoliidiir (Sekil 2.11). Oral yolla veya
parenteral verildiginde, kemirgen ve diger memelilerin dokularinda hizla emilerek
viicutta PA’e doniismektedir (166).
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Sekil 2.11. Dekspanthenol’iin kimyasal formiilii

PA birgok farkli besinle viicuda alinabilmektedir. Yetigkinler i¢in giinliik gerekli
olan miktar 4-7 mg arasinda olup, alinan miktar islenmesi ve rafineri edilmesi sonucu %
35-70 kayba ugramaktadir. (167). Topikal iyi emilim gosteren Dex karacigerde PA’e
dontistiirilmektedir. Emilimin ¢ogunlugu ince bagirsaklarda olmaktadir. Portal dolasim
yoluyla karacigere gelmekte ve koenzim A’nin yapisina katilarak tiim viicut dokularia
dagilmaktadir (168-171). Yapilan arastirmalar; topikal ve oral olarak uygulanan PA’in
yara iyilesmesini ve epitelizasyonu hizlandirdigi goriilmiistiir. PA’in antienflamatuar ve
antioksidan etkileri de gosterilmistir (172—174). PA ve tiirevlerinin antioksidan 6zellikler
gostererek hiicre hasar1 ve radyasyona karsi koruyucu etki yaptigi birgok aragtirmada
belirtilmistir. PA, bu etkisini koenzim A, ATP sentezi ve GSH’1 arttirarak gostermektedir
(175-177). Dex’in iskemi reperfiizyon hayvan modellerinde glutatyonu arttirarak, lipid
peroksidasyonuna (MDA seviyesini disiirerek) zayiflatic etki yaparak hasar azalmasini
sagladig ortaya konmustur (178,179). Dex’in fibrozisi azalttigi bir dizi ¢calisma ile ortaya
konmustur (179).
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Ermis ve ark., intraiiretral fibrozu histopatolojik degerlendirme ile fibrozis ve
enflamasyon skar skorlamasi Kullanarak arasgtirmiglar ve Dex’in epitel dokusunun
fibrozisini azalttigin1 géstermislerdir (179).

Calismalar, periferik sinir yaralanmasindan sonra oksidatif stresin azaltilmasinin
onarim siirecini uyarabilecegini ve fonksiyonel iyilesmeyi arttirabilecegini gostermistir.
Dex’tin kompresyon tipi sinir yaralanmalarinin iyilesmesine etkisini arastiran bir baska
deneysel ¢alismada fonksiyonel degerlendirme igin yiiriime yolu analiz yontemi (Siyatik
statik indeks) kullanilmistir. Sonuglar, Dex’in fonksiyonel iyilesme tizerinde olumlu bir

etkisi oldugunu ortaya koymustur (180).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma icin Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 22.02.2021 tarih ve 2021/44 karar numaras: ile onay alindi. Bezmialem
Vakif Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde tiim uygulamalar etik

kurul protokoliine uygun sekilde yapildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Si1gir serum albiimin (Sigma-Aldrich), Agaroz (Sigma-Aldrich), Etidyum bromid
(EtBr, Fisher Scientific), Hibrigen Genel RNA izolasyon Kiti (Katalog no: MG-RNA-01-
100), BioRad CFX96 Real Time Thermal Cycler cihazi, BioRad firmasinin irettigi
“iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step Kit” (Katalog no: 172-5151), Bradford
soliisyonu (Thermo Scientific The Pierce Coomassie Protein Assay Kit), GSH’a spesifik
antikor (Bioassay Technology Laboratory (BT LAB), CAT No EA0113Ra), Sigan
MDA’sina spesifik antikor (Bioassay Technology Laboratory (BT LAB), CAT No:
E0156Ra), Sican XO’ya spesifik antikor (Bioassay Technology Laboratory (BT LAB),
CAT No: E1263Ra), Sigan SOD antikor (Bioassay Technology Laboratory (BT LAB),
CAT No: E2269Ra) temin edildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada; millipore marka saf su iinitesi, BioRad CFX96 Real Time Thermal
Cycler cihazi, Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, United States),
Ohaus marka hassas terazi, Denver Instrument marka terazi, Biorad marka elektroforez
glic kaynagi, Mettler Toledo marka EL20 model pH metre, Retsch marka MM400 model
bilyeli parcalama sistemi, Hermle marka Z216MK model mikro santrifiij, Hettich-
zetrifugen marka 200 model masaiistii santrifiij cihazi, EpochBiotek marka
spektrofotometre cihazi, Heidolph marka manyetik karistirici, Heidolph marka vorteks,
bazi kimyasal reaksiyonlar igin Memmert marka su banyosu, MRG cihaz1 1.5T (Siemens,
Avanto, Erlangen,) (Germany), Niive Bench Topsantrifiijj (Turkey), Himac
Microcentrifuge CT 15RE (Japan), Herolab UV transluminator (Germany), VWR Galaxy
Ministar spin arttirici (Korea), Scotsman AF80 Buz makinesi (IL, USA), Thermo
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Scientific OWL EASYCASTTM B2 Jel elektroforez sistemi (USA), Schimadzu Biotech
Biospec-nano  spektrofotometre  (Japan), Schimadzu UV-Pharmaspec 1700
spektrofotometre (Japan), Cleaver Scientific MSCHOICE elektroforez tanki, Consort
EV265 elektroforez gii¢ kaynagi (Belgium), Mikrodalga firrm1i SAMSUNG MV71E
(Korea) kullanildi.

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. Mel Hazirlanmasi

Sigma Aldrich firmasinin (M5250-1G Mel powder, >98% (TLC) 1 Q@)
enjeksiyonluk Mel toz igeren flakondan sigan basina 5 mg/kg dozda 50 mg/mL ethanolde
¢oziildi (0.35 mL Mel ¢ozdiiriilmiis ethanol) ve %0.9 izotonik serum fizyolojik
kullanilarak (13.65 mL) (%2.5) SKH+Mel ve SKH+Mel+Dex gruplarina enjekte edilecek
14 mL ¢6zelti hazirland

3.3.2. Dex Hazirlanmasi

Bayer firmasinin Bepanthen (R) 500 mg/2 mL Enjeksiyonluk Dex igeren ampul
sigan basma 500 mg/kg dozda Dex, SKH+Mel ve SKH+Mel+Dex gruplarina enjekte
edilecek sekilde hazirlandi.

3.3.3. RNA Saklama Caozeltisi

100 mL dietilpirokarbonat (DEPC)’li suda 70 g Amonyum Siilfat ¢oziildii.
Uzerine 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5.2) ve 10 mM EDTA (pH=8) eklenip DEPC’li saf
su ile 150 mL’ye tamamland1 ve pH 5.2’ye ayarlandi.

3.3.4. 10X Tris-Borat-EDTA (TBE) Cozeltisinin Hazirlanisi

1 litre 10X TBE tamponu hazirlarken; 6ncelikle manyetik karistiricida 900 mL saf
su igerisinde 55 g borik asit, 108 g TRIS baz ve 40 mL 0.5 M EDTA ¢6zeltisi ¢ozdiiriildii.
Yeterince HCI eklenerek ¢ozeltinin pH degeri 8.0°a getirildi. Ardindan ¢6zeltinin toplam
hacmi 1000 mL’ye tamamlandi. En son olarak otoklavda 121 °C’ de 20 dakika

otoklavlandi.
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3.4. Deney Hayvanlarimin Elde Edilmesi ve Gruplara Ayrilmasi

Calismada, 250-300 g agirliginda ve ortalama agirliklart 274 g olan 42 adet
Sprague Dawley disi sigan kullanildi, Calismada hayvanlar basit randomizasyon
yontemiyle 6 gruba (grup agirlik ortalamalari birbirine en yakin olacak sekilde ayarlandi)
ayrildi. Her gruptaki hayvan sayis1 hesaplanmas: Power Analizle yapildi. Orneklem
biiyiikliigii gruplar arasi en yiiksek SOD farki ele alindiginda; I. Tip hata miktar: (alfa)
0.05, testin giicii (1-beta) 0.9, ve etki biiyiikligii 0.88 iken bu test kullanilarak anlamli bir
fark bulunabilmesi icin gerekli olan minimum 6rneklem biiytkligi her bir grup igin 7
olarak tespit edildi. Siganlar, laboratuvar kosullarinda 12 saat gece, 12 saat giindiiz olacak
sekilde tiire 6zel pelet yem ile adlibitum olarak beslendi.

Gruplarin olusturulmasi (n=7) (Sekil 3.4.1)

1. Grup (Kontrol grubu): Herhangi bir cerrahi islem yapilmadi.

2. Grup (Sham grubu): Spinal kord T7-T10 segmentleri arasinda yalnizca laminektomi
olusturulan Sham operasyon yapildi.

3. Grup (SKH grubu): Deneysel spinal kord hasar1 olusturularak tedavi yapilmadi.

4. Grup (SKH+Dex grubu): Deneysel spinal kord hasari olusturulan 3.hafta sonunda 500
mg/kg Dex giinde tek doz i.p. yolla (180) 3 hafta boyunca verildi.

5. Grup (SKH+Mel grubu): Deneysel spinal kord hasari olusturulan 3.hafta sonunda 5
mg/kg dozda Mel giinde tek doz i.p. yolla (165) 3 hafta boyunca verildi.

6. Grup (SKH+Dex+Mel grubu): Deneysel spinal kord hasari olusturulan 3.hafta sonunda
3 hafta boyunca Dex ve Mel kombine tedavisi verildi.
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Sekil 3.4.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

3.5. Operasyon

Biitiin cerrahi islemler 75 mg/kg Ketamin, 5 mg/kg Xylazine ile genel anesteziyle

gerceklestirildi (Sekil 3.5.1). Anesteziye alinan siganlar sternal pozisyonda sabitlendikten

sonra sirt bolgesi genis olarak traglandi ve povidon iyot ile antisepsisi saglandi. Cerrahi

islem yapilacak alan steril serviyet ile sinirlandirildi (Sekil 3.5.2).
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Sekil 3.5.1. Genel anestezi yapilmasi
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Sekil 3.5.2. (a) Sirt bolgesinin traglanmasi, (b) povidon iyot ile antisepsisinin saglanmasi

ve (c) cerrahi alanin steril serviyet ile sinirlandirilmasi

T5-T12 seviyesinde iki cm’lik insizyon ile deri ve deri alt1 dokular gegildikten
sonra paravertebral kaslara ulasilarak paravertebral kaslar disseke edilip prosesus
spinozuslar ile vertebral laminalara ulasildi. T7-T10 seviyesinde total laminektomi ile
dura mater biitiinliigii bozulmadan spinal kord agiga ¢ikarildi (Sekil 3.5.3).
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Sekil 3.5.3. Dorsal laminektomi operasyonu ile spinal kordun agiga ¢ikarilmasi

Calismada SKH, T7-T10 dorsal laminektomi sonrasi agiga ¢ikarilan spinal kordun
tizerine agirlik diistirme modeli ile olusturuldu (181). SKH i¢in; 18 g agirliginda 3 mm
capindaki metal gubuk 10 cm yiikseklikten (180 g/cm) birakilarak ve sicanlarin paraplejik
olmalari sagland1 (Sekil 3.5.4).
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Sekil 3.5.4. Spinal kordun tizerine agirlik diisiirme
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Hemostaz1 takiben paravertebral kaslar ve deri anatomik katlarma uygun olarak
dikilip operatif girisimden sonra si¢anlar sabit oda sicakliginda uyanmaya birakild: (Sekil
3.5.5).

“ “
T e,

Sekil 3.5.5. Cerrahi alan1 dikislerle kapatma (a), sabit oda sicakliginda uyanmaya birakma
(b)

3.6. Tedavinin Uygulanmasi

Postoperatif olarak bireysel kafeslere alinan siganlar serbest olarak beslendi ve
antibiyoterapileri yapildi (amoksisilin, 15 mg/kg ve meloxicam 0.2 mg/kg im), goz
enfeksiyon proflaksisi yapildi (Oksitetrasiklin HCI ve Polimiksin B siilfat) ve travma
sonrasi idrar keseleri giinde iki kez manuel olarak bosaltildi. flag tedavileri planlandig

sekilde uygulandi.

3.7. Radyolojik Parametreler

Calismamizda hayvanlarim medulla spinalisteki kord hasarmi tespit igin MR
¢ekimi yapildi. Cekim yapilacak olan tiim gruplardaki siganlara genel anestezi amagli 10
mg/kg Ksilazin hidrokloriir (ip) (Alfazyne %2 enj. 50 mL, EGE-VET, Tiirkiye) ve 50
mg/kg Ketamin hidrokloriir (ip) (Alfamine %10 enj. 50 mL, EGE-VET, Tiirkiye)
uygulandi. Anesteziye alinan siganlar sternal pozisyonda sabitlendikten sonra ¢ekimler
gerceklestirildi (Sekil 3.7.1). MR ¢ekiminden sonra si¢anlar sabit oda sicakliginda
uyanmaya birakildi.
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MR goriintiileri 1.5T MRG cihaz1 (Siemens, Avanto, Erlangen, Germany) ile
yapildi ve ¢ekimlerde 8 kanalli koiller kullanildi (Sekil 3.7.1.). Tiim siganlara ¢alismanin
21. ve 42. ginlerinde sagital ve koronal diizlemde FSE T2A agirlikli MR sekanslari
alindi. T2A agirlikli goriintiiler 14450 ms/84 ms TR/TE, 240 x 320 goriintii matrisi ve
2 mm Kesit kalinlig1 parametreleri kullanilarak elde edildi (Sekil 3.7.2.).

Calismanin 21. giinii ve 42. giiniinde tiim gruplara sagital diizlemde T2 agirlikli
sekansta MR goriintiileri alind1 (Sekil 3.7.3). Bu goriintiilerde; etkilenen spinal kord
segmentinin seviyesi, spinal kordda 6dem-kontiizyon boélgesine karsilik gelen anormal
sinyal artis1, kordda voliim degisikligi ve eslik eden hemorajik sinyal degerlendirildi ve
spinal kordda T2 sekansta saptanan sinyal degisimleri yok=0, hafif=1, orta=2 ve

belirgin=3 olarak siniflandirilda.

o ) %
Hom, rol s

g Tra(1

Sekil 3.7.3. Sagital diizlemde T2 agirlikli sekansta alinan MR goriintiileri
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3.8. Norolojik Muayene

Biitin deney gruplarinda nérolojik muayene degerlendirmesi yapildi. Tim
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Klinik motor muayene i¢in Modifiye Tarlov Skalasi kullanildi (183). Bu skalada;
0- Arka ekstremitelerde hareket yok, agirlik tasima yok, arka ekstremitelerde tam paraliz.

1- Arka ekstremitelerde agirlik tagima yok, farkedilebilir arka ekstremite hareketleri.

2- Agirlik bindirme veya lokomosyonla sonuclanmayan belirgin arka ekstremite

hareketleri, sik ve/veya giiclii arka ekstremite hareketi.

3- Arka ekstremiteler viicut agirlhigini destekler, bir veya iki adim atabilir.
4- Yirayiste hafif bir kayp.

5- Normal yiiriiyiis olarak kategorize edildi.

Parmak a¢ma testinde, sigan govdesinden kaldirilarak arka ekstremiteler asili

tutuldu ve parmaklarin agilmasi gézlemlenerek refleksler asagidaki gibi siniflandirildi
(Sekil 3.8.3) (183).

0- Parmaklarin agilmamasi, 1- Parmaklarin hafif agilmasi, 2- Parmaklarin tam agilmasi

Sekil 3.8.3. Parmak agma testi uygulamasi

3.9. Dokularin Alinmasi ve Orneklerin Analizleri

Deney sonunda tiim hayvanlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda (ketamin
hidrokloriir, Parke- Davis. Eczacibasi, Istanbul, 75 mg/kg ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid
Rompun, Bayer Ilag) sakrifiye edilip spinal kord dokular1 alindi. mRNA seviyelerinin
tespiti icin, gruplardan alinan dokularin bir kismi steril sartlarda ve buz {lizerinde kii¢iik
parcalar halinde kesildi ve RNA saklama ¢ozeltisi i¢inde -80 °C derin dondurucuda analiz
giiniine kadar saklandi. Geri kalan dokulardan biyokimyasal, histopatolojik analizler

yapildi. Caligmalar tek kor olarak yiiriitiildii.
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3.10. Molekiiler Genetik Analiz Yontemleri

3.10.1. Dokudan RNA Saflastirilmasi

XO, SOD, NF-«B ve CASP3 ve p-Aktin ifade seviyelerinin tespiti i¢in hayvan
gruplarindan alinan doku 6rnekleri RNA izolasyonu i¢in Hibrigen Genel RNA izolasyon
kiti (Katalog no: MG-RNA-01-100) kullanilarak saflastirildi. 100 mg doku igin 1 mL HT
tamponu kullanild: ve dokular bu soliisyon iginde homojen hale getirildi. Niikleoprotein
kompleksinin tamamen pargalanmasi i¢in buz tlizerinde 5 dakika inkiibasyon yapildi.
Stipernatant, yeni bir RNaz icermeyen mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 200 puL kloroform
eklendi, 15 saniye vorteks ile homojen hale gelene kadar karigtirildi. Buz {izerinde 10
dakika inkiibasyona birakildi. Ornek 4 °C’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra karigim iki faza ayrilds, tistte RNA iceren renksiz faz pipet yardimiyla
alttaki fazin karismasina olanak vermeyecek sekilde dikkatlice yeni bir RNaz icermeyen
bos tiipe aktarildi. Alinan renksiz fazin hacmine gore iizerine 1/2 oraninda onceden
sogutulmus etanol (%100) eklendi. Karisim vorteksle iyice karigtirildi. Karigim filtreli
tiipe aktarildi, 4 °C’de 12000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi ve filtrenin altindaki tiipte
toplanan sivi atildi. Filtreye 500 uLL RY1 eklendi ve 4 °C’de 12000 rpm’de 30 saniye
kalacak sekilde santrifiij edildi ve yine altta kalan siv1 atildi. Daha sonra filtreye 500 puL
RY?2 eklendi, 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapildi ve 4 °C’de 12000 rpm’de 30
saniye santrifiij edildi ve altta kalan sivi atildi. Filtreli tiip 12000 rpm’de 2 dakika
kurumasi i¢in santrifiij edildi. Kalan 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi.
Dogrudan membran tizerine 30 - 100 uL. DEPC ile muamele edilmis su eklendi ve 2
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve RNA’y1 bu su igerisinde ¢ozdiiriip
alttaki tiipte toplamak i¢in 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Uzun sureli saklama
icin RNA -80 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.10.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Tepkimesi (GZ-PZT)

Tek basamakli GZ-PZT analizinde; BioRad CFX96 Real Time Thermal Cycler
cihazi, BioRad firmasinin trettigi “iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step Kit”
(Katalog no: 172-5151) kullanildi. XO, SOD, NF-«xB, CASP3 ve kontrol olarak p-Aktin
genleri i¢in tasarlanan primerler kullanilarak genlerin mRNA seviyeleri 6lgiilerek kontrol
genine gore oranlandi. Tablo 1’de dizilimleri ve biiyiklikleri verilen primerler gen
ifadelerinin analizinde kullanildi. Reaksiyonlar 20 pL toplam hacimde hazirlandi. Bunun
icin 10 puLL master mix, 0.25 uL iScript ters transkriptaz enzimi, 1.8 uL ileri ve geri
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primerler, 1.15 uLL PZT kalitesinde su ve 5 uLL. RNA kullanildi. Calismada, her 6rnek i¢in
3 PZT tekrar1 yapildi. PZT sartlari kullanilan Kitin 6nerdigi sekilde yapilds; ilk olarak ters
transkriptaz basamagi 50 °C’de 10 dakika, daha sonra ilk denaturasyon 95 °C’de 1 dakika,
ikinci denaturasyon 95 °C*de 10 saniye, baglanma 55 °C’de 45 saniye olarak 55 dongii
tekrarlandi.

Doku o6rneklerinden saflastirilan RNA’lardan XO, SOD, NF-xB, CASP3 ve -
Aktin genlerine 6zgti primerler kullanilarak tek basamakli GZ-PZT ile ¢ogaltild1 ve gen

seviyelerinin S-Aktin gen seviyesine oranlari belirlendi.

Tablo 1. Primer dizilimleri

Genler Primer Dizileri PZT iiriin
bitytikligii
(bp)

S-Aktin-F 5’-CTGAAGTACCCCATTGAACA-3’ 178

S-Aktin-R 5’- GTCTCAAACATGATCTGGGT -3’

XO-F 5’-TTCACCACCCTGTGTGT-3’ 77

XO-R 5’-TGGAGACCTTCTCTTCAGAT-3’

SOD-F 5’-GAGAACCCAAAGGAGAGTTG-3’ 146

SOD-R 5’-ACCTTGCTCCTTATTGAAGC-3’

NFKB-F 5’-CTGTCAACAGATGGCC-3’ 200

NFKB-R 5’-CCATTTGTGACCAACTGAAC-3’

CASP3-F 5’-GGAAGCCGAACTCTTCAT-3’ 163

CASP3-R 5’-TCCAGGAATAGTAACCGG-3’

F: ileri primer, R: geri primer

3.11. Biyokimyasal Analiz Y ontemleri

Sinir dokular1, 100 mM Fosfat tamponu (pH 7.4) igerisinde, 6 dk 25/sn frekansta
doku homojenizatorii ile homojenize edildi. Homojenatlar 9500xg de 15 dk 4°C’de
santrifiij edildi ve supernatanlar1 ayrildi. Dokulardan elde edilen supernatanlardan sigir
serum albumininin standart olarak kullanildig1 Bradford yontemiyle (184) protein analizi
yapildi.

Calismamizda yontemi uygulamadan 6nce standart soliisyonlar hazirlandi. 96’11k

pleytdeki kuyucuklara belirlenmis pozisyonlara blank olarak 25 pL su, 25 pL
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standartlardan ve 25 pL de konsantrasyonu belirlenecek numunelerden eklendi. Daha
sonra her bir kuyucuga 200 pL hazirlanan Bradford soliisyonu (Thermo Scientific The
Pierce Coomassie Protein Assay Kit) eklendi. Plate 30 sn karistiricida bekletildikten
sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra 595 nm’de absorbans olciildii.
Numunelerdeki konsantrasyon, olusturulan standart egrisinde yerine konularak
hesaplandi. Dokulardan elde edilen supernatandan ayn1 zamanda GSH, SOD, MDA ve
XO diizeyleri ELISA yontemiyle 6l¢iildii.

3.11.1. GSH Analizi

Bu parametre kompetitif ELISA metoduyla ¢alisildi. Ticari kitle birlikte gelen
mikro ELISA pleyti, GSH’a spesifik antikor ile onceden kaplanmisti [Bioassay
Technology Laboratory (BT LAB), CAT No EAO0113Ra]. Calisilacak ornekler ve
hazirlanan standartlar kuyucuklara pipetlendi. Sonra biyotinlenmis antijen eklendi.
Baglanmamuis antijenler yikanarak uzaklastirildi. Daha sonra avidin-HRP enzimi eklendi
ve ardindan inkiibe edildi. Baglanmamis avidin-HRP yikanarak uzaklastirildi. Ardindan
TMB substrati eklendi ve bu enzime baglanarak renk olusturdu. Enzim-substrat
reaksiyonu, stop soliisyonu eklenerek sonlandirildi ve renk maviden sariya dondii. Optik
yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii (Multiskan FC
Microplate Photometer; Thermo Scientific, United States). Test edilen numunelerdeki
GSH konsantrasyonu, numunelerin OD'sinin standart egriyle karsilastirilmasiyla
hesaplandi.
Tespit Araligi: 20-1600 mg/L
Sensitivite: 10.25 mg/L

3.11.2. MDA Analizi

Bu parametre sandwich ELISA metotuyla ¢alisildi. Elisa pleyti sigan MDA ’sina
spesifik antikorla onceden kaplanmisti. [Bioassay Technology Laboratory (BT LAB),
CAT No: EO156Ra] Standartlar ve numuneler, kuyucuklara pipetlendi bdylece
standartlarda ve numunelerde bulunan MDA kuyucuklarda bulunan antikorlara baglandi.
Daha sonra biyotinlenmis sigan MDA antikoru eklendi ve numunedeki MDA'ya baglandi.
Ardindan Streptavidin-HRP enzimi eklendi ve biyotinlenmis MDA antikoruna baglandi.
Inkiibasyondan sonra baglanmanus Streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirildi. Daha
sonra substrat soliisyonu eklendi ve sigan MDA miktariyla orantili olarak renk degisimi

olustu. Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve 450
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nm'de absorbansi olgiildii. (Multiskan FC Microplate Photometer; Thermo Scientific,
United States) Numunelerin OD'si standart egriyle karsilastirilarak numunelerdeki sigan
MDA konsantrasyonu hesaplandi.

Tespit Araligi: 0.05-10 nmol/mL

Sensitivite: 0.01 nmol/mL

3.11.3. XO Analizi

Bu parametre sandwich ELISA metotuyla ¢alisildi. Pleyt, Rat XO’ye spesifik
antikor ile 6nceden kaplanmisti [Bioassay Technology Laboratory (BT LAB), CAT No:
E1263Ra]. Standartlar ve numuneler, kuyucuklara pipetlendi boylece standartlarda ve
numunelerde bulunan XO kuyucuklarda bulunan antikorlara baglandi. Daha sonra
biyotinlenmis Rat XO antikoru eklendi ve numunedeki XO'ye baglandi. Ardindan
kuyucuklara Streptavidin-HRP enzimi eklendi ve bunlar biyotinlenmis XO antikoruna
bagland1. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP’ler yikanarak
uzaklastirildi. Daha sonra substrat soliisyonu eklendi ve sigan XO miktariyla orantili
olarak renk degisimi olustu. Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle
sonlandirildi ve 450 nm'de absorbansi 6l¢iildii (Multiskan FC Microplate Photometer;
Thermo Scientific, United States). Numunelerin OD'si standart egriyle karsilastirarak
numunelerdeki sigan XO konsantrasyonu hesaplandi.
Tespit Araligi: 0.1-40 ng/mL
Sensitivite: 0.043 ng/mL

3.11.4. SOD Analizi

Bu parametre sandwich ELISA metotuyla caligildi. Pleyt sican SOD antikoru ile
onceden kaplanmisti [Bioassay Technology Laboratory (BT LAB), CAT No: E2269Ra].
Standartlar ve numuneler, kuyucuklara pipetlendi boylece standartlarda ve numunelerde
bulunan SOD kuyucuklarda bulunan antikorlara baglandi. Daha sonra biyotinlenmis
sicant SOD antikoru eklendi ve numunedeki SOD'a baglanmasi saglandi. Ardindan
Streptavidin-HRP enzimi eklendi ve bunlar biyotinlenmis SOD antikoruna baglandu.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirildi. Daha
sonra substrat soliisyonu eklendi ve sigan SOD miktariyla orantili olarak renk degisimi
gerceklesti. Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve 450

nm'de absorbansi 6l¢iildii (Multiskan FC Microplate Photometer; Thermo Scientific,
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United States). Numunelerin OD'si standart egriyle karsilastirilarak numunelerdeki sican
SOD konsantrasyonu hesaplandi.

Tespit Araligi: 5-2000 ng/L

Sensitivite: 3.04 ng/L

3.12. Histopatolojik analiz yontemleri

Tim gruplardan alinan spinal kord 6rnekleri %10’luk formol ile fikse edildi ve
rutin takip prosediiriinden sonra hazirlanan parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda
kesitler alinarak elde edilen preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi ile boyandiktan
sonra 1sik mikroskobu (Olympus BX53) altinda incelendi. 4X, 10X, 20X ve 40X objektif
altinda omuriligin beyaz ve gri cevheri degerlendirildi. Doku 6rnekleri histopatolojik
degisikliklere gore semikantitatif bir skorlama sistemine gore 0 ila 3 arasi skorlandi. Alti
farkli parametre (hemoraji, laserasyon, nekroz, 6dem, néronal ve aksonal dejenerasyon,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu) histopatolojik olarak degerlendirildi, dokular O=yok,
1=hafif, 2=orta, 3=agir olarak skorlandi. Her bir omurilik i¢in patoloji skoru bu alt1
parametre i¢in alinan skorlarin ortalamasi hesaplanarak olgtildi [177]. Her grubu temsilen
secilen preparatlar Olympus BX 53 immiinflorasan mikroskopta Olympus DP2 BSW

goriintii analiz sisteminde fotograflandi.

3.13. Istatistik

Elde edilen verilere ait tanimlayici istatistikler ortalama, standart sapma (SD) ve
quartiller olarak hesaplandi. Her bir o6l¢tim periyodunda 6 grubun karsilastiriimasinda
Kruskal-Wallis testi ve farkli gruplarin belirlenmesinde post-hoc Dunn testi kullanildi.
Her bir grupta 6l¢tiim periyotlart arasi farkliliklar1 incelemek amaciyla Friedman testi ve
farkli gruplarin belirlenmesinde post-hoc Dunn testi kullanildi. Istatistik anlamlilik

diizeyi p<0.05 kabul edildi ve hesaplamalarda SPSS (ver. 23) programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Radyolojik Parametre Bulgulari

Radyolojik degerlendirme sonuglarinin gruplara gore tanimlayici degerleri Tablo
2’ de verildi. Tablo 2 incelendiginde;

21.giin degerlendirme sonuglarina gore;

T2A MR bulgusu sadece Kontrol grubunda gézlenmedi, diger gruplarda benzer
oranda (hepsinde %2100) goriildii ve Kontrol grubundan anlamli diizeyde yiiksek
orandaydi. Hemoraji bulgusu Kontrol ve Sham gruplarinda hi¢ gozlenmedi, diger
gruplarda benzer oranda (hepsinde %100) goriildii. Diger 4 gruptaki hemoraji siklig
anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2 sinyal artisi sadece Kontrol grubunda hig
gozlenmedi. Sham grubunda ise tiim hayvanlarda hafif diizeyde goriildii. SKH+Dex,
SKH+Mel ve SKH+Dex+Mel gruplarinda ise tiim hayvanlarda orta diizeydeydi. Buna
karsin SKH grubundaki hayvanlarin tamaminda belirgin olarak bulundu. Spinal kordda
voliim artis1 Kontrol ve Sham gruplarindaki hayvanlarin tamaminda gézlenmedi. Orta
siddette voliim artig1 ise sadece SKH+Dex+Mel grubunda %100 oranindaydi. Diger 3
grupta ise belirgin bir voliim artis1 bulundu. Higbir grupta hafif diizeyde voliim artis1
gozlenmedi.

42.giin degerlendirme sonuglarina gore;

42. giin degerlendirmesinde Kontrol grubundan 6l¢iim alinmadi. 3 haftalik siire
icerisinde spinal kordda degisiklik olmasini1 gerektirecek bir miidahale olmadig i¢in 21.
giin degerleri gegerli kabul edildi. T2A MR bulgusu sadece Sham grubunda gézlenmedi,
diger gruplarda benzer oranda (hepsinde %100) goriildii ve Kontrol grubundan anlamli
diizeyde yiiksek orandaydi. Hemoraji bulgusu sadece Sham grubunda gozlenmedi, diger
gruplarda benzer oranda (hepsinde %100) goriildii ve Kontrol grubundan anlamli
diizeyde yiiksek orandaydi. T2 sinyal artisi, Sham ve SKH+Dex+Mel gruplarindaki tiim
hayvanlarda hafif diizeyde goriildii. SKH+Dex ve SKH+Mel gruplarindaki tim
hayvanlarda ise orta diizeydeydi, farkedilir bir diizelme olmadi. Buna karsin SKH
grubundaki hayvanlarin tamaminda belirgin olarak tespit edildi. Sadece SKH+Dex+Mel
gruplarindaki tiim hayvanlarda belirgin bir diizelme oldu. Spinal kordda voliim artist
Sham grubundaki hayvanlarin tamaminda gozlenmedi. Hafif siddette voliim artis1 ise
sadece SKH+Dex+Mel grubunda %2100 oranindaydi. SKH+Dex ve SKH+Mel
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gruplarindaki tim hayvanlarda ise orta diizeydeydi. Buna karsin SKH grubundaki
hayvanlarin tamaminda belirgin olarak bulundu. Tedavi gruplarinin hepsindeki

hayvanlarda belirgin bir diizelme olmustu.

Tablo 2. Radyolojik degerlendirme sonuglarinin gruplara gore tanimlayici degerleri

)
s
< — %
(5]
= a > a
2 c + + +
= = I I I T
o R X X 4 X
4 n n n n wn
nf % |n| % |[n| % |n| % |{n| % [n| % |p***
Yok
T2A MR - 72| 100 |(0Op 0 Op 0 Op 0 Op 0 Op 0 <0.001
BULGUSU | V& 0| O |7| 200 |75| 200 |75| 200 |7,| 200 [7,| 100
Yok 7| 100 |7, 100 [0| 0 [0o| 0 05| 0 |7| O | o 00
= HEMORAJ| V& 0./ 0 |0s] 0 |7| 200 |75| 100 |7, 100 |0, 100
s Yok 7.1 100 |0,| 0 |0y o 0 0| 0 |0p] O
=] . 1
@ 12 sinyar | Hafif 0. 0 |[7,| 100 |0a 0] 0 |0.] 0 |0 ©
SIARTISI | Orta <0.001
& 0| 0 |0.] 0 |0 7o| 100 | 75| 100 |7s| 100
- E—
N Belirgin 151 o |0,| 0 |[7] 200 |0.| 0 |0. 0a
SPINAL | YOK 7.| 100 |7.| 100 |0s| O |0o] O |0 Ob
KORDDA [Qria Ol O [0a] 0 J0u[ 0 [0s] O [0a] 0 7] 100 | 5001
VOLUM  Bglirgin '
ARTISI 02| O |0 O |[7p| 100 |7y| 100 |7p| 100 |0,| O
Yok
roAMR | 7a| 100 | 74| 100 [0s| 0 [0s] 00 [0] O [0| O | oo
BULGUSU | V& 0| 0 [0.] O |7p]| 200 |7s| 100 [75| 100 |7,| 100
Yok 7| 100 |74 100 [0| 0 [0| 0 0| 0 |05] O | o 00
_ HEMORAJI| V& 0./ 0 |0.] 0 |7] 200 |7, 100 |75| 200 |7,| 100
3 Yok 7.1 100 (05| O |0 o 0 [0,] 0 [0s] O
£ 12 sinyar| Hafif 7. 0 |7.| 100 |0 0| 0 |0o| 0 |7.] 100
n ARTISI Ot <0.001
§° $ ! 0] 0 [0.] O |0a 7| 100 |7,| 100 |0,
N Beligin 1o | o |0,| 0 |7] 100 [0.] 0 |0. 0a
Yok 0.| 100 |7.| 100 |0 0| 0 |0 Ob
SPINAL | Hafif 7. 0 |0.| o |0 0. 0 |0s 7,| 100 |<0.001
KORDDA
OLUM S”If_"_ 0 0 |o,] 0 |o0a 7o| 100 |75| 100 |0.| ©
ARTISI il 0| 0 [0.] O |75 200 |0.] O |0.] O |0.| O

*Fisher-Freeman-Halton exact test, **Her bir alt simge harfi, siitun oranlar1 birbirinden
0.05 diizeyinde 6nemli ol¢iide farkli olmayan grup kategorilerinin bir alt kiimesini
belirtir.
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4.2. Norolojik Muayene Bulgular:

4.2.1 PAT Bulgulan

Parmak agma testinde ilk ol¢iim periyodunda 05.05.2021 tarihinde 6 grup
arasinda da anlamli fark bulunmadi ve tiim gruplardaki hayvanlarin PAT skorunun
ortanca degeri 2 bulundu (Tablo 3). Diger 6l¢iim periyotlarinda Kontrol ve Sham grubu
arasinda anlamli fark bulunmazken, bu iki gruptaki hayvanlarin PAT sonuglar diger 4
gruptan anlaml diizeyde daha iyi bulundu. Ayrica ilk periyot disindaki 6l¢iimlerde de
diger 4 grupta gruplar arasinda anlamli farka rastlanmadi (Tablo 3). SKH, SKH+Dex ve
SKH+Mel gruplarinda PAT 6l¢timlerinin ortanca degeri O bulunurken, SKH+Dex+Mel
grubunda son iki periyotta PAT skorunun ortanca degeri 1 bulundu.

Ayrica PAT ol¢iimleri bakimindan her bir grupta ayri ayri dlgiim periyotlar
karsilastirildiginda; Kontrol grubunda ve Sham grubunda periyotlar arasinda anlamli
farka rastlanmadi. Bu sonuca gore farkli 61¢iim periyotlarinda parmaklarin ya tam agildigi
(Kontrol grubu) veya ilk olgiimde tam agildigi sonraki periyotlarda ise hafif agildig:
(Sham grubu) goézlendi. SKH, SKH+Dex, SKH+Mel ve SKH+Dex+Mel gruplarinin her
birisinde 5.05.2021 tarihinde yapilan 6l¢iimiin ortanca degeri diger periyotlardan anlaml
diizeyde yiiksek ¢ikt1 (her birisi i¢in p<0.001). Bu sonuca gore bu 4 grupta 05.05.2021
tarihinde parmaklar tam agilirken bundan sonraki tarihlerde parmaklar tam

acilmamaktaydi.

48



Tablo 3. PAT 6l¢tim sonuglarmin grup ve periyotlara gore tanimlayici istatistikleri

Yiizdelik
Olgiim Gruplar n Ortalama Standart Sapma | 25th | Ortanca** | 75th | p*
Periyotlar1
05.05.2021 | Kontrol 7 2.00 0 2 2 2
Sham 7 2.00 0 2 2 2
SKH 7 2.00 0 2 2 2
SKH+Dex 7 2.00 0 2 2 2 1.000
SKH+Mel 7 2.00 0 2 2 2
SKH+Dex+Mel |7 2.00 0 2 2 2
12.05.2021 |Kontrol 7 2.00 0 2 28 2
Sham 7 1.57 787 1 22 2
SKH 7 0 0 0 Q0P 0
SKH+Dex 7 0 0 0 0" o | <0001
SKH+Mel 7 0 0 0 QoP 0
SKH+Dex+Mel |7 0 0 0 0P 0
19.05.2021 | Kontrol 7 2.00 0 2 28 2
Sham 7 1.57 787 1 22 2
SKH 7 0 0 0 0P 0
SKH+Dex 7 0 0 0 0P o | <000
SKH+Mel 7 0 0 0 Q0P 0
SKH+Dex+Mel |7 0 0 0 Q0P 0
26.05.2021 | Kontrol 7 2.00 0 2 28 2
Sham 7 1.57 787 1 22 2
SKH 7 14 .378 0 oP 0
SKH+Dex 7 29 488 0 o | <000t
SKH+Mel 7 .29 .488 0 oP 1
SKH+Dex+Mel |7 .29 0 0 Q0P 1
02.06.2021 | Kontrol 7 2.00 0 2 28 2
Sham 7 1.57 787 1 22 2
SKH 7 .29 .756 0 0P 0
SKH+Dex 7 43 535 0 o 1 | <0-00L
SKH+Mel 7 A3 .535 0 0P 1
SKH+Dex+Mel |7 43 535 0 0P 1
09.06.2021 | Kontrol 7 2.00 0 2 28 2
Sham 7 1.57 787 1 22 2
SKH 7 .29 .756 0 0P 0
SKH+Dex 7 43 535 0 o 1 | <0-00L
SKH+Mel 7 A3 .535 0 0P 1
SKH+Dex+Mel |7 57 .535 0 18b 1
14.06.2021 | Kontrol 7 2.00 0 2 22 2
Sham 7 1.57 787 1 22 2
SKH 7 .29 .756 0 o0 0 0.003
SKH+Dex 7 43 535 0 oP 1 '
SKH+Mel 7 43 535 0 QoP 1
SKH+Dex+Mel |7 .86 .900 0 120 2

*Kruskal-Wallis testi ve post-hoc Dunn testi; ** Ortanca degerlerinin yaninda tamamen
farkli harf tagiyan gruplar arasinda anlamli fark vardir.
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4.2.2. MTS Bulgular

Ik 6l¢iim periyodu olan 05.05.2021 tarihinde 6 grup arasinda da anlamli fark
bulunmadi ve tiim gruplardaki hayvanlarn MTS skorunun ortanca degeri 5 bulundu
(Tablo 4). Diger 6l¢iim periyotlarinda Kontrol ve Sham grubu arasinda anlamli fark
bulunmazken, bu iki gruptaki hayvanlarin MTS sonuglar1 diger 4 gruptan anlamli
diizeyde daha iyi bulundu. Diger 4 grupta ikinci, ti¢iincii ve dordiincii periyotlarda MTS
degerlendirme sonuglarinin ortanca degeri 0 bulundu. Ayrica sadece 14.06.2021 tarihinde
yapilan Ol¢iimlerde, SKH+Dex ve SKH+Dex+Mel gruplarinin ortanca skoru 2’ ye
yiikselirken, SKH ve SKH+Mel gruplarinin ortanca degeri 1 olarak belirlendi. Bu
sonuglara gore son periyotta en iyi gruplarin Kontrol ve Sham oldugu, bunu SKH+Dex
ve SKH+Dex+Mel gruplarinin takip ettigi ve en kotii durumda olan grubun ise SKH ve
SKH+Mel oldugu belirlendi. Ayrica MTS 6l¢timleri bakimindan her bir grupta ayri ayri
Olglim periyotlar karsilastirildiginda; Kontrol grubunda ve Sham grubunda periyotlar
arasinda anlamli farka rastlanmadi. SKH, SKH+Dex, SKH+Mel ve SKH+Dex+Mel
gruplariin her birisinde 5.05.2021 tarihinde yapilan Ol¢limiin ortanca degeri diger
SKH+Dex ve SKH+Dex+Mel gruplarinda 14.06.2021 tarihindeki sonuglar 12.05.2021
ile 09.06.2021 tarihleri arasinda elde edilen sonuglara gore anlamli diizeyde daha iyi

bulundu.
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Tablo 4. MTS 6l¢iim sonuglarinin grup ve periyotlara gore tanimlayici istatistikleri

Yiizdelik
Olgiim Periyotlar: Gruplar n | Ortalama | Standart | 25th | Ortanca** | 75th p*
Sapma

05.05.2021 Kontrol 7 5.00 0 5 5 5
Sham 7 5.00 0 5 5 5
SKH 7 5.00 0 5 5 5
SKH+Dex 71 500 0 5 5 5 1.000
SKH+Mel 7 5.00 0 5 5 5
SKH+Dex+Mel 7 5.00 0 5 5 5

12.05.2021 Kontrol 7 5.00 0 5 5 5
Sham 7 4.43 976 3 5 5
SKH 7 0 0 0 0° 0
SKH+Dex 7 0 0 0 o® o | <000t
SKH+Mel 7 0 0 0 o 0
SKH+Dex+Mel 7 0 0 0 0 0

19.05.2021 Kontrol 7 5.00 0 5 52 5
Sham 7 4.43 976 3 5 5
SKH 7 0 0 0 0° 0
SKH+Dex AR 0 0 * o | <0
SKH+Mel 7 0 0 0 [ 0
SKH+Dex+Mel 7 0 0 0 [ 0

26.05.2021 Kontrol 7 5.00 0 5 52 5
Sham 7 4.43 976 3 5 5
SKH 7 43 1.134 0 0° 0
SKH+Dex 7 3 787 0 o 1| <ot
SKH+Mel 7 57 .976 0 o° 2
SKH+Dex+Mel 7 57 787 0 [ 1

02.06.2021 Kontrol 7 5.00 0 5 5 5
Sham 7 4.71 488 4 5 5
SKH 7 71 1.496 0 0P 1
SKH+Dex 7 3 787 0 o 1| <ot
SKH+Mel 7 .86 .900 0 1° 2
SKH+Dex+Mel 7 1 951 0 [ 2

09.06.2021 Kontrol 7 5.00 0 5 5 5
Sham 7 4.86 378 5 5 5
SKH 7 1.14 1.864 0 0° 2
SKH+Dex 71 100 816 0 r 7 | <000t
SKH+Mel 7 1.00 .816 0 1° 2
SKH+Dex+Mel 7 157 1134 1 1° 3

14.06.2021 Kontrol 7 5.00 0 5 52 5
Sham 7 4.86 378 5 50 5
SKH 7 1.29 1.799 0 1° 2
SKH+Dex 7 200 1.155 1 > 3 | <000
SKH+Mel 7 1.00 816 0 1° 2
SKH+Dex+Mel 7 2.00 1.414 1 2b 3

*Kruskal-Wallis testi ve post-hoc Dunn testi; **Ortanca degerlerinin yaninda tamamen

farkli harf tagiyan gruplar arasinda anlamli fark vardir.

4.2.3. ETZ Bulgulan
Ik 6l¢iim periyodu olan 05.05.2021 tarihinde Kontrol ve Sham grubu ile SKH,

SKH+Dex ve SKH+Mel arasinda anlamli fark bulundu ancak diger farklar anlamli
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¢ikmadi. Diger 6l¢tim periyotlariin hepsinde Kontrol ve Sham grubunun ortalama ETZ

degeri diger 4 gruptan anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 5).

Tablo 5. ETZ 6l¢iim sonuglarinin grup ve periyotlara gore tanimlayici istatistikleri

Yiizdelik
Olgiim Periyotlar1 |Gruplar n | Ortalama | Standart | 25th | Ortanca** | 75th p*
Sapma
05.05.2021 Kontrol 7| 4014 .900 39 40° 41
Sham 7| 4000 816 39 40° 41
SKH 7 4114 .690 41 41° 42
SKH+Dex 7 41.00 1000 | 40 L a7 | 0025
SKH+Mel 7| 4057 535 40 41° a1
SKH+Dex+Mel 7 41.43 787 41 42 42
12.05.2021 Kontrol 7| 4014 .900 39 40° 41
Sham 7 37.14 4,598 31 39° 40
SKH 7 27.00 816 26 27° 28
SKH+Dex 71 2629 1113 | 25 26° 77 ] <0001
SKH+Mel 7 27.14 .900 26 27 28
SKH+Dex+Mel 7 27.00 816 26 27 28
19.05.2021 Kontrol 7| 4014 .900 39 40° 41
Sham 7 37.14 4,598 31 39° 40
SKH 7 27.14 1.069 26 27 28
SKH+Dex 71 2643 976 26 269 77 | <000l
SKH+Mel 7 27.29 1.113 26 27 28
SKH+Dex+Mel 7 27.14 .900 26 27 28
26.05.2021 Kontrol 7| 4014 .900 39 40° 41
Sham 7 37.43 4117 32 39° 40
SKH 7 27.86 1.952 26 27° 30
SKH+Dex 7| 2686 1215 | 26 26° 75 | <0001
SKH+Mel 7 28.14 1574 27 28" 30
SKH+Dex+Mel 7 27.71 1.380 27 27° 29
02.06.2021 Kontrol 7| 4014 .900 39 40° 41
Sham 7 37.43 4117 32 39° 40
SKH 7 28.71 2.812 27 28" 31
SKH+Dex 7 27.57 1512 26 270 29 <0.001
SKH+Mel 7 28.86 1.864 27 29° 31
SKH+Dex+Mel 7 28.86 1574 27 29° 30
09.06.2021 Kontrol 7| 4014 .900 39 40° 41
Sham 7 37.57 3.910 33 39° 40
SKH 7 29.43 2.992 27 28" 32
SKH+Dex 71 2800 1414 | 27 28 29 | <0001
SKH+Mel 7 29.14 2.268 27 29° 32
SKH+Dex+Mel 7 30.43 1.718 29 30° 32
14.06.2021 Kontrol 7| 4014 .900 39 40° 41
Sham 7 37.71 3.638 33 39° 40
SKH 7| 3014 3.976 28 28" 33
SKH+Dex 7 28.29 1.976 27 28b 59 <0.001
SKH+Mel 7 29.57 2.573 27 29° 33
SKH+Dex+Mel 7| 3129 2.138 29 320 33

*Kruskal-Wallis testi ve post-hoc Dunn testi;

farkli harf tagiyan gruplar arasinda anlamli fark vardir.

**Ortanca degerlerinin yaninda tamamen
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Ayrica ETZ o6lgiimleri bakimindan her bir grupta ayr1 ayri 6lgiim periyotlar
karsilagtirildiginda; Kontrol grubunda ve Sham grubunda periyotlar arasinda anlamli
farka rastlanmadi. SKH grubunda anlamli diizeyde en yiiksek ortalama 05.05.2021 tarihli
6l¢timde elde edildi. Bunu 02.06.2021 tarihi ile 14.06.2021 tarihleri arasinda yapilan
Ol¢tim ortalamalari izledi. En diisiik ortalama ise 12.05.2021 tarihi ile 26.05.2021 tarihleri
arasinda ¢ikt1. Ortalama ETZ degerinde 02.06.2021 tarihinden itibaren anlamli bir artig
gozlense de ilk dlgtimdeki diizeye ulasilamadi. SKH+Dex grubunda anlamli diizeyde en
yiiksek ortalama 05.05.2021 tarihli 6l¢iimde elde edildi. Bunun disinda 14.06.2021
tarihinde yapilan 6l¢iim ortalamasi 26.05.2021, 19.05.2021 ve 12.05.2021 tarihli 6l¢iim
ortalamalarindan anlamli diizeyde daha yiiksek bulundu. Ayrica 02.06.2021 tarihinde
yapilan 6l¢iim ortalamasi1 12.05.2021 tarihli 6l¢iim ortalamasindan anlamli diizeyde daha
yiksek ¢ikti. Bunun disinda anlamli farka rastlanmadi. SKH+Mel grubunda anlamli
diizeyde en yiiksek ortalama 05.05.2021 tarihli 6l¢iimde elde edildi. Bunu 26.05.2021
tarihi ile 14.06.2021 tarihleri arasinda yapilan Ol¢iim ortalamalari izledi. En diisiik
ortalama ise 12.05.2021 tarihi ile 19.05.2021 tarihleri arasinda ¢ikti. Ortalama ETZ
degerinde 26.05.2021 tarihinden itibaren anlamli bir artis gozlense de ilk 6l¢iimdeki
diizeye ulasilamadi. SKH+Dex+Mel grubunda anlamli diizeyde en yiiksek ortalama
05.05.2021 tarihli 6l¢iimde elde edildi. Bunu 09.06.2021 tarihi ile 14.06.2021 tarihleri
arasinda yapilan 6l¢iim ortalamalari izledi. Daha sonra 26.05.2021 ve 02.06.2021 tarihli
Ol¢im ortalamalar1 geldigi ve en disiik ortalamanin 12.05.2021 ve 19.05.2021
tarihlerinde oldugu belirlendi. Bu sonuca gore ortalama ETZ degeri artsada son periyotta

ilk 6lgtim diizeyine ulasmadig1 goriildii.
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4.3. Molekiiler Genetik Analiz Bulgulari
Gen ifadesi molekiiler analizlerinde “iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step
Kit” kullanilarak g-Aktin, XO, NF-xB, CASP3 ve SOD mRNA’lar1t GZ-PZT ile ¢ogaltildi

(Sekil 4.3.1).

Amplification
: B-actin - -*v_ e SREs ]
< T RN e ARG, T e Niersiaalt PRV Ty RRRE R
A S : s \_;
NF-kappa B XOL o
W00 kv et e i svaiain , AAAAAAAAAAA ot ol
=2 : 5 ] /. B :
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: [ : [ e
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Sekil 4.3.1. p-Aktin, XO, NF-xB, CASP3 ve SOD mRNA’larinin GZ-PZT ile ¢ogalim
grafigi. f-Aktin, XO, NF-«xB, CASP3 ve SOD RNA’lar1 tek basamakli yontem ile GZ-PZT

cthazinda ¢ogaltildi ve floresan ¢ogalim grafikleri elde edildi.

S-Aktin, XO, NF-«xB, CASP3 ve SOD RNA’lar1 kullanilarak yapilan tek basamakli
GZ-PZT sonrast DNA Agaroz jel elektroforezinde ornekler kosturularak primer
baglanmasimin 6zgiinliigii kontrol edildi. Analiz sonucunda her gen igin tek ve istenilen

biiyiikliikkte PZT firtinlerinin olustugu tespit edildi (Sekil 4.3.2).

GZ-PZT ile gen ifadesi analizi igin CASP3, NF-xB, SOD ve XO genlerinin Ct
degerleri kendi gruplari igerisinde S-Aktin degerlerine gore oranlart hesaplandi. Kontrol
grubunda yer alan genin p-Aktin genine orani farkli gruplar ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Sinir dokusu kontrol ve uygulama gruplart CASP3, NF-xB, SOD ve XO
gen ifadeleri karsilastirildiginda, biitiin gruplarda CASP3, NF-xB, SOD ve XO gen
ifadelerinde istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 6).
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Tablo 6. Gruplarda 6l¢iilen sinir dokusu CASP3, NF-xB, SOD ve XO genleri mMRNA

seviyelerinin/f-Aktin mMRNA seviyesi orani

>
=
< = %
(5]
= A > af
= = + + +
= = T T T T
o = X \'4 A4 A4
\Y4 %) n n ) n
CASP3 19.6+0.6 19.5+0.7 18.0 £0.3 19.6 0.7 19.9+1.2 18.7+1.0
NF-xB 7.7+0.5 7.6 £0.5 7.2+03 7.6 0.4 8.1+0.5 8.4+£1.0
SOD 14.9 £0.9 14.8 +0.7 14.9+0.4 14.5 +0.6 14.8 £0.9 13.6 £1.0
X0 9.340.5 9.44+0.9 6.9+1.1 8.8+0.9 9.2+1.3 9.1+£1.5

Veriler, ortalama =+ standart sapma olarak verildi.

X0
NF-xB

= =
L —
g F
p= =

5000 <=

1500 <mm

200m=
75

SOD

CASP3

Marker

Sekil 4.3.2 p-Aktin, XO, NF-xB, CASP3 ve SOD mRNA ’larinin PZT transkripti biiyiiklik
analizi. Ornekler S-Aktin, XO, NF-xkB, CASP3 ve SOD primerleri ile GZ-PZT’de
cogaltildi ve DNA agaroz jel (% 2) elektroforezinde ayristirilarak goriintiilendi. DNA
marker; GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas, Katalog no: SM1333).
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4.4. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

GSH, SOD, MDA ve XO diizeylerinin SKH, SKH+Dex ve SKH+Mel gruplarinda
Kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artmis oldugu bulundu (p<0.05). Spinal kord
hasart ile birlikte yiikselen GSH, SOD, MDA ve XO seviyelerinin Dex ve Mel’in birlikte
uygulandigi SKH+Dex+Mel grubunda Kontrol grubu diizeylerine diistigii tespit edildi
(Tablo 7).

Tablo 7. Sinir dokusu biyokimyasal parametreleri

Kontrol Sham SKH SKH+  SKH+Mel SKH+Dex+Mel
(n=7) (n=7) (n=7) Dex (n=7) (n=7)
(n=7)

GSH 0.05+ 0.15+ 0.18 + 0.18+ 040+ 0.07 +
(mg/mg 0.012 0.02° 0.03° 0.04° 0.04¢ 0.012
protein)
SOD 0.40+ 0.87+ 0.98 £ 096+ 1.20+0.03° 0.53 £ 0.092
(ng/mg 0.122 0.05° 0.28° 0.04°
protein)
MDA 232+ 275+ 4.04 + 4.05 + 7.85+ 2.67+
(nmol/m  0.20° 0.228 0.23° 0.56° 0.02¢ 0.18?
g
protein)
X0 9.56 + 11.65+ 30.83+ 2458+ 82.17 +10.93¢° 18.47 + 4.85b0¢
(ng/mg 1.50? 0.86%0 1.98¢ 3.14¢4
protein)

Veriler, ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Satirlarda farkli olan harfler istatistiki

olarak birbirinden anlamli bulundu (p<0.05)

4.5. Histopatolojik Analiz Bulgular:

Histopatolojik incelemede Kontrol, Sham ve SKH+Dex+Mel grubu benzer
morfolojik 6zelliklerde olup hafif derecede 6dem disinda patolojik bulgu izlenmedi
(Tablo 8). En belirgin degisiklikler SKH grubunda goriildii. Bu grupta ileri derecede
6dem, hemoraji ve enflamasyon mevcuttu. Inflamasyonun biiyiik ¢ogunlugunu lenfositler
ve makrofajlar olusturmaktaydi. SKH+Mel grubunda agir derecede 6dem ve orta
derecede hemorajiye hafif derecede enflamasyon eslik ediyordu. SKH+Dex grubunda ise
orta derecede 6dem ve hemoraji izlenirken enflamasyon goriilmedi. Bulgular istatistiki

acidan incelendiginde; SKH+Dex ve SKH+Mel gruplarinda orta diizeyde gozlenen
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hemoraji diger 3 gruptan daha fazla idi (p<0.001). SKH grubunda diger 5 gruba gore agir
diizeyde hemoraji goriildii (p<0.001). Orta diizeyde 6dem goriilme sikligi SKH+Dex
grubunda diger 5 gruptan anlamli diizeyde daha yiiksek iken, agir diizeyde 6dem goriilme
sitkligt SKH ve SKH+Mel gruplarinda diger 4 gruptan fazla idi (p<0.001).
Noranal/Aksonal dejenerasyon goriilme sikligit SKH grubunda diger 5 gruptan anlaml
diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0.001). Hafif enflamasyon SKH+MEL grubunda diger
5 gruba gore daha fazla idi. SKH grubunda diger 5 gruba goére agir enflamasyon tespit
edildi (p<0.001) (Tablo 9).

Tablo 8. Histopatolojik inceleme bulgulari

=
=)
g <
o [
= é § % §
S N = 5 < 7]
e X [<3} = q_’, o %
[} [) .'O 0 QO "'E ©
Gruplar T prd (@) Z0 S —
Kontrol 0 0 1 0 0 0
Sham 0 0 1 0 0 0
SKH 3 0 3 1 3 0
SKH+Dex 2 0 2 0 0 0
SKH+Mel 2 0 3 0 1 0
SKH+Dex+Mel 0 0 1 0 0 0
YOK: 0, HAFIF: 1, ORTA : 2, AGIR : 3

Tablo 9. Histopatolojik degerlendirme sonug¢larinin gruplara gére tanimlayici degerleri

=
=
5 3 %
S [a)] = o
= £ + + +
€ g I I I I
C] < N4 N4 4 N4
X n n n n n
n | % n % n | % n | % n |% n % p*, **
HEMORAIJI 0 6a| 100.0| 8a| 100.0| Op 0.0 | Op 0.0 Ob 0.0| 7a| 100.0
2 Oa 0.0| O0a 0.0| Oa 0.0| 7| 100.0| 7| 100.0| Oa 0.0| <0.001
3 Oa 0.0| O0a 0.0| 7v| 100.0| Oa 0.0 Oa 0.0 Oa 0.0
ODEM 1 6a| 100.0| 8a| 100.0| Op 0.0 | Op 0.0] Ob 0.0| 7a| 100.0
2 0Oa 0.0 O0a 0.0 | Oa 0.0| 70| 100.0| Oa 0.0| Oa 0.0| <0.001
3 0Oa 0.0 O0a 0.0| 70| 100.0| Oa 0.0| 7v| 100.0| Oa 0.0
NORONAL / 0 6a| 100.0| 8a| 100.0| Op 0.0| 7a] 100.0| 7a| 100.0] 7a| 100.0 <0001
AKSONAL DEJ. 1 Oa 0.0| O0a 0.0| 7v| 100.0| Oa 0.0 Oa 0.0 Oa 0.0 '
INFLAMASYON 0 6a| 100.0| 8a| 100.0| Op 0.0| 7a| 100.0| Op 0.0| 7a| 100.0
1 0Oa 0.0 O0a 0.0 | Oa 0.0 | Oa 0.0] 7v| 100.0| Oa 0.0| <0.001
3 0Oa 0.0| O0a 0.0| 70| 100.0| Oa 0.0| Oa 0.0| Oa 0.0

*Fisher-Freeman-Halton exact test, **Her bir alt simge harfi, siitun oranlar1 birbirinden
0.05 diizeyinde 6nemli ol¢iide farkli olmayan grup kategorilerinin bir alt kiimesini
belirtir.
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Her grubu temsilen secilen preparatlar Olympus BX 53 immiinflorasan mikroskopta

Olympus DP2 BSW goriintii analiz sisteminde fotograflandi (Sekil 4.5.1-9).
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Sekil 4.5.4. SKH rbu, belirgin en]‘lamasyon, HEX400
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5. TARTISMA

Bu tezin biyokimyasal bulgularinda, kontrol grubuna gore SKH, SKH+Dex ve
SKH+Mel gruplarinda artan GSH, SOD, MDA ve XO diizeyleri tespit edildi. Spinal kord
hasart ile birlikte yiikselen GSH, SOD, MDA ve XO seviyeleri SKH+Dex+Mel grubunda
kontrol grubu diizeylerine kadar gerilemisti. Gen ifade analizlerinde gruplarda degisiklik
tespit edilmedi. Spinal kord voliim artis1 ilag verilen tedavi gruplarinda belirgin bir
azalma gosterirken, T2 sinyal artis1 sadece SKH+Dex+Mel grubunda anlamli diizeyde
azalmigt1. Ortalama MTS o6l¢iimleri SKH+Dex ve SKH+Dex+Mel gruplarinda anlamli
diizeyde daha iyi bulundu. Histopatolojik incelemede SKH grubunda travmaya bagli
ciddi patolojik hasar tespit edilmisken Mel ve Dex’in ayri uygulamasinin bu hasari
iyilestirdigi, Mel ve Dex in birlikte kombine tedavisinin ise hasar1 daha da iyilestirici etki
yaptig1 tespit edildi.

SKH insanin yasam Kkalitesini oldukga etkileyen ve kiside uzun siireli fiziksel
bozulmaya neden olan 6nemli bir travmadir. Spinal kord yaralanmalart sikligi yillik
ortalama 7500- 10.000 kisi arasinda degismektedir. Goriilme yas1 16-30 yas arasinda
fazla olmakla beraber gen¢ popiilasyonu hedef almaktadir (185). SKH sonrasi hayatta
kalanlarin ¢ogu normal yasantisina donememektedirler. Sekonder yaralanma
mekanizmasinin ¢ok iyi anlasilamamasi bu kotlii prognoza neden olmaktadir. Travma
sonrast motor fonksiyonlarin korunmasma ve olusan noéral doku hasarinin azaltilmasi
yonelik hiicresel bazda ve molekiiler diizeyde klinik ve laboratuvar ¢aligmalart devam
etmektedir (186). SKH’da mevcut tedaviler ¢ogunlukla destekleyici onlemler ile
smirlidir. Etkilenen bireyler genellikle on yillarca siiregelen yataga bagh bir yasam
stirebilmektedirler (187).

SKH tedavisinde hiicresel bazda kok hiicre aktarimi ile ilgili g¢alismalar
yapilmistir.  Omurilik  hasarli  siganlarin  oligodendrosit  progenitér hiicrelerin
transplantasyonundan yedi giin sonra ayaklarmi daha iyi hareket ettirebildikleri ve
aksonlarimin yeniden miyelinlendigi gosterilmistir (188). Yetiskinlerin sinir sistemlerinin
belli kisitmlarindan veya embriyolardan noral kok hiicreler ¢ikarilmaktadir. Bu hiicreler

astrositlere farklilagsarak yeni noral hiicrelerin biiylimesine yardim edebilmektedirler
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(189,190). Ancak hayvanlara kok hiicrele transplantasyonu, tiimér olusumuna neden
olabilmektedir. Bu nedenle bu kok hiicreler, Once noral progenitor hiicrelere
farklilasmalar1 i¢in muamele edilmekteler, daha sonra omurilik yaralanmasinin etkili
tedavisinde kullanilabilmektedirler. Plasenta, yag dokusu ve kemik iligi gibi ¢esitli
dokulardan noral olmayan yetiskin kok hiicreler ¢ikarilabilmektedir. Bu hiicrelerin
dolayl1 olarak omurilik yaralanmasini tamirde yardimei olduklari diistinilmektedir (191).
Noral ve embriyonik hiicre kullanildiginda immiin sistem yeni hiicreleri
reddedebilmektedir. Bu riski azaltamada kok hiicrelerinin ilag yardimu ile tedaviyi tesvik
etmesi i¢in alternatif bir yaklasim olarak kullanilmasi 6nerilmistir (192).

SKH, noéral dokunun direkt mekanik travmaya bagli olarak zedelenmesi ile
sonuglanan primer yaralanma ve sonrasinda tetiklenen sekonder hasar mekanizmalarini
icermektedir (12,33). Primer mekanizma; travmatik olayin fiziksel giicii ve etkisinin bir
sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yaralanma siddeti, ortaya ¢ikabilecek travmanin
en 6nemli belirleyecilerindendir. Bu travmada sebep; sikistirma, kesme, yirtilma ve akut
gerilme/distraksiyon olabilmektedir. Sekonder mekanizmada ise iskemi/reperfiizyon
hasar1, enflamatuar siiregler, 6dem, reaktif oksijen/azot tiirleri olusumu, glutamat aracili
eksitotoksisite, hiicre i¢i kalsiyum birikimi, proteazlarin aktivasyonu, Kaspazlarin yani
sira, hiicresel nekroz ve apoptoz yer almaktadir. SKH'dan sonra siiperoksit, hidroksil
radikali, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve peroksinitrit gibi nitrojen ve reaktif oksijen
tiirleri olusabilmektedir. Normal fizyolojik siiregler altinda hiicre sinyallesmesine katilan
bu serbest radikaller, SKH gibi patofizyolojik kosullar sirasinda asir1 iiretilerek, hiicresel
antioksidan savunmay1 zorlayabilmekte ve sonugta oksidatif stres ve ikincil yaralanma
meydana gelebilmektedir (193). Bundan dolayidir ki klinik ¢alismalar daha ¢ok sekonder
yaralanmalar tizerine yogunlagmistir (194). Spinal kord, iskemiye en duyarli organdir
(140). Iskemik dokunun oksijenlenmesi dokuda, iskemiye gére daha ciddi bir hasara yol
agmaktadir (195). Dokunun oksijenlenmesi ile gozlenen bu hasarin nedeni olarak hizla
olusan ROT tiirevleri ve diger baska bir¢ok mekanizmanin rol oynadigi bildirilmistir.
Fagositik inflamatuar hiicreler, DNA oksidatif hasarina, protein oksidasyonuna ve lipid
peroksidasyonuna neden olan ROT u olusturmaktadirlar. Gecikmis nekroz ve apoptoz bu
slireg tarafindan indiikklenmektedir (75). Hiicrede lipitler, proteinler, niikleik asitler bu
hasara kars1 oldukg¢a duyarlidirlar (196).

Iskemi sonrasi gelisen SKH’da pek cok faktor etkili olabilmektedir. En basta
enerji eksikligi ihtiyaci,yanisira glutamat artis1 (eksitotoksisite), oksidatif stres ve gen

ifadesindeki degisiklikler 6nem tagimaktadir (197). SKH sonras1 bolgedeki astrosit ve
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pericitler aktive olmaktadir ve bolgeye infiltratif fibroblastlar ve schwann hiicreleri
gelmektedir. Bu hiicreler daha sonra hasarli bolgede glial (celliiler) ve fibrotik (aselliiler)
hasar olusturmaktadir. Daha sonra bolgede astrositler aktive olmakta ve bu astrositler
TGF-B’leri arttirmakta ve de bolgede laminin ve fibronektinin miktarin1 da ¢ogaltarak
hasarli dokuda hiicre i¢i iletisimi arttirmaktadir (198).

Apoptoz, SKH’ndan sonra gelisen sekonder hasarin 6nemli bir diizenleyicisidir
(52). Apoptoz; sitokinler, inflamatuar hasar, serbest oksijen radikalleri ve eksitotoksisite
gibi  sebeplerden dolay1 gelisebilmektedir. Travmatik spinal kord hasarlar
arastirmalarinda apoptoz varligi ve iliskisi gosterilmistir (199). Gliya hiicrelerinde,
miyelinli sinir liflerinde ve néronlarda yapisal dejenerasyonlarin meydana geldigi ve 72
saat sonra alinan doku Kesitlerinde bu hiicresel degisikliklerin daha belirgin oldugu
gozlenmistir (152). Diisiik oksijen, kanser ilaglari, gamma ve ultraviyole isinlar,
radyasyon gibi etkenler DNA hasari olusturarak apoptozis meydana getirebilmektedirler
(94,200).

Apoptoz, etkisini baslangi¢ ve geg¢ faz olarak iki fazda gostermektedir, baslangic
fazina genellikle nekroz da eslik etmektedir. Ge¢ faz ise en ¢ok beyaz cevherde
goriilmekte, daha ¢ok oligodendrosit ve mikroglialari igermektedir (57). Apoptoz lezyon
bolgesinde, yaralanmadan sonraki ilk 6 saat iginde baglamakta ve birkag giin sonra da bu
alanda gok sayida apoptotik hiicre gériilmektedir. izleyen giinlerde, merkez bdlgesinde
apoptotik hiicreler azalmakta, buna karsin primer yaralanma alanindan uzakta apoptotik
hiicre 6liimii artmaktadir. Bu yeni apoptotik dalga, daha ¢ok beyaz cevherde lokalizedir
ve yayilimi lezyon merkezinden oldukg¢a uzak alanlara da ulasabilmektedir (59).

Apoptozun tetiklenmesinde azalmis glutatyon diizeyleri etkindir (201). Glutatyon
apoptozun kontroliinde 6nem arz etmektedir (202). Dex ve onun hiicre igindeki alt
molekiili PA, etkisini glutatyon diizeylerini arttirarak gerceklestirmektedir. Apoptoz
tizerine belirgin blokaj 6zelligi olan glutatyonun seviyelerini artiran Dex ve pantotenik
asit, antiapoptotik etkinlik saglamis olmaktadir (201).

SKH’ni1 takiben gelisen iskemi ve eksitotoksisite gibi hallerde, apoptoz, dominant
dejeneratif siire¢ olan nekroz gibi akut hiicre 61iim mekanizmasi haline de gelebilmektedir
(48). Apoptoz, hiicre popiilasyonunun gelisimi ve bakimi i¢in gerekli olan biyolojik bir
stirectir. Bu stirecte, pro apoptotik molekiillerin (Fas, Fas-L, Bax, Kaspazlar 2, 3, 6, 7, 8
ve 9) katilimini igeren bir hiicre 6liim programinin aktivasyonundan sonra yaslanmis veya
hasar gérmiis hiicreler elimine edilmektedir (56). Asir1 oksidatif stres olusumu apoptoz

ve programli hiicre 6liimiinii indiikleyebilmektedir.
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Nekrozda hiicrenin sigsmesi, mitokondri genislemesi, organel yikimi ve plazma
membraninda dagilmalar oldugu bildirilmektedir. Dagilan hiicre biitiinliigii ile agiga
cikan sitoplazma materyali enflamasyona neden olabilmektedir. Apoptozisde plazma
membran1  dagilmamakta bununla birlikte yiiksek ATP seviyelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Hiicre igi ATP seviyesi, hiicrenin apoptozise mi veya nekroza mi
yonleneceginde belirleyici olabilmektedir (153). Bu durum apoptozisin erken sathasinda
mitokondrinin 6nemini ortaya koyabilmektedir. Eger hiicre ciddi olarak hasar goriirse
apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak bu durumda nekroz ile 6lecektir
(203).

Yangisal siire¢ sirasinda, yangi ile iligkili genlerin uyarilmasi, niikleer
transkripsiyon NF-kB aktivasyonuyla olusabilmektedir. NF-xB yangi, dogal bagisiklik,
hiicre biiyiimesi ve hiicre 6liimii de dahil olmak tizere hiicresel cevaplarda 6nemli olan
cesitli genlerin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan ve oksidatif strese oldukga duyarli
olan bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB temel olarak tiim hiicrelerde hemen hemen
ifade edilebilmektedir. Aktivasyonundan sonra NF-kB c¢ekirdege ge¢mekte ve
proinflamatuar genlerin transkripsiyonunu diizenleyecek olan spesifik elementlere
baglanmaktadir (204). NF-«B aktivasyonu igin iki ayr1 yol tarif edilmistir. TNFa ve I1L-1
gibi mikrobiyal triinler ve proinflamatuar sitokinler tarafindan tetiklenmekte ve
genellikle RelA- veya cRel-igeren komplekslerin aktivasyonuna yol agmakta olup buna
"Kanonik" yol denmektedir. Diger bir yol, TNF-ailesi sitokinler - lenfotoksin f (TNFSF3)
, CD40 ligand1 (CD40L ve TNFSF5), B hiicresi aktive edici faktor (BAFF ve TNFSF13B)
ve NF-kB ligandinin reseptor aktivatorii (RANKL) tarafindan aktive edilmektedir, buna
da "Alternatif” bir NF-xB aktivasyon yolu denmektedir (125). Mel’in NF-«xB aktivitesini
inhibe ettigini gosteren bir¢ok caligma bulunmaktadir. Bu g¢alismalar, Mel’in bir
proteazom inhibitor oldugu goriisii ile tutarlidir, ayn1 zamanda dogal bir NF-«B inhibit6rii
olduguna dair kanit olarak da yorumlanabilmektedir. Mel’in NF-«B iizerindeki bu inhibe
edici etkileri, dokuda anti-enflamatuar ve pro-apoptotik etkiye katkida bulunabilmektedir
(205). Baydas ve ark., beyin iskemisi yaptiklar1 siganlarda homosistein verilerek néronal
hiicre 6limiiniin gozlendigi, Mel uygulamasi ile Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 aktivitesininde
diisiis oldugunu, mitokondriden sitokrom-c’ nin saliniminin azaldigimi bildirmislerdir
(206). Kaspaz-1 ve ozellikle Kaspaz-3 proteinlerinde hasar sonrasi artis olmaktadir. NF-

kB merkezi sinir sisteminde enflamasyon ve sekonder hasar siireclerinde 6nemli bir
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diizenleyici transkripsiyon faktoriidiir ve travma sonrasi NF-kB bagli genler yiiksek
oranda aktive olarak sinir sisteminde iyilesme etkilerine 6nciiliikk edebilmektedirler (207).

Artan XO aktivitesi ROT iiretimini artirabilmektedir. Ozellikle hasarli dokularda
bu enzimin arttig1 gézlenmistir. Dolayisiyla XO’nun pro-oksidatif bir enzim oldugu kabul
edilmistir (168). Mel’in, XO aktivitesini inhibe ettigini bildiren ¢alismalar mevcuttur.
Ancak bununla ilgili ¢alismalar heniiz net degildir ve Mel’in bu inhibisyonu dogrudan
baskilamak yerine ksantin oksidaz kaynakli reaksiyon diriinlerini nétralize ederek
sagladig1 disiiniilmektedir (208). Sainz ve ark., Mel’in, mitokondriden serbest radikal
olusumunu onleyerek apoptozis olusumunu engelledigini bildirmislerdir (144). Kavakli
ve ark., beyin iskemisi olusturulan si¢anlara disaridan verilen Mel’in fizyolojik Mel kadar
etkili koruyucu oldugunu belirtmislerdir (209). Bir baska ¢alismada Kunduzova ve ark.,
sicanlarda renal iskemi-reperfiizyon hasarinda uygulanan Mel’in  Kaspaz-3
aktivasyonunu bloke ederek apoptozun olusumunu engelleyerek, hasarin olusmasininda
onleyici rolii olabilecegi bildirilmistir (146).

SOD hiicredeki ilk detoksifikasyon enzimi ve en giiglii antioksidandir. ROT’a
kars1 ilk sirada yer alan savunma sisteminin bir pargasi olarak goérev alan endojen bir
antioksidan olarak belirtilmistir (210). Birgok arastirma Mel’in SOD gen ifadesini ve
aktivitesini arttirdigini bildirmistir (211). Erten ve ark., tavsanlarda tedavi amagli verilen
Mel’in spinal kord iskemisinde artan MDA seviyelerini disirdiigii, azalan GSH
seviyelerini artirdigin1 gostermislerdir (212). Mel’in kan-beyin bariyerini kolay bir
sekilde gecmesi nedeniyle birgok hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi
distintilmektedir. Olakowska ve ark., yapmis olduklar1 ¢alismada Mel’in 6zellikle kanser
tedavisinde ve norodejeneratif hastaliklarda koruyucu rol oynadigini gézlemlemislerdir
(149). Mel ve Dex’iin literatirde MDA ve XO aktivitesini azalttigint SOD ve GSH’1
arttirdigina dair ¢alismalar mevcuttur (201,205,213-216). Dobsak ve ark., iskemi-
reperfiizyon hasarina karsi Mel’in antioksidan olarak koruyucu etkisinin oldugunu
bulmuslardir. Ayrica oksidatif strese bagli olusan apoptozis olayin1 Mel’in radikal
stipiiriicii olarak engelledigini agiklamislardir (151). Onur ve ark., testikiiler dokularda
Mel’in antioksidan etkisine bagli olarak Bax ve Bcl-2 proteinlerini etkileyerek apoptozisi
inhibe ettigini bildirmislerdir (147).

SKH patofizyolojisinde ROT ve oksidatif stresin énemli bir rolii oldugu birgok
calismada ortaya konulmustur. Makrofajlar, erken evre (proinflamatuar) M1 makrofajlar

ve daha sonraki evre M2 makrofajlar olarak iki sinifa ayrilmaktadirlar. Travmaya akut
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yanit sirasinda gézlenen M1 makrofajlardir ve yiiksek seviyelerde ROT iiretmektedirler.
M1-makrofajlar, yabanci mikroplar1 ve yara kalintilarini ¢ikarmak igin fagositoz ve
proinflamatuar sitokinlerin salimimi ile hasar bolgesinde konjenital bagisikligi
kolaylastirmaktadirlar (193). Serbest oksijen radikallerinin ¢oklu doymamis yag asitleri
ile reaksiyona girmesi ve lipidlerin oksidatif bozulmasi ile lipid peroksidasyonu
olusmaktadir. Oksijen radikalleri, fosfolipidlerin doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarini
oksitleyerek toksik fosfolipid yan tiriinleri olan oksitlenmis fosfatidilkolin, akrolein ve 4-
hidroksinonenal olusumuna neden olmaktadir. Yiiksek derecede reaktif hidroksil
radikalleri, zar ¢oklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona girmektedir. Siiperoksit
anyonlari nitrik oksit ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusturmaktadir. Peroksinitritte
lipit peroksidasyonunu baslatan radikalik molekiillerden biridir.  Lipidlerin
peroksidasyonu, hiicresel membran akiskanligini ve gegirgenligini bozmakta, metabolik
stireci kesintiye ugratmakta ve iyon tagima sistemlerini degistirmektedir (217). Oksidatif
stresin hafifletilmesi, SKH’nin terapotik miidahalesi i¢in etkili bir strateji olabilmektedir.
Dex ve Mel gibi biyoaktif bilesiklerin, ROT'u temizleme, redoks-aktif metal iyonlarini
selatlama ve ksantin oksidazi inhibe etme gibi antioksidan 6zelliklerinden dolay1 lipid
peroksidasyonunu baskiladigi gosterilmistir. Bununla birlikte, bu dogal biyoaktif ajanlar
tarafindan aktive edilen hiicre sinyal yollar1 hala net degildir (218). Serbest radikal
hasarina karsi hiicrelerin koruyucu antioksidan mekanizmalar1 vardir. Endojen
antioksidan olan GSH-Px ve SOD bu defans mekanizmalarinin basinda gelmektedirler
(16,219).

SKH tedavisinde kullanilan metilprednizolon ile yapilan calismalarda hasarli
spinal kord dokusunda MDA seviyesinin yiikseldigi, CAT, SOD ve GSH-Px
seviyelerinin azaldigi, metilprednizolon uygulanan gruplarda ise MDA seviyesi
azalirken, SOD, CAT ve GSH-Px enzim seviyelerinin arttigi gosterilmistir (213-215).
Etensel ve ark., siganlarda testis iskemi modeli olusturduklar: bir modelde Dex’in lipid
peroksidasyonunu azaltarak serum MDA diizeylerini azalttigimi ve antinflamatuar
etkinlik gosterdigini belirtmislerdir (220). Bir baska ¢alismada, Dex’in deneysel olarak
sigcanlarda olusturulan testis iskemi hasarinda lipid peroksidasyonunu ve testiste olusan
hasar1 hem erken déonemde hem de ge¢ donemde azalttig: bildirilmistir (221).

Dex hiicre i¢inde pantotenik aside g¢evrilmektedir (222). Dex’in uzun siiredir
antiinflamatuar ve antiapoptotik etkileri bilinmektedir (201). Dex’in antioksidan 6zelligi
ile ilgili fizyolojik mekanizmalar net olmasada, endojen antioksidan mekanizmalarin rol

aldig1 gosterilmistir (223). Glutatyon, serbest oksijen radikallerinin hiicre iginde
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etkinligini yok eder. Bununla beraber DNA onariminda, kalsiyum dengesini saglamakta,
hiicre siklusu diizenlemede rolii vardir (224). Bizim ¢alismamizda Dex ve Mel’in tek
basina kullanimlarinin ROT gostergesi olan MDA ve XO enzimlerinde artis olusturdugu
ancak Dex ve Mel kombine kullanimlarinin MDA ve XO seviyelerini diisiirdiigiinii tespit
ettik. Genelde calismalarda Dex ve Mel ile tedavi neticesinde SOD ve GSH degerlerinin
yiikseldigi bulunmus ve kullanilan bu maddelerin SKH’in tedavisinde faydali oldugu
iddia edilmistir (225-227). Biz de ¢alismamizda ayni1 sekilde hem Mel verilen hem de
Dex verilen gruplarda SOD ve GSH diizeylerini kontrol grubuna gére artmis bulduk. Bu
artig, ortamda olusan oksidatif stresi bastirmak i¢in meydana gelmis olabilir.
Omurgalilarda Mel epifiz bezinde, sirkadiyen bir sekilde sentezlenmektedir. Gece
karanlhiginda tiretimi maksimum seviyelere ulasmaktadir. Mel, reaktif oksijen tiirlerini ve
reaktif azot tiirlerini reseptor aracili olmayan vyollarla dogrudan detoksifiye
edebilmektedir. Ayrica serbest radikallerden kaynaklanan molekiiler hasarlari Mel
azaltabilmektedir. Bazal kosullar altinda Mel tarafindan uyarilan majoér antioksidan
enzimler arasinda hiicre i¢i siliperoksit dismutazlar, selenyum iceren glutatyon
peroksidazlar ve katalaz bulunmaktadir. Mel ayrica, GSH seviyelerini arttiran enzimlerin
aktivitelerini de artirabilmektedir. Mel tarafindan inhibe edilen pro-oksidatif enzimler
arasinda nitrik oksit sentaz, miyeloperoksidaz ve eozinofil peroksidaz bulunmaktadir
(228). Mel, serbest radikal hasarin1 6nleme kabiliyeti ile apoptoz ve programli hiicre
olimiinii de azaltabilmektedir (229). Mel, triptofan aminoasitinden sentezlenmekte,
sirkadiyen ritmin saglanmasinda rol oynar ve plazmada proteinlere (albumin vb.)
baglanmaktadir (88). Yaslanmayla artan hasarlanmis, disfonksiyonel hiicrelere karsi
disaridan verilen Mel’in oldukga etkili oldugu yapilan son calismalarda gosterilmistir
(144). Mel, hiicrelerde gen ifadelerinde degisimlere neden olarak antioksidan savunma
sistemini uyarabilmekte ve oksidasyona neden olabilecek enzim miktarlarinin azalmasini
da saglayabilmektedir (230). Giiglii bir antioksidan olan Mel (138), beyin hiicrelerinde ve
diger dokularda apoptozisi inhibe edebilmektedir (206). Mel’in ayrica noronal
dokulardaki koruyucu etkisi hem in-vitro hemde in-vivo g¢alismalarda gosterilmistir
(208). Ayrica deneysel ¢alismalar lipid peroksidasyonunu da azalttigini gostermistir.
Calpain eksspresyonunu azaltarak citoskletal proteinlerin yikimini azalttigi gosterilmistir
(231).Mel’in ayrica SKH da kan damarlarinin kaybini da 6nledigi goriilmistiir (232).
Mel’in noroprotektif etkisi tek ve kombine olarak pekgok c¢alismada gosterilmistir.
Dexamethazone ile birlikte ndronal iyilesme iizerine farkli dozlarda pek¢ok c¢aligsma

yapilmistir (233). Ayrica Mel oligodentrosit yikimini 6nlemede de etkilidir. SKH da
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cistein proteaz oligodendrositlerin yikimina sebep olmaktadir. Mel cistein proteazlari
inhibe ederek oligodendrositlerin yikimimi onlemekte ve myelin kaybin1 azaltarak
noroprotektif etki saglamaktadir (233).

SKH’da artan ROT’lerinin biyolojik membranlarda hasar olusturan lipid
peroksidasyonuna yol actigi pek ¢ok ¢alismada ortaya konulmustur. Biz de ¢alismamizda
SKH grubunda MDA ve XO da artis gézlemledik. Mel ve Dex kombine kullanimi artan
degerleri kontrol grubu degerlerine yaklastirmisti. Bir¢ok arastirma hasarli spinal kord
dokusunda Mel verilmesinin oksidatif hasar1 azalttigin1 bildirmistir. Giil ve ark., spinal
kord hasarinda 50mg/kg dozda uygulanan Mel’in yeterli oldugunu bildirmislerdir (137).

Dex, pantotenik asidin (PA) biyolojik olarak aktif bir alkol seklidir ve dokudaki
pantotenik aside doniistiiriilmektedir. Pantotenik asit, GSH, koenzim A ve ATP sentezini
arttirabilmektedir (170). GSH ve GSH-Px oncelikle oksidatif strese karsi savunma
sistemleridir (74,234,235). Dex’in iskemi reperfiizyon hayvan modellerinde glutatyonu
azaltarak, lipid peroksidasyonunu (MDA seviyesini diisiirerek) onleyerek koruyucu rol
gosterdigi ortaya konmustur (180). Klinik uygulamalarda Dex’in topikal kullanimi
yaygin olup, insan dermal fibroblast hiicrelerinde gen ifadesi degisimine (IL-6, IL-1p,
CYP1B1, CXCL1, CCL18 ve KAP4-2) neden oldugu ortaya konmustur (168). Biz
arastirmamizin biyokimyasal analizlerinde GSH, SOD, MDA ve XO diizeylerinin SKH,
SKH+Dex ve SKH+Mel gruplarinda Kontrol grubuna goére anlamli diizeyde artmis
oldugu tespit ettik. Spinal kord hasar1 ile birlikte yiikselen GSH, SOD, MDA ve XO
seviyelerinin Dex ve Mel’in birlikte uygulandigt SKH+Dex+Mel grubunda Kontrol
grubu diizeylerine kadar geriledigi goriildii. ROT gostergeleri olan MDA ve XO diizeyleri
Mel uygulanmis hasarli kord dokuda yiiksekti. Ayn1 zamanda Dex ve Mel gibi iki tedavi
edicinin ayn1 anda kullanilmasiyla ROT gostergesi olan MDA ve XO seviyeleri
diismiistii.

Ilag etkilesimleri degerlendirilirken asetilkolinesterazlarin kolin esterlerini
potansiyalize ettigi bilinmektedir. Nitekim iki ilag bir arada verildiklerinde olusturduklari
kombine etkinin miktari, tek tek etkilerinin toplaminda beklenen etkiden fazla ise
supraaditif etkilesme veya potansiyalizasyon denilmektedir (236, 237). Mel veya Dex’in
tek basina kullanimlarindan ziyade birlikte kullanimlarinin doku hasarini 6nlemede daha
etken rol oynadigini, bununda birbirlerinin etkisini indiikleyerek yani potansiyelize
ederek yaptiklarini diisiinmekteyiz.

Spinal kord hasarinda olusan aksonal zedelenme ve iskemik degisimlerin boyutu

konvansiyonel MR sekanslarina ek olarak yapilan difiizyon MR ve Difiizyon Tensor
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Goriintiileme ile ADC ve difiizyon aniztropi degerleri saptanarak hasar siddeti, evreleri
ve tedaviye verilen yanitlar daha detayl olarak saptanabilmektedir (238,239).

Arastirmamizda SKH olusturduktan 3 hafta sonra T2A MR bulgusu sadece
Kontrol grubuna gore diger gruplarda anlamli diizeyde degismis bulundu. 3 haftalik
tedavi sonrasinda bulgularda herhangi bir degisiklik tespit edilmedi. Benzer sekilde spinal
kordda hemoraji bulgusu Kontrol ve Sham gruplarinda 3 haftadaki ¢ekimlerde hig
gbzlenmezken diger 4 grupda belirgin sekilde goriildii. SKH olusturduktan 3 hafta sonra
T2 sinyal artis1 sadece Kontrol grubunda hi¢ gézlenmedi. Sham grubunda ise tim
hayvanlarda hafif diizeyde idi. 3 haftalik tedavi sonrasinda yapilan ¢ekimlerde halen hafif
diizeyde oldugu, benzer sekilde SKH grubundaki hayvanlarin tamaminda belirgin idi. T2
sinyal artigi, 3 haftalik tedavi sonrasinda SKH+Dex ve SKH+Mel gruplarindaki tiim
hayvanlarda halen orta diizeydeydi. Sadece SKH+Dex+Mel gruplarindaki tiim
hayvanlarda belirgin bir diizelme tespit edildi.

En belirgin degisiklik spinal kordda voliim artig1 parametresinde gozlendi. SKH
olusturduktan 3 hafta sonraki ¢ekimlerde SKH+Dex+Mel grubunda orta siddette voliim
artis1 gozlenirken, diger 3 grupta ise belirgin bir voliim artig1 tespit edildi. MR goriintiileri
ile ortaya konan hasarin tedavi sonrasinda makro diizeyde belirgin bir iyilesme gosterdigi
tespit edildi.

Sakrifiye edilen siganlardan alinan sinir dokularinda yapilan histopatolojik
incelemede SKH grubunda ileri derecede 6dem, hemoraji ve enflamasyon mevcuttu.
Inflamasyonun biiyiik ¢ogunlugunu lenfositler ve makrofajlar olusturmaktayd.
Noranal/Aksonal dejenerasyon goriilme sikligit SKH grubunda diger 5 gruptan anlaml
diizeyde daha yiiksek bulundu. SKH+Mel grubunda agir diizeyde 6dem goriildi.
SKH+Mel ve SKH+Dex grubunda orta derecede hemoraji izlendi. SKH+Mel grubunda
hafif derecede enflamasyon eslik ederken SKH+Dex grubunda enflamasyon goriilmedi.
Kontrol grubu ve Sham grubu ve SKH+Dex+Mel grubu benzer morfolojik 6zelliklerde
olup hafif derecede 6dem disinda patolojik bulgu izlenmedi.

Arastirmada Kklinik bir degerlendirme olarak norolojik parametreler de kullanildi.
Parmak agma testinde SKH olusturmadan once 6 grup arasinda da anlamli fark
bulunmadi. Diger zamanlarda da Kontrol ve Sham grubu arasinda anlamli fark
bulunmazken, bu iki gruptaki hayvanlarin PAT sonuglari diger 4 gruptan anlamli diizeyde
daha iyi bulundu. Her ne kadar SKH olusturmadan 6nceki tam parmak agilma diizeyine
ulasilmamis olsada SKH+DEX+MEL grubunda 3 haftalik tedaviye basladiktan 2 hafta

sonrasindan itibaren diizelme olmaya baglandigi son iki 6lgiimde belirgin bir iyilesme
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farkedildi. Modifiye Tarlov Skalasi ile degerlendirmede SKH olusturmadan 6nce 6 grup
arasinda da anlamli fark bulunmadi. Diger zamanlarda da Kontrol ve Sham grubu
arasinda anlamli fark bulunmazken, bu iki gruptaki hayvanlarin PAT sonuglar1 diger 4
gruptan anlamli diizeyde daha iyi bulundu. Diger 4 grupta 3 haftalik tedavi sonrasinda
SKH ve SKH+Mel gruplarinda belirgin bir iyilesme olmazken, bunu SKH+Dex ve
SKH+Dex+Mel c¢ok belirgin bir iyilesme gozlemledik. Ayrica ETZ o&lglimleri
bakimindan her bir grupta ayr1 ayr1 6lgiim periyotlar1 karsilastirildiginda; Kontrol
grubunda ve Sham grubunda periyotlar arasinda anlamli farka rastlanmadi. SKH
grubunda ortalama ETZ degerinde son 2 haftadan itibaren artis gozlendi. SKH+Mel ve
SKH+Dex grubunda tedavi baslangicinda 1 hafta sonra belirgin bir iyilesme gézlenmeye
basland1 ve tedavi bitiminde en iyi noktaya gelmisti ancak SKH olusturmadan 6nceki
diizeyi yakalayamadi. SKH+Dex+Mel grubunda da ortalama ETZ degeri son periyotta
ilk olglim diizeyine ulagsmasa da diger iki tedavi grubundan daha iyi bir iyilesme
gosterdigi gortildi. Bu bulgular histopatolojik ve radyolojik parametrelerle de uyumlu
idi.

Arastirmamizda biyokimyasal testlerde olgiilen GSH, MDA, SOD ve XO
seviyelerine ek olarak sekonder hasarin sinir dokusunda CASP3, NF-xB, SOD ve XO gen
ifadelerine etkileri de incelendi. Kontrol grubu ile diger gruplarin sinir dokusu CASP3,
NF-xB, SOD ve XO gen ifadeleri karsilastirildiginda, CASP3, NF-xB, SOD ve XO gen
ifadelerinde istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Yapilan farkli ¢alismalarda
da, gen ifadesi ile genlerin son iiriinii olan enzim aktiviteleri ve protein seviyeleri arasinda
dogrusal bir iliski olmadigi, kontrol grubuna goére enzim aktivitelerinin veya protein
seviyelerinin degismesine ragmen gen ifadesinin ayni kaldig1 gozlenmistir (240, 241).
Bunun sebebi MRNA expresyonu sonrasi iiretilen mRNAlarin ¢ok kisa siirede yikima
ugramasi sonucu olabilir. Ayrica, translasyon basamaginin mMRNA seviyesinden bagimsiz
olarak farkli mekanizmalarla protein iretimi kontrol etmesi de enzim/protein

seviyelerindeki degisikligi aciklayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Spinal kord yaralanmalarinda birincil yaralanmay1 6nlemek imkansiz oldugundan
tedavi stratejileri sekonder hasarin énlenmesi tizerinde yogunlagmistir. Arastirmamizda
SKH’nin ge¢ déneminde bu hasarin, Dex, Mel veya Mel+Dex birlikte tedavisiyle ne
olgiide oOnlenebilecegi ve klinik anlamda ne kadar fayda saglayabilecegi incelendi.
Omurilik de dahil olmak tizere merkezi sinir sistemi, yiiksek lipid icerigi ve aktif oksijen
metabolizmasi nedeniyle serbest radikal aracili hasara karsi oldukg¢a hassastir. ROT ve
oksidatif stresin, SKH patofizyolojisinde 6nemli bir rolii oldugu ve hayvan modellerinde
SKH'nin altinda yatan ikincil hasarin bir 6zelligi oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, ikincil
yaralanma siirecinin oksidatif stresini hafifletmek, SKH'nin terap6tik miidahalesi igin
etkili bir stratejiyi temsil edebilir. Bu baglamda, ROT temizleme kapasitesine sahip
biyoaktif bilesikler tizerinde devam eden calismalar, insan deneklerde SKH tedavisi i¢in
etkili antioksidan bazli modalitelerin gelistirilmesine yol agabilir.

Arastirmamiz sonucunda; klinik anlamda MR goériintiileme, norolojik muayene
bulgular1 ve histopatolojik bulgular: ile biyokimyasal analiz sonuglar1 biitiinsel olarak
degerlendirildiginde Dex ve Mel birlikte uygulanmas ile doku hasarmm iyilesmesinde

daha etkili olabilecegi kanaatini tasimaktayiz.
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EKLER
EK 3. Oxidase (XO)

AGAGCTCAGTGACTCCAGCAGCCACGATGACTGCGGATGAGTTGGTCTTCTTTGTGAATGGCAAAAAGGT
GGTGGAGAAAAATGCGGACCCTGAAACAACACTTCTGGTCTACCTGAGAAGAAAGTTGGGGCTATGTGGG
ACCAAGCTTGGCTGTGGAGAAGGTGGCTGTGGGGCATGCACCGTGATGATCTCCAAGTATGACCGTCTTC
AGAACAAGATTGTTCATTTTTCTGTCAATGCCTGCTTGGCTCCCATCTGCTCCTTGCACCATGTTGCTGT
GACCACCGTGGAAGGCATAGGAAACACCCAGAAGCTGCATCCTGTACAGGAGAGAATTGCCAGAAGCCAT
GGTTCCCAGTGTGGGTTCTGCACTCCTGGCATTGTCATGAGTATGTACACACTGCTCCGGAACCAGCCTG
AGCCTACTGTTGAGGAGATCGAGAATGCCTTCCAAGGAAACCTCTGTCGCTGTACAGGCTACAGACCCAT
CCTCCAGGGATTCCGGACCTTTGCCAAGGATGGTGGGTGCTGTGGAGGGAGTGGAAACAACCCAAACTGC
TGTATGAACCAGACGAAAGACCAAACGGTTTCTCTCTCACCTTCTTTATTCAACCCAGAGGATTTCAAAC
CTTTAGATCCCACGCAAGAGCCCATCTTCCCCCCAGAGTTGCTGAGGCTGAAAGACACTCCCCAGAAGAA
GCTGCGTTTTGAAGGGGAACGTGTGACCTGGATCCAGGCTTCAACTATGGAGGAGCTGCTTGACCTGARAA
GCTCAGCACCCTGATGCCAAGCTGGTGGTGGGAAACACAGAGATAGGCATTGAAATGAAATTTAAGAATA
TGCTATTTCCTCTGATCGTCTGCCCAGCCTGGATCCCTGAACTGAATTCAGTGGTGCATGGGCCTGAGGG
AATCTCCTTCGGAGCTTCTTGCCCCCTTAGCTTGGTGGAAAGTGTCCTGGCGGAGGAGATTGCTAAACTT
CCAGAGCAAAAGACAGAGGTGTTCAGAGGCGTGATGGAGCAGCTGCGCTGGTTTGCCGGCAAGCAGGTCA
AGTCCGTGGCGTCCATCGGAGGGAACATCATCACTGCCAGCCCCATCTCTGACCTCAACCCTGTGTTCAT
GGCCAGTGGAGCCAAGCTGACTCTGGTGTCTAGAGGTACCAGGAGAACTGTTCGGATGGATCATACCTTC
TTCCCTGGCTACAGAAAGACTCTGCTCAGACCAGAGGAGATATTGCTGTCCATCGAGATCCCCTATAGCA
AGGAGGGAGAGTTTTTCTCAGCCTTCAAGCAGGCCTCCAGGAGGGAAGATGACATTGCCAAGGTGACTAG
TGGCATGAGAGTCCTGTTCAAACCGGGGACCATTGAAGTGCAGGAACTGTCCCTTTGCTTCGGAGGGATG
GCCGACAGAACTATCTCAGCCCTCAAGACCACTCCGAAGCAGCTATCGAAGTCCTGGAATGAGGAGCTGC
TGCAGAGCGTGTGTGCCGGCTTGGCAGAGGAGCTGCACCTGGCCCCCGATGCCCCTGGTGGTATGGTGGA
ATTCCGGCGCACCCTCACCCTCAGCTTCTTCTTCAAGTTCTACCTGACAGTGCTCCAGAAGCTGGGCAGA
GCGGACCTTGAGGATATGTGTGGTAAACTGGACCCCACCTTTGCCAGTGCCACCCTGCTCTTTCAGAAGG
ACCCTCCAGCTAATGTCCAGCTTTTCCAAGAGGTGCCAAAGGATCAGTCTGAGGAGGACATGGTGGGCCG
GCCCCTGCCTCACCTGGCGGCAAACATGCAGGCATCGGGAGAGGCCGTGTACTGTGATGACATTCCCCGC
TATGAGAATGAGCTCTCTCTCAGGCTGGTCACCAGCACCCGGGCGCATGCTAAAATCACGTCCATCGACA
CTTCAGAAGCCAAGAAGGTGCCAGGGTTTGTTTGCTTCCTCACCGCAGAGGATGTCCCTAATAGTAATGC
AACCGGCCTTTTCAATGATGAAACTGTCTTTGCGAAGGATGAGGTTACTTGTGTTGGGCACATCATTGGT
GCTGTGGTCGCTGACACCCCAGAACACGCACAGAGAGCTGCGAGAGGGGTGAAAATCACCTATGAAGATC
TTCCAGCCATTATCACAATCCAGGATGCTATAAACAACAACTCCTTTTATGGCTCTGAGATAAAAATTGA
GAAAGGAGATCTCAAGAAAGGCTTTTCAGAAGCTGACAATGTTGTCTCAGGAGAGTTGTATATCGGTGGC
CAGGAGCACTTCTACCTGGAGACCAACTGCACCATTGCCGTGCCAAAAGGCGAGGCAGGCGAGATGGAGC
TGTTCGTGAGCACACAGAACACCATGAAAACCCAGAGCTTTGTTGCAAAAATGTTGGGCGTTCCGGACAA
CAGAATCGTAGTCCGAGTGAAGAGGATGGGTGGAGGCTTTGGAGGGAAGGAGACCCGGAGCACTGTGGTG
TCCACAGCAGTGGCCTTGGCTGCACACAAGACTGGCCGGCCCGTACGTTGCATGTTGGACCGAGATGAGG
ACATGCTGATAACTGGTGGCAGACATCCCTTCCTGGCTAAATACAAGGTTGGCTTCATGAAGACTGGGAC
TGTAGTGGCTCTCGAGGTGGCTCACTTCAGCAATGGTGGTAACACTGAGGATCTCTCTCGGAGTATAATG
GAACGAGCTTTGTTCCACATGGATAACGCCTATAAGATCCCCAACATTCGAGGCACTGGGAGGATTTGCA
AGACTAATCTGCCCTCCAACACAGCCTTCAGAGGTTTTGGGGGTCCTCAGGGGATGCTAATCGCAGAATA
CTGGATGAGCGAGGTCGCCATAACCTGTGGGCTGCCTGCAGAGGAGGTACGGAGGAAAAACATGTACAAA
GAAGGGGACCTGACTCACTTCAACCAGAAGCTGGAGGGGTTCACCTTGCCCAGGTGCTGGGATGAATGCA
TCGCCAGCTCTCAGTATCTTGCTCGCAAGAGGGAAGTGGAGAAATTCAACAGGGAGAATTGTTGGAAARAA
GAGAGGGCTGTGTATAATCCCAACTAAGTTTGGAATAAGCTTTACACTTCCTTTTCTGAACCAGGGAGGC
GCTCTGGTTCACGTGTACACTGATGGTTCGGTGCTGTTGACCCATGGAGGGACTGAGATGGGCCAAGGCC
TTCACACCAAGATGGTTCAGGTGGCCAGCAGAGCTCTGAAAATCCCCACCTCCAAGATTCATATAAGTGA
GACAAGCACTAACACCGTCCCCAACACTTCTCCCACAGCTGCCTCTGCCAGTGCTGACCTCAATGGACAG
GCTGTTTATGAAGCATGCCAGACCATACTGAAAAGGCTGGAACCTTTCAAGAAGAAGAAACCCAACGGCC
CCTGGGAGGCATGGGTGATGGACGCCTATACGAGCGCAGTGAGTTTGTCCGCGACTGGATTTTATAAGAC
ACCCAACCTTGGCTACAGCTTTGAGACAAACTCCGGAAATCCCTTCCACTATTTCAGTTATGGGGTGGCT
TGCTCTGAAGTAGAAATTGACTGCTTAACAGGGGATCATAAGAATCTCCGTACGGATATCGTCATGGATG
TTGGTTCCAGCTTGAATCCTGCCATTGATATTGGACAAGTAGAGGGGGCATTTGTCCAGGGCCTTGGTCT
CTTCACTATGGAGGAGCTGCACTACTCCCCTGAGGGGAGCCTGCATACTCGTGGCCCCAGTACCTACAAA
ATCCCTGCGTTTGGTAGCATCCCCATTGAGTTCAGAGTATCCCTACTCCGGGACTGCCCCAACAAGAGGG
CCATCTATGCATCCAAGGCTGTTGGGGAGCCACCTCTTTTCCTGGCTTCCTCTATCTTCTTTGCCATCAA
AGATGCCATTCGTGCAGCTCGAGCTCAGCACGGAGATAACGCAAAACAACTTTTCCAGCTAGACAGCCCT
GCCACTCCGGAGAAGATCCGAAACGCCTGTGTGGACCAGTTCACCAGCCTGTGTGTCACTGGAGTACCAG
AAAACTGTAAATCCTGGTCTGTGAGGATCTGAAGAGAAGGTCTCCAGCAGTGGTTTGTACCGCAGCAAGG
ATTCCTTGGAGCCACAAGCACATCCTGTAGTATCCAGATTTCCGCATGCCGCGTGGGACTCAGCAGGATG
ACATTTTCAAGAAGATGGACAATTTTGATCCAAATAAGAGCTGCAAACAAACCAATAAGCAAATGGGGAG

Cogaltilan gen bolgesinin uzunlugu:77bp
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EK 4. Rattus norvegicus Superoxide Dismutase (SOD)

CGGGCGGACGCCGCAGAGCAGACGCGCGGCTGCTAGCGAACGGCCGTGTTCTGAGGAGAGCAGCGGTCGT
GGGCGCCTCAGCAATGTTGTGTCGGGCGGCGTGCAGCGCGGGCAGAAGACTGGGCCCCGCGGCCAGTACC
GCGGGCTCCCGGCACAAGCACAGCCTCCCTGACCTGCCTTACGACTATGGCGCGCTGGAGCCGCACATTA
ACGCGCAGATCATGCAGCTGCACCACAGCAAGCACCACGCGACCTACGTGAACAATCTGAACGTCACCGA
GGAGAAGTACCACGAGGCGCTGGCCAAGGGAGATGTTACAACTCAGGTTGCTCTTCAGCCTGCACTGAAG
TTCAATGGCGGGGGCCATATCAATCACAGCATTTTCTGGACAAACCTGAGCCCTAAGGGTGGTGGAGAAC
CCAAAGGAGAGTTGCTGGAGGCTATCAAGCGTGACTTTGGGTCTTTTGAGAAGTTTAAGGAGAAACTGAC
AGCTGTGTCTGTGGGAGTCCAAGGTTCAGGCTGGGGCTGGCTTGGCTTCAATAAGGAGCAAGGTCGCTTA
CAGATTGCCGCCTGCTCTAATCAGGACCCACTGCAAGGAACCACAGGCCTTATTCCACTGCTGGGGATTG
ATGTGTGGGAGCACGCTTACTATCTTCAGTATAAAAACGTCAGACCTGACTATCTGAAAGCCATTTGGAA
TGTAATCAACTGGGAGAATGTTAGCCAAAGATACATAGTTTGCAAGAAGTGAAGCCCTTCCGCCAGGCTG
TGTGTCAGGCCCGTGGTGGGTGTTTTGTAGTAGTGTAGAGCATTGCAGCACTGTGGCTGAGCTGTTGTAA
TCTTCATTGATGCCTATCCACATATGTGTAAGCATACAGTTATGATAATTTCTTAATTAAATGTATTGTT
AGGCAACTGTTTGAGAACAGTACATACTTGGTGTGAGCTGCTCTTGATTGAACATTTTCATTAGAGGCTT
GAATTGCTTGGACGCTGTCACTGTCATCATAAGGCCATCAAAGATATTCCATCTCTGTGTTGGGGCCTGT
GGGGAGGCTGTAATCCTGTTCTACTGCAGTTAGGAAAAAAAATGAGTTACCCCCCCCCCCAGAATTGTTG
AATAATAAAATAGAGAACTGAATAGTTCTCTTTTCTGTTAAAAATTGCTATTTTTCATAAGTAATCCTTT
GTTTAGCGGATATCACCTAGTGGTCTTTATTTATGGCCACAGTTTCATAGAAACATCATTTTTTCACTTG
AAACGTGTAACTAGGCTAAGGATGGATGGAGTGGTAGAGCCTTTGCCTGTCTTATGTGAGGCCCTGGGCT
CTACCTCACTACTGAACAAATCAACAGACCCAAGCTAGGCTCCTGACTGACAACTGTTAATTCGGAGAGG
AGTGACATTGTGCCTCTGGGTTTTTTTATAGGCTGAGATGCAAAAACTGTTACCTTGTCTATTAAAACCG
ACTGTGTATTGTATGAAAGTGCTCAAGATGGACAAAGTATGCAGGGCCTGTCCCATGATGTCAACATGGG
GACTAGGCCACAGGGCATTCAGGGAAGCCATTCAGCACCATTAATTGTGTATCTCAGGAGAACTGGACCC
TGGGTGAGGTGGCACCTTTTTCAGTAGAGGCAAACGGGTTTCTGAGTGAGGTCAGTAGGGTGTCTTGAGA
ACATCAGTTTTCAGAGACATGTATTTTCATTTTTTCTGCAGTCTCAAGAACTTATACTCACAAGAGGGCC
TTTGTATTGTTATTCAATAGAAGGACACCCTTTCCCTGACAAGGTACACAGTGTTTCTGATTGTATTCCT
GTGCAGCATTTGGGTGTAGAGCTGTGCACTGTTGAAATGCCTTTGTGAATTTGCCTTTTCACATTTCGTC
TCACCATCTTCCTTGTTTTCTTTACTGACTATGTAATGTTTTATCAGTTGGATATTACTGAATAGTTTGT
TTGTGTTTAATTGCCTTTTATTACCAAAAAGGCTGTGGTCAGCAACCCCAGGCATGCACATTACTTCTTA
ATGGAGTATTTTTTAAAGGTTTATTTTAATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAA

Cogaltilan gen bolgesinin uzunlugu: 146bp
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EK 5. Rattus norvecigus Nuclear Factor Kappa B (NF-kB)

GGCTGCGCGCTGACGGCTTCCCGTGCCCTGCGCGCCCCCGGCCTGCCGCCGCCGCCGCCGCCGLCCLCTCGG
CCTGCTCGCGGGCCGGCTCCAGCAGCGCAGGCCGGAGCTCAGGGCCCCGLLGLGLLLGGLLCGLeeeela
CTTCTCCGCCCGCGCCGCAGCCATGGCGCGCCGCTGAGCCGCCGGCCGGCGCCAGGACCTTACTCGGGET
CCCGCCGGTCCACGCTGCCCCGCAGCGGGAGCCCGCAGGCGCGGAAAGGCCGCGCCTCACCTCCAGGGTA
CCCTCAGAGGCCAGAAGAGGGTGTTGGCCCCCTGTAACTGGAGCTTGACCGTCGTGAGCTGCCCCATCTT
CAACATGGCAGACGACGATCCTTTCGGAACTGGGCAAATGTTTCATTTGAATACTGCTTTGACTCACTCC
ATATTTAATGCAGAATTATATTCAACAGATATACCACTGTCAACAGATGGCCCATACCTTCAAATACTAG
AGCAACCGAAACAGAGAGGATTTCGATTCCGCTACGTGTGCGAAGGCCCGTCCCACGGAGGGCTTCCCGG
TGCCTCCAGTGAGAAGAACAAGAAATCTTACCCGCAGGTCAAAATTTGCAACTATGTGGGGCCTGCAAAG
GTTATCGTTCAGTTGGTCACAAATGGAAAAAATATTCACCTGCACGCCCACAGCCTGGTGGGCAAGCACT
GTGAGGACGGCATATGCACCGTGACAGCAGGACCCAAGGACATGGTGGTTGGCTTTGCAAACCTGGGAAT
ACTTCACGTGACTAAGAAAAAGGTATTCGAAACACTGGAAGCACGGATGACAGAGGCGTGTATAAGGGGC
TATAACCCTGGACTTCTGGTGCATTCTGACCTTGCCTATCTACAGGCAGAAGGCGGAGGAGACCGGCAAC
TCACAGACAGAGAGAAGGAGATCATCCGCCAGGCAGCTCTGCAGCAGACCAAGGAGATGGACCTGAGTGT
GGTGCGCCTCATGTTCACAGCCTTCCTCCCCGACAGCACGGGCAGCTTCACTCGGAGACTGGAACCTGTG
GTGTCAGACGCCATCTATGACAGCAAAGCCCCCAACGCGTCCAACCTGAAGATCGTAAGAATGGACAGAA
CAGCAGGCTGCGTGACGGGAGGGGAAGAAATCTATCTTCTCTGTGACAAGGTCCAGAAAGATGACATCCA
GATTCGGTTTTATGAAGAGGAAGAAAATGGTGGAGTTTGGGAAGGATTTGGGGACTTTTCCCCCACGGAT
GTTCACAGACAGTTTGCCATTGTCTTCAAAACACCGAAGTATAAGGATGTCAACATTACAAAGCCAGCTT
CCGTGTTTGTTCAGCTTCGGAGAAAATCGGATTTGGAAACTAGTGAACCGAAACCCTTTCTCTACTACCC
CGAAATCAAAGACAAGGAGGAAGTACAGAGGAAACGCCAGAAGCTCATGCCCAACTTCTCCGACAGTTTC
GGCGGCGGCAGTGGAGCGGGAGCGGGTGGCGGAGGCATGTTCGGTAGTGGCGGTGGCGGTGGAGGGAGTA
CCGGAAGTCCTGGCCCAGGGTATGGCTTCCCGCACTATGGATTTCCTGCTTACGGTGGGATTGCATTCCA
TCCCGGAGCCACTAAATCCAACACAGGCATCACCCATGGCACCATAAACACCAAATTTAAAAACGAGCCT
AGAGATTGTGCCAAGAGTGACGACAGGGAGATTCTGAATCCCCCTGAGAAAGAAACACAAGGTGAGGGGC
CCAGCCTGTTCATGGCCAGCACCAAGACCGAAGCAATTGCCCCGGCATCCACCATGGAAGACAAGGAAGA
GGATGTGGGGTTTCAGGATAACCTCTTTCTTGAGAAGGCGCTGCAGCTCGCCAAGCGGCATGCCAACGCC
CTCTTCGACTACGCGGTTACGGGAGATGTGAAGATGCTGCTGGCGGTACAGCGCCATCTCACCGCGGTGC
AGGATGAGAACGGGGACAGTGTCCTACACTTAGCCATCATCCACCTTCATGCTCAGCTCGTGAGGGATCT
GCTAGAAGTGACATCTGGTTCGATCTCTGATGACATCATCAACATGAGAAACGATCTGTATCAGACACCT
TTGCACTTGGCCGTGATCACCAAGCAGGAAGATGTGGTGGAGGACTTGCTGAGGGTTGGGGCTGACCTGA
GTCTTCTGGACCGCTGGGGCAACTCTGTCCTGCACCTAGCTGCCAAAGAAGGACATGATAAAATCCTCGG
GGTCCTACTCAAGAACAGCAAGGCAGCACTCCTTATCAACCACCCCAACGGGGAAGGTCTGAATGCCATT
CACATAGCTGTGATGAGCAACAGCCTGTCATGTCTGCAGCTGCTTGTGGCTGCTGGGGCAGAAGTCAACG
CTCAGGAGCAGAAGTCTGGGCGCACGGCACTGCACCTGGCCGTGGAGTACGACAACATCTCGTTGGCCGG
CTGCCTGCTCCTGGAGGGTGACGCCCTCGTGGACAGCACCACCTACGATGGGACGACACCTCTACACATA
GCAGCTGGAAGAGGGTCCACCAGGCTGGCAGCTCTTCTCAAAGCAGCAGGAGCAGACCCCCTGGTGGAGA
ACTTTGAGCCTCTCTATGACCTGGACGACTCTTGGGAGAAGGCTGGAGAAGATGAGGGAGTAGTGCCAGG
CACCACACCCCTGGACATGGCTGCCAACTGGCAGGTATTTGACATACTAAATGGGAAACCATATGAGCCA
GTGTTCACATCTGATGACATACTCCCACAAGGGGACATTAAGCAGCTGACAGAAGACACGAGGCTGCAAC
TCTGCAAGCTCTTGGAAATTCCTGATCCCGACAAGAACTGGGCCACTCTGGCGCAGAAGTTAGGTCTGGG
GATATTGAACAATGCCTTCCGGCTGAGTCCCGCCCCTTCTAAAACTCTTATGGACAACTATGAGGTCTCT
GGGGGGACCATCAAAGAGCTGGTGGAGGCCCTGCGACAGATGGGCTACACAGAGGCCATTGAAGTGATCC
AGGCAGCCTTCCGCACCCCGGAAACCACAGCCTCCAGCCCCGTGACCACTGCTCAGGCCCACTTGCTGCC
TCTCTCGTCCTCCTCCACAAGACAGCACATAGATGAGCTCCGAGATAATGACAGCGTGTGTGACAGTGGT
GTGGAGACATCCTTCCGCAAACTCAGCTTCTCGGAGTCCCTCACTGGAGATGGCCCACTGCTATCTCTGA
ACAAAATGCCTCACAATTATGGGCAGGATGGACCTATAGAAGGCAAAATTTAGCCTGCTGGCGGTTCCCC
ACACTGTAAACCAAAGCCCTGAAAGGCCATCATATCGTTCCGAAGGAGAAGGCAAAAAACGCATCCCAAG
GTGCTGGAAGGTCACCGGCCTGCAGGGTCAATCTTGATGTCATTCGAGGCCTTCCGAATTTGGCTTCCTT
TCTTGGCTCTGAAATGAAATTTAGTTGTCATATACAGATGGTGTCTAGCAATCACGGCTGCACTCGGTGT
GGCTTGGGGTATGGTGGCTTGAGCTTTTCCAGCTGCTATTGGATTACACTTGCTTTGTGTTGTCACTGCT
GTCCCTCTGCTGGGTCCCCGCTGTCATTAAGGTATCGCAGTCCCCACCTGGTGTTCTTTCTAGCCATCTA
CAGTACAGTCATGCACTCAAATTAAGATTAAGGAAAAAGATATTTTTAAGTGAGTAACTTCATGCGCAAT
AAAAAAAAGACATGGCTTTTTCTAATGTGGTTTATCTGTGATTTAAAAAAAAAAAAGACATGAACTTAAC
AATATTTAAAACCTGCTATAATCAGTGCTGAAAATAGTATTTTCCCCCTTTTCTGCATTTTACTATTGTA
AATATGTTTTCTAAATCAAATACTTTAAAAGAAGAAATGTTGGATTTATAAATGCTATTTTTTATTTTAC
TTTTATAATAAAAGTACAAGCACACTGTTGACCTCA

Cogaltilan gen bolgesinin uzunlugu:200bp

105



EK 6. Rattus norvegicus Caspase 3 (Casp3)

GGGGGCGGGGCGTGGGCGGGEGCGTGGGCGGGACCGGCGGTAGGCTGCTGATGCAGTGTTGGTGTTGGTGG
GATCAAAGCTTAGTGTCCTGAGGTGCGGAGCTTGGAACGGTACGCGAAGAAAAGTGACCATGGACAACAA
CGAAACCTCCGTGGATTCAAAATCCATTAATAATTTTGAAACAAAGACTATCCATGGAAGCAAGTCGATG
GACTCTGGAATATATCTGGACAGCAGTTACAAAATGGATTACCCTGAAATGGGCTTGTGTATAATAATTA
ATAATAAGAACTTCCATAAAAGCACTGGAATGTCAGCTCGCAATGGTACCGATGTCGATGCAGCTAACCT
CAGAGAGACATTCATGGCCCTGAAATACGAAGTCAGGAATAAAAATGACCTTACTCGTGAAGAAATTATG
GAATTGATGGATAGTGTTTCTAAGGAAGATCACAGCAAAAGGAGCAGTTTTGTGTGTGTGATTCTAAGTC
ATGGAGATGAAGGAGTAATTTTTGGAACGAACGGACCTGTGGACCTGAAAAAACTAACTAGTTTCTTCAG
AGGCGACTACTGCCGGAGTCTGACTGGAAAGCCGAAACTCTTCATCATTCAGGCCTGCCGAGGTACAGAG
CTGGACTGCGGTATTGAGACAGACAGTGGAACTGACGATGATATGGCATGCCAGAAGATACCAGTGGAGG
CCGACTTCCTGTATGCTTACTCTACCGCACCCGGTTACTATTCCTGGAGAAATTCAAGGGACGGGTCATG
GTTCATCCAGTCACTTTGCGCCATGCTGAAACTGTACGCGCACAAGCTGGAATTCATGCACATCCTCACT
CGTGTTAACCGGAAGGTGGCCACGGAATTTGAGTCCTTCTCCCTGGACGCCACTTTCCATGCAAAGAAAC
AGATCCCGTGTATTGTGTCAATGCTCACAAAAGAACTGTACTTTTATCACTAAAGGAATGACTGGGAGTG
GGGTAGGGGCATGTTTCTGTTTTGGTTTTTTTTTTTGGTTTTTGTTTTTTGTTTTTTTTTTTTTATTTGA
ATGCCAAATGAGAAAACTGTCAGGGAGACTTTTTTTTTCCCCTCTCATTTAAATCAAATCCGATGTTCCA
GGTCGTCATTGAACAATACCACTGCCTGCAATGCAGCCACAATACAATACCTCAGCTTTGATATCAGGTA
GTTGAAATGAAATTTAATTAGGAACAAATAAATGTCAATAATGGTACAACCATCATAGAAGAAATTGGAA
AGTCACACTTTGGTAATTAGAGAGATTTGGTGCCACTATGAATTTGAAATTACGAAGCAGTGATGATCTT
ATACCCCCTCCTCACATCTAGAATGTCACTTTAGTTTTCGTTAAGCATAGGAACGATAATGTCAAGTGGT
ATGTCTTAGAACTTGAATCCACGAGCAGAGTCAAAGGCTGGTTTTGGAACTGATCTGTGGAAATGAAGAG
TTGGAGCACTGTAGCACACATTATAGCTACTGGTTTTGTGACAGTTGACCAGGTCACATATTTATTATTT
AAGACAAAAGTCGTGTTTTATTATTGGAACAAAAATAACTTTATATGAGAGGAAAACCATGTGTGAACTT
GGTTGGCTTGTTGAAGGCTACCATCCTTCAGTGGTGGACATGACGACAGGGTGCTACGATCCACCAGCAT
TTGTTTCTTACTTATTCTTATGCAAATCAGCCTAATTTTACAGACCAGCAAAATATCTAAAGAGCGATTA
TGCAGCAGCCTCAAATTGTTGACTATTAGAATGGAATAAAGGAATTCTACAGGAACAGACCATAATACCA
GCTGTCAGTCAGAGCGTAAGGAAAGGAGAGGTGGCATCTCCTGTGATTGGAGAGAAGATGGTTTGAGCCG
GAGCAGAGCCATGGGCACGTCTTCAGAAAAGGCCTGCTAGTTGGACCCACCTTGTGAGCACTGGTCTGTG
TGGATGATGTCCAAGTTACCACATGAGACTGAACCAGATCAGAAGCTCCTGCAAAAAGGCTTTCCCAGAG
TGCTGAGCATCTCAAGAAAGTTCACTGGACTCCATGTACAGAGTCTGTAGCATGCTGACTTTTCTGTTGA
AGTTTACAATGAAAGGAAAATGATGGTGATATTTGTACCGTCACTAGAAATGAAGGGCCCTGGCACACGG
GACTTGGAAAGCATCCAGCAATAGGCCCTGCAGCCCATGTGGAGGAGCTGCAGACTGGAGTCCACCCCTC
CTCCCCATCAGGGCGTCTGTGCTCCAGGCTTCCTTAATCATGGAGGTGCTGAGTCATCGCTGGCTCTCCC
TGTGGGTCCAGCATTTCCCATAAGCCTCCTTATTGCACAAAGAAAGGAAGGAACTCACATTATAACTGAT
AGTAGGTTCTTGTTTAGACTGGATTTACTGTTAACTCTTTTCTAAGTAAATACAGCATGTGGTGGTATTT
TAAAATGTGTTCCCATGTGACAATTTTATAAAAGTCAGATATCTTGCATTTTTATTTCAAAACATAAATT
CAGATTTAAAATTA

Cogaltilan gen bolgesinin uzunlugu: 163bp
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EK 7. Rattus norvegicus Actin Beta (Actb)

GTCGAGTCCGCGTCCACCCGCGAGTACAACCTTCTTGCAGCTCCTCCGTCGCCGGTCCACACCCGCCACC
AGTTCGCCATGGATGACGATATCGCTGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGGCTT
CGCGGGCGACGATGCTCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGCCGCCCTAGGCACCAGGGTGTGATG
GTGGGTATGGGTCAGAAGGACTCCTACGTGGGCGACGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTGACCCTGA
AGTACGCATTGAACACGGCATTGTCACCAACTGGGACGATATGGAGAAGATTTGGCACCACACTTTCTA
CAATGAGCTGCGTGTGGCCCCTGAGGAGCACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCCCCTCTGAACCCTAAGGCC
AACCGTGAAAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTAGCCATCCAGG
CTGTGTTGTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACTGGCATTGTGATGGACTCCGGAGACGGGGTCACCCA
CACTGTGCCCATCTATGAGGGTTACGCGCTCCCTCATGCCATCCTGCGTCTGGACCTGGCTGGCCGGGAC
CTGACAGACTACCTCATGAAGATCCTGACCGAGCGTGGCTACAGCTTCACCACCACAGCTGAGAGGGAAA
TCGTGCGTGACATTAAAGAGAAGCTGTGCTATGTTGCCCTAGACTTCGAGCAAGAGATGGCCACTGCCGC
ATCCTCTTCCTCCCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGCCTGACGGTCAGGTCATCACTATCGGCAATGAGCGG
TTCCGATGCCCCGAGGCTCTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCCTGTGGCATCCATGAAACTA
CATTCAATTCCATCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGTAAAGACCTCTATGCCAACACAGTGCTGTCTGG
TGGCACCACCATGTACCCAGGCATTGCTGACAGGATGCAGAAGGAGATTACTGCCCTGGCTCCTAGCACC
ATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTACTCTGTGTGGATTGGTGGCTCTATCCTGGCCT
CACTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTGCA
CCGCAAATGCTTCTAGGCGGACTGTTACTGAGCTGCGTTTTACACCCTTTCTTTGACAAAACCTAACTTG
CGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARA
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