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OZET

Deneysel spinal kord yaralanmasinda miR-20a ve miR-125b ekspresyonlarinin
apopitoz ve enflamasyon tzerine etkileri

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hedef mRNA'lara baglanip, mRNA’larin
translasyonlarnim baskilayan kisa (18-25 nukleotid uzunlugunda), kodlanmayan
RNA'lardir. MiRNA'lar hicrede cok sayida fizyolojik ve patolojik stireclerde yer
alan, post-transkripsiyonel gen regtlasyonunda énemli roller UGstlenen yapilardir.
MiRNA'lar; gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel dizenlenmesi, metabolik
dizenleme, hafiza ile sinaptik gelisim, organizmada embriyogenez, organogenez,
farkhlasma ve buyimenin kontrolU gibi kritik rollere sahiptir. Bunlarin yanmnda,
son zamanlarda yapilan arastirmalarda, miRNA'larin kanser, metabolik
hastahklar, kardiyovaskiler hastahklar, virls enfeksiyonlann ve travmatik
norolojik yaralanmalarda da 6nemli rollerinin oldugu gosterilmistir. Hucrelerde
meydana gelen fonksiyonel bozuklugun olusmasinda, en 6nemli mekanizma,
miRNA'lann ifade dizeyinde meydana gelen degisikliklerdir. Bu baglamda,
hiicrelerde miRNA'larin degisen ekspresyon dizeyleri ile hastahklarin olusumu ile
teshis ve terapotik uygulamalar arasinda ¢ok yakin iligkiler ortaya cikarnlmstir.
Gunuimuzde molektler tip uygulamalarinda miRNA’lar, hastahklarin gelisiminde
yeni bir belirte¢ olarak kullamlmaktadir. Spinal kord hasari (SKH) motor ve
duysal fonksiyonlarin tam veya kismen kaybina neden olan ciddi bir merkezi sinir
sistemi hastahgidir. Bugline kadar gelistirilen cesitli tedavi stratejilerine ragmen,
SKH sonras1 fonksiyonel iyilesme icin etkili bir tedavi henliz tam olarak
bulunamamistir. Son yillarda yapilan cahismalar ve biyoinformatik analizler SKH
patogenezinde, miRNA'larin ifadelerinde meydana gelen degisimlerin, sekonder
doku hasarninda etken olabilecegini gostermektedir. Sicanlarda yapilan deneysel
cahismalarda, microarray analizlerine goére SKH sonrasinda 300'e yakin
MIRNA'mn eksprese oldugu ve 97 miRNA'mn ifadesinde 6nemli degisikliklerin
meydana geldigi rapor edilmistir. Bu bulgular, SKH tedavisinde, miRNA'larin
potansiyel hedefler olabilecegini dustndirmektedir. miRNA'lann  SKH
patogenezinde cesitli koruyucu veya zararh etkilerinin olabilecegi ileri
surulmektedir. Bununla birlikte, ginimutzde hala SKH patogenezinin altinda
yatan mekanizmalar tam acik degildir. Bu nedenle cahsmamzda, deneysel olarak
yetiskin erkek sicanlarda olusturulan SKH’nda miR-20a ve miR-125b
ekspresyonlan ile apopitoz ve enflamasyon arasindaki iliskilerin mikroskobik,
immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik yontemler ile arastirnnimasi
amaclandu.

Bu amagcla 42 adet Wistar cinsi erkek sican, herhangi bir cerrahi islem
yapilmayan kontrol grubu, spinal kord T2-T7 segmentleri arasinda yalnzca
laminektomi olusturulan sham operasyon grubu ve T2-T7 arasinda Kklip
kompresyon yontemi ile SKH olusturulan deney grubu olmak Uzere 3 gruba
ayrnldi. SKH'n takiben deney grubunda yer alan hayvanlar da kendi aralarinda;
spinal kord hasarn olusturulduktan sonra yalmzca serum fizyolojik verilen deney
kontrol grubu; spinal kord hasarnn takiben MP tedavisi uygulanan grup olarak 2
alt gruba aynldi. Tum sham ve deney gruplarindan spinal kord doku 6rnekleri
yaralanmayi takiben 1, 3, 7, ve 14. gunlerde elde edilerek, 151k ve elektron
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mikroskobik, immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik ydntemlerle
degerlendirildi.

TNF-a ve IL-6 ekspresyonunun, deney kontrol grubunda 1. ve 3. giinlerde
yikseldigi, 7. ve 14. gunlerde azaldigi, MP tedavisi alan grupta ise 6zellikle 7. ve
14. gunlerde her iki sitokinin anlamh olarak azaldigi belirlendi. Kaspaz-3
ekspresyonun, deney kontrol grubu 1. ginde yukseldigi, 3, 7 ve 14. gunlerde
anlamh olarak azaldig: izlendi. Tedavi gruplaninda kaspaz-3 ekspresyonunun
azalmis oldugu dikkati gekti. Isik ve elektron mikroskobik incelemelerde, SKH
olusturulan gruplarda, néronlarda, gliya hicrelerinde ve miyelinli sinir liflerinde
yapisal dejenerasyonlarin meydana geldigi ve bu degisikliklerin, 1. ve 3. ginlerde
daha belirgin oldugu, 7. ve 14. gunlerde azaldig1 gozlendi. Tedavi gruplannda
hiicresel yapinin, deney kontrol gruplarina oranla daha iyi korundugu belirlendi.
SKH’ndan sonra deney kontrol grubu 1. ve 3. gtinlerde ve tedavi grubu 1. giinde
miR-20a ekspresyonunun upregile oldugu goérildi. miR-125b ekspresyonunun ise
deney kontrol grubu 3. ve 7. gtinlerde downregule oldugu goraldua.

Batin bulgular birlikte degerlendirildiginde, deneysel akut spinal kord
yaralanmasindan sonra miR-20a upregulasyonun proenflamatuvar molekdlleri
indikleyerek enflamasyonu artirabilecegi dusunuldd. Diger taraftan, miR-
125b’nin  kaspaz-3 ile iliskili olabilecegi ve hasardan sonra miR-125b
downregulasyonunun apopitozu inhibe edebilecegi seklinde yorumlandi. Bu
nedenle, miR-20a ve miR-125b’nin SKH’nda biyomarkir ve tedavi ajam olarak
dikkate alinabilecegi kanaatine varildu.

Anahtar Sozcukler: miR-20a, miR-125b, apopitoz, enflamasyon, spinal kord
yaralanmasi.
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ABSTRACT

The effects of miR-20a and miR-125b expressions on apoptosis and inflammation
in experimental spinal cord injury

MicroRNAs (miRNAs) are a class of short (18-25 nucleotide),
noncodingRNAs that bind to target mRNAs, blocking their translation. MiRNAs
are involved in many physiological and pathological processes in the cell and play
an important role in post-transcriptional gene regulation. Furthermore, miRNAs
play critical roles in the organism, such as post-transcriptional regulation of gene
expression, metabolic regulation, memory, synaptic development, embryogenesis,
organogenesis, differentiation and growth control. Additionally, in recent studies,
it has been reported that miRNAs have significant roles in cancer, metabolic
disorders, cardiovascular diseases, viral infections and traumatic neurological
injuries. Changes in the expression levels of miRNAs is the major cause of
functional disorders that occured in the cells. It is revealed that there is a close
relationship between varying expression levels of miRNA and formation, diagnosis
and treatment of diseases. Nowadays, miRNAs are used as a new biomarker for
the development of disease in moleculer medicine. Spinal cord injury (SCI), is a
serious central nervous system disorder leads to complete or partial loss of sensory
and motor functions. Although various treatment strategies has been developed
until today, there is still no effective treatment protocol for functional recovery
after spinal cord injury. In recent years, researches and bioinformatic analyses
showed that the variations in miRNA expression levels can cause seconder tissue
damage in SCI pathogenesis. It has been reported that in experimental SCI model
in rats, approximately 300 miRNAs are expressed and significant expression
changes occured in 97 of those miRNAs according to the microarray analyses. It is
suggested that miRNAs can be potential targets in SCI treatment. On the other
hand It is also suggested that miRNAs may have protective and harmful effects in
SCI pathogenesis. However, the underlying mechanisms of spinal cord injury
pathogenesis is still unclear today. In this study we aimed to investigate the
relationship between miR-20a and miR-125b expressions and apoptosis and
inflamation in experimental SCI model in rats with using microscopic,
immunohistochemical and molecular biological methods.

Fourty two wistar rats were divided into 3 main groups as intact control
group; they did not receive any operation, sham operation group; we created
laminectomy on T2-T7 levels of spinal cord, and experimental group received
spinal cord compression injury. Following injury the experimental group
subdivided into 2 groups as: experimental control group, which did not receive any
drug administration, methylprednisolone treatment group; they received MP
following injury. Tissue samples were obtained from all groups at 1, 3, 7 and 14.
days after injury for light and electron microscopic, immunohistochemical and
molecular biological examinations.

We found an increase in TNF-a and IL-6 levels in experimental control
group on 1. and 3. days. We also obtained that there were a significant decrease in
both cytokines expressions in experimental control group on 7. and 14. days and
MP treatment group. Moreover we observed an increase on kaspaz-3 levels in
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experimental control group on 1 th day. On the other hand, in experimental
control group on 3, 7 and 14. days and in the treatment group there were a
significant decrease in kaspaz-3 levels. Furthermore we found structural
degenerations in neurons, glia cells and axons in the SCI groups of the light and
electron microscopic examinations. These degenerations were more prominent in 1
and 3 days injury groups. However, the ultrastructure of the cells were well
preserved in MP treatment group when compared with experimental control
groups. Also, we obtained that the expression of miR-20a was upregulated in
experimental control group on 1 and 3 days and in treatment group on 1 day after
injury. In contrast we observed that miR-125b expression was downregulated in
experimental control groups on 3 and 7. days.

When all results are evaluated together, we thought that after
experimental SCI, miR-20a upregulation could induce proinflammatory molecules
and thus increases inflammation. On the other hand, we thought that miR-125b
may be associated with caspase-3 and after injury miR-125b downregulation may
inhibits apoptosis. These results suggest that miR-20a and miR-125b can be
considered as biomarkers and treatment agents in SCI.

Key Words: miR-20a, miR-125b, apoptosis, inflamation, spinal cord injury.
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1. GIRIS

Spinal kord hasar1 (SKH), gunumuzde ¢ok sayida insani etkileyen ciddi bir
saglik sorunudur. Motorlu arag kazalari, spor ve eglence aktiviteleri ile isyeri veya evde
diismeye bagl kazalar, spinal kord hasarinin baslica sebepleri arasindadir*. Spinal kord
yaralanmalari sonucu meydana gelen doku hasarinin nedenleri ortaya konulmus olmakla
birlikte hlcresel mekanizmalar hala 6nemli bir arastirma konusu olarak guncelligini
korumaktadir. Yaralanma sonucu uygulanan geleneksel terapotik yontemler, duyusal
islev kaybini ve paralizi 6nlemek icin molekdler bir yaklasimdan yoksundur?. SKH'nda
uygulanan steroid ilag uygulamalar1 ve hiicre transplantasyonu gibi cesitli tedavi
stratejilerine ragmen, yaralanma sonrasi klinik uygulamalarda fonksiyonel iyilesme igin
bugtin hala tam olarak etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir®.

SKH patolojisi iki asamaya ayrilmaktadir; primer yaralanma, travma sonucu
spinal korda dogrudan zarar veren mekanik bir etkidir; sekonder yaralanma ise, iskemi,
fokal kanama, iyonik homeostazin bozulmasi ve enflamatuvar cevaplar iceren, oldukca
karmasik molekiiler reaksiyonlara bagl: olarak meydana gelmektedir*. SKH'ndan sonra
olusan hucresel strecler, degistirilmis gen ifade sekilleri ile iliskilidir, buna bagl: olarak
enflamasyon ve hicre Olimu ile ilgili genler yaralanma sonrasi gucli bir sekilde
upregiile olmaktadir®.

MikroRNA (miRNA)'lar, hedef mRNA'larin veya promotorlerin spesifik dizileri
ile etkileserek gen ekspresyonunu duzenleyen, 18-24 niikleotid uzunlugunda kuguik
kodlanmayan RNA molekiilleridir®. MikroRNA’lar hiicrede transkripsiyon sonrasinda,
mMRNA’lar1 hedef alarak protein sentezini baskilar veya mRNA yikimini hizlandirirlar.
Guniimizde farkli hiicre ve dokularda pek cok yeni biyolojik rolleri kesfedilen
mikroRNA’larin bir ya da birden fazla hedef geni baskilayarak cesitli gelisim
streclerinde, hiicre farklhilasmas: ve c¢ogalmas: ile hiicre 6lumu gibi pek ¢ok farkl:
olaylarda rol oynadiklar: belirlenmistir’. MikroRNA’larin sinir sisteminde mRNA
transkripsiyonu  sonrasi  translasyonda diizenleyici olarak gorev  yaptiklar
bilinmektedir®. Literatirde SKH’na bagli miRNA ekspresyonlarinda meydana gelen
degisiklikler hakkinda yayinlanmig sinirli  sayida c¢alisma bulunmaktadir®.
MikroRNA'larin, SKH'ndan sonra gen ekspresyonlarinin diizenlenmesinde gorev

almalari, bu nedenle de, noronal hicre 6limu ve hicrelerin hayatta kalmalarinin



saglanmasinda potansiyel terapotik ajanlar olarak degerlendirilebilecekleri rapor
edilmistir®.

SKH sonrasinda, pek cok sitokin ve kemokin sentezi ile beraber, hasar goren
bolgenin periferik kan l6kositleri tarafindan esgudidmli infiltrasyonuyla karakterize
olan, giicli bir immin cevap baslamaktadir’. SKH’nin akut evresindeki travmatik
cevrede, proenflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNF-a’nin yiiksek ekspresyonu
belirlenmistir. Biyoinformatik analizler, miRNA'larin, enflamasyon cevabina aracilik
eden mRNA'larin hedeflenmesi yoluyla, SKH'indan sonra enflamasyona katildiklarini
ortaya koymaktadir®. SKH'inda enflamatuvar cevabr modiile eden sitokinlerin (IL-1, IL-
6 ve TNF-a) ekspresyonlari yaralanmadan sonra seviyeleri degisen miRNA’lar
tarafindan diizenlenmektedir™.

Merkezi sinir sisteminde hasari1 takiben hiicrelerde olusan apopitoz; néronal
atrofi, akson demiyelinizasyonu ile mikroglial nodll olusumlariyla sonuglanan, baslica
noronlar, oligodendrositler ve mikroglial hiicrelerde olusan aktif bir hicre 6lim
seklidir™*?2. Kaspazlar, apopitotik yolun en etkili efektorleridir; bundan dolay: da,
programlanmis hticre 6limu icin énemli aracilardir. Kaspaz-9; kaspaz-3 ve kaspaz-7
gibi, efektor kaspazlarin inaktif formlarini parcalayan bir ka¢ baslatici kaspazdan
birisidir. Buna Kkarsilik, aktif kaspaz-3, yaralanmayi takiben apopitozun temel aracisidir
ve hem kaspaz-9'u hem de kendisini parcalayabilir'®. miRNA’larin, proapoptotik ve
antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu inhibe ederek apopitozda rol oynadiklar
bilinmektedir. SKH'ndan sonra, proapoptotik genleri hedefleyen birden cok miRNA
downregile olurken, antiapoptotik genleri hedef alan miRNA'lar upregiile olarak
diizenlenmektedir'®.

Biyoinformatik analizler, SKH’ndan sonra degisen miRNA ekspresyonunun
sekonder SKH patogenezine katkida bulunabilecegini 6nermektedir. Bununla birlikte,
SKH patogenezinin altinda yatan mekanizmalar gunimizde halen tam olarak
anlasilamamistir ve bu konuda yeni miRNA'lar kesfedilmeye devam etmektedir.
Dolayisiyla spinal kord hasari ile iliskili miRNA'larin islevlerini ve hedeflerini
arastirmak icin daha fazla calisma gerekmektedir'*®. Guniimize kadar literatiirde
SKH’nda miR-20a ve miR-125b’nin apopitoz ve enflamasyonla iliskisini arastiran bir

calismaya rastlanmamastir.



Sunulan bu c¢alismada, deneysel olarak yetiskin erkek sicanlarda olusturulan
SKH’nda, miR-20a ve miR-125b ekspresyonlari ile apopitoz ve enflamasyon arasindaki
muhtemel iliskilerin mikroskobik, immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik

yontemler ile arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Spinal Kord Histolojisi

Spinal kord, direkt olarak beyin sap: ile devam eden silindirik sekilli bir
organdir. Omurga kanali icinde, foramen magnumdan ikinci bel omuru hizasina kadar
uzanir. Enine kesitte spinal kordun oval bir sekle sahip oldugu goralur. Posteriyorda,
dorsal median septum vasitas: ile spinal kord iki esit parcaya ayrilir, anteriyorda ise
anteriyor (ventral) median fissur adinda, derin longitidunal bir yarik bulunur. Spinal
kord tumuyle pia mater ile sarilmistir. Pia mater anteriyor median fissuradan iceri dogru
girer'’,

Spinal kord, 31 segmente bolinmustr (8 servikal, 12 torasik, 5 lomber, 5 sakral,
ve 1 koksigeal) ve her segment 1 ¢ift spinal sinir ile baglantihdir. Her spinal sinir,
korddaki segmentine dorsal ve ventral kokler halinde gruplanmis birkag kokcik ile
baglanmugtir'®.

Spinal kord’un uzunlugu boyunca ¢ap: hafifce degisir ancak enine kesitlerde her
zaman merkezi kanal etrafinda iki tarafli simetri gosterir. Spinal kordda gri madde i¢
kisimda yer alir ve merkezi kanal gcevresindeki gri birlesme yeri ile birbirine baglanan,
iki arka boynuz (duyusal) ve iki 6n boynuzdan (motor) meydana gelmis, H sekilli bir
yapidir™.

Gri madde igerisinde ¢ok sayida astrosit ile o6zellikle 6n boynuzlarda motor
noronlarin buyuk htcre govdelerini (perikaryonlar) icerir. Sinir hicre perikaryonlar:
gruplar halinde gri cevherde bulunurlar. Blyiuk motor néronlar (Golgi tip I) anteriyor
boynuzda yerlesmislerdir ve rutin histolojik preparatlarda kolaylikla izlenen buyuk
bazofilik hucrelerdir. Belirli bir diizen gostermeksizin 6én boynuzda oldukca yogun
kiimeler olustururlar. Néroplazmadaki Nissl cisimcikleri kaba ve c¢ok sayidadir®’.
Efferent noronlar olan motor néronlarin aksonlar1 spinal kordu terk ederek ventral
kokun icinden geger, o segmentin spinal sinirinin bir komponenti olarak kaslara gider.
Akson baslangi¢ ve sonlanma kismi haricinde miyelin kilifa sahiptir. Kas hiicresinin
yakininda akson kas hucresi ile néromuskler baglantilar olusturan ¢ok sayida terminal
dallara ayrilmaktadir®.

Dorsal kok gangliyonlarindaki duyusal néronlar psddounipolar tiptedir.

Psddounipolar néronun tek bir uzantisi vardir ve bu uzanti periferden hiicre gévdesine



bilgi getiren bir periferik segmente ve hiicre gévdesinden spinal kordun gri cevherine
bilgi gotiren bir merkezi segmente bolinlr. Duyusal ndron MSS’ye impulslar tasidig
icin afferent norondur. Impulslar periferik segmentin terminal reseptor dallanmalarinda
olusturulurlar®®,

Sinir liflerinden olusan beyaz cevher, gri maddeyi cgevreler ve agirlikli olarak
oligodendrositleri ve omurilik boyunca uzanan miyelinli akson demetlerini icerir. Gri
cevherin posterior boynuzu ile dorsal median septum arasinda posterior ya da dorsal
funikulus uzanir. Beyaz cevherin geri kalan kismi ise ventral boynuz ve sinir kokleri
vasitasi ile lateral sutunlara, anterior median fissur ile de ventral sutunlara ayrilmistir.
Posterior boynuzlarin ug kismi ile spinal kord yizeyinin arasinda ince sinir liflerinin
bulundugu beyaz cevher bolgesine Lissauer hatti (Lissauer zone), gri madde

uzantilarinin beyaz maddeye karistigi bélgeye Formasyo retikiilaris adi verilmektedir'”’.

2.2. Spinal Kord Yaralanmalan

Spinal kord hasar1 diinyada her yil 180.000’den fazla insanda kalic1 sakatliklara
neden olmaktadir'®. SKH gibi kompleks patolojik doku hasarlari icin tam olarak etkin
bir tedavi yontemi bulunmamasindan dolayr morbidite ve mortalite oran1 oldukca
yiiksektir?®. Giiniimiizde SKH klinikte hala énemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir ve bu yaralanmalara bagli tedavi giderleri de tim diinyada ekonomik olarak
agir bir yiike neden olmaktadir®. Kaza ve siddet kaynakli mekanik etkenlere bagl:
olusan spinal kord yaralanmalar1 daha ¢ok travmatiktir, bununla birlikte diskopati ve
timor kaynakli cok sayida travmatik olmayan spinal kord hasarlari da vardir®.
Travmatik spinal kord hasarinda, mekanik travmaya bagli olarak spinal kordda
transeksiyon, yirtilma, gerilme ve baski meydana gelmektedir’®. Spinal kord
yaralanmasinin tam veya kismi olmasina bakilmaksizin parestezi, disestezi ve kronik
noropatik agri da dahil olmak Gzere, anormal duyular yaralanmadan sonra bir kag ay
icerisinde gelismektedir®®. Bu duyular, kortikal uyarilmay: etkileyebilir ve daha sonra
da bilissel yetersizlik ve psikolojik problemleri baslatabilir®*?.

Akut SKH, primer ve sekonder hasar olmak Uzere birbirini takip eden iki
asamaya ayrilir’®. Primer hasar, dogrudan mekanik travmanin neden oldugu néral
dokunun hasarint kapsar®. Ik mekanik hasar, spinal kord fonksiyonunu biiyiik 6lciide

etkileyen noral, vaskiler ve bagisiklik sistemlerini iceren karmasik bir dizi sekonder



reaksiyonlar tetikler'®. Hasarin yayilmasinin (eksitator aminoasit kaynakl: intraseliiler
Ca*? artis1, proteoliz, serbest radikaller ve NO olusumu gibi) nedeninin, hiicresel
fonksiyon bozuklugu ve hucresel o6limle sonuclanan biyokimyasal reaksiyonlar

zincirininin aktivasyonuna bagli olabilecegi dustintilmektedir?’?32%3

. Yaralanmaya
bagl: olusan bu kademeli yikici olaylar sekonder yaralanma olarak tanimlanir®. insanda
SKH’na yol agan mekanik olaylari taklit etmek (zere cesitli deneysel modeller
gelistirilmistir®. SKH patofizyolojisini hiicre ve molekiiler seviyede inceleyebilmek
uzere gelistirilen hayvan modelleri guvenilir, tutarli ve tekrarlanabilir olmahdir. Cogu
arastirma laboratuvarlarinda, sicanlar veya fareler gibi memelilerde en yaygin kullanilan
modeller kontiizyon hasari veya transeksiyon modelleridir’. SKH arastirmalarinda
kullanilan bir diger model ise kompresyon (sikistirma) modelidir; bu modelde, spinal
korda anevrizma klipsi uygulanarak yaralama meydana getirilir®’. Primer hasar
bolgesinde uygulanan mekanik kuvvetler, néronal ve endotel hiicre membranlarinda
onemli hasarlara neden olmaktadir. Bu da hasar bolgesinin yumusak kivami ve zengin
vaskiler yapisi nedeniyle, agirlikli olarak gri maddede yerlesen hemorajik nekroza
sebep olmaktadir®®. SKH sonras: aksonal dayaniklilik miyelin kilif varligina baghdur’,
Gegici klip ile sikistirma modeli kullanarak olusturulan SKH’nda, yaralama derecesi
arttikca, gri cevher yikimina kiyasla mm? basina daha fazla miktarda miyelin kilif
yikimi gozlenmistir. Diger taraftan, kompresyon yaralanmas: sonucunda biyik caph
miyelinli liflerin belirgin bir sekilde korundugu, kicuk miyelinsiz liflerin daha
savunmasiz olabilecegi rapor edilmistir®. Spinal kordda kompresyonun surekliligi ile
sekonder hasar mekanizmalarina doniisen hiicresel reaksiyonlar ve spesifik molekdller
ortaya gikmaktadir'. Gri cevher hemorajisi ile lezyon bélgesinde meydana gelen direkt
hicre Olumune ragmen, primer hasar spinal kordda buytk bir yikima neden
olmamaktadir®*. Bununla birlikte, sekonder hasar mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasiyla
beraber, klinik ve hucresel tablo olumsuz yoénde degismektedir. Sekonder hasar;
vaskiler degisiklikler, biyokimyasal bozukluklar ve hicre 6limune yol agan hiicresel
cevaplar iceren, birbiriyle iliskili stirecleri kapsamaktadir®™. Spinal kord hasarindan
sonra gros degisikligin en erken belirtisi, ilk 2 saat icerisinde, travma bolgesinde
hemorajik alanin genislemesi ve sayisiz yaygin mikro kanamalarin ortaya
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cikmasidir®®®. Kisa bir siire sonra (6 saat) beyaz cevherde 6dem olusmaktadir®.

Travma sonrasi ilk gin (12-24 saat), hemorajik alanlar biyumeye ve daha fazla



konfluent (mukozit) hale gelmeye devam eder. Ayrica yaralanma bolgesinde gri ve
beyaz cevher sinirlari kaybolur ve dem artar, doku yumusar ve siser®®. Kanama tictincii
gune kadar devam eder; sekizinci giinde ise tamamen durur. Yaralanmadan 21 gun
sonra, spinal kordda acgik bir sekilde gorilebilen ve on dort hafta boyunca genis kistik
bolgeleri olusturmak tizere birlesen kavitasyonlar olusur. Bu bolgeler cogunlukla gliyal
hiicrelerden olusan yara dokusu ile cevrilidir*. SKHnin kronik evrelerinde,
patofizyolojik olaylarin gelisimi primer yaralanma alaninda spinal kordun atrofisine yol
acar’. Sekonder hasarin vaskiiler siirecleri, 6dem olusumu ile yakindan iligkilidir ve
kan-spinal kord bariyerinin bozulmasini igerir. Kan-spinal kord bariyerinin bozulmasi,
notrofillerin ve makrofajlarin istilasiyla birlikte post-travmatik enflamatuvar yaniti da
tetikler. Ayrica, astrositlerin de bu sureclerde 6nemli rolleri bulunmaktadir. SKH
sonrasi astrositlerin, astrogliyozis olarak bilinen hiperplazi ve hipertrofi olmak Gzere iki
cevabi ortaya cikmaktadir®’. Hipertrofi, hasar gérmiis kan- beyin bariyerinin onarimin:
kolaylastirirken, hiperplazi ise gliyozis gelisimine neden olmaktadir. Astrositlerdeki
ileri morfolojik, molekuler ve islevsel degisikliklerle karakterize olan bu iki sureg,
primer yaralanmadan sonra spinal kord hasarina da katkida bulunmaktadir®. Travma ile
aktive olan endotel hicreleri ve gliyal hiicreler, spinal kord perfiizyonunu etkileyen ve
plazmadan koken alan molekullerin, kordun igine ge¢cmesini kolaylastiran, vazoaktif
maddeleri (6r: reaktif O, molekiilleri, NO ve histaminler gibi) serbest birakirlar®, Kan-
spinal kord bariyerinin bozulmasi, hem endotelyal glikokaliks zerindeki bolgelerde
anyonik yukun gecici olarak kaybedilmesi hem de sitokinleri de iceren plazma
proteinlerinin ekstravazasyonu ile karakterizedir®. Tator ve Koyanagi*, insan
SKH’ndaki vaskuler etkiler (zerine yaptiklari calismada, yaralanma alaninda
hemorajinin gri cevherde daha belirgin oldugunu bildirmislerdir. Bunun aksine, beyaz
cevherde akut evrede miyelin kilif bozulmas: ve aksonal sisme dahil non-hemarojik
dejeneratif degisikliklerin meydana geldigini gostermislerdir®.

SKH’n1 takiben sekonder doku kaybinin bir gostergesi de, hicre ici enerji
substratlarinin kaybedilmesidir**>*. Bu enerji kaybi, vaskiiler hasar ve ardindan da

reperflizyona bagh endotel hasarindan kaynaklanmaktadir®®*.

Ayni  zamanda
mitokondrial disfonksiyon, iskemik ve mekanik yaralanmalarda hiicre hasarina neden
olmaktadir®. Primer yaralanmanin baslangicindan itibaren veniil, kapiller ve arteriollerin

vaskiler hasari kord dokusuna kan akisini sinirlar®®. Kisa stire sonra vazospazm?,



trombozis*’ ve kardiyak verimin azalmasina neden olan nérojenik sok gibi sekonder
hasar mekanizmalar: olusur®®. Bu siirec hiicresel seviyede, hem oksidatif fosforilasyon
hem de glikolitik yolun kaybi olarak kendini gosterir. Sonucta hicresel enerji
metabolizmas: zayiflar ve ATP yokluguna yol acar. ATP yoklugu da; hucre zar
gecirgenliginin kaybedilmesi, lizozomal iceriklerin salinmas: ve kalsiyuma bagl yikici
enzimlerin aktivasyonu gibi nekrotik mekanizmalari1 tetiklemektedir. Bu enzimlerin
arasinda sitoiskelet bilesenlerini, gekirdegi ve plazma membranini pargalayan proteaz,
fosfolipaz, ATPaz ve endoniikleazlar bulunmaktadir®“°,

Superoksit (O;") ve hidroksil (OH") gibi serbest radikaller mitokondriyal elektron
tasima zinciri ve mikrozomal sitokrom P-450 sisteminin bir parcas: olarak, normal
hiicresel metabolizma sirasinda kiciuk miktarlarda Uretilmektedir. Serbest radikaller
yetersiz oksijenasyonun etkisiyle, travmatik yaralanmalar sonucu da olusmaktadir.
Serbest radikaller, proteinler, lipidler, niikleik asitler ve glikozaminoglikanlar gibi hicre
dis1 matriks proteinleri ile reaksiyona girerek, bu molekdllere zararl yonde etki ederler.
NO, vaskiiler endotel hiicreler ve néronlar tarafindan MSS’nde fizyoljik olarak da az
miktarda Uretilen, yayilabilir reaktif bir gazdir. Nitrik oksit, hticrede lipidleri, DNA’y1
ve proteinleri dogrudan okside edebilen guclii oksidan olan peroksinitriti (ONOQO)
olusturmak lizere O ile reaksiyona girer’. Sicanlarda yapilan deneysel bir calismada,
peroksinitrit’in, spinal kord yaralanmalari sonrasinda asirt artis gosterdigi ve néronal
kayiplara ve lokomotor fonksiyonel bozukluklara neden oldugu gdsterilmistir™*. Diger
taraftan asirt NO Uretiminin de norotoksititeye sebep olabilecegi 6ne strtilmistiir?,

SKH ekstraseltler eksitator aminoasit (EAA) konsantrasyonunda artisa yol agan
biyokimyasal basamaklar: baslatmakta ve glutamat reseptor aracili eksitotoksik olaylara
neden olmaktadir®. Glutamat, sinir sisteminde gorev yapan onemli bir
norotransmitterdir. Salindiktan sonra, spesifik tasiyici proteinler, sinaptik araliktan
ekstraseliler glutamati hizla uzaklastirmaktadir. Fazla glutamatin temizlenmesi normal
sartlar altinda bu maddenin birikimi 6nlemektedir. Ancak, SKH hiicre dis1 glutamat
konsantrasyonunu norotoksik seviyelere yukseltir. Ekstraseliler glutamatin asir
yukselmesi, glutamat hiicre membran reseptorleri olan; iyonotropik N-metil-d-aspartat
(NMDA), AMPA/Kkainat reseptorleri ve metobotropik glutamat reseptorlerinin asir
stimulasyonuna neden olur. Gergekten de, NMDA glutamat reseptérunin SKH'nda

glutamat eksitotoksisitesinin belirli yonlerine aracilik etmede anahtar konumda rol



oynadigi konusunda genel bir géris birligi bulunmaktadir®. Bu eksitotoksisite, Ca*?
bagimli mekanizmalar araciligiyla néronlarin élimine neden olmaktadir. NMDA
reseptorlerinin glutamat aktivasyonu ile Ca*? iyonlarinin néronlara akisi, cesitli
sekonder stireclerin aktivasyonuna da yol acar. Asiri Ca**’a bagli norotoksisite, serbest
radikaller ve NO olusumu, proteazlarin ve endonikleazlarin aktivasyonu, mitokondriyal

hasar ve apopitozun indiiksiyonu gibi birgok spesifik siireclerden de sorumludur®.

2.3. Metilprednizolon Tedavisi

SKH'nda sekonder yaralanma kritik Oneme sahiptir. Bu siiregte; apopitoz,
oksidatif stres ve enflamatuvar immun reaksiyonlar yer almaktadir. Sekonder hasar
yolaklari, fonksiyonel iyilesmenin etkinligini arttirmak icin SKH tedavisinde potansiyel
terapotik hedefler sunmaktadir®. Enflamatuvar hastaliklar: tedavi etmek icin kullanilan
sentetik bir glukokortikoid olan metilprednizolon (MP), SKH igin noroprotektif bir
tedavi ajani olarak klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir’*®. 1990'da Bracken ve
arkadaslar®®, SKH tedavisinde metilprednizolon etkinligini ilk kez bildirmislerdir. Bu
calismadan sonra akut SKH'nda intravendz yiksek doz MP kullanim: bu hastalarda
standart bir tedavi haline gelmistir. Gectigimiz 10 yilda literatirde SKH'nda steroidlerin
kullanihip kullanilmamas: gerektigine iliskin ciddi tartismalar yapilmistir. Amerikan
Beyin Cerrahi Birligi, MP'nin standart olarak degil, bir segenek olarak kullanilmasini
onermektedir’’. Metilprednizolon, antienflamatuvar sitokin salinimin: uyaran ve néral
hlcrelerin hayatta kalmasini saglamak (zere oksidatif stresi azaltan gucli bir
glukokortikoiddir®®. Metilprednizolon ayn1 zamanda, primer ve sekonder adrenokortikal
yetmezlik, romatizmal bozukluklar, siddetli alerjik reaksiyonlarin kontroli ile
dermatolojik hastaliklarin da tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir®®. Etki
mekanizmas: tam olarak bilinmemekle birlikte, kortikosteroidlerin, hiicrede membran
yapilarini stabilize ettigi, kan-spinal kord bariyerini korudugu, endorfin salinimim
Onledigi ve SKH sonrasi vazojenik ¢demi ve enflamatuvar cevabi azaltma gibi
potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir"’. Amerikan ulusal akut spinal kord hasarlar:
calisma grubu (NASCIS), SKH sonras: ilk 8 saat icinde ylksek doz intraven6z MP
tedavisini tavsiye etmektedir®™. Son 30 yilda tamamlanan bir dizi klinik cahsma ve
meta-analizlerde, yaralanmadan 8 saat sonra SKH’l1 hastalara MP verildiginde motor

fonksiyonlarda iyilesme oldugunu bildirmislerdir®®. Bircok calismada, MP'nin iltihabi



reaksiyonlar: azalttigi, oksidatif stres ve ndronal apopitozu inhibe ettigi ve SKH
sonrasinda da fonksiyonel iyilesme (zerine noéroprotektif etkiye sahip oldugu
gosterilmistir®. Bunlarin diginda, hasarli spinal kordda MP tedavisinin lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi ve oligodendrositleri apopitozdan korudugu
kaydedilmistir®. Lu ve arkadaslari, sicanlarda yaptiklar: deneysel SKH sonrasi MP
tedavisinin, spinal kord 6n boynuzunda hayatta kalan ndron sayisin arttirdigini, lezyon
boyutunu azalttigini, néronal apopitozu baskiladigini ve lokomotor fonksiyonel
iyilesmeyi de arttirdigini bildirmislerdir’*. MP’un apopitoz (zerindeki inhibe edici
etkisini ve SKH sonrasi1 norolojik fonksiyonun restorasyonunu Wnt/B-katenin sinyal
yolagi Uzerinden gerceklestirildigi  dustnilmektedir. Akut SKH tedavisinde
metilprednizolon uygulama sirasinda ortaya ¢ikan yan etkilere ve sinirl etkinlige sahip
olmasina ragmen, gunimizde hala 6nemli bir tedavi edici ajan olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle SKH icin daha guivenli ve etkin bir tedavi saglanincaya kadar,

MP tedavisi uygulamasinin siirecegi 6ngériilmektedir®.

2.4. Enflamatuvar Cevaplar ve Sitokinlerin Rolt

SKH, kan-spinal kord bariyerinin bozulmasi, bunun ardindan periferal immin
hicrelerin ardisik infiltrasyonu, mikrogliyalarin aktivasyonu ve enflamatuvar sinyal
yolaklarinin indiiksiyonu ile baslatilan enflamatuvar siirecleri aktive etmektedir'.
Enflamasyon cevaplari, SKH’nin akut ve kronik fazlarinin patogenezinde hayati éneme
sahiptir. Bu fazlar boyunca, MSS hem dogustan hem de sonradan kazanilan immdinite
ile iyilesebilmektedir.

Notrofiller, non-néronal ve nodronal dokuda yaralanma yerine ulasan ilk
enflamatuvar hucrelerdir. Miyeloperoksidaz (MPQ) aktivitesi ile Ol¢llen nétrofillerin
travma sonrasi birikimi, ilk U¢ saat icinde belirgin olarak artar ve SKH sonras: tglnci
gline kadar yiiksek seviyede kalir®. Spinal kordda nétrofil dolagiminin yiiksek olmast,
hicreler arasi adezyon molekilleri (ICAM-1) ve trombosit-endotel hiicre adezyon
molekdlinin (PECAM) upregulasyonundan kaynaklanabilir. Bu iki molekul endotel
hicrelerinde eksprese edilir. Nétrofiller, notrofil proteazlarin ve reaktif O, tlrlerinin
salinmas ile sekonder hasarin modiilasyonunda rol alir®2. Nétrofiller ayrica makrofajlar:

bélgeye ceken sinyal proteinlerini de salgilamaktadirlar®.
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Spinal kordda mikrogliyalarin aktivasyonu ile kan monositlerinden kaynaklanan
makrofajlar, yaralanmadan sonraki ilk gunlerde yaralanma bolgesine sizar ve ilk hafta
boyunca pik yaparlar ve aylarca da yiiksek seviyede kalirlar®®. Makrofajlar hiicresel
artiklart ve 6lu hucreleri yok ederler, ayrica antijen sunarlar ve proenflamatuvar
sitokinleri, ROS, NO ve proteazlar: salgilarlar'®. Mikrogliyalar, spesifik hiicre yiizey
molekdllerinin ekspresyonu ve IL-1, TNF-o gibi sitokinler ile Iokotrienler ve
prostaglandinleri salgilayarak, mikro ¢evredeki bozukluklara hizla tepki verirler. SKH
sonrasi 1. glinde post-travmatik mikrogliya aktivitesi belirgindir, bununla birlikte aktif
mikrogliya sayisi ilk yedi ginde artar ve 2-4. haftalarda stabillesir®. Mikrogliya
hiicrelerinin lezyon merkezindeki baslica rolleri hiicresel artiklarin hizla fagositozudur®.

SKH, antienflamatuvar bir sitokin olan transforming blylime faktori-p (TGF-
B)’nin ekspresyonunu uyarmaktadir. Proenflamatuvar sitokinlerin aksine, TGF'nin
ekspresyonu oldukga gecikmektedir. Lezyon yerinde 24 saat icinde bulunmasina
ragmen, mMRNA seviyeleri 7 gun sonraya kadar pik yapmaz. TGF-B, proenflamatuvar
sitokinler Gzerine etkilerini, INOS’1 downregiile ederek ve endotel CAM'lerini azaltarak
gostermektedir’.

T-lenfositler saglikli spinal kordda az sayida bulunurlar, buna karsin,
yaralanmadan sonra birinci haftada mikrogliya ve makrofajlarin gocine paralel olarak
kademeli bir sekilde bu hicrelerin sayilari artar. T-lenfositler, aktive olduklarinda hedef
hicreleri oldirebildikleri ve sitokin dretebildikleri icin, MSS bagisiklik sisteminde
6nemli rollere sahiptirler. Schwartz ve arkadaslari, hem dogal hem de edinilmis immun
cevaplarin, MSS’nde akson yaralanmasindan sonra iyilesme surecinde gerekli oldugunu
belirtmislerdir. Yaralanmadan sonra MSS'ne otoimmiin T hiicrelerinin enjeksiyonunun
siganlarda hasarin yayilmasini azalttigi ve SKH’ni takiben iyilesmeyi sagladigi rapor
edilmistir®.

SKH'ndan sonra, reaktif astrositler olarak bilinen astrosit populasyonu, yarah
spinal korddaki inhibitor ortama katkida bulunur. Hasardan sonra, reaktif astrositler
hasar goéren bolgenin etrafinda prolifere olurlar ve hipertrofiye ugrarlar. Reaktif
astrositler aksonal rejenerasyonda fiziksel ve kimyasal bir bariyer gorevi goren
astrogliyal skari olustururlar. Gliyal skar olusumunun islevsel roli tam olarak
anlasilamasa da, MSS tarafindan hasar géren bdlgenin izolasyonu yoluyla, homeostazi

korumaya yonelik bir cevap oldugu ileri siirilmektedir. Aktive olan astrositler, hiicre
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adezyon molekulleri ve hiicre dis1 matriks proteinleri de dahil olmak Uzere cesitli hiicre
yiizey molekiillerinin ekspresyonunu da upregiile etmektedir®.

2.5. Spinal Kord Hasarindan Sonra Gen Ekspresyon Degisimi

Hicre fonksiyonlarinin duzenlenmesi, hiicresel cevaplar ve hicrelerdeki
fenotipik degisiklikler, cok sayida transkripsiyonel yolagin aktivasyonuna veya
baskilanmasina baglld1r64. SKH sonrasi meydana gelen dejeneratif ve rejeneratif
stirecler gen ekspresyon degisimiyle iliskilidir’. SKH modellerinde mikroarray
analizleri sonucu farkli calismalarda ve hatta farkli tirler veya suslar arasinda bile
gorulebilen gen ekspresyonu degisiklikleri tespit edilmistir®. Yaralanmay: takiben
spinal kordda meydana gelen belirgin degisiklikler, asagida Dbelirtilen genlerde
kiimelenmis ifade degisikliklerini icermektedir:

Transkripsiyon ve Stres Yamti: NF-xB, c-fos, HSP-70 (70 kD 1s1 sok proteini)
gibi faktérler SKH’ndan sonra erken donemde upregiile olur ve en az 24 saat boyunca
yuksek seviye Kkalirlar. NF-xB ve/veya interferon dizenleyici faktor (IRF)-1 gibi
transkripsiyon  faktorlerinin  aktivasyonu, proenflamatuvar  genlerin  artmis
ekspresyonuna aracilik eder ve apopitoz veya rejenerasyon gibi temel siirecleri moddle
eder®™. Diger taraftan, protein hasarina veya oksidatif strese kars: hiicreleri koruyabilen
metalloprotein 1 ve 2 ile birlikte saperon ekspresyonunda erken bir artis vardir. Ayrica
SKH sonrasi ge¢ donemde, antioksidan stres genleri, stiperoksit dismutazlar ( SOD 1 ve
SOD 2), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPX) da upregile olur®®.

Enflamatuvar cevap: Hasari takiben erken donemde COX-2 ile IL-1p, IL-6 ve
TNF-a gibi proenflamatuvar genlerin upregulasyonu gozlenir ve 14 gun iginde normal

seviyelere geri doner®*®.

Hucre infiltrasyonuna katilan adhezyon molekdlleri
(integrinler, interseliiler ve vaskiler CAMs, kadherin ve selektinler), immun hicre
yanmtinda rol alan kemokinler (monosit kemotaktik protein (MCP-1) ve makrofaj
enflamatuvar protein (MIP-1B) yaralanmadan sonraki ilk saat boyunca upregiile olur®.
Enflamatuvar genlerin ekspresyonundaki degisiklikler en c¢ok mikrogliyalarda
calisilmakla birlikte, farkli spinal kord hicrelerinde de go6zlenmektedir. Byrnes ve
arkadaslari®’, aktive edilmis mikrogliyalarin ilk olarak IL-1pB, IL-6, CCL2/MCP-1 ve
CXCL2/M1P2a gibi proenflamatuvar molekulleri eksprese ettiklerini ve bu

molekdllerin bagisiklik hicrelerinin hasar goren bolgeye gecisinde rol aldiklarini rapor
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etmislerdir. Mikrogliyal gen ekspresyonunda ikinci bir degisim de daha ge¢ dénemde
ortaya ¢ikar ve fagositoz, ROS dretimi, proliferasyon ve hicre o6liminin
duzenlenmesine katilan sitokrom b-245 hafif zincir proteini (CYBa), katepsin Y,
Galektin-3, mikrogliyal yanit faktori (MRF-1), P38, siklin D1, kaspaz 1 ve lokosit
ylizey antijeni CD53 / OX44 kodlayan genleri icerir™®.

Noron-iliskili Genler: SKH sonras, ilk hafta boyunca, potasyum, kalsiyum ve
sodyum pompalarindaki proteinleri kodlayan gen ekspresyonlarinda azalmanin yani
sira, sinaps, hicre uyarilabilirligi ve norotransmisyonda da énemli bir disus meydana

gelmektedir®®®% By

azalma, noronlarin  gen profillerindeki  degisiklikleri
yansitabilecegi gibi, yaralanmadan sonra gergeklesen ndronal hiicre 6limindn
ilerlemesini de yansitabilir®®®®. Hasardan sonraki haftalarda da aksonal rejenerasyon,
plastisite ve rejenerasyona bagli proteinlerin asirt ekspresyonunu igeren genis bir gen
grubunda (Ninjurin, Coronin 1b, Rab13, Buyume liskili Protein-43, Neuritin, Ankyrin,
Miyelin Oligodendrosit Glikoprotein ve cCAMP-iligkili gen) ekspresyon degisikliklerinin

olustugu rapor edilmigtir®*®°%.

2.6. MikroRNA

MikroRNA’lar post transkripsiyonel gen ekspresyonunun diizenleyicisi olarak
fonksiyon goren, 18-25 nukleotid uzunlugunda, protein kodlamayan kiguk
RNA’lardir®™, ilk kez 1993 yilinda Ambros ve arkadaslar1 protein kodlayan genlerin
negatif regiilatorii olarak miRNA’lar1 kesfetmislerdir™. 1993 yilinda Lee ve arkadaslari,
yuvarlak solucan olan Caenorhabditis elegans (C.elegans)’da yaptiklar: arastirmalarda,
endojen kiigiik bir RNA'nin (lin-4) post-embriyonik gelisim icin gerekli bir protein olan
lin-14 translasyonunu, lin-14'Un 3'-UTR’ye baglanarak, RNA-RNA etkilesimi yoluyla
duizenlenebilecegini gostermislerdir”™. 2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar: tarafindan
C.elegans’ta let-7 adi verilen bir baska miRNA daha bulunmustur. Let-7’nin larva
déneminden eriskin déneme gecisi kontrol ettigi ortaya ¢ikarilmistir™®. Yabanul tip lin-4
ve let-7’nin klonlanmas: ve analizi sonucunda, bunlarin protein Grinleri olmasindan
daha cok, 21 ve 22 niikleotid uzunlugundaki RNA’lar1 kodladig: ortaya konulmustur’.
Daha sonraki caligmalar, endojen kicik RNA'larin mRNA translasyonunu
duzenleyebilecegi hipotezini desteklemistir ve "mikroRNA™ terimi Science dergisinde

bir dizi makalede tanitilmistir’.
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2.6.1. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA'lar, genomik DNA'dan, RNA polimeraz 1l veya Ill tarafindan
1000°den fazla nukleotid uzunlugunda primer transkriptler (pri-miRNA) seklinde
kopyalanir. Pri-miRNA’lar bir veya daha fazla miRNA dizisini icerebilir. Pri-
miRNA’lar kendi tzerinde kivrilarak sa¢ tokasi yapisinm alir ve fonksiyonel sekonder
yapilari olusturur. Pri-miRNA’nin sag tokas: yapist RNAaz 111 Drosha enzimi ve RNA-
baglayici1 protein DGCR8 tarafindan olusturulan kompleks tarafindan taninir ve
parcalanir, boylece 70-100 niikleotid uzunlugunda oncul (prekirsor) mikroRNA (pre-
miRNA) olusur. Daha sonra c¢ekirdek-por kompleksinin i¢ kanali vasitasiyla
nukleoporinlerin  FG-domainleri ile etkilesen spesifik bir cekirdek tasiyici olan
Eksportin 5 tarafindan taninir ve baglanir. Bdylece pre-miRNA sitoplazmaya tasinir.
Sitoplazmaya girer girmez pre-miRNA’nin ¢ift zincirli olgun bir miRNA’ya
doénlisumiini saglayan Dicer enzimi ve RNAaz sitoplazmik ¢ift zincir baglanma proteini
olan ve insanda TRBP (Tar Binding Protein) olarak adlandirilan sitoplazmik ¢ift zincirli
bir RNA baglanma proteini, pre-miRNA’ya baglanir ve pre-miRNA’y:1 keser. Bu ileri
islem cift zincirli, yaklasik 21-23 nikleotid uzunlugunda olgun miRNA olusumuyla
sonuclanir. Cift zincirli miRNA’nin, 21-23 nikleotid uzunlugunda zincirleri ve her iki
ucta iki adet eslesmemis 3’ nikleotid bulunur ve uzunlugu boyunca bir A formu RNA
sarmalinin yaklasik iki donustine denk gelir. Olgun cift iplikli miRNA’nin bir iplikgigi
parcalanir ve diger iplikcik, hedef RNA'ya mikroRNA'larin baglanmasini kolaylastiran
RNA ile indiiklenen bir sessizlestirme kompleksine (RISC= RNA-induced silencing
complex) entegre edilir. Bu kompleks (RISC), ¢ok domainli, taninabilir korunmus
diziye sahip bir protein ailesinin tyesi olan Argonaute proteini tarafindan baglanmis tek
zincirli olgun bir miRNA’y1 icerir”*°(Sekil 1).

Olgun mRNA'larda translasyonun baslatiimasi, 6karyotik baslatma faktori 4E ile 7-
metilguanozin dizisi arasinda dogrudan etkilesimi gerektirmektedir’*. MikroRNA'lar,
mRNA 3-UTR'ye baglandiginda, RISC'deki Argonate proteinleri, tkaryotik baslatma
faktori 4E'yi baglayan ve translasyonun baslamasini engelleyen mRNA'nin 7-
metilguanozin bashg ile etkilesime girer’t. RISC komplekslerinin baglanmast,
sitoplazmik RNA islenme cisimcikleri ya da kisaca P cisimcikleri olarak adlandirilan,
ribozomlarin bir kag kati buytkligindeki yogun sitoplazmik domainlerle iliskili, bagh

MRNP’lere neden olur. P cisimcikleri, potansiyel olarak translasyonun baskilanmasini
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aciklayan ve ribozomlar ile translasyon faktorleri icermeyen RNA’larin parcalanma

yerleridir’.
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Sekil 1. MikroRNA yolagi"*°

RISC'lerdeki mikroRNA'larin  en  6nemli rol, transkripsiyon sonrasi
translasyonu baskilamak veya mRNA pargalanmas: ile hedef genlerin ekspresyonunu
dizenlemektir. Kullanilan mekanizma, mikroRNA'lar ve hedef mRNA'lar arasindaki
tamamlayicilik derecesine baghdir. MikroRNA'lar, hedeflenen mRNA'lar ile tam bir
sekilde eslestiginde, mMRNA'min pargalanmas: gergeklesir. Aksine, mikroRNA'lar, hedef
mRNA'lar ile tam olmayan bir baz eslesmesi yaparsa, translasyonel baskilanma, gen
duzenlemesine aracilik eden mekanizmalar haline gelir. Son yillarda yapilan bir
arastirmada, hedef mRNA'larin parcalanmasinin, memelilerde miRNA’larin gen
baskilamasinin ana mekanizmas: oldugu gosterilmesine ragmen’, hayvanlarda gen
ekspresyonun, ¢ogunlukla translasyonel baskilanmayla (MRNA susturulmasiyla) oldugu
bilinmektedir®. PicTar, miRanda ve TargetScan gibi biyoinformatik algoritmalarla,
miRNA'larin mRNA hedefleri tahmin edilebilmektedir®®. MiRNA'lar, farkli orijine
sahip yuzlerce aileye bolunebilir. Aynt miRNA ailelerinin farkl: Gyelerinin ayn: anda
bir ka¢ gen grubunu hedefleyebilecegi ve belirli fizyolojik sirecleri diizenlemek icin

birlikte hareket edebilecekleri bilinmektedir. Ornegin, let-7 ailesi tiyelerinin, spinal kord
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yaralanmasindan sonra sigcan spinal kordunda oldukga yiiksek oranda ifade edildigi
gosterilmistir’®. MikroRNA'lar, hayvanlarda hedef tanima icin tam bir baz eslesmesi
gerektirmediginden, tek bir mikroRNA, coklu, hatta yizlerce mMRNA'y1
duzenleyebilmektedir. Ayni zamanda, her bir mRNA bircok mikroRNA tarafindan
diizenlenebilir ve belirli bir mikroRNA aynt mRNA'da birden fazla baglanma bolgesine
baglanabilir, boylece miRNA’lar genel etkilerini arttirabilmektedir’™". mRNA iizerindeki
miRNA baglanma alanlar: tlrler arasinda genellikle korunur ve diger baglanma yerleri
korunmus olsa da, miRNA’lar genellikle mMRNA’nin 3’-UTR’ne baglanirlar’’. Sayed ve
arkadaslar1”® ve Friedman ve arkadaslarina” gére halen insanda bilinen 2000'den fazla
mikroRNA oldugu ve bu yapilarin tim protein kodlayan genlerin en az % 20-60'1nin"
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde rol oynadiklart distnilmektedir. MikroRNAlar,
duzenleyici yollarin ortak bilesenleri olup, fizyolojik ve patolojik kosullar altinda, hiicre
olima ve hicre kimliginin belirlenmesinde, molekiiler agma-kapama anahtarlarin

olusturmaktadirlar.

2.7. Spinal Kord Hasarinda MikroRNA’lar

Serebral iskemi, travmatik beyin hasari1 ve spinal kord hasar1 gibi merkezi sinir
sistemi yaralanmalari, yetiskin populasyonlarda o6lim ve sakathgin baslica
nedenlerindendir®. MikroRNA'lar, spinal kordu da iceren memeli MSS’nde yiiksek
oranda eksprese edilir'®. Diger MSS patolojileri ile karsilastinildiginda, MSS
yaralanmasinda gorilen miRNA ekspresyon degisiklikleri hakkinda cok az sey
bilinmektedir®. MiRNA'lar, SKH'ndan sonra gen ekspresyonunu diizenlediklerinden,
ndronal hiicre 6luminin ve hayatta kalmanin yollarini diizenlemek igin potansiyel
terapOtik ajanlar olmanin yani sira, yeni molekuler yaklasimlar da saglayabilirlers.
MikroRNA'lar, ndrogenezis, noronal gelisim ve sinaptik plastisitede degisikliklere yol
acan hicresel yanitlart iceren MSS fonksiyonlarinin neredeyse her alaninda dnemli
rollere sahiptirler’’. MikroRNA’larin, MSS'in normal gelisim ve fonksiyonlarindaki
rollerine ilaveten, mikroRNA diizensizliginin, pek ¢ok nérolojik hastalikta etken olarak
yer aldigi gosterilmistir'’®. MikroRNA diizensizliginin arastinldigi calismalarda,
Drosophila melanogaster’da Argonate 1 proteinini kodlayan gendeki mutasyonlarin,
ndron ve gliyal hicrelerde siddetli kayba neden oldugu, dicer protein eksikligi olan

farelerde gelismekte olan merkezi sinir sisteminde anormal ndrogenezis ve gliogenez
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olustugu gorilmiistir®®. Ayrica, MSS yaralanmasindan sonra miRNA'larin ifadesi gegici
olarak degisir; farkli SKH evrelerinde miRNA ekspresyonunda zamansal farkliliklar da
gorilebilmektedir. Deneysel SKH kontlizyon modelinde, spinal kordda ifade edilen
miRNA'larin % 35'inden fazlasinin ekspresyonlarinin, hasardan sonraki ilk 7 gln iginde
onemli dlclide degistigi gosterilmistir®®. SKH’ndan sonra miRNA ekspresyonlarinda
meydana gelen degisiklikler ve bunlara karsilik gelen Klinik bulgular, gelecekteki klinik
arastirmalar icin iyi bir referans olabilir.

Hasardan sonra miRNA'lar ifade sekillerine gore, upregile olan miRNA'lar,
downregiile olan miRNA'lar ve SKH sonras: ifadelerinde ¢ift yonli degisiklikler olan
miRNA'lar olmak (izere ¢ kategoriye ayrilir®. Hedef tahmin algoritmasi olan
miRanda'ya gore, SKH sonras: upregile olan miRNA'lar (6rnegin miR-1 ve miR-206)
antienflamatuvar ve antioksidan mRNA'lar1 hedef almaktadir. Buna karsin, downregle
olan miRNA'larin (6rnegin; miR-34a ve miR-181a), TNF ve IL-1 gibi proenflamatuvar
mRNA'lar1 hedef alacaklari 6ngortlmastur. Ayrica, antiapopitotik ve proapopitotik
mRNA'lar da, sirasiyla artan ve azalan ekspresyon gosteren miRNA'larin hedefi olarak
tanimlanmugtir®®.

Yapilan arastirmalarin ¢ogunda SKH'nda, mikroRNA'larin potansiyel hedefleri
arasinda, enflamasyon, apopitoz ve oksidasyon gibi patofizyolojik sireclerde yer alan
genlerin bulundugu gosterilmistir’®. SKH’nin akut evresindeki travmatik ortamda IL-1
ve IL-6 gibi proenflamatuvar sitokinlerin seviyeleri oldukca yuksektir. Bununla birlikte,
hasar bolgesinde antienflamatuvar sitokinler de sentezlenmektedir®. Yapilan
aragtirmalarda, interseltler adezyon molekili 1 (ICAM-1), interlokin-13 (IL-1B) ve
timor nekroz faktor-a (TNF-a) gibi enflamatuvar mediyatorlerin mRNA'larinin, SKH
sonras: downregile olan; miR-181a, miR-411, miR-99a, miR-34a, miR-30c, miR-384-
5p ve miR-30b-5p**, miR-486% ile upregiile olan; miR-17, miR-20°, miR124a*"’nin
potansiyel hedefleri oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Diger taraftan, TRAF6, annexin Al ve
A2 gibi antienflamatuvar mediyatorlerin mRNA'lari, SKH sonras: upregule olan miR-
146a*°, miR-223°%* miR-221" ve SKH sonras: 3. giinde downregiile olan miR-1>%*in
potansiyel hedefleri olduklari rapor edilmistir. SKH sonrasi upregiile olan bazi
miRNA'lar (6rnegin; miR-1, miR-206, miR-152 ve miR-214), slperoksit dismutaz 1

(SOD-1) ve katalaz genleri de dahil olmak (izere anti-oksidan genleri hedefleyebilir'®.
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Apopitoz son yillarda, SKH da dahil birgok ndrolojik hastalikta dnemli bir hiicre
6lim mekanizmas: olarak tanimlanmistir™®. Apopitoz, néronal atrofi, post-yaralanma
demiyelinizasyonu ve mikrogliyal infiltrasyonuyla sonuglanan, MSS hasarini takiben;
noronlar, oligodendrositler ve mikrogliyal hiicrelerde meydana gelen aktif bir hiicre
olim seklidir. Birkag miRNA, proapopitotik ve antiapopitotik proteinlerin
ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla apopitozda rol oynamaktadir. SKH'ndan sonra,
proapoptotik genleri hedefleyen ¢coklu miRNA'lar downregiile olur; ancak antiapoptotik
genleri hedefleyen miRNA'lar upregiile olmaktadir®. Kaspaz-3, kalpain 1, kalpain 2,
Bcl2, c-Myc ve apopitozu indiikleyici faktor (AIF) gibi, apopitoz iliskili genler, SKH
sonrast downregiile olan miR-138°, miR-124%'* miR-235-3p, miR-137 ve SKH sonras:
upregiile olan miR-12°, miR-15b, miR-34 ve miR-145’in potansiyel hedefleridirler.
Ancak, Bcl2-1 ve Bcl2-2 genleri gibi antiapopitoz iliskili genler, SKH sonrasi upregule
olan miR-21, miR-146a”°, miR-20a'***, miR-145, miR-214, miR-674-5p, miR-15b,
miR-17, miR206 ve miR-672**in hedefleridir. Hem miR-133b hem de mi-R15b, kaspaz
3, 8 ve 9’un ekspresyonunu artirmakta, buna karsin antiapoptotik faktor Bcl-2’nin
ekspresyonunu azaltarak, proapopitotik aracilar olarak fonksiyon yapmaktadirlar'®e.

SKH’ndan sonra miRNA'larin ekspresyon degisikliklerinin yam sira, SKH'ni
takiben miRNA’lar prognoza gore, koruyucu, zararli ve degisken etkili miRNA’lar

olmak tizere {i¢ ana gruba ayrilabilir.

A) SKH’nda Koruyucu miRNA’lar:

Yakin zamanda yapilan calismalarda, miR-34a'nin dogrudan antiapoptotik
protein Bcl-2 ve XIAP'nin ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. MiR-34a’nin asir
ekspresyonunu takip eden kaspaz-11'deki artis, miR-34a'nin antiapoptotik proteinlerin
ekspresyonunu azaltarak apopitoz ile iliskili olabilecegini distindiirmektedir®”. Bununla
birlikte, SKH'nda, antiapoptotik protein ekspresyonunun yiksek diizeyde kalmasi
nedeniyle miR-34a’nin ekspresyonu énemli 6lclide downregiile olmaktadir.

MiR-384-5p ekspresyonu SKH sonras: surekli downregule edilir. Aktif kaspaz-3
ifadesi, miR-384-5p tarafindan upregule edilir ve miR-384-5p inhibitéru tarafindan
downregile olur; bu da, miR-384-5p'nin, apopitotik yol gibi sinyal yolaklarin
diizenlemede rol oynadigin diisiindiirmektedir®®. Tanmimlanan yolaklar ne olursa olsun,

miR-384-5p downregulasyonunun SKH tzerinde koruyucu oldugu gorulmektedir.
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Noronlarda ylksek oranda ifade edilen miR-29a, Ozellikle postnatal evrelerde
beyin gelisimi sirasinda korteks ve hipokampusta upregile edilir. Glutamat
reseptorlerinin aktivasyonu, primer néronlarda miR-29a'nin artigina katkida bulunur, bu
da sinirsel aktiviteye neden olur. Ayrica, akson dallanmasini etkiledigi bildirilen protein
DCX’1n, miR-29a'nin hedefi oldugu ortaya ¢ikarilmustir™.

Diger bir arastirmada miR-181a'nmin enflamatuvar yollarin modilasyonu ile
iliskili oldugunu ve SKH sonrasi upregule edilen miR-181a'nin, IL-1a’y1 downregile
ederek antienflamatuvar etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Ilaveten IL-1B, IL-6 ve
TNF-o gibi enflamatuvar faktorlerin baskilanmig ifadelerinin, miR-181a’nin artan

ekspresyonundan kaynaklanabilecegi ileri strtilmistdr® (Sekil 2).
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Sekil 2. SKH’nda antienflamatuvar ve antiapoptotik etkili miRNA’lar”

B) SKH’nda zararh olan miRNA’lar

Izumi ve arkadaslari, SKH'ndan 12 saat sonra miR-223'ln yuksek seviyede
eksprese edildigini gostermislerdir. Arastirmacilar, sekonder hasar meydana geldiginde,
miR-223'un  SKH’min  erken  evresinde  notrofil  16kosit  fonksiyonlarin
diizenleyebilecegini ve SKH sonrasinda notrofil aracili enflamasyonu arttirdigin
gostermislerdir®™®. SKH’ndan sonra ekspresyonlar: artan hsa-miR-30b ve hsa-miR-30c,

kaspaz-3 ekspresyonunu indiikleyerek apopitozu arttirmaktadir™®. MiR-15b, apopitozun
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mitokondriyal yolag:i Uzerinden, kaspaz-3 ekspresyonunu indikleyerek apopitozu
arttirmaktadir. MiR-15b'nin inhibisyonu, Bcl-2 mRNA ekspresyonunu etkilemeksizin
Bcl-2'nin protein ekspresyonunu arttirmakta ve mitokondriyal sitokromun sitoplazmada
serbest birakilmasini inhibe ederek, kaspaz-3 aktivitesini azaltmaktadir™ (Sekil 3).
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Sekil 3. SKH’nda proenflamatuvar ve proapoptotik etkili miRNA’lar”

C) SKH’nda Degisken Etkili miRNA’lar

MiRNA'larin ¢esitli yolaklar1 etkiledikleri ve farkli bolgelerde eksprese
edildikleri ve SKH sonrasi da farkli zamanlarda eksprese olduklar: bilinmektedir. Bu
miRNA'lar farkl: kosullar altinda farkli etkiler de gosterebilmektedir.

1. Farkh vyolaklarda fonksiyon: MiR-21 hem proliferasyon hem de apopitoz
yolaklarinda yer alir. SKH'nda, artan miR-21 ekspresyonu ve azalan miR-199a-
3p ekspresyonu, hedef genlerinin ekspresyonunda onemli degisiklikler ile
korelasyon gostermektedir. Ornegin; hasardan sonra miR21 ekspresyonunun
artiss, mMTOR mRNA ekspresyonu artis1 ile birlikte seyretmekte, bu durum,
SKH’nda dejenere olan ndronlarin rejeneratif potansiyelinin artmasina neden

olmaktadir®. Ayrica, Fas ligand (FasL), fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ve
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programlanmig huicre 6lim proteini 4 (PDCD4) gibi proapopitotik genlerin,
farkh hiicre tiplerinde miR-21'in direkt hedefi oldugu da gésterilmistir®.

2. Farkli bolgelerde fonksiyon: Calismalar, bazi mikroRNA'larin, farkh
noroanatomik bolgelerdeki hiicresel fenotiplerin  altinda yatan protein
ekspresyon profillerini  olusturmak ve surdirmek icin hizmet ettigini
desteklemektedir. Ornegin, sican hipokampusunda miR-92b, miR-146b, let-7g,
miR-551b, miR-330 ve miR-384 ifadesi, kortekse gore belirgin olarak daha
yiiksektir™. Yetiskin beyninde en fazla ifade edilen mikroRNA'lar olan miR-124
ve miR-128 noronlarda eksprese olurken, miR-26 ve miR-29’un néronlardan
daha giiclii bir sekilde astrositlerde ifade edildigi rapor edilmistir®®. Sican
serebral korteksinde yapilan mikroarray analizleri, bircok miRNA seviyesinin
travmatik beyin hasarindan sonra degistigini ve miR-21'in upregile oldugunu
gostermistir®®. Benzer sekilde, Redell ve arkadaslar: bircok miRNA ifadesinin
travmatik beyin hasarindan sonra hipokampusta degistigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar, miR-21 ifadesinin yaralanmadan 3 giin sonra en yuksek seviyede
hipokampusta eksprese oldugunu ve yaralanmadan 15 gin sonra normal
seviyelere yaklastigini rapor etmislerdir®.

3. Farkli zamanlarda fonksiyon: miR-124’Gn fokal serebral iskemiye Kkarsi
koruyucu oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte miR-124 ekspresyonun
SKH’nda ilk asamada arttigi ve daha sonra azaldigi, bu nedenle miR-124
tarafindan saglanan néronal korumanin gecici olabilecegini gostermektedir®.
SKH sonras1 4. saatte upregile olan ve bunu takiben SKH sonrasi 1 ve 7.
ginlerde downregile olan, miR-99a'nin baslangictaki asir1 ekspresyonu,
MTOR'un ekspresyonunu inhibe etmekte, bu durumda, hicre proliferasyonu
baskilanmaktadir. SKH’nin daha ge¢ safhalarinda, miR-99a ekspresyonunda
gorilen azalma, aktif mTOR yolaginin inhibisyonunu ortadan kaldirarak spinal
kordun iyilesmesini destekleyecektir®.

MikroRNA'lar, SKH'ndan sonra tetiklenen ve sekonder hiicre 6limine katkida
bulunan oksidatif stres yolaklar1 ve/veya kalsiyum sinyalizasyonunun bozulmasina da
katilmaktadir. Ca** pompast, voltaj kapil: Ca*? kanallar veya Ca*? gecirgen iyonotropik

glutamat kanallar: gibi, Ca*? iliskili genlerin ifadesi, yaralanma ve post-transkripsiyonel
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olarak miRNA'lar tarafindan dizenlenmektedir. Yapilan aragtirmalarda, upregile
edilmis miR-223'Un sirasiyla NMDA ve AMPA reseptorlerinin NR2B ve GIuR2 alt
birimlerinin ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Benzer sekilde, voltaj kapih Ca*
kanallarinin azalan ekspresyonu, upregule edilen miR-21'in bir sonucu olarak
degerlendirilmistir. Bu degisiklikler travmatik SKH’na eslik eden hiicre i¢i Ca*
konsantrasyon seviyesinin ylkselmesine ayrica hicre 6lim mekanizmalarinin

tetiklenmesine neden olmaktadir'’.

2.7.1. MiR-20a ve miR-125b

MikroRNA’lar, ndronal olusum, ndéronal gelisim ve sinaptik plastisitede gorev
alan, hucresel cevaplar da dahil olmak (zere, MSS fonksiyonlarinin neredeyse her
alaninda, onemli rollere sahip yapilardir®®. MikroRNA’larin ayni zamanda normal MSS
gelisiminde ve islevlerinde de 6nemli rolleri bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda,
MSS’de miRNA regiillasyonunun bozulmasinin, travmatik yaralanmalar da dahil olmak
Uzere, norodejeneratif hastaliklarla iliskili olabilecegini gostermektedir®. MiRNA’larin
degisen ekspresyonlari, SKH patofizyolojisinin kritik sureclerinde oldukca etkilidir.
MiRNA’lar hasar géren MSS’de ortaya ¢ikan enflamasyon, apopitoz, hiicre ¢cogalmasi
ve farkhlasma gibi stireclerin diizenlenmesinde aktif olarak rol oynayan molekiillerdir'.
Bu nedenle, SKH’nda miRNA fonksiyonlarinin arastirilmas: yaralanmanin molekiiler
mekanizmasinin anlasilmasin saglayacaktlra. Spinal kord hasarini takiben ortaya ¢ikan
miRNA degisiklikleri ve miRNA ekspresyon profil calismalari birgok mikroarray
calismasinda arastirilmistir.  Bununla birlikte, SKH ile iligkili bireysel olarak
mikroRNA'larin calisildigr sinirh sayida arastirma bulunmaktadir®. Liu ve arkadaslar
sicanlarda yaptiklari arastirmalarinda, SKH’ndan sonra yaklasik 300 miRNA’nin
ekspresyonunun degistigini, ancak bunlardan 97 miRNA’da anlamli bir degisimin
meydana geldigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar, SKH’ndan sonra miR-20a
ekspresyonunun arttigini buna karsin miR-125b ifadesinin ise azaldigin1 rapor
etmislerdir'®. Bununla birlikte bu miRNA’larin  SKH’ndan sonra ekspresyon
profillerinin belirlenmesi ve hasardan sonra gelisen patofizyolojik sireclerde nasil rol
oynadiklarinin anlasilmas: igin kantitatif Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (qRT-PCR) ile arastirilmas: da gerekmektedir.
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SKH’ndan sonra miR-20a ekspresyon degisimini arastiran bir calismada,
hasardan sonra miR-20a ekspresyonunun upregule oldugu ve bunun da bir hafta
boyunca sirdiigii gosterilmistir'®. Hiicrenin hayatta kalmasini ve nérogenezini
surdirebilen anahtar bir protein olan NGN-1’in (Neurogenin-1), miR-20a tarafindan
inhibe edildigi bu nedenle, SKH’ni1 takiben, miR-20a ekspresyonunu inhibe edilmesinin,
noronal canlihg: ve ndrogenezi etkili bir sekilde uyarabilecegi ileri strtilmuistiir®®. Xue-
Jun Liu ve arkadaslari da, SKH’ndan sonra miR-20a ekspresyonunun arttigini, bu
durumun antiapopitotik protein olan miyeloid hiicre myeloid hicre l6semi proteini
(Mcl-1) lizerinde baskiya neden oldugunu, boylece miR-20a’nin SKH’na bagli néronal
apopitoza yol actig1 kaydedilmistir®.

MiR-125b ailesi, hsa-miR-125b-1 ve hsa-miR-125b-2 olmak (zere iki Uyeden
olusur. Bunlar da sirasiyla 11924 ve 21921 kromozomlarindan kopyalanirlar. MiR-
125b’nin spinal kord hasar1 tizerinde nasil bir etkiye sahip oldugu daha 6nce bireysel
olarak calisiimamustir. Ancak farkli doku ve hastaliklarda galisilan miR-125b’nin hiicre
invazyonu, timor metastazi, anjiyogenez, enflamasyon ve apopitozla iligkili olabilecegi
tespit edilmistir'®.

Deneysel olarak yapilan bir arastirmada, lipopolisakkarit (LPS) verilen
sicanlarda, TNF-a ekspresyonunun arttigi, bu ifade degisikliginde miR-155 ve miR-
125b'nin  etkili oldugu gosterilmistir. LPS'ye yamit olarak, miR-155, TNF-a

ekspresyonunu upregule ederken; miR-125b’nin downregtle ettigi belirtilmistir'®:.

2.8. TUmor Nekroz Faktor Alfa ve interlokin-6

TNF-a, IL-1p ve IL-6, proenflamatuvar sitokinler olarak kabul edilir ve travma
sonras: enflamatuvar reaksiyonlarin kritik aracilaridir®. Spinal kordda yaralanmadan
sonra 15 dakika icinde TNF-a ve IL-6 mRNA seviyeleri 6nemli 6lctide artar. IL-1 ve
TNF-a birbirlerinin ekspresyon seviyelerini stimiile etmelerinin yam sira, IL-6'nin
ekspresyon seviyesini de birlikte uyarabildiklerinden, Ug¢ sitokinin de seviyeleri hizla
artmaktadir®. Bu sitokinlerin seviyeleri yaralanmadan birkac saat sonra pik yapar, ancak
24. saatte nadiren tespit edilmektedir. Bu dustse ragmen, TNF-a'nin protein seviyeleri
SKH'nt takip eden ilk hafta boyunca artmaya devam etmektedir. Bu da, l6kosit
infiltrasyonuna (SKH'ndan 24 saat sonra) ve primer yaralanma bdlgesinde

proenflamatuvar sitokinlerin salinmasina yol acar.
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IL-10, mikrogliyal/makrofaj yanitlarinin gogunlugunu baski altina alan gugla bir
antienflamatuvar sitokindir’. MSS’nde IL-10, astrositler tarafindan sentezlenen TNF-o
Uretimini azaltmaktadir. TNF-o reseptorlerinden yoksun farelerde, travmatik beyin
hasarindan sonra azalmis mikrogliya aktivasyonu gosterilmistir; bu sonu¢ TNF-a'nin
mikrogliya aktivasyonunda rol oynadigin: diisiindiirmektedir'%%.

Aksotomi, motor ndronlarda kuvvetli IL-6 immiinoreaktivitesi ile yaralanmadan
iki giin sonra da IL-6 mRNA'nin upregulasyonuna yol agar. Bu durumun mikrogliya
aktivasyonunu tetikleyebilecegi, dolayisiyla da néroprotektif bir isleve sahip olabilecegi
ileri strulmisttr. Buna karsin spinal korda hiperinterlokin-6 salgilayan fibroblastlarin
enjeksiyonu, notrofil sayisinda ve lezyon boyutunda artisa sebep olmus, buna paralel
olarak da aktive edilmis mikrogliya ve makrofaj sayilar: yikselmistir’. Dolayisiyla
enflamasyonun yararli olup olmadiginin yalmzca hicresel ve ¢oziinebilir bilesenlere
degil, ayn1 zamanda akut enflamasyon sirecinin zamanlamasina da baglh oldugu gercegi
g0z ard: edilmemelidir.

Klusman ve Schwab'® SKH’ni takiben, spinal kordda iyi zamanlanmis bir
sitokine 6zgu enflamatuvar cevabin indiiklenmesinin néron koruyucu olabilecegini ileri
stirmislerdir. Yaralanmadan 4 giin sonra spinal kord icerisine sitokin kokteyli (TNF-a,
IL-1 ve IL-6) enjekte ettikten sonra, mikrogliyal aktivasyon azalirken periferik makrofaj
aliminda bir miktar artis oldugunu gdstermislerdir. Buna karsin, yaralanmadan sonraki
1. glinde yapilan enjeksiyon sonucunda, makrofaj sayisi ve mikrogliyal aktivasyonda
artis meydana gelmistir. IL-6, buyumeye baglh protein 43'in (GAP-43) aktivasyonu
yoluyla akson biyimesini uyarmakta, artmis interlokin-6 seviyesi, STAT3 vasitasiyla,
rejenerasyona bagh genlerin ekspresyonunu yiikseltmektedir'®.

Spinal kord yaralanmasi, kan-spinal kord bariyerinin bozulmasi, bunu takiben
periferik immin hicrelerin ortama infiltrasyonu, mikrogliyalarin aktivasyonu ve
enflamatuvar sinyal yolaklarinin indiiksiyonu ile baslatilan bir enflamatuvar cevabi
aktive etmektedir. MikroRNA'lar sinyal yolaklarinin kontroli ile patojenik immdanolojik
kosullardaki enflamatuvar yanitin dinamiklerinde 6nemli rollere sahiptirler. SKH’n1
takiben farkli mikroRNA turleri, bagisiklik yaniti ile iligkili olabilen ifade
degisikliklerine ugramaktadir. Ozellikle, SKH'nda enflamatuvar cevabr modiile eden ii¢
onemli enflamatuvar sitokinin (TNF-a, IL-1f ve IL-6) asir1 ekspresyonu, yaralanmadan

sonra ifadeleri degisen mikroRNA’lar tarafindan diizenlenmektedir'®. Farkli SKH
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calismalan®®, yaralanmadan sonra proenflamatuvar ve proapopitotik faktér TNF-o
seviyelerinin  artmasinin, miR-181% ve miR-125b'in®®*  downregiilasyonundan
kaynaklanabilecegini ileri sirmektedir. Biyoinformatik analizler, SKH'ndan sonra
downregiile olan miR-99a ve miR-411 gibi, diger mikroRNA'larin TNF-a'y1 hedef
alabilecegini gostermektedir™.

IL-6 ve Cox-2'nin, cesitli patolojik kosullar altinda dogal immdin yanitin
aktivasyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir. lyer ve arkadaslari, miR-146a’nin yiksek
seviyesinin IL-6 ve siklooksijenaz-2 (COX-2) ekspresyonlarini inhibe ettigini, miR-
146a’nin inhibisyonunun ise, IL-6 ve COX-2 ekspresyonunu arttirdigini gostermislerdir.
Dolayisiyla, miR-146a, kronik enflamasyon boyunca bu iki sitokinin enflamatuvar

cevabini diizenleyebilmektedir'®.

Yapilan calismalar, miR-146a'nin SKH sirasinda,
astrositlerde asiri derecede eksprese edildigini gostermistir. SKH sonrasinda miR-
146a'min  manipulasyonunun, antienflamatuvar ve antihiperplastik etkilerin ideal
dengesini saglayabilecegini dustindirmektedir.

MiR-223, spinal kord yaralanmasindan sonra erken evrede notrofil 16kositlerin
diizenlenmesini saglamaktadir®. MiR-223 ekspresyonunun zamana baglh degisim
gosterdigi dolayisiyla, SKH'ndan 12 saat ve 3 giin sonra ekspresyonda pik yaptig: tespit
edilmistir. Bununla birlikte, miR-223 ekspresyonu SKH sonrasi 1. giinden 7. guine kadar
onemli 6lciide azalmaktadir'®. Nétrofiller primer lezyon bélgesinde yaralanmadan 4-6
saat sonra ortaya Gikarlar, sayilar1 12-24. saatte pik yapar ve 5 giin icinde kaybolurlar.
MiR-223 ekspresyonundaki degisim, enflamatuvar cevap ile iligkili olabilir ve hiicre
6lumunin de gostergesi olarak kabul edilebilir. Yaralanmadan sonraki ilk ginlerde
artmis 1L-6 seviyesi, let-7a®® ve miR-181a’min'®" azalan ekspresyonu ile korelasyon
gostermektedir. Hasardan sonra ilk hafta boyunca, miR-30b-5p ve miR-30c'nin

downregilasyonunun®%’

, IL-1B'min asirt ekspresyonuyla iliskili olabilecegi tespit
edilmistir’.

MiR-181, makrofajlar, monositler ve astrositler tarafindan eksprese
edilmektedir. miR-181’in asirt ekspresyonu, IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-o gibi
proenflamatuvar sitokinlerin inhibisyonuna yol ag¢masi, onun iyi bilinen
antienflamatuvar bir ajan olarak degerlendirilmesini saglamistir. miR-181, COX2 ve

STAT3 tarafindan diizenlenen, proenflamatuvar faktér olan HMGA-1'i inhibe
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etmektedir. SKH'nda miR-181 ekspresyonunun azaldigi, dolayisiyla da hasar sonrasi
artmis bir enflamatuvar cevabin ortaya ¢iktig: rapor edilmistir'®,

Yapilan diger bir calismada, miR-126 ekspresyonunun SKH'ndan sonra
downregule oldugu gosterilmistir. Hu ve arkadaslari da, miR-126’nin, anjiyogenezis ve
fonksiyonel iyilesmenin yani sira enflamasyonu azaltmada oldukga etkin oldugunu
gostermislerdir. Eksojen miR-126 ile tedavi edilen farelerde, ekstravazasyon gosteren
Iokositler ve makrofajlar icin biyolojik belirteclerin (CD45 ve CD68) ifadesinin
downregile oldugu gozlenmistir. Bu bulgu, miR-126'nin SKH igin potansiyel bir

terap6tik ajan olabilecegin dustindurmektedir'®.

2.9. Apopitoz

Programl hiicre 6limi, SKH sonras: sekonder hasarda oldukca onemlidir®.
Programlanmis hicre 6lum sekli olan apopitoz, diger yandan vicudun isleyis ve
gelisimi igin de ¢cok dnemlidir. Apopitozun, evrim boyunca oldukga korunmus oldugu
ve sayisiz gen tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Programli hiicre 6lumunde dokuda
bir enflamatuvar cevap meydana gelmez. Dolayisiyla apopitoz, patolojik hicre 6limi
olan nekrozdan farkli olarak, hiicre ylzeyinde cok sayida membran Kkatlantilar,
hicrenin blzilmesi, genomik parcalanma ile kromatin agregasyonu ve niklear piknoz
ile karakterizedir®®. Bunun tersine nekrozda hiicre siser, mitokondriyal hasar enerji
kaybina neden olur, homeostaz bozulur ve hiicre parcalanir®. Memeli hiicrelerinde iki
farkli apopitoz sinyal yolag: tarif edilmistir. ilki intrinsik yol mitokondriyal
disfonksiyon ile baslatilir. Mitokondrial disfonksiyon, mitokondriyondan sitokrom c
salintmi ve kaspaz-9 aktivasyonunun indiklenmesi ile sonuglanan hipoksi veya ATP
tikenmesi gibi cesitli tetikleyicilerden kaynaklanabilmektedir. intrinsik yol esas olarak
anti ve proapopitotik proteinler olan Bcl-2 ve Bax tarafindan modle edilir’®. ikinci
apopitoz yolu, hiicre yuzeyindeki 6ltm reseptorleri ile sinyalizasyonu igerir. Bu 6lim
reseptorleri, TNF reseptor (TNFR) ailesinin Uyeleridir ve bunlara Fas, p75 ve DR3
dahildir. Bu reseptorler, kaspaz-8 ve kaspaz-10’u aktiflestirirler®. Kronolojik olarak,
SKH’nda apopitoz baslangicta lezyon merkezindeki yaralanmadan 6 saat sonra ortaya
cikar ve bundan birka¢ giin sonra bu bolgedeki apopitotik hiicrelerin sayis1 sabit bir
sekilde artar. Ancak birinci haftaya gelindiginde apopitoz azalir ve primer yaralanma

bolgesinden uzakta apopitotik hiucre 6limunde artis olur. Bu yeni apopitotik dalga
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cogunlukla beyaz cevherde lokalizedir ve lezyon merkezinden uzak mesafelerde ortaya
cikabilir'.  Hasar  sonrast  oligodendrositlerin  apopitozu  da  gerceklesir.
Oligodendrositlerin 6lima, miyelin kilifinin kaybedilmesiyle yaygin demiyelinizasyona
neden olur'®. Sicanlarda SKH’min ardindan, oligodendrositlerin apopitozunun,
yaralanmadan sonra maksimum sekiz giin stirdiigii belirtilmistir®.

SKH’nda sekonder hasar1 karakterize eden programlanmis hiicre 6limdi, cesitli
miRNA’lar da dahil olmak Uzere, cesitli dlzenleyici faktorler tarafindan uyarilan veya
inhibe edilen, genler tarafindan kontrol edilen bir sirectir. Pek ¢cok mikroRNA, SKH
boyunca hiicre 6limuni tesvik etmek veya inhibe etmek icin 6nerilmis olmakla birlikte,
gunimizde mikroRNA ekspresyon profillemesi sonuclari arasinda bazi tutarsizliklar
bulunmaktadir. Bu alanda yer alan bilgi farkliliginin, miRNA'larin hiicresel streglerin
duzenlenmesinde oynadigi karmasik roller ve dizensiz mikroRNA'larin  kesin
aktivitesini belirleme zorlugundan kaynaklandigi distiniilmektedir'®. SKH’ndan sonra
belirli hiicre tiplerinin 6lim, néronlarla iliskili miRNA'larin; miR-124 ve miR-128’in*®
ile oligodendrositlerle iliskili miRNA’larin; miR-219, miR-138 ve miR-338’in
downregulasyonlarini agiklayabilir'®**!. Bazi calismalar, miR-21'in, travmatik beyin
hasar gibi MSS yaralanmalari sonrasinda upregiile oldugunu desteklemektedir®. Cok
sayida calisma, miR21’in giicli antiapopitotik faktor oldugunu desteklemektedir'*?.
MiR-21, proapoptotik genleri hedefleyerek antiapopitotik etki gostermektedir. Buller ve
arkadaslari, SKH sonrast miR-21’in asir1 ifadesinin, hiicre 6limun indikleyen ligand
olan TNF-a ailesinin yesi Fas ligand genini (FasL) hedefleyerek, noronlart 6limden

113

korudugunu rapor etmislerdir—=. Glioblastoma hicrelerinde miR-21'in inhibisyonu,

kaspazlarin aktivasyonunu tetiklemekte ve artmisg apopitotik hicre 6limune yol

acmaktadir™*

. miR-21, apopitozu tesvik eden Fas ligand geni ile fosfataz ve tensin
homolog geninin (PTEN) her ikisinin de downregulatoriidiir®. Strickland ve
arkadaslari, miR-21’in SKH'ndan 4 giin sonra upregule oldugunu ve 14. gunde ise
downregiile olarak diizenlendigini gostermislerdir’. Her ne kadar miR-21'in
susturulmasi, astrogliosisde yararl: etkiye sahip olsa da néronal hiicre 6lima Gzerine
zararli oldugu ileri surulmustir. Antagomir-21'i kullanarak miR-21'in bastiriimasi,
SKH'ndan 28 giin sonra, spinal kordda néronal yapisal bozukluklar: ve lezyon boyutunu
arttirmaktadir®. Diger bir calismada da miR-21’in, PTEN/mTOR yolagini hedef alarak,

akson rejenerasyonunu indikledigi ve FasL hedef alarak, antiapopitik etkiye sahip
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oldugu gésterilmistir*2. MiR-29b'nin iskemik inme gibi, beyin hasarlarinda, néronal
apopitozu diizenledigi bildirilmistir®.

2.9.1. Kaspaz-3

Memelilerde apopitoz, kaspaz ailesi tarafindan diizenlenmektedir®. Apopitotik
yoldaki efektor proteinler olan kaspazlara bu ismin verilmesinin nedeni, bunlarin
katalitik bolgede anahtar bir sistein aminoasidini barindirmalar: ve secici olarak C-
terminal bolgelerindeki aspartatlardan proteinleri kesmeleridir. Kaspaz-3 efektor tipdir,
bundan dolay: kaspaz-3 aktivasyonu 6lmekte olan hiicredeki total kaspaz aktivitesini
hizla cogaltmaktadir’. Kaspaz-3’iin aktivasyonunun, in vivo ve in vitro sartlarda,
niklear DNA parcalanmasina yol actigi, boylece noronal gelisim bozuklugu ve MSS
hasarina neden oldugu belirtilmistir’. Hiicre 6lumii ve sag kalimi icin ilave kontrol,
memeli antiapopitotik proteinler olan Bcl-XL ve Bcl-2 tarafindan saglanir. Emergy ve
arkadaslari, yaralanmadan 3 saat ile 2. ay arasinda, spinal kordda kaspaz-3 aktivasyonu
ile birlikte apopitotik hiicrelerin varligini gostermislerdir'™®. Néronal apopitoza, basta
proapopitotik BH3 ailesi tyeleri ile Mcl-1 gibi antiapopitotik tyeleri iceren Bcl-2 ailesi
aracihik etmektedir®,

MikroRNA’lar  kaspaz ailesi uUyelerini hedef alarak da apopitozu
diizenleyebilmektedirler. Nitekim, Satoshi Ujigo ve arkadaslari, miR-210’un, SKH
olusturulan farelerin spinal kordlarina enjekte edildiginde, anjiyojenezi, astrogliozisi,
miyelinizasyonu arttirdig1 ayrica fonksiyonel iyilesmeyi sagladigini ve apopitozu da
engelledigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, insanlarda spinal kord yaralanmalarinda,

miR-210'un yeni bir tedavi ajani olabilecegini ileri sirmiislerdir®

. Ming Bai ve
arkadaslar1 da insan melanoma hicrelerinde miR-194’ln asirt ekspresyonunun hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve apopitozu indikleyerek kaspaz-3 ve kaspaz-9
ekspresyonunu arttirdigin: gostermislerdir®®’.

Da Liu ve arkadaslar1 arastirmalarinda, deneysel SKH ile indiklenen apopitotik
hicreler ve apopitozla iliskili belirtecler olan Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 ekspresyonlarini
degerlendirmisler ve yaralanmanin spinal kord dokusunda apopitotik hicrelerin
sayisinda belirgin bir artisa neden oldugunu, bunun aksine, antagomir-223 tedavisi
uygulanan grupta, travmadan 3 glin sonra daha az TUNEL pozitif hiicre sayisinin elde

edildigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, antagomir-223’un, proapoptotik Bax'i ve
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kaspaz-3 seviyelerini 6nemli 6lglide inhibe ettigini, antiapoptotik Bcl-2 seviyelerinin ise
yukseldigini boylece miR-223 inhibisyonunun, SKH'nda antiapopitotik etki gosterdigini
belirtmiglerdir. SKH sonrast antagomir-223 uygulanmasinin apopitozu engelledigi,
anjiyogenezi uyardig: ve fonksiyonel iyilesmeyi sagladigini, bu nedenle de, miR-
223’Un, SKH icin gelecekte umut vadeden bir tedavi ajani olabilecegini

vurgulamislardir®.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney hayvanlarinin elde edilmesi ve gruplara ayrilmasi

Deneysel akut spinal kord yaralanmas: sonrasinda miR-20a ve miR-125b
ekspresyonlarinin apopitoz ve enflamasyon ile olan iliskilerinin mikroskobik,
immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik yontemler ile arastirilmasi amaciyla
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinden (DETAUM) 250-300 gr agirliginda 42 erkek Wistar cinsi sigan temin
edildi. Bu denekler herhangi bir cerrahi islem yapilmayan ve saglam birakilan kontrol
grubu (n=8), spinal kord T2-T7 segmentleri arasinda yalnizca laminektomi olusturulan
sham operasyon grubu (n=8) ve T2-T7 segmentleri arasinda klip kompresyon ydntemi
ile spinal kord hasar1 (SKH) olusturulan deney grubu (n=24) olmak lizere 3 gruba
ayrildi. SKH'n1 takiben deney grubunda yer alan hayvanlar da kendi aralarinda; spinal
kord hasar1 olusturulduktan sonra yalnizca serum fizyolojik verilen grup (grup 3A,
n=12); spinal kord hasarin: takiben metilprednizolon tedavisi uygulanan grup (grup 3B,
n=12); olmak lzere 2 alt gruba ayrildi. Grup 2 (sham grubu) ile 3A ve 3B gruplarinda
yer alan hayvanlardan travmay: takiben 1, 3, 7 ve 14. ginlerde spinal kord doku

ornekleri alindu.

3.2. Operasyon

Bitun cerrahi islemler 150 mg/kg intramuskiler ketamin anestezisi altinda
gerceklestirildi. Klip kompresyon yontemi Rivlin ve Tator®® modeline gore yapildi.
Spinal kord yaralanmasi Torakal 2-7 (T2-7) segmentleri arasinda, ekstradural klip
kompresyon uygulamasi ile gerceklestirildi. Kapanma gicl 50 g olan anevrizma klibi
(Yasargil, FE 691K, Aesculap AG, Germany) ekstradural olarak uygulanarak
deneklerde SKH yapildi. Klip uygulama suresi 1 dakika olarak ayarlandi ve sire

bitiminde klip hemen kaldirild:.
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Sekil 4. Operasyon. A-B) Deri ve kas tabakalar ensizyonla agildi. C) Laminektomi yapilarak spinal
korda ulasildi. D) Torakal 2-7 segmentleri arasinda, ekstradural klip kompresyon
uygulamasi ile spinal kord hasan olusturuldu. E) Operasyon bdélgesi kapatilarak, sigcanin
anesteziden kontrolli olarak uyanmas: saglandi. F) Sakrifiye edilen sicanlardan hasarh
spinal kord dokularn kontrolli bir sekilde alindi.

3.3. Tedavinin Uygulanmasi

Deney kontrol grubundaki (Grup 3A) deneklere SKH’n1 takiben yalnizca serum
fizyolojik enjekte edildi. Metilprednizolon tedavisi alan gruba (Grup 3B), yaralanmadan
hemen sonra, baslangi¢c dozu olarak 30 mg/kg metilprednizolon intravendz olarak
uygulandi. Daha sonraki 24. saat (1. giin sonu)’ten 14. giine kadar dozlar 10 mg/kg/gin
intravendz olarak verildi.
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3.4. Dokularin Alinmasi

Grup 2, 3A ve 3B’den SKH’ndan 1 giin, 3 giin, 7 glin ve 14 gun sonra spinal
kord doku ornekleri alindi. Elde edilen spinal kord dokulari, 1sik ve elektron
mikroskobik, immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik incelemeler igin uygun

yontemler ile hazirland:.

3.5. Isik Mikroskobi Yoéntemleri

Isik mikroskobik incelemeler icin butiin gruplardan elde edilen spinal kord doku
ornekleri, %41tk paraformaldehit icerisine alindi ve oda 1sisinda 48-72 saat slreyle
tespit edildi. Daha sonra paraformaldehitin uzaklastirilmasi icin dokular su ile yikandi
ve Leica TP 1020 Ototeknikon Cihazi ile Cizelge 1'de belirtilen doku takip yontemi

uygulandi.
Cizelge 1. Isik mikroskobik doku takip islemi:
Oda sicakliginda Paraformaldehit 30 dakika
Oda sicakliginda %70’lik etil alkol 1 saat
Oda sicakliginda %80’lik etil alkol 1 saat
Oda sicakliginda %90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol+ksilol 1 saat
Oda sicakliginda Ksilol 1 saat
Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat
60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Bloklama islemini takiben mikrotom ile 5 pm kahinhginda alinan histolojik
kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi. Olympus BX53 1s1k mikroskobunda
incelendi ve fotograflar1 alindi. Bloklardan ayrica immdinohistokimyasal incelemeler

icin de doku kesitleri alind1 ve uygun yontemlerle hazirlandi.
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3.6. Immiinohistokimya Yoéntemleri

Tumor nekroz faktor alfa (TNF-a), Interl6kin-6 (IL-6) ve Kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi amaci ile elde edilen histolojik kesitler, polilizin kapli lamlar Uzerine
alindi. Buzdolabinda bekletilen Kkesitler isaretleme islemine gecilmeden &nce
kurutularak, tekrar buzdolabina alind: ve 15 dakika kadar bekletildi. Buzdolabindan
cikarildiktan sonra tekrar kurutulan kesitler, 60 °C’de etlvde ksilol icerisinde 15 dakika
deparafinize edildi. Daha sonra doku kesitleri, oda 1sisinda ksilol serilerinden gecirildi
ve derecesi giderek azalan alkol serileri icerisinde hidrate edildi ve distile su igerisine
alindi. Kesitler daha sonra, sitrat solusyonu (pH:6) icerisine alimp 95°C’lik su
banyosunda, 30 dakika silreyle tutularak antijenlerin agiga ¢ikarilmas: islemi
gerceklestirildi. Oda 1si1sinda 45 dk sogutulan kesitler, distile suda yikandi ve %3’luk
hidrojen peroksit (H,O,) icerisine alindi. H,O,’te yaklasik 10 dk kadar bekletildikten
sonra, kesitler, saf su ve fosfat tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4) gecirildi. Her bir
kesitin etrafi dikkatlice silinip, kurulandiktan sonra, Gzerine nonspesifik baglanmay1
engellemek amaciyla blocking (ab93705,Abcam, USA.) damlatild: ve oda isisinda 15
dakika bekletildikten sonra sonra, kesitler, saf su ve fosfat tamponundan gecirildi ve
dokularin etrafi kurulandi. Daha sonra 1/400 oraninda sulandirilan, anti-IL-6 (I1L-6; anti-
rat rabbit polyclonal antibody, ab6672, Abcam, USA), 1/500 oraninda dilte edilen anti-
TNF-o (TNF-a; anti-rat rabbit poyclonal antibody, ab6671, Abcam, USA) ve 1/500
oraninda dilte edilen (kaspaz-3; anti-rat rabbit poclonal antibody, ab4051, Abcam,
USA) primer antikorlart damlatildi. Primer antikor damlatilan tiim kesitler +4°C’de,
nemli ortamda bir gece bekletildi. Negatif kontrol igin alinan kesitlere primer antikorlar
yerine, tampon solisyonu damlatildi. Primer antikorla muamele edilip 1 gece +4°C’de
ve ardindan 1 saat oda bekletilen kesitler, daha sonra distile su ve PBS’den gecirildi ve
uzerlerine Biotin (ab93705,Abcam, USA.) damlatilarak 15 dk sureyle oda 1sisinda
tutuldu. 15 dk sonra distile su ve PBS’de yikanan kesitlerin etrafi kurulanmip Avidin
(ab93705, Abcam, USA.) damlatilalarak, 20 dakika slreyle oda isisinda bekletildi.
Distile su ve PBS’den gecirilen kesitler (izerine, aminoetilkarbozol (AEC) sollisyonu
damlatild1 ve 10 dakika bekletildi, cesme suyu icerisinde yikand: ve doku kesitleri, zit
boyama icin hematoksilen ile boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler, cesme
suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su bazli kapama maddesi damlatilarak dokular
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lamel ile kapatildi, Olympus BX53 151k mikroskobu (Japan) ile incelendi ve fotograflar
cekildi.

3.6.1. immunohistokimyasal Skorlama Y éntemi

TNF-0, IL-6 ve Kkaspaz-3  ekspresyonlarint  arastirmak  amaciyla
immunohistokimyasal skorlama yontemi uygulandi. Imminohistokimyasal skorlama
icin 40’k objektifte rastgele secilen 5 alanda H Skorlama sistemi kullanildi. H skoru,
pozitif hicre ylzdesiyle birlikte dort farkli boyama yogunlugunun carpimi toplanarak

hesaplandi. Bu sisteme gore;

Boyanma derecesi =0 (Hi¢ boyanma yok)
= 1 (Zayif derecede boyanma)
= 2 (Orta derecede boyanma)
= 3 (Guclu derecede boyanma) seklinde degerlendirildi.

H Skor degerini heasaplamak icin ‘1 x PC’ formulu kullanildh.
I: Intensity (Yogunluk)
PC: Percentage of positive cells ( Her derecede boyanan hiicre ylzdesi)
Gruplar arasindaki ekspresyon farkliliklart “Mann Whitney U’ testi kullanilarak

degerlendirildi. 0,05’ten kiglk p degerleri anlamli kabul edildi.

3.7. Elektron Mikroskobi Yontemleri

Elektron mikroskobik degerlendirme igin alinan spinal kord doku parcalari,
Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis % 5 lik glutaraldehit sollisyonunda 1 saat
bekletildikten sonra tzerinde birka¢ damla glutaraldehit olan dis¢i mumuyla kapl petri
uzerinde jilet yardimiyla 1 mm3 lik parcalara ayrildi. Doku parcalar: tekrar glutaraldehit
soliisyonuna alinarak 3 saat kadar tespit edildi. Boylece dokular glutaraldehit ile toplam
4 saat tespit edilmis oldu. Daha sonra dokular Millonig fosfat tamponunda iki defa 10’ar
dk calkaland: ve ardindan Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %21 lik osmium
tetraoksit (0sO,) soliisyonu ile ikinci defa tespit edildi. Iki saatlik osmium tetraoksit

tespitinden sonra dokular fosfat tamponu ile iki kez 10’ar dakika yikandi. Daha sonra
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dokular, Cizelge 2'de belirtilen siraya gére derecesi giderek artan etil alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edildi.

Cizelge 2. Elektron mikroskobik doku takibinde dehidratasyon islemi

%50'lik etil alkol +4°C 15 dakika
%70'lik etil alkol +4°C 15 dakika
%86'l1k etil alkol +4°C 15 dakika
%96'l1k etil alkol +4°C 15 dakika
%100'luk etil alkol +4°C 15 dakika
%100'luk etil alkol +4°C 15 dakika

Buraya kadar olan islemler +4°C' de gerceklestirildi. Daha sonra Cizelge 3'te
belirtilen islemler oda 1sisinda gergeklestirildi.

Cizelge 3. Elektron mikroskobik doku takibinde seffaflandirma islemi

%100 Etil alkolde | Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen oksitte Oda sicaklhiginda 15 dakika
Propilen oksitte Oda sicakliginda 15 dakika

Dehidratasyon ve seffaflandirma islemleri tamamlandiktan sonra, doku parcalar
1 hacim propilen oksit ve 1 hacim rezin'den (gbmme materyali) olusturulan karisim
icerisinde 2'ser defa 30'ar dakika streyle bekletildi. Bu islemlerden sonra doku parcalar:
taze hazirlanmis rezin icerisine alinarak 1 gece boyunca rotatorda dondurilerek
karistirildi ve rezinin doku pargalar: igerisine daha iyi nifuz etmesi saglandi. Taze rezin

(gbmme materyali) Cizelge 4'te belirtildigi gibi hazirland:.

Cizelge 4. Gbmme materyalinin hazirlanisi

Araldehit (CY 212) 20 ml
Sertlestirici (HY 964) 20 ml
Hizlandiric1 (DY 064) 0,6 ml
Plastiklestirici-Dibutil Fitalat 1ml
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Ertesi gun rotatordan alinan doku parcalar: taze hazirlanmis gémme materyali
kullanilarak Beem kapsullere gomiildii ve 60 °C etlivde 48 saat polimerize edildi. Daha
sonra Dbloklar etivden cikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Ultracut S
ultramikrotomu ile 1 pum kalinhiginda yari ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile
boyand: ve doku bloklarinda uygun alanlarin segimi yapildi. Belirlenen alanlardan
ultramikrotom ile 50 nm kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 gozenekli
bakir gridlere alinarak %70'lik etil alkolde hazirlanan doymus uranil asetat ile
Reynolds'un kursun sitrat soltusyonlari ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400
Transmisyon Elektron Mikroskobu (Japan) ile incelendi ve mikrograflar elde edildi.

3.8. Kantitatif Reverse Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qQRT-

PCR)

Molekdler biyolojik degerlendirmeler igin butin gruplardan elde edilen spinal
kord doku ornekleri, kriyo tiiplerin icerisinde sivi azota alind: ve -80 °C’de saklandk.
Alinan spinal kord doku parcalarina QIAZOL Lysis Reagent (79306, Qiagen, Almanya)
eklenerek Qiagen- TissueLyser Il homojenizatoriinde parcalandi. Elde edilen homojenat
tizerine kloroform (Merck, Turkiye) eklendi ve +4 °C’de 12,000 x g’de, 15 dakika
santrifiij edildi. Santriftij sonras: tst faz alindi1 ve elde edilen slipernatanttan ticari Kkitler
(miRNeasy Mini Kit, Qiagen, Almanya) kullanilarak total RNA izolasyonu yapild:.
Elde edilen RNA’larin, A280 / A260 orami (oran> 1.5) ve konsantrasyonu
spektrofotometre ile dlculdi. RNA konsantrasyonlart RNase free water ile ayni diizeye
(100 ng) getirildi. Elde edilen total RNA reverse transkripsiyon Kiti (miScript Il RT Kit,
Qiagen, Almanya) kullanilarak cDNA (complementary DNA)’ya donustirildi. Reverse
transkripsiyon miksi ¢izelge 5’te belirtildigi gibi hazirlandi. Hazirlanan miks 37 °C de
60 dakika, ardindan 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve elde edilen cDNA’lar  -20
%C’de sakland.
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Cizelge 5. Reverse-transkripsiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesen Volum/reaksiyon
5x miScript HiFlex Buffer 4l

10x miScript Nucleics Mix 2 ul

RNase-free water 2 ul

miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul

Ornek RNA 10 pl

Total volim 20 pl

Arastirilan gen ekspresyon duzeyleri real time PCR yontemiyle Applied
Biosystems 7300 (ThermoFisher, Amerika) cihazi kullanilarak kuantifiye edildi. MiR-
20a ve miR-125b genlerinin ekspresyon duzeyleri belirlendi. Gen ekspresyonunun
normalizasyonu i¢in SNORD87 (U87) ev (house keeping) geni kullanildi. Real time
miksi ¢izelge 6’da belirtildigi gibi hazirland:.

Cizelge 6. Real time PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesen 96-kuyucuk
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master | 1375 pl

Mix

10x miScript Universal Primer 275 ul
RNase-free water 1000 pl
Ornek cDNA 100 pl

Total volim 2750 pl

Real time PCR donglsit miR-20a ve miR-125b icin optimize edildi ve cizelge
7’deki kosullara gore yapildi.
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Cizelge 7. Real time PCR ddngu kosullar

Adim Zaman Sicakhk
flk aktivasyon basamag: 15 dakika 95°C
Denattirasyon 15 saniye 94°C
Baglanma (annealing) 30 saniye 55 °C
Uzama (extension) 34 saniye 70°C
Dongl 50 dongu

3.9. istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5 (GraphPad Software
Inc. USA) program: kullanildi. Verilerin  normal dagilimli olup olmadiklar
degerlendirilmesinde “D’Agostino & Pearson omnibus normality test” kullanildi.
Sonuca gore; gen ekspresyon analizinde GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.
USA) programi kullanilarak tek yonli varyans analizinin (One-way analysis of
variance, 31 ANOVA) Dunnett’s c¢oklu karsilastirma testi (Dunnett’s Multiple
Comparison Test) yapildi. Gen ekspresyon miktarlarinin analizi fold regulation (2 %
yontemine gore hesaplandi. Boylelikle ilgili genlerin ekspresyon miktarlarinin kag kat
arttigi/azaldigr belirlendi. Gen ekspresyonunda istatistiki degerlendirme deney, tedavi
ve kontrol gruplarinin 2 degerlerinin Student t-test ile kiyaslanmas: ile yapildi.

0,05ten kiicuk p degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Kontrol Grubu

Spinal kord hasar1 olusturulmayan ve herhangi bir islem yapilmayan bu gruba ait
hayvanlarin spinal kord doku oOrneklerinin 1sik mikroskobik incelenmesinde, spinal
kordu distan cevreleyen bag dokusu yapisinda olan pia mater gorildi. Pia mater’in,
spinal kordun yizeyini yakindan takip ederek bulylk ventral fissurun igine kadar
sokuldugu gozlendi. Spinal kordun dis kismini olusturan beyaz cevher yogun olarak
miyelinli sinir lifleri, gliya hucreleri ve kan damarlarindan olusmaktaydi. Spinal kordun
i¢ kismini olusturan gri cevher, sinir lifleri ile birlikte sinir hiicre govdelerini
(perikaryon) icermekteydi. Gri cevher merkezi kanal cevresinde H harfi seklinde bir
goriinim olusturmaktaydi. Gri cevherin orta bolgesinde yer alan merkezi kanal ise
silyalr kiibik hticreler olan ependim hicreleri ile désenmisti. Gri cevherde yer alan
ndron perikaryonlar: vezikuler tip, blyuk, yuvarlak sekilli bir gekirdek ve genis bir
sitoplazmaya sahipti. Vezikiler tipte hiicre cgekirdeginin orta kisminda belirgin bir
cekirdekgige siklikla rastlandi. Noronlarin sitoplazmasinda Nissl cisimcikleri belirgin
olarak izlendi. Gri ve beyaz cevherde yer alan ndérogliya hicreleri belirgin

hiperkromatik boyanmis ¢ekirdekleri ile ayirt edildi (Sekil 5).
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Sekil 5. Kontrol grubu. Spinal kordun isik mikroskobik gériiniimd. Spinal kord distan pia mater
(PM) ile cevrilidir. Merkezde H harfi seklinde gri cevher (GC), bunun da ortasinda
ependim hcreleri ile déseli merkezi kanal (MK), dista da beyaz cevher izlenmektedir
(BC). Gri cevherin 6n boynuzunda yer alan motor néronlar (ok) belirgin olarak
gorulmektedir. Gri cevher etrafinda miyelinli ve miyelinsiz sinir lifleri ve gliya hiicrelerini
iceren beyaz cevher yer almaktadir. H&E, Bar = 500pm.

4.1.2. Sham operasyon grubu

Spinal kord yaralanmasina maruz birakilmayip yalnizca Torakal 2-7 segmentleri
arasinda laminektomi yapilan bu gruptaki sicanlardan 1, 3, 7 ve 14. gunlerde alinan
doku orneklerinin 1s1tk mikroskobik incelenmesinde spinal kord yapisi normal kontrol
grubuna benzerlik gostermekteydi. Gri ve beyaz cevherden olusan spinal kordun distan
ince bag dokusu yapisinda pia materle cevrili oldugu gorildi. Spinal kordun
merkezinde yer alan gri cevherde ndron perikaryonlari, nérogliyalar, sinir lifleri ve kan
damarlar1 ayirt edildi. Noron perikaryonlari, akson ve gliya hicrelerinin histolojik
yapilarinin normal oldugu gozlendi. Noron perikaryonlari, tipik blyik, yuvarlak, agik
renkte boyanan bir cekirdek, belirgin c¢ekirdekcik ve sinir hiicre gdvdesinin

sitoplazmasindaki bol miktarda Nissl cisimcigi ile ayirt edildi. Beyaz cevherde yer alan
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gliya hucreleri ve miyelinli sinir liflerinin de normal yapilarint koruduklari gorildd
(Sekil 6).

Sekil 6. Sham operasyon grubu. Spinal kordun 1s1k mikroskobik gériinimu. Gri cevherdeki sinir
hiicre govdeleri (oklar) koyu mor renkte boyanmstir. Hiicre ¢ekirdekleri vezikiler tipte
olup acik pembe renkte boyanmis ve merkezi bdélgesinde cekirdekgik icermektedir.
Kapiller damar ok bas ile gosterilmistir. Gliya hiicreleri hem gri hem de beyaz cevherde
koyu mor renkte boyanmus kiiglik ¢cekirdekleri ile ayirt edilmektedir. H&E, Bar=100pm.

4.1.3. Deney Kontrol Grubu

Torakal 2-7 segmentleri arasinda klip kompresyon yéntemi ile spinal kord hasar
olusturulduktan sonra, hi¢ bir tedavi yontemi uygulanmayip yalnizca serum fizyolojik
verilen gruba ait, spinal kord doku 6érnekleri yaralanmadan sonra 1, 3, 7 ve 14. giinlerde
151k mikroskobik degerlendirmeler icin elde edildi. Yaralanma sonras1 1. giin elde edilen
deney kontrol grubuna ait spinal kord dokularinin 11tk mikroskobik incelemelerinde gri
ve beyaz cevherin genel histolojik yapilari, néronlar, gliya hicreleri, sinir lifleri ve
miyelin kilif yapilarindaki degisiklikler dikkate alindi. Bu gruba ait hayvanlarda, spinal
kord gri cevherinde hicresel hasarin noronlarda, gliya hiicrelerinde ve miyelinli sinir
liflerinde belirgin oldugu ve énemli boyutta kavitasyon alanlari dikkati ¢ekti. Noron
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perikaryonlarinin gekirdeklerinde kromatin yogunlasmas: ve sitoplazmada biiziismenin
oldugu gorildd. Bunun yani sira hem gri cevherde hem de beyaz cevherde 6dem ve
hemorajik alanlarin varhg izlendi. Ozellikle beyaz cevherde miyelinli sinir liflerinde
onemli miktarda miyelin kayiplarina rastland: (Sekil 7A).

Deney kontrol grubuna ait hayvanlardan yaralanma sonrasi 3. glinde elde edilen
doku @rneklerinin 151k mikroskobik degerlendirilmesinde, gri ve beyaz cevherde
O6dematdz ve hemorajik alanlarin varlhigi 1 glnlik gruba benzer sekilde bu grupta da
izlendi. NOronlarda olusan dejeneratif degisiklikler bu grupta da belirgindi. Néronlarda
oOzellikle cekirdekte kromatin yogunlasmas: belirgindi. Gri cevherde ve 0Ozellikle de
beyaz cevherde aksonlarda olusan yapisal bozukluklar dikkat gekiciydi. Miyelinli
aksonlarda, miyelin kilifta yapisal bozukluklar ve miyelin kilif kayiplar1 yaygin olarak
izlendi (Sekil 7B).

Deney kontrol grubuna ait hayvanlardan yaralanma sonrasi 7. glinde elde edilen
doku Orneklerinin 151k mikroskobik degerlendirilmesinde, gri ve beyaz cevherde
O6dematdz ve kavitasyon alanlarinin 6nemli Olgiide azaldigi gordldi. Diger taraftan
hemarojik alanlarin genellikle kayboldugu tespit edildi. Ancak gri cevherde ndron
govdelerinde belirgin bir bozulmanin varhg: tespit edildi. Beyaz cevherde miyelin kilif
kayb1 ve miyelin kilifta yapisal bozukluklar bu grupta da izlendi (Sekil 7C).

Deney kontrol grubuna ait hayvanlardan yaralanma sonrasi 14. ginde edilen
doku orneklerinin 151k mikroskobik degerlendirilmesinde, deney kontrol grubu 7. gune
benzer yapisal Ozellikler tespit edildi. Ancak bu grupta farkli olarak, kavitasyon
alanlarinin yerini hiicresel atiklara biraktigi gorildi. Beyaz cevherde miyelin kilifta
yapisal bozuklular ve gri cevherde ndron perikaryonlarindaki bozukluklar bu grupta da
tespit edildi. Miyelin kayiplarinin yogun oldugu alanlarda dejenere olan akson ve
miyelin kilif artiklarini fagosite etmek tizere makrofajlarin ve mikroglial hicrelerinin
artmis olduklar: dikkati ¢ekti Bu grupta hemorajik alanlar belirgin degildi ve 6dem
alanlar1 da azalmisti (Sekil 7D).
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Sekil 7. Deney kontrol grubu isik mikroskobik gériinimid. A) 1.giinde alinan spinal kordun isik
mikroskobik goérinimui. Spinal kordda siddetli hemorajik alanlar (*) izlenmektedir.
Noéron govdelerinde dejeneratif degisiklikler (oklar) gérilmektedir. Odematoz alanlar
(okbasi) ve kavitasyon alanlar: (+) gérilmektedir. Bar= 200 pum. B) 3. giinde alinan spinal
kordun isik mikroskobik gérinimu. Spinal kordda hemorajik alanlar (*) izlenmektedir.
No6ron govdelerinde dejeneratif degisiklikler (oklar) gérilmektedir. Odematéz alanlar
(okbasi) ile kavitasyon alanlari (+) gosterilmistir. Bar= 200 pm. C) 7. giinde ahnan spinal
kordun isik mikroskobik gérinumu. Néron govdelerinde dejeneratif degisiklikler (oklar)
gorilmektedir. Odematoz alanlar (*) izlenmektedir. H&E, Bar= 100 pm. D) 14. giinde
alinan spinal kordun is1k mikroskobik gérunimi. Ozellikle gri cevherde 6dem (*) ve sinir
lifi kaybiyla birlikte hiicresel atiklar dikkati cekmektedir. H&E, Bar= 200 pm.

4.1.4. Metilprednizolon tedavisi uygulanan grup

Spinal kord yaralanmasini takiben metilprednizolon tedavisi uygulanan gruba ait
spinal kord doku 6rnekleri 151k mikroskobik inceleme amaciyla 1, 3, 7 ve 14. ginlerde
elde edildi. 1 gunluk metilprednizolon tedavi grubunda spinal kordda yaralanma ile
birlikte meydana gelen dejeneratif degisikliklerin, deney kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, nisbeten azalmis oldugu goéruldd. Spinal kord gri ve beyaz
cevherinde kavitasyon, 6dematdz alanlar ve hemoraji gorilmekle birlikte, dejeneratif
degisikliklerin 6zellikle hicbir tedavi uygulanmayan deney kontrol grubuna kiyasla daha

sinirlt oldugu goraldi. Noron perikaryonlar: ve sinir liflerinde dejeneratif degisiklikler
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yer almaktaydi. Beyaz cevherde yer alan miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif
bozukluklar: ve aksonal harabiyet bu grupta da belirgindi (Sekil 8A).

Metilprednizolon tedavisini takiben 3. gunde alinan doku Orneklerinin sk
mikroskobik incelenmelerinde de 1 gunlik gruba yakin bulgularin varlig: goruldu. Bu
grupta da kavitasyon, hemoraji ve O0dem alanlarinda deney kontrol grubuna gore
belirgin bir azalmanin oldugu, néron ve sinir liflerinde yapisal degisiklikler goriilmesine
ragmen, tedavi edilmeyen gruba oranla, bu degisikliklerin daha hafif seyrettigi dikkati
cekti. Beyaz cevherde miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif kaybi, 1 gunlik gruba
benzer sekilde, bu grupta da belirgindi (Sekil 8B).

Metilprednizolon tedavisini takiben 7. glinde alinan doku oOrneklerinin 11k
mikroskobik incelenmelerinde, hemorajik alanlarin tamamen kayboldugu ve kavitasyon
alanlarinin 6nemli o6lglde azaldigi gozlendi. N6ron perikaryonlari ve sinir lifleri bazi
bolgelerde dejeneratif degisiklikler gostermekle birlikte bu degisiklikler deney kontrol
grubu 7.gun bulgularina oranla anlamli derecede azalmisti (Sekil 8C).

Metilprednizolon tedavisini takiben 14. gunde alinan doku orneklerinin 1sik
mikroskobik incelenmelerinde, spinal kord gri ve beyaz cevherinde histolojik yapinin
genellikle korunmus oldugu dikkati ¢ekti. Noron gdévdeleri, gliya hicreleri ve sinir
lifleri fokal yapisal degisiklikler gostermekle birlikte normal yapida olanlarin siklig: da
dikkat cekti. Kavitasyon ve ddem alanlar: diger gruplara oranla 6nemli 6lgiide azalmisti
ve hemorajik alanlara rastlanilmadi. Deney kontrol grubu 14. glne oranla hicre

atiklarinin belirgin derecede azaldig: goruldu (Sekil 8D).
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Sekil 8. Metilprednizolon grubu isik mikroskobik gérinimu. A) 1. gunde spinal kordun isik

mikroskobik gérinuimi. Hemorajik alanlar (*) ile isaretli bolgelerde izlenmektedir. Sinir
hiicresi perikaryonlarinda dejeneratif degisiklikler (oklar) gérulmektedir. Odematoz
alanlar (ok basi) gosterilmistir. Bar= 100pm. B) 3. gtinde spinal kordun isik mikroskobik
gérinima. Sinir hiicre perikaryonlarinda dejeneratif degisiklikler (oklar) gortlmektedir.
Hemorajik alanlar (*) ile isaretli bolgelerde izlenmektedir. Odematdz alanlar (ok basi)
gosterilmistir. Bar= 100um. C) 7. giinde spinal kordun 1sik mikroskobik gérinumu. Sinir
hiicre perikaryonlan ¢ogunlukla normal yapilarimt korumakla birlikte, bazi néronlarda
dejeneratif degisiklikler (oklar) gorulmektedir. Miyelinli ve miyelinsiz sinir lifleri genel
olarak normal yapida izlenmektedir. Odemattz alanlar (ok basi) isaretlenmistir. Bar=
200pm. D) 14. ginde spinal kordun isik mikroskobik goérindmdi. Sinir hcreleri
¢ogunlukla normal yapida izlenmekle birlikte bazi néronlarda dejeneratif degisiklikler
(oklar) gorulmektedir. Sinir liflerinin  normal histolojik yapilarim koruduklar:
gozlenmektedir. Kavitasyon alanlari (*) 6nemli 6lctuide azalmistir. H&E, Bar=100pm.

4.2. Elektron Mikroskobik Bulgular
4.2.1. Kontrol Grubu
Spinal kord yaralanmasi olusturulmayan ve herhangi bir midahale yapilmayan

bu gruba ait spinal kord doku &rneklerinin elektron mikroskobik incelenmesinde gri

cevherdeki sinir hiicre govdeleri, miyelinsiz sinir lifleri ve gliya hicreleri ile birlikte,

beyaz cevherdeki miyelinli aksonlar ve gliya hiicrelerinin ince yapilari degerlendirildi.

Gri cevherde yer alan sinir hilcre perikaryonunun merkezi yerlesimli bir cekirdek ve

bunun etrafin1 gevreleyen perinuklear sitoplazmadan olustugu gorildi. Sferikal olan

45



hlcre cekirdegi huicrenin merkezinde yerlesmisti. Vezikuler tipteki cekirdek icerisinde
iyi ayirt edilebilen cgekirdekgigin varligi izlenmekteydi. Noron sitoplazmasinda bulunan
mitokondriyonlarin genellikle ovoid veya yuvarlak sekilli olduklari, hem transvers hem
de longitudinal tipte kristalara sahip olduklar: ayirt edildi. Perinlklear yerlesim gosteren
Golgi kompleksi oldukca fazla sayida, bitin perikaryona dagilmis halde izlendi.
N6ronun hiicre govdesi Nissl cisimcikleri olarak bilinen ¢ok sayida kaba kiitleler igerir.
Nissl cisimcikleri néronlarin grantler endoplazmik retiktlimlardan olusan topluluklar
oldugu goraldi. Noron sitoplazmasi icerisinde ayrica lizozomlar da bulunmaktaydi.
Bunlarin yaninda, sitoplazmasinda ayrica yaygin olarak ndérotiibil ve noérofilamanlar
bulunmaktaydi. Norotubul ve ndrofilamanlarin akson ve dendritler icerisine dogru
uzandiklari goérilmekteydi (Sekil 9). Spinal kord gri ve beyaz cevherinde yerlesen
nérogliya hucrelerinin genellikle sferikal veya ovoid bir cekirdege ve cekirdegi
cevreleyen perintklear ince bir sitoplazmik halkaya sahip olduklar: goraldi. Miyelinli
sinir liflerinde oligodendrositlerce yapilan miyelin kilifin dizenli bir lamellar yapiya
sahip oldugu izlendi. Akson sitoplazmalarinda, mitokondriyonlar, bir ka¢ norotibul ve
norofilamanlar dikkati ¢ekti. Kan damarlari hem gri hem de beyaz cevherde yaygin bir
sekilde bulunmaktayd: (Sekil 10).
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Sekil 9. Kontrol grubundan ahinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik gérinimui. Noron
perikaryonunun cekirdek (C) ve sitoplazmasiyla tamamen normal histolojik yapida oldugu
gorulmektedir. Sitoplazmada normal yapida endoplazmik retikiliim, golgi apparatus (ga),

mitokondriyonlar (m) ve lizozomlar (L) izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde akson (a)
ve miyelin kiliffin (mk) normal yapida oldugu gorilmektedir. Bar=1 pm.

Sekil 10. Kontrol grubundan ahnan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik gdrunima.
Beyaz cevherde yer alan oligodendrositte (OD), cekirdek, (C) ve sitoplazmanmn normal
oldugu, miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) normal histolojik

yapida oldugu izlenmektedir. Kapiller damar (KD) ve eritrositler (E) gosterilmistir.
Bar=2 pm.
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4.2.2. Sham operasyon grubu

Spinal kord yaralanmas: olusturulmayan, yalnizca laminektomi olusturulan bu
gruba ait deneklerde, spinal kord doku Ornekleri 1, 3, 7 ve 14. gunlerde elde edilerek,
elektron mikroskobik olarak degerlendirildi. Bu grupta spinal kord ince yapisinin
kontrol grubuna benzer sekilde, normal yapida oldugu dikkati cekti. Spinal kord gri
cevherindeki noron perikaryonlarinin sferikal, merkezi yerlesimli vezikuler bir ¢ekirdek
ve cekirdegin ortasinda cekirdekgige sahip oldugu goruldi. Cekirdek etrafinda bulunan
sitoplazmada iyi gelismis GER, transvers ve longitlidinal tipte kristalara sahip
mitokondriyonlar, ndrotubuller ve nérofilamanlarin bulundugu goéruldia. Noérogliya
hicrelerinin de ovoid veya sferikal bir cekirdege ve cekirdek etrafinda ince bir
sitoplazmaya sahip olduklar1 izlendi. Sitoplazmada mitokondriyonlar, GER ve
mikrotubullerin varhigina rastland: (Sekil 11). Miyelinli akson sitoplazmas: ve miyelin
kilif, lameller yap1 ve konsantrik diizenlenmesi intakt gérinimdeydi. Laminektomi
olusturulan ve spinal kord doku Orneklerinin 1, 3, 7 ve 14. glnlerde alinan gruplarda
benzer elektron mikroskobik bulgular elde edildi. Bu grupta da gri cevherde yer alan
noronlarin, gliya hicrelerin ve sinir liflerinin normal yapida olduklari, beyaz cevherde
bulunan gliya hucreleri ile miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin ince yapilarinin

korundugu gozlendi (Sekil 12).

48



Sekil 11. Sham operasyon grubundan ahnan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
gérinuma. Sinir hicresi perikaryonunun cekirdek (C) ve sitoplazmasimin normal
histolojik yapida oldugu gérilmektedir. Miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin
kilifin (mk) normal yapida oldugu gérilmektedir. Bar= 0,5 pm.

Sekil 12. Sham operasyon grubundan ahnan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
géranumi. Beyaz cevherde yer alan miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin

(mk) normal yapida oldugu gorulmektedir. Kapiller damar (KD) ve icerisinde eritrosit
(E) izlenmektedir Bar=0,5 pm.
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4.2.3. Deney Kontrol Grubu

Spinal kord yaralanmas: sonrasinda tedavi uygulanmayan deney kontrol
grubundaki deneklerden 1, 3, 7 ve 14. glnlerde alinan spinal kord doku o6rnekleri
elektron mikroskobik olarak degerlendirildi. 1 gin sonra alinan doku Orneklerinin
elektron mikroskobik incelenmesinde spinal kordda gri ve beyaz cevherde yaygin 6dem
ve hemorajik alanlarin varligi gozlendi. Beyaz cevherde yaygin ddematdz alanlarin
yaninda 0zellikle kan damarlarinin yakin gevresinde hemorajik alanlarin varligi dikkati
cekti. Noron perikaryonlarinda ¢ekirdekte heterokromatin artisi, sitoplazmada grantler
endoplazmik retikiliim sisternalarinda genisleme ve vakuolizasyon, mitokondriyonlarda
genisleme, kristalarinda bozulma ve duzensizlikler, lizozomlarda artis tespit edildi.
Bunlarin yaninda gliya hucrelerinde de cekirdek ve sitoplazmik organellerde
ultrastrukturel degisiklikler goruldu. Bu grupta 6zellikle beyaz cevherde meydana gelen
dejeneratif degisiklikler belirgindi. Miyelinli sinir liflerinde miyelin lamellerinin normal
organizasyonunda bozulma, miyelin kilif lamellerin aksonal zon igerisine invagine
oldugu, baz: sinir liflerinde ise sinir yuzeyine dogru evagine oldugu, akson icerisinde
mitokondriyonlarda belirgin olmak Uzere organel harabiyetinin olustugu belirlendi.
Hem gri cevherde hem de beyaz cevherde ¢zellikle oligodendrositlerde gekirdekte
kromatin kimelenmesi, sitoplazmada vakuolizasyon ve organel harabiyetlerinin
olustugu dikkati cekti. Spinal kord travmasindan sonra yaralanma alanina hizla gelen
enflamatuvar hicrelerin miktarinda artis oldugu, bu kapsamda makrofajlar, l0kositler ve
mikroglialarin yaygin olarak bulundugu dikkati gekti (Sekil 13). Yaralanma sonras: 3.
giinde alinan doku Orneklerinin elektron mikroskobisinde de 1 gunliik deney kontrol
grubunda oldugu gibi spinal kordda yaygin ultrastriiktiirel degisiklere rastlandi. Bu
grupta da cogu alanda 6dem ve hemorajinin varlig: dikkati ¢ekti. Gri cevherde bulunan
noron perikaryonlart ve gliya hucrelerinde cekirdekte kromatin artisi, sitoplazmada
organel harabiyeti, miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif harabiyeti ile aksoplazmada
organellerde yapisal bozukluklar gozlenen bulgulard: (Sekil 14). Yaralanma sonrasi 7.
gunde alinan doku orneklerinin elektron mikroskop incelemelerinde néronlarda yapisal
degisiklikler, aksonlarda buzlisme, organel harabiyeti ile miyelin kilif lamellerinde
ayrilmalar goraldu (Sekil 15 ve 16). Yaralanma sonrast 14. ginde alinan doku
orneklerinin elektron mikroskop incelemelerinde diger gruplara gore, 6dem ve

hemorajik alanlarin  azalmis oldugu goOrtldd. Bunun yanminda noron hicre
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perikaryonlarinda gekirdekte heterokromatin miktar: artis1 ve sitoplazmik vakuolizasyon
izlendi. Gliya hucrelerinde de gekirdek ve sitoplazmik organellerde ultrastriktirel
degisiklikler goruldi. Beyaz cevherde bulunan miyelinli sinir liflerinde akson ve
miyelin kilift iceren yapisal degisiklikler izlendi (Sekil 17).

Sekil 13. Deney kontrol grubundan 1. giin alhinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
gérinimu. Yaralanma alaminda yaygin 6dem (*) ve hemorajik alanlarin varhg:
izlenmektedir. Ortamda eritrositler (E) ile enflamatuvar hiicrelerden makrofajlarin (MF)
bulundugu dikkati cekmektedir. Ayrica bu alanda ileri derecede dejenere olan sinir
liflerine ait miyelin kilif artiklarinin varhg: da (oklar) dikkati cekmektedir. Bar=1 pm.
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Sekil 14. Deney kontrol grubundan 3. giin alhinan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
gérinumu. Beyaz cevherde yer alan oligodendrosit (OD) c¢ekirdeginde kromatin artisi ve
organel harabiyetlerinin varhg: dikkati cekmektedir. Miyelinli sinir liflerinde siddetli
akson (a) ve miyelin kihif (mk) harabiyetlerinin (oklar) varhg gérilmektedir. Odem
alanlan (*) gosterilmistir. Bar= 1um

an spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
gérinumu. Beyaz cevherde ileri derecede sinir lifi harabiyetinin (oklar) varhg: dikkati
cekmektedir. Dejenerasyona ugrayan sinir liflerini fagosite eden enflamatuvar
hicrelerden makrofajlarin (MF) varhg ve lipid damlaciklan (L) dikkati ¢cekmektedir.
Odem alanlan (*) gosterilmistir. Bar= 1 pm.
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grubundan 7. gin ahnan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
gérinimu. Beyaz cevherde yer alan astrositte (A) c¢ekirdekte kromatin artisi, miyelinli
sinir liflerinde aksonlarda biiziisme, miyelin lamellerinde ayrismalarin (oklar) olustugu
gorilmektedir. Odem alanlar (*) ve kapiller damar (KD) gésterilmistir. Bar= 1 pm.

Seil-iG. Deney kontrol

Sekil 17. Deney kontrol grubundan 14. gin ahnan spinal kord dokusunun elektron mikroskobik
gérinumu. Beyaz cevherde miyelinli sinir liflerinde aksonlarda (a) buzisme, miyelin
kilifta (mk), miyelin lamellerinde ayrisma ve dejenerasyon (oklar) dikkati ¢cekmektedir.
Noron perkaryonunda (N) dejenerasyon ve organel harabiyeti goralmektedir.
Oligodendrosit (OD) ¢ekirdeginde (C) kromatin artis1 izlenmektedir. Bar=1 pm.
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4.2.4. Metilprednizolon tedavisi uygulanan grup

Deneysel spinal kord yaralanmasindan sonra metilprednizolon tedavisi
uygulanan gruptan doku érnekleri 1, 3, 7 ve 14. ginlerde elektron mikroskobik olarak
incelenmeleri amaciyla elde edilmistir. 1. ginde alinan spinal kord dokularinin
incelenmesinde,  ultrastriktirel  degisikliklerin ~ deney  kontrol  grubu ile
karsilastirildiginda bu grupta nispeten azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Spinal kord gri ve
beyaz cevherinde 6dem ve hemorajik alanlar bu grupta da gorulmesine ragmen, bu
alanlarin tedavi uygulanmayan gruba gore daha sinirli oldugu goéraldi. Gri cevherde
bulunan noronlarda gorilen dejeneratif degisikliklerin oldugu ancak hicresel
biatunliigin daha iyi korundugu dikkati cekti. Noron cekirdeginde kromatin
kiimelenmelerinin varlhigr ve sitoplazmik organellerin yapilarinda dejenerasyonlar
izlendi. Noron sitoplazmalarinda mitokondriyonlarinda genisleme ve Kkristalarinda
kismen parcalanma ile lizozomlarda artis dikkat ¢cekmekteydi. Hem gri hem de beyaz
cevherde yer alan norogliya hiicrelerinde yapisal degisiklikler izlendi. Beyaz cevherde
yer alan miyelinli sinir liflerinde dejenerasyon ve miyelin kilif harabiyeti goriilmesine
ragmen, dejeneratif degisikliklerin daha sinirli oldugu dikkati cekti (Sekil 18).
Tedaviden 3 gln sonra alinan spinal kord doku drneklerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde de 1 giinlik gruba benzer yapisal degisikliklerin varlig: izlendi. Noron
perikaryonlarinda 6dem, bizusme gibi dejeneratif degisiklikler gortilmekle birlikte,
deney kontrol grubuna oranla ultrastriktirel degisikliklerin nispeten azaldigi dikkati
cekti. Miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifin tipik konsantrik lamellar yapisinin
bozuldugu ve akson igerisine dogru miyelin kilif invajinasyonlarinin olustugu goraldi
(Sekil 19). Tedaviden 7 giin sonra alinan spinal kord doku orneklerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde yapisal butinluk bu grupta 3 glnlik gruba gore daha
belirgindi. Odemat6z ve hemorajik alanlar cok daha simirli olarak izlendi. Néronlarda bazi
alanlarda yapisal degisiklikler gorilse de ¢ogu alanda hiicrelerde cekirdek ve sitoplazmik
yapilarin korundugu gorildi (Sekil 20). Tedaviden 14 gln sonra alinan spinal kord doku
orneklerinin elektron mikroskobik incelenmesinde miyelin kilif lamelleri arasinda travmaya
bagl acilmalar ve kopma bolgeleri yaninda miyelinli sinir liflerinde dizenli miyelin kilif
yapisi da gorildi. Deney kontrol 14. gunle kiyaslandiginda 6zellikle néronlarda ve gliya
hicrelerinde c¢ekirdek ve sitoplazmik organellerin ince yapisimin korundugu goruldi.
Metilprednizolon tedavisinin ayn: zamanda yaralanma bolgesinde makrofajlar, mikroglialar

ve lokositlerin proliferasyon ve infiltrasyonunu azalttig da dikkati gekti (Sekil 21 ve 22).
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Sekil

18. Metilprednizolon grubundan 1. ginde ahnan spinal kord dokusunun elektron
mikroskobik goriniimi. Beyaz cevherde yer alan aksonlarda (a) buziisme ve miyelin

kilif (mk) harabiyetlerinin varhg izlenmektedir. Odem alanlarn (*) gosterilmistir. Bar=
2 pm.

Sekil

19. Metilprednizolon grubundan 3. ginde alnan spinal
mikroskobik gérinimi. Beyaz cevherde ileri derecede sinir lifi harabiyetinin (oklar)
varhg dikkati cekmektedir. Dejenerasyona ugrayan sinir liflerini fagosite eden

enflamatuvar hiicrelerden makrofajlarin (M) varhg dikkati cekmektedir. Eritrosit (E)
ve 6dem alanlar (*) gosterilmistir. Bar= 2 pm.

kord dokusunun elektron
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Sekil 20. Metilprednizolon grubundan 7. giinde

Sekil 21.

-i .,*_ [ 1 » o
alinan spinal kord dokusunun elektron
mikroskobik gorunumu. Beyaz cevherde yer alan aksonlarda (a) buzusme ve miyelin
kilif (mk) harabiyetlerinin varhg izlenmektedir. Odem alanlar (*) gésterilmistir. Bar=
0,5 pm.
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Metilprednizolon grubundan 14. ginde ahnan spinal kord dokusunun elektron
mikroskobik gérinimi. Gri cevherde yer alan néron cekirdeginde (C) kromatin artisi
izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde hafiften orta dereceye kadar degisen akson (a)
ve miyelin kilif (mk) degisiklikleri goralmektedir. Sinir liflerinin bazilarinda miyelin
kilif lamellerinde dejenerasyon (oklar) izlenmektedir. Ortamda hafif 6dem alanlar (*)
ve kapiller damar (KD) gosterilmistir. Bar=0,2 pm.
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$ek|I 22 Metllprednlzolon grubundan 14, gunde ahnan spmal kord dokusunun elektron
mikroskobik gérinami. Miyelinli sinir liflerinin bazilarinda miyelin kilifta degisiklikler
(oklar) gozlenmektedir. Kapiller damar (KD), endotel hticre cekirdegi (E) ve 6dem
alanlar (*) gosterilmistir. Bar= 1 pm.

4.3. Immunohistokimya Bulgular

Tonsilla palatinadan elde edilen biyopsi 6rnekleri TNF-o imminoreaktivitesinin
gosterilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak (Sekil 23A ), primer antikor damlatilmayan
doku kesitleri ise negatif kontrol amaciyla boyandi (Sekil 23B).

Sekll 23. TNF -a |mmun0reakt|V|teS| A) Posz kontrol TonS|IIa palatlnada lenf follkullerlnde
Ozellikle germinal merkezde belirgin olmak (zere TNF-a immunoreaktivitesi
gorulmektedir (Oklar). Bar= 200 um. B) Negatif kontrol. Tonsilla palatinada TNF-a
immunoreaktivitesi gérilmemektedir. Bar= 200 pm
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Insan pankreas bezinden alinan biyopsi ornekleri IL-6 immiinoreaktivitesinin

gosterilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak (Sekil 24A), primer antikor damlatiimayan

doku kesiti de negatif kontrol amaciyla boyand: (Sekil 24B).

Sekil 24. IL-6 immunoreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Pankreas dokusunda 6zellikle adaciklarda ve
ekzokrin pankreas asinuslar cevresinde IL-6 immunoreaktivitesi izlenmektedir (Oklar).
Bar= 100 pm. B) Negatif kontrol. IL-6 i¢in, primer antikor damlatilmams pankreas doku
kesitinde herhangi bir isaretlemenin olmadig gérilmektedir. Bar= 500 pm.

Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin gosterilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak
lenf digimu dokusu kullanilmistir (Sekil 25A). Ayrica primer antikor damlatiimayan

lenf diguma Kkesiti negatif kontrol amaciyla boyanmstir (Sekil 25B).

Sekil 25. Kaspaz-3 immunoreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Lenf digiiminde lenf nodilleri germinal
merkezinde belirgin kaspaz-3 immunoreaktivitesi gortlmektedir (Oklar). Bar= 200 pm.
B) Negatif kontrol. Kaspaz-3 icin, primer antikor damlatilmayan lenf digimi doku
kesitinde herhangi bir isaretlemenin olmadig gérilmektedir. Bar= 200 pm
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4.3.1. Kontrol grubu

Herhangi bir cerrahi islem uygulanmayan tamamen saglam deneklerden elde
edilen spinal kord doku orneklerinde TNF-o, IL-6 ve kaspaz-3 ekspresyonlarin
aragtirmak amaciyla immunohistokimyasal yontemler uygulandi. Spinal kord
kesitlerinde gri cevherde yerlesen sinir hlcre perikaryonlar: ile hem gri hem de beyaz
cevherde bulunan gliya hiicre sitoplazmalar1 ve sinir liflerinde her ug sitokinin de ¢ok
zayif miktarlarda eksprese oldugu gortldi. Kan damarlarinin duvarlarini ddseyen
endotel hicrelerinde de TNF-a, IL-6 ve kaspaz-3 ekspresyonunun minimal dizeyde
oldugu izlendi (Sekil 26, 27 ve 28).

Sekil 26. Kontrol grubunda TNF-a immunoreaktivitesi. Spinal kord dokusunda TNF-a
immunoreaktivitesinin bazi gliya hicreleri ve kapiller damar endotel hiicrelerinde
minimal duzeyde oldugu gorulmektedir. Bar= 200 pm.
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Sekil 27. Ktrol grubund IL-6 immunoreaktivitesi. Kontrol grubundan Ilnanspinal kord
dokusunda IL-6 immunoreaktivitesinin kapiller damar endotel hiicrelerinde ve bazi
gliya hiicrelerinde ¢ok az duizeyde oldugu izlenmektedir. Bar= 200 pm.

Sekil 28. Kontrol grubunda kapaz-3 immunoreaktivitesi. Spinal kord dokusunda kaspaz-3
immunoreaktivitesinin gliya hiicreleri ve kapiller damar endotel hicrelerinde minimal
dizeyde oldugu gorilmektedir. Bar= 500 pm.
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4.3.2. Sham operasyonu grubu

Spinal kord yaralanmasina maruz birakilmayip sadece laminektomi uygulanan
bu gruba ait spinal kord doku 6rnekleri, 1, 3, 7 ve 14. gunlerde alinarak, TNF-a, IL-6 ve
kaspaz-3 ekspresyonlarinin gosterilmesi amaciyla immunohistokimyasal yontemlerle
degerlendirildi. Spinal kord gri ve beyaz cevherinde TNF-a, IL-6 ve kaspaz-3
ekspresyonlarinin, kontrol grubuna benzer sekilde, minimal dizeyde oldugu goézlendi.
Sinir hucre perikaryonlarinda, gliya hicreleri, sinir lifleri ve kan damarlarinin
duvarlarin1 déseyen endotel hiicrelerinin sitoplazmalarinda sitokin ekspresyonlarinin
cok distik duzeyde oldugu belirlendi (Sekil 29, 30 ve 31).
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Sekil 29. Sham operasyon grubunda TNF-a immunoreaktivitesi. Spinal kord dokusunda TNF-a

immunoreaktivitesinin  gri ve beyaz cevherde vyerlesen gliya hucrelerinin
sitoplazmalarinda minimal diizeyde oldugu gorilmektedir. Bar= 200 pm.
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Sekil 30. Sham operasyon grubunda IL-6 immunoreaktivitesi. Spinal kord dokusunda IL-6
immunoreaktivitesinin gri ve beyaz cevherde bulunan kapiller damar endotel
hicrelerinde minimal duzeyde oldugu gorulmektedir. Bar= 100 pm.
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Sekil 31. Sham operasyon grubunda kaspaz- 3 immunoreaktivitesi. Spinal kord dokusunda kaspaz-
3 immunoreaktivitesi bazi gliya hiicrelerinde ve kapiller damar endotel hiicrelerinde zayif
olarak izlenmektedir. Bar= 200 pm.
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4.3.3. Deney Kontrol Grubu
Spinal kord yaralanmasindan sonra sadece serum fizyolojik verilen bu gruba ait
deneklerden, 1, 3, 7 ve 14. glnlerde alinan doku orneklerinde, TNF-a, IL-6 ve kaspaz-3

ekspresyonlari degerlendirildi.

4.3.3.1. TNF-a immunoreaktivitesi

Deney kontrol grubuna ait spinal kord dokularinda TNF-a ekspresyonu 1. giinde
Ozellikle noron perikaryonlarinda ve gliya htcrelerinin sitoplazmalarinda TNF-a
ekspresyonun belirgin olarak artis gosterdigi dikkati ¢ekti (Sekil 32A). Ayni gruptan 3.
giinde ahinan spinal kord dokularinin immunohistokimyasal olarak incelenmesinde,
TNF-o ekspresyonunun siddetli dejenerasyona ugrayan gri cevher bélgelerinde yaygin
oldugu dikkati c¢ekti. Bu grupta ndron perikaryonlarinda, gliya hicrelerinin
sitoplazmalarinda ve sinir liflerinde TNF-a ekspresyonunun varlig: tespit edildi (Sekil
32B). Ayni gruptan 7. giinde alinan spinal kord dokularinin immunohistokimyasal
incelenmesinde, TNF-a ekspresyonunun deney 1 ve deney 3. gine gore oldukga
azaldigi goruldu (Sekil 32C). Yaralanma sonrasi 14. ginde alinan spinal kord
dokularinda, TNF-a ekspresyonunun noéron perikaryonlarinda ¢ok zayif oldugu goéruldu.
Bununla birlikte, gliya hicrelerinde ve infiltre olan hicrelerde TNF-a ekspresyonunun
belirgin oldugu dikkati ¢cekti (Sekil 32D).
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Sekil 32. Deney kontrol grubu TNF-a immuinoreaktivitesi. A) 1. glinde spinal kord dokusunda
TNF-0. immunoreaktivitesi. TNF-a immunoreaktivitesinin, gri cevherdeki néron
perikaryonlan (oklar) ve gliya hicrelerinde (ok baslar) yogun oldugu izlenmektedir.
Bar= 200 pm. B) 3. gtnde spinal kord dokusunda TNF-a immunoreaktivitesi. TNF-a,
immunoreaktivitesi néron perikaryonlarn (oklar) ve bazi sinir liflerinde (ok baslar)
yogun oldugu gorulmektedir. Bar= 50 pm. C) 7. guinde spinal kord dokusunda TNF-a
immunoreaktivitesi. TNF-o. immunoreaktivitesi ndron perikaryonlarinda (oklar) ve gliya
hicrelerinde ¢ok zayif olarak izlenmektedir. Bar= 200 pm. D) 14. gunde spinal kord
dokusunda TNF-a immunoreaktivitesi. TNF-a immunoreaktivitesinin minimal dizeyde
oldugu gorilmektedir. Bar= 100 pm.

4.3.3.2. IL-6 Immiinoreaktivitesi

Deney kontrol grubuna ait spinal kord dokularinin IL-6 ekspresyonunun 1.
ginde ¢ok yogun oldugu gozlendi. Néron perikaryonlarinda ve hem gri hem de beyaz
cevherde yer alan sinir liflerinde 1L-6 ekspresyonu izlendi. Dejenerasyonun siddetli
oldugu merkezi gri cevher boélgelerinde makrofajlar ve nétrofiller gibi enflamatuvar
hlcrelerde IL-6 icin yogun pozitif boyanmalarin oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 33A). Ayni
gruptan 3. giinde alinan spinal kord dokularinin IL-6 ekspresyonunun gri cevherdeki
ndron ve gliya hicrelerinde, 1 gunlik gruba benzer sekilde oldugu gorildi. Noron
perikaryonlari, sinir lifleri ve gliya hucrelerinde, IL-6 ekspresyonu ayirt edilmekteydi.

Hemoraji ve 6demin yogun oldugu gri cevher bolgelerinde kan damarlarinin duvarini
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ddseyen endotel hiicrelerinin de I1L-6 icin pozitif oldugu dikkati gekti (Sekil 33B). Aynm

gruptan 7. gunde alinan spinal kord dokularinda IL-6 ekspresyonunun belirgin 6lglide

azaldigi, sadece birka¢c gliya hiicresinde ve noéron perikaryonlarinda ekspresyonun

oldugu dikkat cekti (Sekil 33C). Yaralanma sonrasi 14. gunde alinan spinal kord

dokularinda IL-6 ekspresyonunun néron perikaryonlarinda ¢ok zayif oldugu, bununla

birlikte gliya hiicrelerinde ve infiltre hiicrelerde isaretlenmenin kuvvetli oldugu dikkati
cekti (Sekil 33D).
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Sekil 33. Deney kontrol grubu IL-6 immunoreaktivitesi. A) 1. glinde spinal kord dokusunda IL-6

immunoreaktivitesi. IL-6 immunoreaktivitesinin ndéron perikaryonlaninda (oklar) ve
gliya hilcrelerinin sitoplazmalarinda artmis oldugu izlenmektedir. Bar= 50 um. B) 3.
gunde spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesi. IL-6 immunoreaktivitesinin
Ozellikle néron perikaryonlar: (oklar), gliya hicreleri (ok baslari) ve dejenere sinir
liflerinde yogun oldugu izlenmektedir. Bar= 200 pm. C) 7. giinde spinal kord dokusunda
IL-6 immunoreaktivitesi. IL-6 immunoreaktivitesinin néron perikaryonlarinda (oklar)
¢cok azaldigr gorulmektedir. Bar= 50 pm. D) 14. ginde spinal kord dokusunda IL-6
immunoreaktivitesi. 1L-6 immunoreaktivitesinin yalmzca bazi néron ve gliya hicreleri
ile kapiller damarlannnin  duvarim déseyen endotel hicrelerinde bulundugu
gorialmektedir. Bar= 200 pm.
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4.3.3.3. Kaspaz-3 Immiinoreaktivitesi

Deney kontrol grubuna ait spinal kord dokularinda kaspaz-3 ekspresyonunun 1.
gunde Ozellikle ndron perikaryonlarinda ¢ok yogun oldugu goruldu. Dejenerasyonun
siddetli oldugu gri cevher bolgelerinde ndronlarda ve gliya hicrelerinde kaspaz-3
ekspresyonun belirgin olarak artis gosterdigi dikkati cekti (Sekil 34A). Diger taraftan 3.
ginde alinan spinal kord dokularinda da kaspaz-3 ekspresyonunun 1 gunlik gruba
kiyasla azalmis oldugu dikkati cekti. Bu grupta noron perikaryonlarinda ve gliya
hicrelerinin sitoplazmalarinda kaspaz-3 ekspresyonunun zayif olarak ayirt edildi (Sekil
34B). 7. glinde alinan spinal kord dokularinda kaspaz-3 ekspresyonunun az sayida gliya
hicresinde belirgin oldugu, néron perikaryonlarinda ise isaretlenmenin ¢ok zayif oldugu
dikkat cekti (Sekil 34C). Yaralanma sonrasi1 14. giinde alinan spinal kord dokularinda,
kaspaz-3 ekspresyonunun noron perikaryonlarinda ¢ok zayif oldugu, bununla birlikte
gliya hucrelerinde ve infiltre hiucrelerde isaretlenmenin kuvvetli oldugu dikkati cekti
(Sekil 34D).
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Sekil 34. Deney kontrol grubu kaspaz-3 imminoreaktivitesi. A) 1. glinde spinal kord dokusunda
kaspaz-3 immunoreaktivitesi. Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin ndron perikaryonlarinda
(oklar) ve gliya hicrelerinde (ok basi) olduk¢a yogun oldugu izlenmektedir. Bar= 100
pm. B) 3. ginde spinal kord dokusunda kaspaz-3 immunoreaktivitesi. Kaspaz-3
immunoreaktivitesinin néron perikaryonlarinda (oklar) ve bazi gliya hicrelerinde (ok
baslar) varhgi izlenmektedir. Bar= 100 pm. C) 7. gtinde spinal kord dokusunda kaspaz-3
immunoreaktivitesi. Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin ndron perikaryonlarinda (oklar) ve
gliya hicrelerinde zayif olarak varhg izlenmektedir. Bar= 100 pm. D) 14. giinde spinal
kord dokusunda kaspaz-3 immunoreaktivitesi. Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin néron
perikaryonlarninda ve gliya hicrelerinde minimal dizeyde oldugu gértlmektedir. Bar=
100 pm.

4.3.4. Metilprednizolon Tedavisi Uygulanan Grup
Spinal kord yaralanmas: olusturulduktan sonra metilprednizolon tedavisi
uygulanan gruba ait doku 6rneklerinde 1, 3, 7 ve 14. giinlerde TNF-a, IL-6 ve kaspaz-3

ekspresyonlar: degerlendirildi.

4.3.4.1. TNF-a Immunoreaktivitesi

Metilprednizolon tedavisi sonrasinda TNF-a ekspresyonunun 1. glinde 6zellikle
ndron perikaryonlarinda yogun oldugu goézlendi. Gliya hicrelerinin sitoplazmalarinda
ve sinir liflerinde TNF-a ekspresyonunun belirgin olarak artis gosterdigi dikkati cekti

(Sekil 35A). 3. giinde alinan spinal kord dokularinda TNF-a ekspresyonunun, gri
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cevherdeki ndron ve gliya hucrelerinde, 1 gunlik gruba benzer sekilde oldugu goruldi.
Ancak deney kontrol grubu 3. gtine gore TNF-a ekspresyonunun azaldig: gorildi (Sekil
35B). 7. gunde alinan spinal kord dokularinda TNF-a ekspresyonunun sinir hiicre
govdelerinde ve gliya hicrelerinde minimal diizeyde oldugu gorildi (Sekil 35C). 14.
glinde alinan spinal kord dokularinda TNF-a ekspresyonunun ndron perikaryonlar: ve
gliya hiicrelerinde ¢ok zayif oldugu tespit edildi (Sekil 35D).

Sekil 35. Metilprednizolon grubu TNF-e immunoreaktivitesi. A) 1. glinde spinal kord dokusunda
TNF-a immunoreaktivitesi. TNF-a immunoreaktivitesinin néron perikaryonlarinda
(oklar) ve gliya huicrelerinde (ok basi) oldugu gorulmektedir. Bar= 200 pm. B) 3. ginde
spinal kord dokusunda TNF-a immunoreaktivitesi. TNF-o. immunoreaktivitesinin néron
perikaryonlar: (oklar) ve gliya hucrelerinde (ok baslar) oldugu gérilmektedir. Bar= 200
pm. C) 7. ginde spinal kord dokusunda TNF-a immunoreaktivitesi. TNF-a
immunoreaktivitesinin ¢ok azaldigr izlenmektedir. Bar= 100 pm. D) 14. ginde spinal
kord dokusunda TNF-a immunoreaktivitesi. TNF-a immunoreaktivitesinin ndron
perikaryonlar ve sinir liflerinde minimal diizeyde oldugu gorulmektedir. Bar= 100 pm.
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4.3.4.2. 1L-6 Immunoreaktivitesi

Metilprednizolon tedavisi uygulanan gruptan 1 giin sonra alinan spinal kord
dokulart IL-6 ekspresyonu icin immunohistokimyasal olarak degerlendirildiginde,
deney kontrol grubu 1. glinde oldukca yogun eksprese olan IL-6’nin, metilprednizolon
tedavisinden sonra bir miktar azaldigi goruldi. IL-6 ekspresyonunun gri cevherdeki
noron govdelerinde ve gliya hiicrelerinde belirgin oldugu izlendi (Sekil 36A). 3. glinde
alinan spinal kord dokularinda IL-6 ekspresyonunun 1 glnlik gruba benzer olarak
ndron govdeleri ve gliya hicrelerinde oldugu gozlendi (Sekil 36B). 7. gunde alinan
spinal kord dokularinda, IL-6 ekspresyonunun, tedavi 1 ve tedavi 3. gline gore oldukca
azaldigi goraldi (Sekil 36C). 14. gunde alinan spinal kord dokularinda IL-6
ekspresyonunun ndron perikaryonlari ve gliya hicrelerinde minimal diizeyde oldugu
gordlda (Sekil 36D).
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Sekil 36. Metilprednizolon grubunda IL-6 immunoreaktivitesi. A) 1. glinde spinal kord dokusunda
IL-6 immunoreaktivitesi. 1L-6 imminorektivitesi ndron perikaryonlarinda (oklar) ve
gliya hicrelerinde (ok baslari) yogun bir sekilde izlenmektedir. Bar= 100 pum. B) 3. glinde
spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesi. IL-6 immunoreaktivitesinin gri
cevherdeki ndron perikaryonlarinda (oklar), gliya hicrelerinde (ok baslarr) ve sinir
liflerinde oldugu gorilmektedir. Bar= 100 pm. C) 7. gtinde spinal kord dokusunda IL-6
immunoreaktivitesi. 1L-6 immunoreaktivitesinin (oklar) 3 gunlik metilprednizolon
grubuna oranla belirgin bir sekilde azalmis oldugu izlenmektedir. Bar= 200 pm. D) 14.
gunde spinal kord dokusunda IL-6 immunoreaktivitesi. IL-6 immunoreaktivitesinin
minimal diizeyde oldugu gortlmektedir. Bar= 100 pm.

4.3.4.3. Kaspaz-3 Immunoreaktivitesi

Metilprednizolon tedavisi uygulanan gruptan 1 giin sonra alinan spinal kord
dokularinda kaspaz-3 ekspresyonu icin immunohistokimyasal olarak
degerlendirilmesinde, 6zellikle gri cevherdeki ndron perikaryonlarinda, hem gri hem de
beyaz cevherde yerlesen gliya hiicrelerinde kaspaz-3 ekspresyonu dikkati ¢ekti (Sekil
37A). Diger taraftan 3. ginde alhinan spinal kord dokularinda hem sinir hicre
govdelerinde, hem de gliya hiicrelerinde, kaspaz-3 immunoreaktivitesinin ¢ok azaldig:
dikkati cekti (Sekil 37B). 7. gunde alinan spinal kord dokularinda kaspaz-3
ekspresyonunun ndron perikaryonlarinda minimal diizeyde oldugu goruldi (Sekil 37C).

14. ginde alinan spinal kord doku oOrneklerinde kaspaz-3 ekspresyonunun olusan
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hiicresel

enkazdaki bazi hicrelerde ve gliya hucrelerinde oldugu tespit edildi

(Sekil37D).

Metilprednizolon grubunda kaspaz-3 immdinoreaktivitesi. A) 1. giinde spinal kord
dokusunda kaspaz-3 immunoreaktivitesi. Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin  gri
cevherdeki ndron perikaryonlarinda (oklar) ve gliya hucrelerinde yogun oldugu
gorulmektedir. Bar= 200 pm. B) 3. ginde spinal kord dokusunda kaspaz-3
immunoreaktivitesi. Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin 1. gine gore néron perikaryonlari
ve gliya hiicrelerinde belirgin diizeyde azaldigr izlenmektedir (oklar). Bar= 200 pm. C)
7. gunde spinal kord dokusunda kaspaz-3 immunoreaktivitesi. Kaspaz-3
immunoreaktivitesinin ndéron perikaryonlarinda (oklar) ve bazi gliya hiicrelerinde (ok
bas1) minimal duzeyde oldugu gérilmektedir. Bar= 100 pm. D) 14. guinde spinal kord
dokusunda kaspaz-3 immunoreaktivitesi. Kaspaz-3 immunoreaktivitesinin sadece bazi
gliya hucrelerinde ve infiltre hucrelerde (ok basi)) minimal dizeyde oldugu
gorulmektedir. Bar= 100 pm.
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4.3.5. Iimmiinohistokimyasal Degerlendirme

TNF-a, IL-6 ve kaspaz-3 ekspresyonlarinin immiunohistokimyasal skorlamasi
sonucunda, deney kontrol grubunda TNF-a ve IL-6 ekspresyonunun ndéron
perikaryonlar1 ve gliya hicrelerinde 1. ve 3. gunlerde yiksek oldugu, ancak 7 ve 14.
glinde her iki sitokin immunoreaktivitesinin anlamli derecede azaldigi goruldi. Tedavi
grubunda ise 1 ve 3. gunlerde ylksek olan TNF-a ve IL-6 ekspresyonunun 7 ve 14,
gunlerde kontrol grubuna benzer olarak minimal diizeyde oldugu tespit edildi. Kaspaz-3
ekspresyonunun ise Ozellikle 1. gunde ndron perikaryonlari ve gliya hucrelerinde
belirgin bir artis oldugu, ancak 3, 7 ve 14. gunlerde bu artisin anlamli 6lglide azaldig: ve
kontrol grubuna benzer sekilde minimal diizeyde oldugu gorildi. Tedavi grubunda
kaspaz-3 ekspresyonunun noron perikaryonlari ve gliya hucrelerinde 1. glinde yiksek
oldugu, 3, 7 ve 14. glnlerde kaspaz-3 immunoreaktivitesinin azaldig: tespit edildi (Sekil
38).
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Sekil 38. IL-6, TNF-a ve Kaspaz-3 icin immunohistokimyasal skorlama. ***P< 0,0001, **P< 0,001,
*P<0,01.
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4.4. Molekduler Biyolojik Bulgular

4.4.1. Spinal Kord Hasarimin miR-20a Uzerine etkisi

Spinal kord hasarindan sonra kontrol geni (SNORDS87) ile kiyaslandiginda, miR-
20a ekspresyonunun upregle oldugu goruldu. Ancak bu artisin deney kontrol 1, deney
kontrol 3 ve tedavi 1. giin gruplarinda anlamli oldugu tespit edildi. miR-20a gen
ekspresyonunun deney 1. giinde 4,38 kat, deney 3. giinde 16,75 kat ve tedavi 1. giinde
5,63 kat arttigi bulundu. Yaralanma sonrasi deney 3. giin grubunda miR-20a gen

ekspresyonunun maksimum seviyeye ulastigi tespit edildi (Sekil 39).

*p=0,00593
miR20a #p=0,034623
tp=0,006252

fold regulation

Sekil 39. Spinal kord hasarinin miR-20a gen ekspresyonuna etkisi

4.4.2. Spinal Kord Hasarimin miR-125b tzerine etkisi

Spinal kord hasarindan sonra kontrol geni (SNORDS87) ile karsilastirildiginda,
miR-125b ekspresyonunun downregile oldugu gorildi. Ancak bu azalmanin deney
kontrol 3 ve deney kontrol 7. gun gruplarinda anlamli oldugu tespit edildi. MiR-125b
gen ekspresyonunun deney 3. gunde 10,17 kat, deney 7. ginde 2,83 kat azaldig:

bulundu. Yaralanma sonrasi deney 3. giin grubunda miR-125b gen ekspresyonunun

minumum seviyeye ulastig: tespit edildi (Sekil 40).
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Sekil 40. Spinal kord hasarinin miR-125b gen ekspresyonuna etkisi
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5. TARTISMA

Deneysel akut spinal kord yaralanmasi sonrasinda miR-20a ve miR-125b
duzeylerinin, apopitoz ve enflamasyon ile olan iliskilerinin, mikroskobik,
immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik yontemlerle arastirildigi bu calismada,
miR-20a seviyesinin spinal kord hasari sonrasi deney grubu 1. ve 3. ginler ile tedavi
grubu 1. gunde upregiile oldugu, SKH sonrasi 3. glinde ise en yuksek seviyede
bulundugu tespit edildi. MiR-125b diizeyinin ise, spinal kord hasari1 sonrasi deney grubu
3. ve 7. glnlerde downregule oldugu, hasar sonrasi 3. gunde en disuk seviyede
bulundugu saptandi. Immiinohistokimyasal incelemelerde, proenflamatuvar molekuller
olan TNF-o ve IL-6 seviyelerinin spinal kord hasari olusturulan deney ve tedavi
gruplarinda belirgin olarak artis gosterdigi, bu artisin yaralanmay: takiben 1. ve 3.
gunlerde elde edilen gruplarda belirgin oldugu, 7. ve 14. ginlerde ise sitokin
seviyesinde anlamli bir azalmanin oldugu goézlendi. Apopitoz markir: olan kaspaz-3
seviyesinin spinal kord hasar: olusturulan deney ve tedavi gruplarinda belirgin olarak
artis gosterdigi, bu artisin yaralanmay: takiben 1. gunde elde edilen gruplarda belirgin
oldugu, daha sonraki gtinlerde ekspresyonun asamali olarak azaldig: dikkati cekti.

Insanda merkezi sinir sisteminin akut yaralanmalar: sonucu olusan yiiksek
morbidite ve mortaliteden sorumlu molekiller mekanizmalar heniiz tam olarak
anlasilamamstir. Son yillarda 6zellikle primer yaralanmadan sonra meydana gelen
sekonder doku hasarinin etkileri tGzerinde durulmaktadir. SKH’ndan sonra olusan doku
hasarinin iyilestirilmesinde, heniiz tam olarak etkili bir tedavi yonteminin bulunmamasi
sebebiyle, yaralanma sonrast olusan sekonder hasar sirecinin  molekuler
mekanizmalarinin aydinlatilmas: Gzerine yapilan arastirmalar halen yogun sekilde
strdtirtilmektedir®.

SKH, sinir, immun ve vaskuler sistemlerde guclu hucresel ve molekiler
degisiklikler olusturan kompleks bir yaralanmadir. Hasar sonrasi kan-omurilik
bariyerinin bozulmasi, bunu takiben periferal immun hicrelerin bdlgeye infiltrasyonu,
mikroglialarin  aktivasyonu ve sinyal yolaklarinin indiksiyonu ile gucli bir
enflamatuvar cevap baslatilmaktadir. SKH ile induklenen enflamatuvar cevabin kesin
mekanizmas: ve sonuglari heniiz tam olarak anlasilamamistir. Enflamatuvar cevabin

zararli etkilerinin yaninda, yararl etkileri de bulunmaktadir™®. Enflamatuvar hiicreler

76



tarafindan salgilanan sitokinlerin, enflamatuvar reaksiyonlarin cesitli adimlarinin
dizenlenmesinde Onemli rolleri bulunmaktadir. Hasar sonrasi, Yyerlesik hiicrelerin
(endotel hiicreleri, makrofajlar ve fibroblastlar, MSS'ndeki mikroglia ve muhtemelen
astrositler) ve goc¢ eden hicrelerin (T ve B hucreleri, notrofiller ve monositler)
aktivasyonu sitokin dretimine neden olmaktadir. Bu hicreler, yaralanmaya ve
enfeksiyona tepki olarak erken tretilen pro-enflamatuvar sitokinlerin (IL-1a/p, IL-6, IL-
8, CSF, IFNa/p) salgilanmasini uyarmaktadir. Pro-enflamatuvar sitokinler farkli etkilere
sahip olan ve akut enflamatuvar cevapta yer alan molekdllerdir. IL-1, IL-6 ve TNF-a en
onemli pro-enflamatuvar sitokinlerdir ve ¢cogunlukla birlikte hareket ederler. 1L-1, IL-6
ve TNF-a’nin iglevleri buyik oranda 6rtismekle birlikte, her biri ayn1 zamanda kendi
karakteristik ozelliklerini de gostermektedir'®,

Calismamizda, TNF-a ve IL-6 seviyelerinin spinal kord hasari olusturulan
gruplarda belirgin olarak artis gosterdigi, bu artisin yaralanmay: takiben 6zellikle 1. ve
3. gunlerde elde edilen gruplarda belirgin oldugu, 7. ve 14. gunlerde ise sitokin
seviyelerinin azaldig1 tespit edildi. TNF-a ve IL-6 ekspresyonunun hasar sonras: 1.
gunde en yiiksek seviyede oldugu ve bu ekspresyonun daha ¢ok dejenerasyonun belirgin
oldugu alanlarda, néron perikaryonlarinda, gliya hiicrelerinde ve kapiller endotel
hlcrelerinde belirgin oldugu, ayrica, hasar bolgesinde ¢ok miktarda eritrosit, 16kosit ve
makrofajlarin da yer aldig: dikkati ¢ekti. Yapilan arastirmalarda, spinal kord hasarindan
sonraki ilk saatlerde notrofillerin yaralanma bdlgesine ulastigi ve birinci hafta sonuna
kadar da varliklarini strdiirdikleri rapor edilmistir**®*?°. Spinal kord yaralanmasini
takiben ortaya ¢ikan akut nétrofil infiltrasyonunun, daha sonraki glnlerde azaldigi, buna
karsin monosit sayilarinin arttigi bilinmektedir. SKH’nda enflamatuvar reaksiyonlarin
duzenlenmesinde 6nemli roller Ustlenen bu hicrelerin, 6zellikle TNF-o tarafindan
aktive edildikleri kabul edilmektedir. Notrofillerin bdlgeye goc¢li, makrofajlari hasar
alanmina ceken sinyal proteinlerinin serbest birakilmasini uyarmaktadir. Notrofil ve
makrofajlarin hasar sonrasi 1. hafta sonunda seviyelerinin diismesi, bu hicrelerin
urettigi TNF-o ve IL-6 seviyelerini de dusurmektedir. Diger taraftan, aktive olan
mikroglialarin, TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi pek cok sitokinleri salgiladiklari rapor
edilmistir®?2, Byrnes ve arkadaslarn®’, SKH’ndan sonra aktive olan mikroglialardan
salinan IL-1 ve IL-6 gibi proenflamatuvar molekdllerin, 24. saatte en ylksek seviyeye

ulastiklarin1  gostermislerdir. Arastirmacilar, post-travmatik 1. ginde mikroglia
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aktivasyonunun belirgin oldugunu, aktif mikroglia sayisinin ilk 7 gun iginde arttigini ve
2-4 hafta sonra hiicre sayisimn stabil hale geldigini rapor etmislerdir. Bizim
calismamizda hasardan sonra 1. ve 3. gunlerde yuksek olan TNF-o ve IL-6 sitokin
duzeylerinin 7. giinde azalmis olmasi ¢alismalar: destekler niteliktedir.

Calismamizda 1s1k ve elektron mikroskobik incelemelerde, SKH olusturulan
gruplarda hemorajik ve 6demat6z alanlarin 1 ve 3. glnlerde belirgin oldugu, 7. glinden
itibaren de azaldigi tespit edildi. Deneysel SKH olusumu sirasinda doku Uzerine
uygulanan mekanik gclerin etkisiyle baslica néronlar ve endotel hicrelerinin plazma
membranlarinin zarar gordigu bilinmektedir. Gri cevherin yogun vaskdler yapisi ve
yumusak kivamindan dolayr bu durum c¢ogunlukla kanamaya neden olmaktadir.
Travmay: takiben ilk glnlerde hemorajik alanlarin arttigi, 6dem ve ekstraseltler sivi
artisina baglh olarak da yaralanma bolgesinin oldukga genisledigi rapor edilmigtir®™*,
TNF-o’nin, MSS’inde enflamatuvar reaksiyonlarin baslatilmas: ve strdarilmesinde,
anahtar konumda gorev alan bir molekil oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir.
Primer hasara bagl olarak damar duvarinda meydana gelen bozulma yaninda, daha
sonra ortama salinan sitokinlerin de etkisiyle, sekonder endotel hasarinin olusabilecegi,
buna bagl: olarak da hemoraji ve 6dem alanlarinin artacagi ileri surulebilir. Yaralanma
alaninda asiri derecede eksprese olan enflamatuvar molekillerin, kapiller damar
seviyesinde olusturacag: hicresel hasarlar sonucu meydana gelen hemoraji ve ddemin,
ndron ve gliya hiicrelerine zarar verecegi agiktir. Gergekten de ¢alismamizda ozellikle
hemoraji ve 6demin yaygin oldugu 1. ve 3. glinlerde deney kontrol grubu ve tedavi
gruplarinda, yaygin néron ve gliya hiicre dejenerasyonlari izlenmektedir. Ayrica
hicresel degisikliklerin belirgin oldugu alanlara komsu bolgelerde sinir liflerinde akson
ve miyelin kilif hasarlarinin da varlig: dikkati cekmektedir.

Diger taraftan TNF-o’nin yaninda, 1L-6 ekspresyonunun da, deney kontrol grubu
1. ve 3. glinlerde arttig1, 7. ve 14. glinlerde azaldig: belirlendi. IL-6’nin, 0zellikle MSS
yaralanmalarinda makrofaj/monosit fonksiyonlarinin dizenlenmesinde rol oynayan,
multifonksiyonel bir sitokin oldugu kabul edilmektedir. Ayrica IL-6’nin, spinal kord
yaralanmasi1 patofizyolojisinde sekonder hasarin baslatilmasinda gérev aldigi da
bilinmektedir'?’. Arastirmamizda hiicresel hasarin belirgin oldugu alanlarda TNF-o
yaninda, IL-6 ekspresyonunun da yiksek olmasi, her iki sitokinin birlikte uyarimi ile

ortamda enflamasyonu arttiracagi, buna bagli olarak da, sekonder doku hasarin
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tetikleyebilecekleri ileri sirilebilir. Gergekten de erken dénemde IL-6 konsantrasyonunda
meydana gelen asir1 yiukselmenin, néral dokulara zararlh oldugu, bu nedenle de notralize
edilmesinin yararlh olacag: 6ne strulmustur.

Deneysel arastirmalar sonucunda TNF-a ve IL-6’min asirt ekspresyonunun
hlcreler de toksik etki yarattigi, apopitozu arttirdigi ve noéronal fonksiyonlari bozdugu
rapor edilmistir'®. SKH’nin karmasik patofizyolojisi sekonder yaralanmay: da iceren
cok sayida molekiiler mekanizmanin inhibisyonu ve aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu
molekdiler mekanizmalardan birisi olan apopitoz, SKH'nin 6nemli bir karakteristigidir.
Memelilerde apopitoz kaspaz ailesi tarafindan dizenlenmektedir.  Calismamizda
kaspaz-3 ekspresyonun, deney kontrol grubu 1. glinde yukseldigi, 3 ve 7. giinlerde ise
asamali olarak azaldig: belirlendi. Apopitoz, gliyal hicreler de dahil olmak (izere, spinal
korddaki tiim hiicre tiplerini etkilemektedir'®. Ozellikle kaspaz-3’iin asagr akisinin
(downstream) in vivo ve in vitro niklear DNA parcalanmasina yol actigi, bu durumun
noronal gelisim ve hasar icin ©nemli oldugu rapor edilmistir’. SKH’nda
oligodendrositlerin apopitozu, aksonlarini izole eden miyelin kilifin kaybedilmesi
sonucu demiyelinizasyona neden olmaktadir®. Sicanlarda yapilan deneysel SKH’ndan
sonra, oligodendrositlerin apopitozunun, sekiz giin kadar strdugu gosterilmistir®.

Sunulan calismada, yaralanmadan sonra Ozellikle 1. gunde apopitotik markir
olan kaspaz-3 ekspresyonun artmis oldugu gorildi. Kaspaz-3 ekspresyonunun hem
néron perikaryonlarinda hem de beyaz cevherde dejenere sinir liflerinde ylksek oldugu
dikkati c¢ekti. Bununla birlikte, yaralanmadan sonraki 3. ve 7. glnlerde kaspaz-3
seviyelerinin azaldigi belirlendi. Eric ve arkadaslari apopitozun lezyon boélgesinde
yaralanma sonrasi 6. saatte meydana geldigini ve bir ka¢ gun sonra bu boélgede
apopitotik hticre sayilarinin arttigin1 rapor etmislerdir. Arastirmacilar, 1. hafta sonunda
apopitotik hucre sayisinin belirgin olarak azaldigini ancak primer yaralanma bolgesi
cevresinde, daha cok beyaz cevherde, apopitotik hicre Olimidn arttigin
gostermislerdir'. Calismamizda elektron mikroskobik incelemelerde hasar sonrasi 1. ve
3. glnlerde daha belirgin olmak (zere sinir lifleri etrafinda miyelin kilif hasarinin
belirgin oldugu, miyelin lamelllerinin birbirlerinden ayrildiklari, miyelin kilif ile akson
arasinda genis bosluklarin meydana geldigi, akson ve miyelin kilifta dejeneratif

degisikliklerin olustugu go6zlendi. Travma sonras: olusan hicresel 6lum ile akson ve
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miyelin kilif hasari, sonucgta yaygin dejenerasyonla sonuclanmakta™°, ortaya ¢ikan

hiicresel artiklarin birikimi makrofaj ve mikroglialar tarafindan fagosite edilmektedir'?*,

Calismamizda akut spinal kord yaralanmasini takiben metilprednizolon tedavisi
uygulanan grubun 1sik ve elektron mikroskobik incelemelerinde, 1 giin sonra alinan
doku orneklerinde, kavitasyon, hemoraji ve 06dem alanlarinin belirgin oldugu,
ndronlarda ve gliya hiicrelerinde dejeneratif degisikliklerin meydana geldigi, miyelinli
sinir liflerinde miyelin kilif harabiyetlerinin olustugu, bu bulgularin, 3. giinde alinan
doku 6rneklerinde de gorildigu, ancak 7. ve 14. ginlerde yapisal bozukluklarin daha
hafif seyrettigi gozlendi. Ginimizde akut MSS yaralanmalarindan sonra ikincil beyin
hasarint ve norolojik disfonksiyonun tedavisinde tam etkili bir terapdtik madde
bulunmamaktadir'*®. Enflamatuvar hastaliklar: tedavi etmek icin kullanilan sentetik bir
glukokortikoid olan metilprednizolon, SKH icin noroprotektif bir tedavi ajan1 olarak

55 Kortikosteroidlerin  kesin etki

Klinikte halen yaygin olarak kullanilmaktadir
mekanizmas: tam olarak bilinmemekle birlikte®>’, MP'nin enflamasyon, oksidatif stres ve
néronal apopitozu inhibe ettigini ve SKH sonrasi fonksiyonel iyilesme Uzerine
noroprotektif etkiye sahip oldugu distiniilmektedir®’. Hem TNF-a hem de IL-1'in
reseptorlerine baglanmasi, niikleer faktor sinyal yolag: vasitasiyla enflamatuvar cevabin
indlklenmesine sebep olmaktadir. SKH tedavisinde kullanilan antienflamatuvar ajan
olan metilprednizolonun, NFxB yolagini inhibe ettigi, bdylece sitokin seviyesini
diisiirdugli gosterilmistir'. Gergekten bizim calismamizda da metilprednizolon ile tedavi
sonras1 elde edilen gruplarda, TNF-a ve IL-6 ekspresyonlarinin, 1 ve 3. gunlerde
azaldig, bu dusustn 7 ve 14. gunlerde daha belirgin oldugu tespit edildi.

Gunimuizde SKH’ndan sonra meydana gelen sireglerin gen ekspresyonunun
degisimiyle iligkili oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. SKH tarafindan tetiklenen
reaksiyonlarin iligkili oldugu gen ekspresyonlarinin degisimi post-transkripsiyonel
diizenlemelerle baglantilidir®. Bu siireglerde anahtar konumda olan mikroRNA'lar, ayn:
anda yuizlerce geni duzenleyebildiklerinden, SKH’ni takiben sekonder hasarin
baslatilmasinda 6nemli rollere sahiptirler ve bu 6zelliklerinden dolay: da, spinal kord
hasarinin tedavisinde etkin molekdller olabilecekleri diigtintilmektedir?. Biyoinformatik
analizler miRNA’larin degisen ekspresyonlarinin  SKH patofizyolojisinin  Kkritik
stireclerinde etkili oldugunu gdstermektedir’. SKH boyunca cesitli miRNA’larin farkl:

patolojik sureclere katildiklari ve homeostazin yeniden olusmasinda 6nemli rollere
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sahip olduklar: ortaya cikarilmistir'. Spinal kord hasarini takiben ortaya ¢ikan global
mIiRNA degisiklikleri, bir dizi mikroarray ¢alismalarinda arastirilmis olmakla birlikte,
literatirde SKH ile iligkili bireysel miRNA'larin ¢alisildigi sinirh sayida calisma yer
almaktadir®.

Spinal kord yaralanmas: sonrasinda miR-20a ve miR-125b ekspresyonlarinin
apopitoz ve enflamasyon ile iliskilerinin arastinldigi bu ilk calismada miR-20a
ekspresyonunun yaralanma sonrasi 1 ve 3. ginlerde ve tedavi sonrasi 1. glinde upregle
oldugu tespit edildi. Diger taraftan hasar sonrast 1. ve 3. gunlerde proenflamatuvar
molekdller olan TNF-a ve IL-6 ekspresyonunda artis oldugu gézlendi. Bu nedenle
SKH’ndan sonra miR-20a ekspresyonun upregilasyonunun, proenflamatuvar
molekdllerin artisint indukleyebilecegi distnuldu. MiR-20a’nin, SKH’nda birden fazla

® olmakla birlikte, miR-20a’nin, SKH’ndan sonra

stirece aracilik ettigi gosterilmis®
enflamasyon (zerinde nasil bir etkiye sahip oldugu guniimize kadar caligiimamastir.
SKH’ndan sonra miR-20a ekspresyon degisimini arastiran bir calismada, hasardan 24
saat sonra miR-20a ekspresyonunun upregile oldugu ve bunun bir hafta boyunca
strdugu gosterilmistir®. Hicrenin hayatta kalmasini ve norogenezini surdirebilen
anahtar bir protein olan NGN-1, miR-20a tarafindan inhibe edilmektedir, dolayisiyla,
SKH olusturulan hayvanlarda miR-20a ekspresyonunun baskilanmasinin, néronal
canhhg ve noérogenezi etkili bir sekilde uyardigi gésterilmistir®®. Xue-Jun Liu ve
arkadaslari, SKH’ndan sonra miR-20a ekspresyonunun arttigi, bunun da antiapoptotik
Mcl-1 (zerinde baskiya neden oldugu, boylece miR-20a’nin SKH kaynakl: néronal
apopitozda rol oynadigini rapor etmislerdir®.

SKH’ndan sonra mikroRNA’larin enflamasyon Uzerine etkilerini arastiran lyer
ve arkadaslari da, hasardan sonra miR-146a’nin yuksek seviyesinin iki enflamatuvar
molekil olan IL-6 ve COX-2 ekspresyonlarint inhibe ettigini, miR-146a’nin
inhibisyonunun ise 1L-6 ve COX-2 ekspresyonunu arttirdigin1 gostermislerdir. Boylece
miR-146a, kronik enflamasyon boyunca, enflamatuvar cevab: diizenleyebilmektedir'®.
miR-146a'nin SKH sirasinda spinal kordda astrositlerde asiri derecede eksprese edildigi
ve yaralanmadan sonra, miR-146a'nin manipilasyonunun, antienflamatuvar ve anti-
hiperplastik etkilere neden olabilecegi ileri strilmiistiir'®,

Yapilan diger bir calismada da, miR-181’in makrofajlar, monositler ve

astrositler tarafindan eksprese edildigi gosterilmistir. MiR-181"in asir1 ekspresyonunun,
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IL-1B, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinlerin inhibisyonuna neden
olmasi, bu molekulliin antienflamatuvar bir ajan olarak nitelenmesine sebep olmustur.
MiR-181, COX2 ve STATS3 tarafindan dizenlenen bir proenflamatuvar faktér olan
HMGA-1'i inhibe etmektedir. Bununla birlikte SKH'nda, miR-181 ekspresyonunun

1% Hu ve

azaldigi, bu nedenle de enflamatuvar cevabin olustugu kaydedilmistir
arkadaglart yaptiklar1 arastirmada, miR-126’nin, anjiyogenez ve fonksiyonel
lyilesmenin yan1 sira enflamasyonu azaltmada da oldukga etkin oldugunu
gostermislerdir. Eksojen miR-126 ile tedavi edilen farelerde ekstravaza l6kositler ve
makrofajlar icin biyolojik belirtecler olan CD45 ve CDG68 ifadesini downregiile ettigi
gozlenmistir. Bu sonug, miR-126'nin  SKH icin potansiyel bir terap6tik ajan
olabilecegini diisiindirmuistir'®.

Literatirde miRNA’larin artan ekspresyonlarinin enflamasyonu baskiladig
kabul edilmekle birlikte, bizim calismamizda hasardan sonra miR-20a ekspresyonun
arttigi ve buna paralel olarak TNF-a ve IL-6 ekspresyonlarinin da belirgin oldugu tespit
edildi. Bunun yaninda hasardan 7 glin sonra ise miR-20a diizeyinin dusmesiyle beraber
TNF-o ve IL-6 ekspresyonlarinin azaldig: dikkati ¢ekti. Bu bulgular, miR-20a’nin
SKH’nda gucli  bir proenflamatuvar ajan  olabilecegini  disundirmektedir.
Yaralanmadan sonra miRNA ekspresyon degisiminin hangi mekanizmalarla diizenledigi
hentiz tam olarak bilinmemektedir ve duzenlemeler bircok farkli seviyede ortaya
cikabilmektedir'?®. Gercektende miRNA'larin molekiiler ve yapisal zelliklerinin tam
olarak ortaya konulmasi, gelecekte SKH'nin tedavisinde etkin bir ajanin ortaya
cikarilmasina yardimei olabilecektir'®,

Calismamizda miR-125b ekspresyonunun yaralanma sonrasi deney grubu 3. ve
7.gunlerde downregule oldugu, aym zamanda Ozellikle, 3. gunde Kkaspaz-3
ekspresyonunda belirgin bir azalmanin oldugu ve 7. gunde ise kaspaz-3 ekspresyonun
minimal oldugu dikkati cekti. Kaspaz-3 ekspresyonunun belirgin olarak azalmasinin,
miR-125b’nin downregulasyonu ile birlikte gézlenmesi, miR-125b ekspresyonunun
hicre olimuyle iliskili olabilecegini distndirmektedir. Dolayisiyla SKH’ndan sonra
miR-125b ekspresyonunun azalmasi, apopitotik markir olan kaspaz-3 inhibisyonuna yol
acabilecegini distndirmektedir. SKH’ndan sonra miR-125b’nin apopitoz ile iliskisi
daha once calisiimamis olmakla birlikte, Diaz Quiroz ve arkadaslari, miR-125b’nin

SKH’ndan sonra aksonal rejenerasyonla olan muhtemel iliskisini mikroarray
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yontemiyle arastirmislar ve miR-125b ekspresyonunun, hasardan sonra downregiile
oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar, miR-125b seviyesinin dismesiyle aksonal
dejenerasyonu iliskilendirmisler ve miR-125b’nin  upregilasyonunun, aksonal

rejenerasyonu artirabilecegini ileri stirmslerdir'®®

. Bizim c¢alismamizda ise miR-
125b’nin hasardan sonra 3. ve 7. glinlerde downregiile oldugu tespit edildi. Diger
calismalardan farkli olarak, ¢alismamiz SKH’ndan sonra miR-125b’nin qRT-PCR ile
bireysel olarak ¢ahisildig: ilk ¢alisma olmasi agisindan oldukca énemli olup, gelecekte
arastirmacilara da yol gosterici niteliktedir.

MiR-125b’nin bireysel olarak calisildigi diger c¢alismalarda, LPS verilen
sicanlarda, TNF-a’nin ekspresyonu artan ana sitokinlerden biri oldugu ve TNF-a
ekspresyonu Uzerinde miR-155 ve miR-125b'nin etkili oldugu gosterilmistir. LPS'ye
yanmt olarak, miR-155, TNF-a ekspresyonunu upregule ederken; miR-125b’nin
downregille ettizi ortaya konulmustur'™. Alpini ve arkadaslari da, miR-125b'nin
karaciger kanseri ve kutandz skuaméz hicreli karsinoma hiicrelerinin istilast,
migrasyonu ve anjiyogenezisini inhibe edebilecegini gostermislerdir®®?’. zhou ve
arkadaslar1 da, miR-125b'nin asir1 ekspresyonunun hepatoseliiler karsinomda EMT 'yi
inhibe ettigini rapor etmislerdir'®. MiR-125b'nin SET genini 3-UTR baglanmasi
yoluyla dizenleyerek, bu yolla EMT'yi kontrol ettigi ve timor metastazi ile iliskili
oldugu rapor edilmistir’®. Dolayisiyla miR-125b ekspresyonundaki degisikliklerin,
hlcre invazyonu, migrasyon ve timor olusumu ile baglantili olabilecegi gosterilmistir.
Sunulan calismada, SKH’ndan sonra miR-125b ekspresyonundaki degisimin htcre
olumuyle baglantili olabilecegi ortaya konulmustur. Bu nedenle, miR-125b’nin
hicrelerde birden fazla biyolojik suregte rol oynayabilecegini sOylemek yanls
olmayacaktir.

SKH, hucrelerde apopitotik genleri upregiile veya downregile etmek igin
miRNA ekspresyonunu uyarmaktadir. Bu suregte yer alan miRNA'lar arasinda, miR-
21'in SKH'ndan sonra en fazla ekspresyonu degisen miRNA'lardan biri oldugu
gosterilmistir. MiR-21, her ikisi de apopitozu tesvik eden Fas ligand geni ve fosfataz ve
tensin homolog geninin downregulatérudir'®. Strickland ve arkadaslari, miR-21’in
SKH'ndan 4 gun sonra belirgin olarak upregule oldugunu ve 14. giinde downregle
olarak diizenlendigini gosterdiler’. Her nekadar miR-21'in susturulmasi, astrogliyozis ile

ilgili bircok yararli etkiye sahip gibi gorulse de, néronal hiicre 6lumi Uzerine zit
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etkisinin oldugu gosterilmistir. Antagomir-21'i kullanarak miR-21'in bastirilmasi,
SKH'ndan 28 giin sonra spinal kordda noronlarda yapisal bozukluklari ve lezyon
boyutunu arttirmaktadir®™. Yapilan arastirmalarin ¢cogunda, miR-21’in guclt bir
antiapopitotik  faktor olabilecegi kabul edilmektedir. Dolayisiyla miR-21"in,
PTEN/mTOR yolagin1 hedef alarak akson rejenerasyonunu indikledigi, buna karsin
FASL genini baskilayarak antiapopitotik etki gosterdigi dustiniilmektedir®.

MikroRNA’larin apopitozla iligkisinin arastirildigr ¢alismalarda, miR-384-5p
ekspresyonunun SKH sonrasi downregile oldugu tespit edilmistir. Aktif kaspaz-3
ifadesi, miR-384-5p tarafindan upregile olurken, miR-384-5p’nin inhibitdrl tarafindan
ise downregule edilmektedir, bu sonug, miR-384-5p'nin, apopitotik sinyal yolaklarininin
duzenlenmesinde rol oynayabilecegini distindiirmektedir®®. Sunulan calismada
SKH’ndan sonra 3. ve 7. gunlerde miR-125b’nin downregulasyonunun, kaspaz-3
ekspresyonunu azalmasina neden olmasi, miR-125b’nin de benzer bir etkisinin
olabilecegini akla getirmektedir.

Yapilan diger bir calismada, Satoshi Ujigo ve arkadaslari, miR-210’u SKH
olusturulan fare spinal korduna enjekte etmisler ve miR-210’un, anjiyojenezi,
astrogliozisi, miyelinizasyonu arttirdigi, fonksiyonel iyilesmeyi sagladig: ve apopitozu
da engelledigini gostermislerdir. Arastirmacilar bu nedenle, insanlarda spinal kord
yaralanmalarinda, miR-210'un, tedavi edici bir ajan olarak degerlendirilebilecegini ileri

stirmislerdirt®.

Izumi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada ise, miR-223
ekspresyonunun SKH sonrasi 12. saat ve 3. giinde upregule oldugu, bu nedenle miR-
223’0Un ekspresyonunda meydana gelen degisimin, enflamatuvar cevap ve hicre
olumdyle iliskili olabilecegi ileri stirtilmiistiir™®. Gercekten yapilan diger bir arastirmada,
SKH sonrasi antagomir-223 tedavisi, downregule olan BAX ve Kaspaz-3 ile upregiile
olan BCL2’yle birlikte apopitotik hiicrelerin sayilarini 6nemli 6lciide dustrmustir®™.
Ming Bai ve arkadaslari da, insan melanoma hicrelerinde miR-194’(in asin
ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve kaspaz-3 ve kaspaz-9
ekspresyonunu arttirarak apopitozu indikledigini gostermisler, miR-194’(in bu etkiyi
PI3K/AKT/FoxO3a sinyal yolagini baskilayarak yaptigini rapor etmislerdir'’. Diger
taraftan Huaguang Zhu ve arkadaslari, sicanlarda deneysel SKH’dan sonra miR-494
ekspresyonunun upregile oldugunu, buna paralel olarak kaspaz-3 ekspresyonunun

arttigini ve bu durumun fosforile AKT ve mTOR duzeylerini belirgin olarak arttirdigin:
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buna karsin PTEN seviyesini distrdigini gostermislerdir. Bu veriler, SKH sonrasi
miR-494’(in upregllasyonunun PTEN’i inhibe ederek, AKT/mTOR yolagini aktive
ettigini gostermektedir. Bu sonug¢, SKH’nin tedavisinde miR-494’ln, potansiyel bir

tedavi edici ajan olabilecegini diisiindiirmektedir'®

. Calismamizda SKH’ndan sonra
downregiile olan miR-125b’nin kaspaz-3 ekspresyonunun azaltarak antiapopitotik
etkiye sahip olmasi, SKH’nda miR-125b’nin baskilanmasinin hastaligin tedavisinde
yararli olabilecegini gostermektedir.

Sunulan ¢alismada miR-20a ve miR-125b miRNA duzeylerinin arastiriimasinda
Real-time gRT-PCR analizi kullanildi. Liu ve arkadaslari SKH’ndan sonra, mikroarray
analizini kullanarak yaptiklar: aragtirmalarinda, SKH’ndan sonra yaklasik 300
miRNA’nin ekspresyonunda degisikliklerin olustugunu, ancak bunlardan 97 miRNA’da
anlamli bir degisimin meydana geldigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu kapsamda,
miR-20a ekspresyonunun arttigini, buna karsin miR-125b ifadesinin ise azaldigini rapor
etmislerdir*. Mikroarray analizinin miRNA ekspresyonu arastirmalarinda hata oraninin
yuksek oldugu, bu nedenle de, sonuglarin Real-time gRT-PCR yoOntemi ile
dogrulanmasinin gerekliligi yaygin olarak kabul edilmektedir.

SKH'm1 takiben miRNA'larin  ekspresyon dlzeyleri hasar sirecinde
degisebilmektedir. Bu nedenle, miRNA’larin ifadesinde gozlenen bu degisikliklerin,
SKH’nda, apopitoz, enflamasyon, eksitotoksisite, anjiyojenez, astrogliyozis,
oligodendrosit gelisimi, aksonal rejenerasyon ve remiyelinizasyon Uzerinde etkili
olabilecekleri  dustiniilmektedir'****!.  SKH’ndan sonra ekspresyonu degisen
miRNA'larin, hastaligin prognozunu etkileme potansiyelinin her zaman var oldugu bir
gercektir. Bununla birlikte, SKH’nda miRNA’larin tedavi edici ajan olarak kullaniimasi
icin, daha ileri arastirmalarin yapilmasinin gerektigi de yaygin olarak kabul
edilmektedir. Dolayisiyla, SKH'ndan sonra miRNA'larin ekspresyonunun maniptle
edilmesi, hasarin kalict ve zararl etkilerini ortadan kaldirmaya yonelik yeni bir
terapotik strateji potansiyeli olma gercegini her zaman tasimaktadir.

Butln bulgular birlikte degerlendirildiginde, deneysel akut spinal kord
yaralanmasindan sonra miR-20a upregulasyonun proenflamatuvar molekulleri
indikleyerek enflamasyonu artirabilecegi dustnildi. Diger taraftan, miR-125b’nin
kaspaz-3 ile iliskili olabilecegi ve hasardan sonra miR-125b downregilasyonunun

apopitozu inhibe edebilecegi seklinde yorumlandi. Bu nedenle, miR-20a ve miR-
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125b’nin SKH’nda bir biyomarkir ve tedavi ajan olarak dikkate alinabilecegi kanaatine

varild.
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6. SONUCLAR

Deneysel olarak yetiskin erkek sicanlarda spinal kord hasari olusturulan deney
ve tedavi gruplarindan 1, 3, 7 ve 14. gunlerde alinan spinal kord dokularinda, miR-20a
ve miR-125b ekspresyonlar1 ile bunlarin apopitoz ve enflamasyonla iliskilerinin
mikroskobik, immunohistokimyasal ve molekdler biyolojik yontemler ile arastirildig:

bu calisma sonucunda;

1. Spinal kord hasar1 olusturulmayan ve herhangi bir islem yapilmayan kontrol
grubunun 151k ve elektron mikroskobik incelenmesinde spinal kordda, néron
perikaryonlarinin, gliya hucrelerinin ve sinir liflerinin normal yapilarin
koruduklart,

2. Ayni grubun immiunohistokimyasal degerlendirmelerinde, spinal kordda TNF-a,
IL-6 ve kaspaz-3 ekspresyonunun minimal seviyede oldugu,

3. Spinal kord yaralanmasina maruz birakilmayip sadece T2-T7 seviyesinde
laminektomi yapilan sham operasyon grubunda, 1sik ve elektron mikroskobik
incelenmesinde spinal kord yapisinin normal kontrol grubuna benzerlik
gosterdigi,

4. Imminohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda bu grupta da TNF-a, IL-6 ve
kaspaz-3 ekspresyonunun zayif oldugu,

5. Aynmt grubun real time PCR degerlendirmelerinde, miR-20a ve miR-125b
ekspresyonlarida istatistiksel olarak anlamli bir degisimin olmadigi,

6. Spinal kord hasari olusturulduktan sonra higbir tedavi yontemi uygulanmayip
serum fizyolojik verilen deney kontrol grubunun 1s1k ve elektron mikroskobik
degerlendirmelerinde, 1. ve 3. ginlerde, spinal kord gri cevherinde hicresel
hasarin néronlarda, gliya hucrelerinde ve miyelinli sinir liflerinde belirgin
oldugu ve 6nemli boyutta kavitasyon alanlarinin bulundugu dikkati ¢ekmistir.
Bunun yan: sira hem gri cevherde hem de beyaz cevherde ¢dem ve hemorajik
alanlarin varlig izlendi. Gri cevherde néron perikaryonlarinin cekirdeklerinde
kromatin yogunlasmasi ve sitoplazmik organellerin, ozellikle
mitokondriyonlarda dejenerasyon oldugu gorildii. Ozellikle beyaz cevherde

miyelinli sinir liflerinde 6nemli miktarda miyelin kayiplarina rastlandi. 7. gunde,
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gri ve beyaz cevherde Odemattz ve kavitasyon alanlarinin 6nemli o6lglde
azaldigi, hemarojik alanlarin kayboldugu tespit edildi. Miyelin kilif lamellerinde
ayriimalar, miyelin kilif devamliliginin bozulmasi, vakuolizasyon ve kopmalar
gibi yapisal degisiklikler goruldu. 14. ginde, kavitasyon alanlarinin yerini
hicresel artiklara biraktigi goruldu. Beyaz cevherde miyelin kilifta yapisal
bozuklular ve gri cevherde néron perikaryonlarinda ki bozukluklar bu grupta da
var oldugu,

Deney kontrol grubunun TNF-a, IL-6 ve Kkaspaz-3 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal incelemesi sonucunda, 0zellikle 1. ve 3. gunlerde TNF-a
ve IL-6 ekspresyonunun ngron perikaryonlari, gliya hiucreleri ve sinir liflerinde
yuksek oldugu, ancak 7. ve 14. glinde her iki sitokin immunoreaktivitesinin
azaldigi goruldu. Kaspaz-3 ekspresyonunun ise Ozellikle 1. gunde ndéron
perikaryonlari, gliya hucreleri ve sinir liflerinde belirgin bir artis oldugu, ancak
3, 7 ve 14. gunlerde bu artisin 6nemli 6lglide azaldigi,

. Ayni grubun real time PCR degerlendirmelerinde, miR-20a ekspresyonunun
deney kontrol grubu 1. ve 3. gunlerde upregule oldugu, miR-20a
ekspresyonunun en yuksek deney 3. gunde oldugu tespit edildi. MiR-125b
ekspresyonunun ise 3. ve 7. ginlerde downregile oldugu, miR-125b
ekspresyonunun en diisiik deney 3. giinde izlendigi,

. Spinal kord yaralanmasini takiben metilprednizolon tedavisi uygulanan grubun
151k ve elektron mikroskopik incelemelerinde, 1 glnlik metilprednizolon
grubunda spinal kordda yaralanma ile birlikte meydana gelen dejeneratif
degisikliklerin, deney kontrol grubu ile Karsilastirildiginda, anlamli o6lglde
azalmis oldugu dikkati cekti. Spinal kord gri ve beyaz cevherinde 6demattz ve
hemoraji bolgeleri,  n6ron perikaryonlari ve sinir liflerinde dejeneratif
degisiklikler, beyaz cevherde yer alan miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif
bozukluklar: ve aksonal harabiyet gorildi. Tedavi 3. glinde, gri cevherde yer
alan noronlarda buzilme gibi dejeneratif degisiklikler gorulmekle birlikte, deney
kontrol grubuna oranla ultrastriktirel degisikliklerin nispeten azaldig: dikkati
cekti. Tedavi 7. gunde, hemorajik alanlarin tamamen kayboldugu ve kavitasyon
alanlarinin ¢cok 6nemli 6lglide azaldigi, ndéron perikaryonlar: ve sinir liflerinin

bazi bolgelerde dejeneratif degisikliklerin oldugu tespit edildi. 14. giinde ise
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spinal kord gri ve beyaz cevherinde normal histolojik yapinin genellikle
korunmus oldugu, ancak hiicresel artiklarin diger tedavi gruplarina kiyasla daha
yogun oldugu,

10. Tedavi  grubunun  TNF-o, IL-6 ve kaspaz-3 ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal incelemesi sonucunda, 0zellikle 1. ve 3. gunlerde TNF-a
ve IL-6 ekspresyonunun ngdron perikaryonlari, gliya hucreleri ve sinir liflerinde
yuksek oldugu, 7. ve 14. glnlerde her iki sitokin immunoreaktivitesinin azaldig:
goruldu, ancak deney kontrol grubuyla kiyaslandiginda bu sitokinlerin
ekspresyonunda azalma oldugu dikkat c¢ekti. Kaspaz-3 ekspresyonunun ise
Ozellikle 1. gunde noéron perikaryonlari, gliya hiicreleri ve sinir liflerinde
belirgin bir artis oldugu, ancak 3, 7 ve 14. ginlerde bu artisin 6nemli 6lclde
azaldigy,

11. Aymt grubun real time PCR degerlendirmelerinde, miR-20a ekspresyonunun
tedavi grubu 1. ginde upregiile oldugu, miR-125b ekspresyonunda ise tedavi

grubunda istatistiksel olarak anlamli bir degisikligin olmadigi, belirlendi.

Butln bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, deneysel akut spinal kord
yaralanmasindan sonra miR-20a upregilasyonunun proenflamatuvar molekdilleri
indikleyerek enflamasyonu artirabilecegi dustnildi. Diger taraftan, miR-125b’nin
kaspaz-3 ile iligkili olabilecegi ve hasardan sonra miR-125b downregilasyonunun
apopitozu inhibe edebilecegi seklinde yorumlandi. Bu nedenle, miR-20a ve miR-
125b’nin SKH’nda bir biyomarkir ve tedavi ajani olarak dikkate alinabilecegi kanaatine

varild.
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