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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan, veri
toplanmasi ve yazimina kadar biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu
tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez
calismayla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu
kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin c¢alisilmast ve yazimi

sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.
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Tezin Baghgi: Yaygin Beyin Hasar1 Sonrasinda Pioglitazon’un Noroprotektif

Etkisi

Ogrencinin Adi : Istl AYDEMIR

Danismani : Prof. Dr. Kamil VURAL

Ikinci Damisman : Prof. Dr. Mehmet fbrahim TUGLU
Anabilim Dah : Farmakoloji

1. OZET

Amag: Calismamizda, deneysel kafa travmasi modeli olusturulan siganlara iig
farkli dozda verilen Pioglitazon’un beyinde koruyucu (noroprotektif) etkisinin
arastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Deneyde erkek sicanlarda agirlik diisiirme yontemi ile
travma olusturuldu. Denekler; kontrol, travma, travma+serum fizyolojik su (SF),
travma+1 mg/kg PG, travma+10 mg/kg PG ve travma+30 mg/kg PG olmak tizere alt1
gruba ayrildi. Ik ilag uygulamas: kafa travmasidan 30 dak once yapildi. PG, 100ul
serum fizyolojik suda hazirlanarak I1mg/kg, 10mg/kg ve 30mg/kg dozlarinda
intraperitoneal olarak 5 giin siireyle giinde tek doz olarak verildi. Ilag¢ uygulamalar:
sonrasit 7. ve 28. gilinlerde genel anestezi altinda hayvanlardan beyin Ornekleri
cikarilarak histokimyasal olarak hematoksilen ve eozin ile, immunohistokimyasal
olarak anti-eNOS, anti-INOS ve anti-NeuN antikorlar1 ile boyandi. Apoptozu
belirlemek amaciyla ise TUNEL yontemi kullanildi. Tim boyamalar 1s1k mikroskop
altinda incelenerek sonuglar istatistiksel olarak analiz edildi.

Bulgular: Beyin dokusu ornekleri histolojik agidan incelendiginde, travma ve
travma+SF gruplarinda belirgin doku hasarinin meydana geldigi, ndronlarda piknozis
ve sitoplazmada vakuollerin varlig1 goriildii. PG uygulamasi sonrasi, hasarin 28. giin
orneklerinde 7. giin 6rneklerine gore belirgin sekilde azaldigi izlendi. Hem 7. giin
hem de 28. giin gruplarinda eNOS ve iINOS immunoreaktiviteleri ile apoptotik hiicre
sayisi, travma ve travma+SF gruplarinda yiiksek iken PG uygulamasiyla doz artisina
bagli olarak azaldigi goriildii. NeuN immunoreaktivitesinin ise kontrol gruplarinda
yiiksek iken travma ve travma+SF gruplarinda azaldigi, PG uygulanan gruplarda
artmis oldugu izlendi. Yiiksek dozdaki PG uygulamasinin, diger dozlara oranla daha
etkin oldugu saptandi.

Sonug¢lar: PG uygulamasinin, kafa travmasi modelinde hayvanlarda doku

hasarma karst koruyuculugu gosterildi. Bu noroprotektif etkinin molekiiller



mekanizmalarinin arastirilmasi, tedavi etkinliginin ve hasta yasam kalitesinin
arttirllmasinda yeni bir yaklasim olusmasini saglayacaktir.
Anahtar Kelimeler: Kafa travmasi, pioglitazon, noroprotektif etki, oksidatif

stres, apoptoz.



Title: The Neuroprotective Effect of Pioglitazone on Common Brain Injury

Student Name : Is11 AYDEMIR

Supervisor : Prof. Dr. Kamil VURAL

Second Advisor: : Prof. Dr. Mehmet Ibrahim TUGLU
Department : Pharmocology

2. ABSTRACT

Aim: In our study, we aimed to investigate the protective (neuroprotective)
effect of Pioglitazone (PG) in three different doses to rats with experimental common
brain injury.

Materials and Method: In the experiment, male rats were traumatized by
weight throw method. Rats were divided into six groups; control, trauma,
trauma+saline, trauma+1 mg/kg PG, trauma+10 mg/kg PG and, trauma+30 mg/kg
PG. The first drug administration was performed 30 minutes before brain trauma. PG
was prepared in 100ul saline and was given as a single dose daily for 5 days at doses
of 1 mg/kg, 10 mg/kg and 30 mg/kg intraperitoneally. On the 7th and 28th days after
drug administration, brain samples were removed from the animals under general
anesthesia and stained histochemically with hematoxylin and eosin,
immunohistochemically with anti-eNOS, anti-INOS and anti-NeuN antibodies.
TUNEL method was used to determine apoptosis. All staining was examined under a
light microscope and the results were analyzed statistically.

Results: Histological examination of brain tissues showed significant tissue
damage in trauma and trauma+saline groups, picnosis in neurons and vacuoles in
cytoplasm. After PG application, it was observed that the damage decreased
significantly in 28th day samples compared to the 7th day samples. The
immunoreactivities of eNOS and INOS and also apoptotic cell count were high in
both the 7th and 28th day groups, whereas it was decreased in PG groups due to the
increase in dose. It was observed that NeuN immunoreactivity was high in control
groups, while it decreased in trauma and trauma+SF groups, and increased in PG
groups. The high dose (30 mg/kg) of PG was found to be more effective than other
doses.

Conclusion: PG was shown to be protective against tissue damage in animals in
the head trauma model. Investigation of the molecular mechanisms of this
neuroprotective effect will lead to a new approach in improving treatment efficiency

and patient quality of life.



Key Words: Brain injury, pioglitazone, neuroprotective effect, oxidative strress,

apoptosis.



3. GIRIS VE AMAC

Kafa travmasi, giindelik hayatta kaza sonrasi sik goriilen bir olgudur. Ozellikle
erkeklerde goriilme sikligi kadinlardan 2-3 kat daha fazladir ve siklikla 15-24 yas
arasi kisilerde meydana gelmektedir. Kafa travmalari, agirligina gore, genel olarak
hafif, orta ve agir seklinde siniflandirilmaktadir. Gegici biling kaybi, bellek kaybu,
belirgin bir noérolojik bulgunun olmamasi gibi belirtiler hafif siddetteki travmay1
isaret etmektedir. Bu belirtiler gegici veya kisa donemdeki bulgular1 igeren primer
hasar olmakla birlikte uzun donemde beyin dokusunda herhangi bir hasar da
goriilebilmektedir. Uzun donemde sekonder hasar adi verilen ve iskemi, beyinde
O0dem, beyin kan akiminda azalma, eksitotoksisite ve iyon homeostazinda bozulma
gibi patolojik olgular1 igeren bir tablo meydana gelebilmektedir (Ayhan ve ark.
2008). Bu noktada beyin dokusunda olusabilecek patolojik durumu ortadan
kaldirmak veya en aza indirmek i¢in ilag uygulamasindan cerrahi miidahaleye kadar
birgok segcenek bulunmaktadir (Adams ve ark. 2018; Levin ve ark. 2015). Travma
sonras1 en onemli hasar iskemidir. Beyne giden kan akiminin azalmasi ve hiicrelerin
yeterli oranda oksijenlenememesi sonucu serbest radikal birikiminin artmasi yani
oksidatif stres ile karakterizedir. Iskemi ve oksidatif stres, tipik hiicresel dliimler ile
noron sayisinda azalma ile sonuglanir ( Goyal ve ark. 2018).

Travma sonrasi tedavide en onemli hedef sinir sistemine ait organlarda hasarin
ortadan kaldirilmast veya en az hasarla yasam fonksiyonlarmin devamim
saglamaktir. Tedavisi ic¢in ila¢ ile birlikte cerrahi islem yapilabilmektedir. Ancak
sinir dokusunun kendini tamir etmesi olduk¢a zor olmasindan dolayr 6liim Oram
yiiksektir (Tauchi ve ark. 2018).

Pioglitazon, tiazolidinedionlar grubuna ait antidiyabetik etkiye sahip bir
etkendir. Yapilan retrospektif c¢alismalarda pioglitazonun diyabetli hastalarda
demans1 geciktirdigi saptanmigtir. Ayn1 zamanda deneysel hayvan modelleme
caligmalarinda pioglitazonun sinir doku onariminda etkin oldugu gosterilmistir (Katz
ve ark. 206). Yapilan caligmalarda kafa travmasi modeli {izerinde pioglitazonun

noroprotektif etkisi heniiz arastirilmamistir. Bu galismamizda deneysel kafa travmasi



sonras1 pioglitazonun noroptotektif etkisi olup olmadigi oksidatif stres ve apoptoz

yoniinden degerlendirilerek ortaya konulmasi amaclandi.



4.GENEL BILGILER

4.1. KAFA TRAVMASI

4.1.1. Epidemiyoloji

Kafa travmasi, kontrolsiiz bir sekilde mekanik kuvvete maruziyuet sonucu
olusan intrakraniyal bir hasar olgusudur. Hasar mekanizmasi, kontiizyondan 6liime
kadar olan genis bir skalay1 icermektedir. Travmaya neden olan faktoérler arasinda
direkt maruz kalinan siddetli darbe, atesli silahla yaralanma veya siddetli patlama yer
almaktadir. Bu faktorlerin yonii, siddeti ve siiresi hasarin derecesini belirleyen
etmenlerdir. Cinsiyet agisindan degerlendirildiginde, erkeklerde goriilme siklig:
kadinlara gore 2-3 kat daha fazladir (Kiligarslan 2016).

Tiirkiye’de ise kafa travamasi vakalarma iligkin insidans verilerini igeren bir
calisma bulunmamaktadir. Bunun nedeni ise, veri kayit sistemindeki aksakliklar ve
diizenlemelerin heniiz tam uygulanmamasidir.

Gelismis {ilkelerde, yiiksek gelir diizeyine sahip bireylerin motorlu arag
kullanimi1 artmistir; dolayisiyla meydana gelen trafik kazalarinda meydana gelen kafa
travmas1 insidans1 da artis gostermistir. Ozellikle Avrupa geneline bakildiginda,
diisme ve trafik kazalarinin neden oldugu kafa travmasi vakalarinin oldukga artmis
oldugu bildirilmektedir. Ingiltere ve Galler’de, hastanelerdeki kafa travmasi vaka
sayisinin yilda 1.4 milyon oldugu saptanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki

insidansin 100.000’de 85 oldugu bildirilmektedir (Kiligarslan 2016).

4.1.2. Kafa Travmalarinin Siniflandirilmasi

Kafa travmalari, morfolojisi, mekanizmasi ve siddetine siniflandirilmaktadir.
Morfolojik olarak siiflandirmada, travma sirasinda veya sonrasinda olusan kafatasi
kiriklar1 ve kafa i¢i lezyonlarinin patolojisi ele alinmaktadir (Kiligarslan 2016).

Olusum mekanizmasi acisindan kiint ve delici (penetran) olmak {lizere ikiye
ayrilmaktadir. Penetran travmalarda, kafatasi kemiginin hemen altinda yer alan dura

mater ile birlikte biitiinliigliniin kaybolmas1 6nemli bir faktordiir. Kiint travmalar ise,



kafatas1 kemiginde kirik olusmadan kafa i¢i lezyonlarin meydana gelmesiyle
olusmaktadir (Gergin 2015).

Gergeklesme siddetine gore ise kafa travmalar1 Glaskow Koma Skoru (GKS)’na
gore siniflandirilmaktadir. Bu skorlamaya goére travmalar hafif, orta ve siddetli olmak
tizere li¢ grupta incelenmektedir. GKS’ye gore skorun 8’den kiigiik olmas1 agir beyin
hasarin1 karsilarken, orta diizey hasar 9-13, hafif siddetteki hasar ise 14-15 olarak
ifade edilir (Gergin 2015).

4.1.3. Kafa Travmalarmin Patofizyolojisi

4.1.3.1. Primer hasarlar

Primer hasarlar, kafa travmasi sirasinda veya hemen sonra beyinde olusan
hasarlar1 kapsamaktadir.Mekanik kuvvetin siddetine bagli olarak, kafatas1 kemiginde
kiriklar, kiriklarin veya yabanci cisimlerin beyin dokusuna penetrasyonu meydana
gelebilmektedir. Dolayisiyla, beynin substansiya alba tabakasindaki traktuslarda
kopmalarla birlikte aksonal bozulmalar ve &liimle sonuglanabilmektedir. Diger
yandan kafa i¢i lezyon seklinde meydana gelebilen epidural, subdural ve subaraknoid
kanama ve intraserebral kanamalar, beyin sapinda hasar, kraniyal sinir hasarlar1 ve

hipotalamik yaralanmalar primer hasarlardir (Gergin 2015; Kiligarslan 2016).

4.1.3.2. Sekonder hasarlar

Sekonder hasarlar, travmadan sonra uzun donemde ortaya g¢ikan hasarlardir.
Beyin dokusunda biyokimyasal mekanizmalarin tetiklenmesi ile iskemi ve
intrakraniyal hipertansiyon sonucu hiicre 6limii ve dolayisiyla doku kaybi ile
sonuglanir (Gergin 2015; Kiligarslan 2016).

Kafa travmasi sonrasi hasarin ilk asamasinda direkt doku hasari, kafa i¢i
basingta artis, serebral kan akiminin azalmasi ve metabolizmasinda aksamalar
goriilmektedir. Bunu 6dem, anaerobik glikoliz ve hiicre membran gegirgenliginin
artmasiyla laktik asit birikimi takip eder. Travmasinin ileri asamasinda ise, glutamat
ve aspartat gibi eksitatdr norotransmitterlerin asir1 aktivasyonu ile kalsiyum ve
sodyum kanallarindan hiicre i¢ine kalsiyum ve sodyum girisi olur. Kalsiyumun hiicre
i¢i proteaz, fosfolipaz ve peroksidaz gibi enzimleri aktive etmesiyle hiicre icindeki
serbest radikallerin miktarinda artig gortliir, bu durum nekroza veya programli hiicre

6liimii apoptoza neden olur (Gergin 2015; Kiligarslan 2016).



Travma sonrasi kafa i¢ci basincin artmasi, mortalite ve morbiditeyi arttirmaktadir.
Erigkin bir insanda normal basing degeri 0-20 mmHg arasindadir. Basincin 20
mmHg ve lizerinde 5 dakikadan uzun siire devam etmesi sonucu serebral kan akimi
ve BOS miktar1 diiser. Sonugta iskemi, serbest radikal birikimiyle oksidatif stres

meydana gelir. Oksidatif stresin etkisiyle hiicre 6liimii tetiklenir (Gergin 2015).

4.2. OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
bozulmast durumu oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri,
metabolik ve fizyolojik siiregler esnasinda firetilir ve organizmada oksidatif
reaksiyonlar meydana gelebilir. Hiicrelerdeki oksidasyon rediiksiyon bozuklular
protein, lipid, DNA dahil olmak {izere hiicrenin biitiin bilesenlerine peroksidaz ve
serbest radikal iiretimi ile toksik etki eder. Ayrica bazi reaktif oksijen metabolitleri
oksidasyon rediiksiyon olaylarinda hiicre i¢i haberci gibi hareket eder. Boylece
oksidatif stres normal hiicre i¢i sinyal iletiminde bozulmalara neden olabilir. insanda
oksidatif stres kanser, Parkinson, Alzheimer, ateroskleroz, kalp hastaligi, miyokardial
infarktiis, fragil x sendromu, orak hiicreli anemi, liken planus, kronik yorgunluk
sendromu gibi bircok sistemik duruma neden olabilir. Reaktif oksijen
metabolitlerinin immun sistemde patojenlerin 6ldiiriilmesinde faydalart da vardir.
Ancak, oksidatif stresin fazla olmasi, antioksidanlarin yetersiz seviyesi veya
antioksidan enzimlerin inhibisyonu hiicre hasar1 veya hiicre 6liimiine neden olur.
Organizma bu zararl radikallerin etkisiyle basa ¢ikabilmek i¢in bazi enzimatik ve
non-enzimatik antioksidan savunma sistemlerine sahiptir (Altan ve ark. 2006; Ogiit
ve Atay 2012).

4.2.1. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde eslesmemis elektron barindiran elektron alict molekiiller
serbest radikaller olarak adlandirilirlar. Serbest radikallerin aktif oksijen tiirevlerine
oksidanlar denir (Altan ve ark. 2006; Ogiit ve Atay 2012). Serbest radikaller baslica
i¢ temel mekanizma ile olugsmaktadir:

a) Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik, kovalent

baglarin homolitik kirilmasina neden olmaktadir. Kirilma sirasinda bag yapisindaki



iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde paylasilmamis olarak kalmakta ve
radikal formu olugsmaktadir.

b) Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile dis elektron yoriingelerinde
paylagilmamis elektron kalmasi durumunda radikal formu olusmaktadir.

c) Normal bir molekiile elektron transferi ile dis elektron yoriingelerinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa da radikal olusumuna neden olabilir (Altan ve
ark. 2006; Ogiit ve Atay 2012).

Tablo 4.2.1.1. Serbest radikallerin siniflandirilmasi.

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksid anyon radikali (O2") Hidrojen peroksid (H202)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (*O2)
Peroksil (ROO) Ozon (0,)

Alkoksil (RO) Hipokloréz asit (HOCI)

Nitrik oksit (NO') Lipit hidroperoksid (LOOH)
Semikinon radikali (HQ) Peroksinitrit (ONOO")
Hemoproteine bagli serbest radikaller Azot dioksit (NO2)

Organik radikaller (R") N-halojenli aminler (R-NH-X)
Organik peroksid radikali (RCOO) Hipohaléz asid (HOX)

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali, nitrik oksit, peroksil radikali ve radikal olmayan hidrojen peroksit
(H202) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en Onemli nedenlerinden birini
olustururlar (Tablo 4.2.1.1). Reaktif oksijen radikalleri, normal hiicre metabolizmasi
sirasinda meydana gelmektedir. Radikal olusumu esnasinda oksijen, elektron
transport zincirinde direkt basamaklar halinde suya indirgenir ve her bir basamakta
serbest oksijen radikalleri aciga ¢ikmaktadir. Enflamatuar reaksiyonda rol oynayan
fagositler tarafindan, iyonize radyasyon, ultraviyole 15181, hava kirliligi, sigara
dumani, hiperoksi, fazla egzersiz ve iskemi nedeniyle de serbest radikaller meydana
gelebilmektedir (Muratoglu 2014).

Stiperoksid anyon radikali, zayif reaktif bir serbest radikal olup molekiiler
oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu 6zellikle mitokondri i¢ zarindaki
solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda spontan olarak meydana
gelmektedir. Burada ksantin oksidaz ve bir grup flavoenzimler ile lipooksijenaz ve

siklooksijenaz tarafindan olusturulmaktadir. Fagositik hiicrelerin indirgenmis
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nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) bagimli oksidaz enzim kompleksi
fazla miktarda stiperoksit radikali olusturmaktadir. Siiperoksid anyon radikali,
siiperoksid dismutaz (SOD) tarafindan hizla hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontstiirilmektedir (Muratoglu 2014).

Oksidatif stresin nedenlerinden biri olabilen hidrojen peroksit, oksijenin
enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da siiperoksidlerin enzimatik ve
enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucunda olusmaktadir. Oksitleyici
Ozelligi, metal iyonlarmin varhiginda hidroksil radikallerinin olusumuna neden
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hidrojen peroksit ozellikle proteinlerdeki hem
grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek, yliksek oksidasyon diizeyindeki
reaktif demir formlarini olusturmaktadir. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici
ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimelere
neden olmaktadir. Hiicrelerde katalaz enzimi tarafindan su ve oksijene parcalanarak
ortamdam uzaklastirilir (Aksin 2012).

Cok reaktif bir ajan olan hidroksil radikali, hiicresel metabolizmada
kullanilmakta, fagositoz ve cesitli enzimatik Katalizlerde tiretilmektedir. Hidroksil
radikali en reaktif radikal olarak bilinmekte ve her molekiile saldirarak hasar
meydana  getirebilmektedir. DNA’nin  piirin  ve pirimidin  bazlarn ile
etkilesebilmektedir. Ozellikle, arasidonik asitler gibi doymamis yag asit yan
zincirlerinden hidrojen atomunu c¢ikartmakta ve sonugta su olusumunu
saglamaktadir. Hidroksil radikali ile olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasar, lipid

peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur (Aksin 2012).

4.2.2. Nitrik Oksit ve Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik Oksit (NO), onceleri endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak
bilinen ve eslesmemis bir elektron tasiyan yiiksiiz bir molekiildiir (Palmer ve ark.
1987; Burke ve ark. 2013). NO, molekiil agirligi 30,006 gr/mol olup serbest radikal
yapisindadir. Yart omrii 20-30 sn’dir. Lipofilik ozellige sahip NO, yiiksek
konsantrasyonlarda oksijensiz ortamda oldukca stabildir ve suda ¢oziilebilir. Diisiik
konsantrasyonlarda ise ortamda oksijen varliginda stabilitesini koruyabilmektedir
(Lowensein ve ark. 1994; Star 1993).

Reaktif nitrojen tiirlerinden biri olan NO, {iizerinde yiik tasimamasi ve
eslenmemis elektron bulundurmasi 6zelligi onu 6nemli bir mesajct yapar. Yiiksiiz

oldugu i¢in hiicre membranindan higbir bariyerle karsilasmadan kolayca geger ve
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eslenmemis bir elektrona sahip olmasi nedeniyle hizli reaksiyona girer (Lowensein
ve ark. 1994; Star 1993; Moncada ve Higgs 2002; Ebrahimzadeh ve ark. 2010).

NO, pek ¢ok hiicrede nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan
katalizlenen reaksiyon ile sentezlenmekte ve L-arginin ile O2 molekiilleri, NO ve
sitriillin molekiillerine doniistiiriilmektedir. NO’ in sentez reaksiyonu sirasinda
molekiiler O2’ nin yan sira kofaktor olarak flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin
(FMN), (NADP),

tetrahidrobiopterin (BH4) ve Hem kullanilir. Bu kofaktorler arasinda elektron

mononikleotid nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
transferleri ger¢eklesir (MacMicking ve ark. 1997; Alderton ve ark. 2001).

Tablo 4.2.2.1. NO sentezleyen enzimler.

NOS
) Salinim Kaynak Regiilasyon NO miktan
izoformu

nNOS Sirekli Néron Kalsiyum Disak (picomol)

Makrofaj, damar duz kasi, Yiksek
INOS Uyanimaile | damar endoteli, havayolu (nanomol)
epiteli, immun hiicreler,
myokard
eNOS Sirekli Vaskiler endotel hiicresi, Kalsiyum Disak (picomol)
trombosit, nétrofil

L-Arjinin- NO yolu ile NOS enziminin ¢esitli fonksiyonlari tanimlanmis ve
farkli hiicrelerdeki tiirevleri bulunmustur. NO, ¢ farkli NOS enzimi tarafindan
arjininden sentezlenir (Sugiura ve Ichinose 2011). Bunlar nNOS (noronal, NOS 1),
iNOS (indiiklenebilir, NOS 2), eNOS (endotelyal, NOS3) (Tablo 4.2.2.1). Bu
enzimler Yapisal (Constitutive) NOS (cNOS) ve Indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak
tizere baslica iki gruba ayrilirlar. Endotel (eNOS) ve néron (nNOS) kaynakli NOS,
cNOS grubuna dahildir. Hiicre i¢ginde devamli bir sekilde var olan ve kas kasilmasi
ile néronal iletim igin aralikli olarak ve kii¢iik miktarlarda (picomol- nanomol) NO
tireten bir enzimdir. Noronal yapilar, endotel hiicreleri, miyokard ve trombositlerde
bulunur. Kofaktdr olarak Ca?*/kalmodulin bagimlidir. Ca?*‘un  yiikselmesi
kalmodulinin NOS® a baglanmasini uyarir ve siiratli bir sekilde pikomolar diizeylerde

NO sentezlenir (Tejero ve Stuehr 2013).

12



Sentezi uyarilabilen iNOS ekspresyonu mikrogevredeki sitokin dengesine
baghdir. Cesitli uyaranlara (sitokinler, mikroorganizmalar, tiimor hiicreleri gibi)
cevap olarak NO sentezi yapar. Bir kez eksprese edildiginde yiiksek miktarlarda ve
daha uzun siire NO sentezleyebilir (Tejero ve Stuehr 2013). indiiksiyon sonrast NO
sentezi saatlerce hatta gilinlerce devam edebilir. Ancak uzun siireli agirt miktarda NO
sentezi dokularda harabiyete yol agar. Enzim indiiksiyonu L-arjinin analoglar1 ve
glukokortikoidlerce inhibe edilebilmektedir. Enzim, bilinen bu 6zelliklerinden dolay1
indiiklenebilir NOS veya kalsiyum bagimsiz NOS olarak adlandirilmistir (Hevel ve
ark. 1991; Nussler ve Billiar 1993; Geller ve ark. 1993; Marletta 1994; Bachmann ve
Mundel 1994; Dawson 1995; Leppénen ve ark. 2013).

NOS; NADPH, oksijen, flavoproteinler (FAD, FMN), kalmodulin ve
tetrahidrobiopterinin (BH4) varliginda L-arjinini, sitrullin ve NO‘ya doniistiiriir.
NOS | (nNOS)- III (eNOS) noéronal ile endotel hiicrelerinde yer alir ve enzim
aktivasyonu i¢in hiicre i¢i kalsiyum artigina gereksinim duyar. NOS Il kalsiyuma
bagimli degildir. Biitiin NOS enzimleri arjinin analoglarinca inhibe (Sekil 4.9.2.1)
edilir (Fidanci ve Giimiis 2011).

{iﬁlb'_‘ﬁ'”}_ Glikekartikosteroidler
Depolarizasyon setil kaolin i
) ) o = _ Bradikinin Sitokinler
.L PERIFERIK SINIR ENDOTEL HUCRESI EPITELHUCRESI
FAD/FMN/BHa FAD/FMN/BH: indUiksiyon
FAD/FMN/BHa
CaM
MNOS| NOS I
T f NOSII
CalM = Kalsiyum CaM = Kalsiyum
NADPH NADP+
R £
L-arjinin NOS Y NITRIK OKSIT
L-arjinin s o L-citrulline
analoglan O H.0
GTP Guanil
\mklaz
DUZ KAS HUCRESI cGMP
Relaksasyon

Sekil 4.2.2.1. NO kaynaklar1 ve olusumu (Ozkan ve Yiiksekol 2003).

Farkli NOS izozimleri tarafindan sentezlenen NO, farkli fizyolojik fonksiyonlara
sahiptir (Lowenstein ve Snyder 1992). NO bir kez sentezlendikten sonra hizla hedef
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dokulara yayilir ve hiicre i¢inde guanilat siklaz enzimini aktive ederek diiz kas
kasilmasini saglayan siklik guanozin monofosfat (cGMP) miktarini artirir. Olusan bu
biyokimyasal olaylar diiz kas kasilmasi, vaskiiler tonlis ve kan akisinin
diizenlenmesinde Onemli rol oynar. NO ayn1 zamanda trombositler i¢indeki
cozilebilir guanilat siklaz aktivitesini de artirarak trombosit adezyon ve
agregasyonunu azaltir (Michie ve ark. 1988; Moat ve ark. 1993).
Mikroorganizmalarin mitokondriyel proteine bagli demir bilesikleriyle reaksiyona
girip DNA sentezini bozarak 6lmelerine yol agar ve savunma sisteminde rol oynar.
Vazodilatasyona yol acgarak 16kosit migrasyonunu arttirir. Sonugta antimikrobiyal ve
fagositik aktiviteyi arttirarak inflamasyon gelisiminin sinirlanmasina katkida bulunur
(Campisi ve ark. 2002).

NO olustuktan sonra; 1) Methemoglobin, nitrite (NO27) ve nitrata (NO3’)
doniiserek boylece inaktive olur; 2) Siiperoksit anyonlar1 (O27) ile birleserek
peroksinitrite (ONOQO") doniisiir. Peroksinitrit, hidroksil radikalleri (OH") ve tirozinle
(Tyr) birleserek nitrotirozini olustururlar. OHve ONOO astim patogenezinde rol alan
molekiillerdir; 3) Guanilsiklaz aktivasyonu ile cGMP‘ yi artirarak diiz kas

gevsemesine neden olmaktadir (Ozkan ve Yiiksekol 2003).

4.2.3. Oksidatif Stresin Etkileri

Serbest radikaller, hedef molekiillerden elektron alma yetenekleri nedeniyle,
molekdillerin yapisin1 ve fonksiyonlarini degistirerek hiicre zarini, DNA, RNA gibi
genetik materyali ve degisik enzimatik olaylar1 etkileyerek hiicre hasarlarma yol
actig1 bilinmektedir. Bu radikaller canli organizmalarda sitoplazmik, mitokondriyel
ve ekstraselliller formlari olan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), nitrik oksit sentaz (NOS) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzim sistemleri
ile seruloplazmin, transferrin, indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin
C) ve alfa tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan yikilarak ortamdan uzaklastirilir.
Ancak serbest radikallerin asir1 {iretimi ile meydana gelen oksidatif stresin diyabetes
mellitus, iskemi reperfiizyon hasari, kanser, yaslanma, kas hastaliklar1 gibi birgok
hastaliklara yol agtig1 bildirilmektedir (Shi ve ark. 2012; Keane ve ark. 2015; Liu ve
ark. 2015).
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4.2.3.1. Membranlarin lipid peroksidasyonu

Serbest oksijen radikalleri, hiicre ve organel zarlarinda lipid peroksidasyonuna
neden olabilmektedirler. Hiicre zarlarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin
doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona
ugrayabilir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin yag asitlerinden hidrojen
atomunu ¢ikarmak igin yaptiklari atakla baslamakta ve zincir reaksiyonu seklinde
ilerlemektedir. Hidroksil radikali, fosfolipaz A2’yi stimiile ederek arasidonik asit
salinimina yol agmaktadir. Arasidonik asitten de bir hidrojen atomu ¢ikararak lipid
peroksidasyonunu baglatir. Baslangigta serbest radikaller, bir lipid karbon merkezli
radikalden iiretilmis olan karbon zincirinden, hidrojen atomunu agiga ¢ikarmaktadir.
Sonugta karbon merkezli radikal olugsmaktadir. Bu lipid radikal, molekiiler oksijen ile
reaksiyona girer, linoleik asit peroksiradikali olusmasini saglar ve oksidasyon
zincirini baslatabilir. Uretilen peroksiradikal, elektronlar1 ve diger duyarli yag
asitlerini alarak lipid radikal ve lipid hidroperoksitleri olusturur. Bunun yaninda
siiperoksit lipid peroksidasyonunu bitirici etki de gosterebilir. Membran
fosfolipidlerinin peroksidasyonu, permeabilitede ve membran akiskanliginda
degisikliklere yol agmaktadir. Permeabilite 6zelliklerinin degismesi anormal Ca?*
girisine yol acarak hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve oksidasyonla
fosforilasyonun ayrilmasina yol agabilmektedir (Aksin 2012).

Lipid peroksidasyonu tiim hiicrelerde ve dokularda normalde diisiik diizeylerde
meydana gelir. Lipid peroksidasyonunu hipoksi, hiperoksi, bakir ve demir toksisitesi
ve antioksidan yetersizlikleri stimiile eder. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen
membran hasari geri donisiimsiizdiir. Sinir lifleri etrafindaki miyelin kilifi
peroksidasyonu (demiyelinizasyon) norolojik hastaliklara neden olabilmektedir.
Akciger siirfaktaninin peroksidasyonu ise atelektazi ve pulmoner disfonksiyona
(ARDS) yol agabilmektedir (Demircan 2013; Aksin 2012).

4.2.3.2. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu

Proteinler, serbest radikal hasarina duyarli molekiillerdir. Serbest radikallerin
etkisi ile bu molekiillerin siilfhidril gruplarinda meydana gelen hasar sonucu protein
molekiillerinin yapis1 degismekte ve oksidasyon reaksiyonlar: ile biiyiik agregatlar
olusmaktadir. Silfiir iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi halkali amino
asidleri igeren proteinler oksidasyona en fazla maruz kalan molekiillerdir (Muratoglu
2014).
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Serbest radikallerin protein molekiilleri iizerindeki etkileri ile olusan yapisal
degisiklikler aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu ve
proteinlerin agregasyonu veya g¢apraz baglanmalar seklindedir. Oksidasyon sonucu
proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler, fonksiyon
goérmeyen proteinlerin olusmasina neden olmaktadir (Aksin 2012; Muratoglu 2014).

Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran proteinleri, 6zellikle serbest
radikallerin modifikasyonuna duyarli olduklari igin protein oksidasyonu ile dnemli
hiicresel ve membran fonksiyonlar bozulmaktadir. Oksidatif stres ile 1gG ve albumin,
yapisal modifikasyona ugrar. a-1 proteinaz inbitoriiniin, oksijen radikalleri tarafindan
inhibisyonu ile amfizem gelismektedir. Okside olmus hemoglobinin siiperoksid
anyon radikali veya hidrojen peroksid ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna
sebep olmaktadir (Aksin 2012; Muratoglu 2014).

4.2.3.3. Niikleik asitlerin oksidatif modifikasyonu

Serbest radikallere duyarli niikleik asitlerde olusan geri doniisiimsiiz hasarlar
hiicrelerin 6liime siiriiklenmesine neden olmaktadir. Hidroksil radikalleri, genetik
materyali olusturan bazlarla kolayca tepkimeye girerek baz modifikasyonlar1 ve
delesyonlar1 ile zincir kirilmalari olusmaktadir. DNA’da, serbest radikallere en
duyarli baz timindir. Oksijen radikalleri ise oksidatif yarilma ile DNA hasarma yol
acar. Dokularda oksidatif DNA hasar1 belirteci 8-hidroksi deoksiguanozin (8-
OHdAG)’dir (Aksin 2012; Demircan 2013).

4.2.3.4. Karbonhidratlarin oksidatif modifikasyonu

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Enflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya
gecen lokositlerden extraselliiler siviya salinan hidrojen peroksit ve siiper oksid
radikali, buradaki mukopalisakkarit olan hiyaluronik asidi pargalar. Gézde katarakt
olusumu siirecinde, vitréz sivida bol miktarda hiyaluronik asit bulunmasindan dolay1

oksidatif hasar etkili olmaktadir (Demircan 2013).

4.2.3.5. Oksidatif stresin sistemik etkileri
Cogu hastalik, serbest radikaller ve bunlarin neden oldugu oksidatif stres ile
iligkilidir. Sinir sisteminde intraventrikiiler hemaroji, periventrikiiler 16komalazi ve

travmatik beyin hasari ile beyin tiimorlerinin ortaya ¢ikmasinda rol oynarken gézde
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katarakt, retinopati ve makuler dejenerasyona neden olmaktadirlar. Gastrointestinal
sistemde nekrotizan enterokolit ve Crohn hastaligna, solunum sisteminde ise astim,
amfizem, respiraruvar distres sendromu ve kronik akciger hastaligina; boreklerde de
glomerulonefrit ve renal yetmezlige neden olmaktadir. Ayrica serbest radikaller,
hemoglobin ve otoimmun sistem hastaliklari, erken yaslanma, kanser ve

enflamatuvar hastaliklarin olusumundan sorumludurlar (Aksin 2012).

4.3. APOPTOZ

Fizyolojik ya da programlanmig hiicre o6limii olarak tanimlanan apoptoz,
Yunanca’da apo (=ayr1) ve ptozis (=diisen) kelimelerinin birlestirilmesiyle olugmus,
sonbaharda yaprak dokumu anlamia gelmektedir (Kerr ve ark. 1972; Debnath ve
ark. 2005). Apoptoz ile ilgili ilk bilgiler, 1885’te Fleming tarafindan ileri siiriilen
kromatoliz kavrami ile baslamis ve kromatoliz terimi sonraki yillarda ozellikle
embriyologlar tarafindan sik¢a kullanilmistir. Ancak 1950’li yillarin sonlarinda
lizozomlarin ve 1960’11 yillarda serbest radikallerin kesfedilmesi ile hiicre intihari
kavrami kullanilmaya baslanmis ve 1970’li yillarda da apoptoz ya da programli
hiicre olimii kavrami ortaya cikmistir. Apoptoz ile ilgili ilk calisma 1972de
yapilmistir (Kerr ve ark. 1972). Daha sonra 1984’de apoptozde goriilen DNA
kiriklarmin jel elektroforezindeki karakteristik merdiven (ladder) kalib1 gosterilmistir
(Wyllie ve ark. 1984). Sonraki yillarda apoptoz ile ilgili ¢cok sayida arastirma
yapilmis ve apoptozin olusmasinda rol oynayan kaspaz aktivasyonu, apoptotik
hiicrelerin fagositozu ve mitokondriyel memran gegirgenligindeki degisiklikler tarif
edilmistir. Apoptoz, patolojik hiicre 6limii olan ve adenozin trifosfat (ATP)
miktarinin azalip, hiicre homeostazinin hizla bozuldugu, inflamatuvar yanitin
gelistigi nekrozdan tamamen farkli olup; yangi olmaksizin hiicrelerin kendilerini yok
ettikleri, RNA ile protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan ve organizmada
homeostazi koruyan, genlerle diizenlenen programli bir olaydir (Hokelek 2009).

Apoptoz  kaspazlar olarak adlandirilan bir grup sistein proteazlarin
aktivasyonunu ve hiicrelerdeki baslangi¢ uyaranlara bagli kompleks ve koordine
edilmis kaskat olaylarin1 kapsayan, ¢ogunlukla enerji bagimli bir siirectir (Elmore
2007).
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4.3.1. Apoptoz Mekanizmasinda Rol Oynayan Molekiiller

4.3.1.1. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar.
Kaspaz (caspase) terimindeki “c” harfi bir aktif bolge sistein (cysteine)’i temsil
ederken, “aspaz“ (aspase) aspartik asit artiklarindan hemen sonra bdlebilme
yetenegini tanimlamaktadir. Hiicrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini
aktiflestirerek kaspaz kaskadini olustururlar. 100 farkli hedef proteini keserek
apoptoza neden olurlar. Ug tipte kaspaz bulunmaktadir;

I- Baglatic1 kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9 ve 10.

I1- Efektor kaspazlar: Kaspaz 3, 6 ve 7.

I11- Inflamatuar kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14.

Baslangigta inaktif durumdaki kaspazlar, proenzim formundadirlar. Aktif hale
gelmeleri icin boliinme bolgeleri diger kaspazlar tarafindan veya otokatalitik olarak
hidrolize edilmelidir. Baglatic1 kaspaz bir kez aktive olduktan sonra diger kaspazlarin
hizli ve sirali aktivasyonu ile apoptpzis baslatilir. Efektor kaspazlar hiicre iskeleti ve
niiklear matriks proteinlerini pargalayarak hiicre iskeletinin bozulmasina ve nukleus
yikimma Yol agcarlar. Nukleus icerisinde kaspazlar; transkripsiyon, DNA
replikasyonu ve DNA onariminda rol alan proteinleri parcalarlar. Bunlardan 6zellikle
kaspaz-3 karakteristik internukleozomal DNA béliinmesine yol agan sitoplazmik bir

DNAaz enzimini aktive eder (Inci ve ark. 2009).

4.3.1.2. Bcl-2 ailesi

Bir hiicrenin apoptoze egilimli olup olmamasi Bcl-2 ailesi genlerinin
heterodimer veya homodimer formuna baglidir. Bcl-2 ailesi, proapoptotik ve
antiapoptotik olmak {iizere birbirine zit iki gruptan olusur. Proapoptotoik ve
antiapoptotik proteinler arasinda denge mevcuttur; hiicrede proapoptotik proteinler
fazla ise hiicre apoptoze egilimi artar iken antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre
apoptoza daha az egilimlidir. Proapoptotik iiyeler sitosolde bulunan Bad, Bax, Bid,
BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Sitokrom-c ve Apoptoz indiikleyici faktor
(AIF) salinimini artirarak apoptozi indiiklerler. Antiapoptotik iyeler ise mitokondri
dis membraninda, endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek zarinda yer alan Bcl-2, Bcl-
XL ve Mcl-1°dir. Bu proteinler por olusumunu saglayip iyon transportunu

diizenlerler. Ozellikle hiicredeki Ca®* oramini kontrol ederler. Ayrica kaspazlarin
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oncii formlariyla AIF ve sitokrom-c salinimini inhibe ederek hiicrenin apoptoze

yonlenmesini nlerler (Inci ve ark. 2009; Lalaoui ve ark. 2015).

4.3.1.3. p53 Geni

Tiimor baskilayict gen olan p53, hiicre siklusunda gorev alan bir faktordiir. DNA
hasar1 olustugunda hiicre siklusunu G1 fazinda durdurup DNA tamir mekanizmasinin
devreye girmesini saglar. DNA hasar1 tamir edilemeyecek durumda ise Bax, Apaf-1
ve Fas iiretimini artirip Bcl-2 ve Bcl-xL’yi baskilayarak apoptozin baslatilmasini
indiikler (inci ve ark. 2009).

4.3.1.4. FAS (APO-1 veya CD95)

Fas reseptorii, 24 iiyeli TNF reseptor ailesinin en iyi tanimlanmis {iyesinden
biridir. Bagisiklik sisteminde hiicre oliimiinii kontrol eden Fas hiicre reseptorii
sitotoksik T hiicreleri ve NK (natural killer) hiicreleri tizerinde bulunur. 43 kDa
molekiil agirhigindaki Fas proteini hiicre yilizeyinde kendi reseptoriine baglanir ve
reseptor trimerizasyonunu saglar. Aktive olmus reseptorler FADD (Fas-Associated
protein with Death domain) molekiilii ile birlesir. Bu sekilde; Fas reseptoriiniin
karboksil ucuna (C) yakin 80 aminoasitlik bdlgenin uyarilmasiyla prokaspazlar
aktive olur ve apoptoz baslar. Fas ve TNF alfa disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri
de benzer yolla apoptozu uyarabilir (Coskun ve Ozgiir 2011).

4.3.1.5. c-myc Geni

Bir protoonkogen protein olan c-myc, hiicreyi p53 ve Bax artisinda apoptoze,
Bcl-2 artiginda mitoza gotiiriir. Bu genler iki yonde hiicreyi yonlendiren bir denge
sistemi olustururlar. Bu aileye ait c-myc proteini hiicre proliferasyonu, hiicre
farklilasmas1 ve apoptoz ile iliskili genlerin transkripsiyonunu diizenleyen bir
fosfoproteindir. c-myc’in gen amplifikasyonu ise hiicre dongiisiiniin bozulmasina
neden olur ve p53°e bagh yoldan hiicrenin apoptoze gonderilmesinde rol oynar. C-
myc geninin agir1 liretimi veya gen yapisindaki degisiklikler meme kanserine neden

olmaktadir (Gabay ve ark. 2014).

4.3.1.6. Endonukleaz G
Endonukleaz G (Endo-G), mitokondrilerde bulunur ve kuvvetli nukleaz

aktivitesine sahiptir. Mitokondride transkripsiyon sirasinda RNA-DNA hibritlerinin
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ayrilmasinda gorev yapar. Apoptotik uyarilar sonucu mitokondriden ayrilan
endoniikleaz G niikleusa gegerek burada DNA’nin pargaciklara ayrilmasini saglar ve

sonugta hiicre 6liime gider (Kaya ve ark. 2012).

4.3.1.7. Apoptoz indiikleyici faktor

Proapoptotik proteinlerden apoptoz indiikleyici faktor (AIF), endonukleaz G ile
birlikte mitokondriden salinir. Apoptotik uyari sonucu mitokondriden ayrilarak
niikleusa geger. Niikleusta kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin 50-300 kb’lar

halinde pargaciklara ayrilmasina neden olarak apoptozte gérev yapar (ElImore 2007).

4.3.1.8. Apoptoz inhibitor proteinleri

Apoptoz inhibitdr proteinleri (IAP; inhibitor of apoptosis proteins), kaspaz
aktivitesini prokaspaz veya kaspazlara baglanarak inhibe ederler. IAP’leri sekiz
adettir; bunlar noronal IAP (NIAP), hiicresel IAP1 (cIAP1), X-kromozomuna bagh
IAP (XIAP), survivin, baculovirus IAP tekrar1 (BIR) igeren Ubikuitin konjuge enzim
(BRUCE/Apollon), melanoma IAP (ML-IAP) ve IAP-benzeri protein 2 (ILP-2).
Apoptoz esnasinda mitokondrinin sitoplazmaya saldig1 bir protein, IAP’leri baskilar.

Kaspazlar selektif olarak inhibe ederek apoptotik mekanizmay1 durdururlar (Fulda
2013).

4.3.2. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz iki yolla gerceklesmektedir: Instrinsik (Mitokondriyal) yol ve
Ekstrinsik yol. Bu iki yolak disinda granzim B/perforin yolu da apoptoz ile iliskilidir.
Apoptozi tetikleyen hiicre igi sinyaller; DNA hasar1, hiicre i¢i Ca?* diizeyi artis1, pH
azalisi, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklart ve hipoksidir (Elmore 2007).
Hiicre dis1 sinyaller ise biiylime ve iireme faktorlerinin yetersizligi, Oliim
reseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS ligand araciligi ile apoptoz, TNF araciligi
ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (iskemi, toksinler, UV,
kemoterapotik ilaglar, radyasyon)’dir. Her iki sinyal yolunda da kaspazlar gorev

almaktadir (Sekil 4.3.2.1) (Contassot ve ark. 2007; Cotran ve ark. 2009).
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Sekil 4.3.2.1. Apoptozun instrinsik (mitokondriyal) yol ve ekstrinsik yolak

mekanizmalari.

4.3.2.1. instrinsik yol

Hiicre 1i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra proapoptotik
proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2°yi inaktive eder, Bax ve Bak’1
aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyon membraninda por olusumunu
indiikleyip zar potansiyelini degistirir. Boylelikle mitokondriyon membranindaki
porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase),
Endo-G, Ca?* ve AIF salmimmi uyarir. Sitokrom-c, oksidatif fosforilasyon igin
elektron tasir. SMAC, IAF’i inhibe eder ve apoptozu hizlandirir. AIF’nin ortamda
bulunmasi ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AIF, ¢ekirdege
transloke olur ve pargalara ayirir. Endo-G de DNA’y1 pargalar. Mitokondriyal
porlardan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor) ve
ATP’nin katilmasiyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks olusturur (Chen ve
ark. 2001; Chowdhury ve ark. 2008).

Apoptozom, kaspaz- 9’u keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’i aktif
kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (Inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1
inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir (Sekil 4.3.2.1.1).
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CAD ise ¢ekirdekte kromatin yogunlagmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler

halinde fragmante olmasina neden olur (Chen ve ark. 2001; Cotran ve ark. 2009).

Extrinsic v
Death (XD

Intrinsic receptor

Mitochondrial stress

(6d5¥D X(Q¥YD) 6-35VdSVO
3INOSOLdOdY

@@

Apoptosis

Sekil 4.3.2.1.1. Apoptozun instrinsik yol lizerinden diizenlenmesi.

4.3.2.2. Ekstrinsik Yol

Bu yolda 6liim reseptorleri rol alirlar. Oliim reseptorleri, TNF ailesinden olan
reseptorlerdir. Bunlardan Tip 1 TNF reseptorii ve Fas (CD95) olarak bilinen protein
en Onemlilerindendir. Bunlarda protein-protein etkilesmelerine katilan sitoplazmik
Olim bolgeleri bulunur ve dis ligandlarla ¢apraz baglanma sonucu multimerize
olurlar. Bu durum, ¢ok sayida inaktif kaspaz-8 molekiillerini birbirine yaklastiran
adaptor proteinler icin baglanma yerlerinin olusmasina yol agar. Olusan ©n

kaspazlarin diisiik diizeydeki enzimatik aktivasyonu, sonugta toplanan gruptan bir
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proteinin bdliinmesine ve aktivasyonuna neden olur ve bdylece kaspazlar tetiklenir

(Sekil 4.3.2.2.1) (Contassot ve ark. 2007).

| W
Intrinsic pathway — Extrinsic pathway
Chemotherapy WD
Radiotherapy ’ ? DR4/DR5
’]{.‘.‘.:‘v.\:é-l:i{;’it;:;'\‘.l :54 )
S Fur

DNA damage

c-1AP1
c-lIAP2
— XIAP
Bcl-2
Bel-XL
Bfl-1/A1
c-FLIP
DcR1

Sekil 4.3.2.2.1. Apoptozin ekstrinsik yol ile diizenlenmesi.

4.3.2.3. Granzim B/Perforin yolag

Perforinler ve granzimler, sitotoksik T lenfositler ve NK hiicrelerinin
sitoplazmik salgi graniilleri i¢erisinde bulunan proteinlerdir. Sitotoksik T lenfositler,
hedef hiicreye baglandiginda perforinler salgilanir ve salgilanan perforinler hedef
hiicre tizerinde dairesel bir por olustururlar. Bu perforin poru, hiicre i¢ine kalsiyum
girisinde hizli bir artisa sebep olur. Granzim B, reseptor araciligi ile bir vezikiil
icinde acilan delikten hedef hiicreye girer. Hiicre icine giren perforin proteini,
vezikiilden granzim B’nin serbest kalmasini saglar. Bu andan itibaren granzim B

hizli bir sekilde DNA fragmentasyonunu ve apoptoz ile birlikte prokaspaz
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aktivasyonunu baglatir. Bununla birlikte granzim A da, perforinle sinerjik olarak
kaspaz bagimsiz yolda apoptozda rol alir. Granzim A 6zellikle tiimor hiicrelerinde
kaspaz bagimsiz bir mekanizma ile programli hiicre 6liimiiniin ger¢ceklesmesinde rol

alir. Bu salgisal apoptotik yol, patojenle infekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin

ortadan kaldirilmasinda etkilidir (Yildirim ve ark. 2012; Aksit 2007).

4.3.3. Apoptoz Morfolojisi

Apoptoz hiicrenin kendini yok etmek i¢in bir takim metabolik ve fizyolojik
islemleri devreye soktugu bir olaydir. Apoptoz uyarisi alan hiicre, komsu hiicrelerle
ve hiicrelerarasi madde ile baglantisini kopararak bulundugu ortamdan uzaklasir ve
biiztigiir. Cekirdek igerisinde kromatin yogunlasir, piknotik bir goriiniim alir. DNA’s1
nukleozomlarindan endonuklezlar ile kesilir; bu nedenle jel elektroforezinde tipik
merdiven bant goriiniimii seklinde izlenir. Ancak hiicre organelleri yapisal
biitiinliiklerini korur. Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil serin hiicre zarmin ig
yiiziinden dis yliziinde yerlesim gosterir; fosfatidil serin molekiiliiniin hiicre zarinin
dis yiizeyinde bulunmasi, komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan bu hiicrelerin
taninmasinda ve apoptotik cisimciklerin fagositozunun gergeklestirilmesinde dnemli
rol oynar. Cekirdek kiigiiliir, parcalara ayrilir. Hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde
kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan
taninir ve fagosite edilir, ancak enflamasyon goriillmez (Yildirim ve ark. 2012; Aksit
2007).

4.3.4. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Apoptozu saptamak ic¢in baslangicta morfolojik kriterlere gore yontemler
kullanilmigtir. DNA  kiriklarinin olustugunun 80°1i yillarin sonuna dogru ortaya
c¢ikarilmasiyla birlikte bu kiriklarin saptanmasina yonelik yontemler belirlenmistir;
90’ yillarin ortalarinda ise apoptotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestigi
bulunmustur. Boylece kaspaz aktivasyonlarinin belirlenmesine yonelik metotlarla
saptanabilen apoptoz, 90’larin sonuna dogru fosfotidilserin translokasyonunu
belirleyen yontemlerle de saptanmaya baslanmistir. 2000°li yillarin baslarinda
apoptotik epitelyal hiicrelerde olmak iizere kaspaz aktivitesiyle kirilan bir protein
olan keratin 18’in kirildiktan sonraki 06zgiin formunu saptayan antikorlarin
kullanilarak daha spesifik olarak saptanmasi takip etmistir. Apoptozin

belirlenmesinde kullanilan yontemler; morfolojik goriintiileme yontemleri,
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immunohistokimyasal yontemler, biyokimyasal yontemler, immunolojik yontemler
ve molekiiler biyoloji yontemleridir (Aksit 2007; Coskun ve Ozgiir 2011).

Morfolojik goriintiileme yoOnteminde 151k mikroskop, floresan mikroskop,
elektron ve faz kontrast mikroskoplardan faydalanilir. Bu yontemde apoptoz
strasinda hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler (kromatin yogunlasmasi,
apoptotik cisimcikler, vb.) gbz oniinde bulundurularak apoptoz saptanmaya calisilir
(Aksit 2007; Coskun ve Ozgiir 2011).

Apoptoz immunohistokimyasal yontemlerle uygun belirtgeler Kkullanilarak
belirlenebilir. Ornegin Anneksin V metodunda, apoptotik hiicrelerin membran dis
ylizeyinde yerlesim gosteren fosfotidilserine floresan isaretli Anneksin V’ nin
baglanmasi ile apoptoz saptanir. TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) yonteminde DNA kiriklari in situ olarak taninirken,
apoptoze giden hiicrelerde yolakta rol oynayan kaspazlarin (kaspaz-3 gibi)
sentezlenmesinin belirlenmesinde immnunohistokimyasal boyama yapilir (Aksit
2007; Coskun ve Ozgiir 2011).

Biyokimyasal olarak da agaroz jel elektroforezi, Western blotting ve akim
sitometrisi metodlarindan yararlanilir. Apoptozte DNA 180 baz ¢ifti ve bunun katlari
seklinde kirilmalar gosterdiginden, agaroz jel elektroforezinde tipik merdiven
goriintlisii verir. Western blotting metodunda apoptoze 6zgii proteinlerin sentezlenip
sentezlenmedigine goére saptama yapilirken, akim sitometrisinde ise apoptozte
sentezlendigi bilinen hiicre ylizey proteinin uygun antikor kullanilarak apoptoz
belirlenir (Aksit 2007; Coskun ve Ozgiir 2011).

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ile apoptotik siire¢ sonunda
parcalanmis ve sitoplazmaya sizmig mono ya da oligoniikleozomlar1 saptamak
amaglanir. Fluorometrik Ol¢limde ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak
ortaya ¢ikan floresanin siddeti fluorimetre ile Olgiilerek kaspaz aktivitesi saptanir
(Aksit 2007; Coskun ve Ozgiir 2011).

Molekiiler diizeyde apoptoz belirlenmesinde DNA mikroarray analizi, ylizeye
tutturulan DNA pargaciklart prob olarak kullanilarak apoptoiziste gorev alan
proteinlerin (6liim reseptorleri, kaspazlar) gen ekspresyon dereceleri (mRNA)
karsilastirilir (Aksit 2007; Coskun ve Ozgiir 2011).
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4.4, NORONAL NUKLEAR PROTEIN

Noronal nuklear protein (NeuN), 1992 yilinda bulunan ve merkezi sinir
sistemine ait organlarda nérona 6zgii bir belirtegdir. NeuN’un nérondaki fonksiyonu
tam olarak bilinmemekle birlikte postmitotoik noéronda nukleus ve perinuklear
sitoplazmada yerlesim gosterdigi goriilmiistiir. 46 ve 48 kDa’luk iki adet izoformu
bulunmaktadir. 46 kDa’luk izoformu daha c¢ok nukleus igerisinde yerlesim
gosterirken, 48 kDa’luk izoformunun perinuklear sitoplazmada yer aldigi
bildirilmektedir. Bu iki izoform arasindaki lokalizasyon farkinin kisa bir amino asit
sekansindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Sinir sisteminde ¢ogu noéronda
bulunmaktadir, ancak Cajal-Retzius hiicrelerinde, Purkinje hiicresinde, retinanin ig
nuklear tabakasini olusturan noronlarda, medulla spinalisteki y-motor noronlarda
saptanmamustir. Bu 6zelliginden dolay1, ¢alismalarda NeuN’un noronal farklilagsma
belirteci olarak kullanildigi karsimiza c¢ikmaktadir (Mullen ve ark., 1992;
Gusel’nikova ve Korzhevskiy 2015).

Sinir sistemi arastirmalarinda NeuN diger belirteglerden daha kesin ve spesifik
sonuglar vermektedir. Bunun nedeni ise, bu proteinin sadece sinir dokusunda
sentezleniyor olmasidir. Diger B-tubulin Ill, nérofilaman proteinleri, ndron spesifik
enolaz ve norol hiicre adezyon molekiilii gibi molekiiller sinir dokusunun yaninda
dige dokulara (kas ve epitel dokusu gibi) ait hiicrelerde de bulunmaktadir
(Gusel’nikova ve Korzhevskiy 2015; Petrova ve ark., 2014). Bu nedenle NeuN,

noronlarin spesifik olarak belirlenmesinde bir avantajdir.

4.5. PIOGLITAZON

PG, tiazolidindionlar grubuna ait olup antidiyabetik etkiye sahiptir.
Tiazolidindion grubu ajanlar, 1970'li yillarda lipid azaltici ilaglarin arastirilmasi
esnasinda bulunmuslardir (Cariou ve ark. 2012). Bu grubun orijinal blesigi ciglitazon
olup, in vivo hayvan diabetes mellitus modelleme ¢alismalar1 sonucunda hiperglisemi,
hiperinsiilinemi ve hipertrigliseridemi diizeylerinde diisiis saglandigi tespit edilmistir.
1980’li yillarda ise glitazon igeren birden fazla ajan {iretilmistir. Glitazonlarin,
antihiperglisemik etkileri ile birlikte lipid metabolizmasi, endotel fonksiyonu, oksidatif
stres ve vaskiiler inflamasyon tizerinde olumlu etkileri mevcuttur. Bu donemde ilk
kullanilan ajan troglitazondur; ancak karacigerde toksisiteye ve Oliimlere neden

oldugundan kullanimi yasaklanmistir. 1999 yilinda bu grup iiyesi olan pioglitazon ve
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rosiglitazon, tip 2 diyabet tedavisinde kullanimi i¢cin Amerika Birlesik Devletleri’nde
Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onay almislardir (Cariou ve ark. 2012; Soccio ve ark.
2014; Yau ve ark. 2013).

PG, niiklear transkripsiyon faktorii PPAR-y aktivatorii olup, trigliseridi diistiriip
HDL kolesterolii arttirir. Boylece pankreatik insiilin salgilanmasinda artisa neden
olmadan insiilin direncinin diismesini saglamaktadir. Viicutta pankreas Langerhans
adacigindaki beta hiicrelerinin metabolik aktivitesinin artmasi bu hiicreleri programl
hiicre 6limii apoptoza siiriikleyebilmektedir. Tiazolidindionlar grubu ajanlarin, insiilin
direncinde azalmaya neden olduklarindan dolay1 tip 2 diyabetli hastalarda beta hiicre
kaybiin onlendigi bildirilmektedir. Bu etkinin de oksidatif stresi azaltarak gosterdigi
saptanmistir. PG’nin, Tip 2 diyabet tedavisinde, aglik ve tokluk glisemi seviyesinin
kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir. Ancak, antidiyabetik etkisi yaninda,
organizmada su tutulumunu arttirdigindan kalp yetmezligi gibi saglik problemlerine
sebep olabilmektedir. Ancak yapilan retrospektif calismalarda, kardiyovaskiiler
hastaliklara ve tip 2 diyabete sahip hastalarda, PG kullanimi ile mortalite ve
miyokard infarktlis sikliginda %18 oraninda azalma tespit edilmistir (Perdigoto ve
ark. 2017).
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5. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 12/09/2017 tarih ve 77.637.435 karar numarali onay1 ile
gerceklestirildi. Calismada kullanilan deney hayvani alimi ve bakimi, histokimyasal,
immiinohistokimyasal inceleme i¢in gerekli sarf malzemeler Manisa Celal Bayar
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2018-210 numaral1 proje

ile desteklenmistir.
5.1. DENEY HAYVANLARININ TEMINi VE BAKIMI

Deney igin Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden temin edilen agirliklart 250+50 gr arasinda degisen 8
haftalik erigskin 60 adet erkek Wistar albino cinsi sigan kullanildi. Temin edilen
hayvanlarin daha Once ¢iftlesmemis ve herhangi bir deneysel c¢aligmada
kullanilmamig olmasma dikkat edildi. Bakimlar1 ve deneysel uygulamalar Manisa
Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde
yapildi. Siganlar, laboratuar kosullarina adaptasyon amaciyla 22°C sicaklik saglanan
ortamda, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik siklusu uygulanarak barindirildi.
Beslenmeleri sigan yemi ve musluk suyu (ad libitum) ile yapildi. Ayrica 2 haftalik
bir siirecte siganlarin ele alistirma (handling) yontemi ile deney yapan kisiye
aligsmalar1 saglandi. Deneysel uygulamalar, deney hayvanlarinin bulundugu ortamdan
uzak ve sessiz bir ¢aligma ortaminda yapildi ve uygulamalar sirasinda sert ve ani

hareketlerden kaginilarak stres yaratilmamaya ¢alisildi.
5.2. KAFA TRAVMASI MODELININ OLUSTURULMASI
Travma modeli i¢in siganlar genel anestezi altinda (10 mg/kg ksilazin ve 75

mg/kg Ketamin), yiiz iistii yatirildi ve orta hatta bregma ve lambdoid dikis goriilecek

sekilde bir cilt insizyonu yapildi. Periost, dikis 6nde ve arkada tiimii ile ortaya
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konacak sekilde yanlara dogru itilerek orta hatta koronal ve lambdoid dikis arasina
10 mm ¢apinda 2 mm kalinliginda ¢elik disk konuldu. Daha sonra siganlar 12x12x43
cm boyutlarindaki siinger bir zemin iizerine yiiziistii yerlestirildi. i¢ cap1 20 mm, dis
¢apt 25 mm olan bir tiipiin i¢inden 300 g agirhi@indaki gelik ¢ubuk 1 metre
yiikseklikten birakilarak serbest diisiis yapacak sekilde diisiirtilerek denegin kafasina
carpmasi saglandi. Agilan cilt kesileri 2/0 ipek ile dikilerek kapatildi (Ucar ve ark.
2006).

5.3. GRUPLARIN OLUSTURULMASI VE PG UYGULANMASI

Hayvanlar gruplara ayrilarak sham grubuna serum fizyolojik su, Pioglitazon
(PG) ilact 1 mg/kg, 10 mg/kg ve 30 mg/kg dozlarinda intraperitoneal olarak 24 saat
arayla 5 giin boyunca verildi. ilk ila¢ uygulamasi kafa travmasidan 30 dak once
yapilacaktir. Kontrol grubuna ise higbir islem yapilmadi.

Deney gruplar asagidaki sekilde olusturuldu;

Grup 1: Kontrol grubu, hi¢bir uygulama yapilmadi, n:10.

Grup 2: Sadece kafa travma grubu, kafa travmasi olusturuldu ve ilag
verilmedi, n:10.

Grup 3: Sham grubu, kafa travmasi sonrasinda 100ul serum fizyolojik
intraperitoneal olarak 24 saat arayla 5 giin siireyle verildi, n:10.

Grup 4: Kafa travmas1 sonrasinda 1 mg/kg dozunda PG 100ul igerisinde
intraperitoneal olarak 24 saat arayla 5 giin siireyle verildi, n:10.

Grup 5: Kafa travmasi sonrasinda 10 mg/kg dozunda PG 100ul igerisinde
intraperitoneal olarak 24 saat arayla 5 giin siireyle verildi, n:10.

Grup 6: Kafa travmasi sonrasinda 30 mg/kg dozunda PG 100pul igerisinde
intraperitoneal olarak 24 saat arayla 5 giin siireyle verildi, n:10.

5.4. DOKU ORNEKLERININ ALINMASI VE PARAFIN DOKU TAKIiBI

Siganlar, kafa travma modelinin olusturulmasindan sonraki 7 ve 28. giinlerde,
genel anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Beyinleri alinarak,
histokimyasal, immiinohistokimyasal ve TUNEL boyamalari i¢in %10’luk formalin
soliisyonu ile 48 saat tespit edildi. %10 formalinde tespit edilen ornekler, tespit

solusyonunun uzaklastirilmas: ig¢in 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra,
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dehidratasyon amaciyla 30’ar dakika %60°dan %100’¢ artan etil alkol serilerinden
gecirildi. Ardindan 15 dk 1:1 oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflagtirma
amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu ve 60°C’lik etiiv igersinde 15
dk 1:1 oraninda ksilen-parafin uygulanip 60’ar dakika iki degisim parafin ile
immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar igerisine (Tablo 5.4.1)
gomiildii (Aydemir ve ark. 2018).

Tablo 5.4.1. Parafin Takip Protokolii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
A. TESPIT %10 FORMALIN 48 SAAT
B. TESPIT SOLUSYONUNUN AKARSU 1 GECE
UZAKLASTIRILMASI
B. DEHIDRATASYON %50 ALKOL Vs SAAT
%60 ALKOL %5 SAAT
%70 ALKOL s SAAT
%80 ALKOL s SAAT
%90 ALKOL 1 SAAT
%95 ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C. SEFFAFLASTIRMA ALKOL: KSILEN (1:1) %5 SAAT
KSILEN 1 SAAT
KSILEN 1 SAAT
D. INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN (1:1) %5 SAAT
(60°C ETUVDE)
PARAFIN 1 SAAT
PARAFIN 1 SAAT
E. GOMME PARAFIN

5.5. HISTOKIMYASAL BOYAMA

Parafin bloklardan 5 pm’lik parafin kesitler Rotary mikrotom (RM 2135, Leica)
araciligi ile alindi. Alinan 5 um’lik parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1

gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi
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tutuldu. Ardindan rehidratasyon iglemi i¢in %95’den %60’a azalan alkol serilerinden
gegirilen kesitler 5 dk akarsu altinda yikandi. Kesitler 2 dk Hematoksilen (01562E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, fazla
boyanin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika akarsuda yikandi ve kesitler 30
saniye Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile
boyandi. Ayni sekilde 5 dk akarsu altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve
%95’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler, seffaflastirma amaciyla
30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 5.5.1). Kamera atagmanli (SC50,
Olympus, Germany) 11k mikroskobunda (BX43, Olympus, Japan) goriintiileri alind1
ve gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi (Aydemir ve ark. 2018).

Tablo 5.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN 30 DAKIKA

KSILEN 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 3 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
%80 ALKOL 1 DAKIKA
%95 ALKOL 1 DAKIKA
KSILEN 1 SAAT
KAPAMA ENTELLAN

5.6. INDIREKT iMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Alman kesitler immunohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60 C°’lik etiivde

tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
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gerceklestirildi. Ardindan %95’ten %060’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dk bekletildi. Dakopen (IM3580,
Immunotech, France) ile simirlandirilan ve %0,5°1lik tripsin (800.729.8350, ScyTek,
Utah, USA) soliisyonu i¢inde oda sicakliginda 15 dk tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik hidrojen peroksit uygulandi. 3 defa
5’er dakika PBS ile yikanan kesitler bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu
(TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele edildi. Bloklama solusyonu
dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS, sc-654, Santa Cruz Biotechnology) anti-indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS, GTX15322, Gene Tex) ve anti-néronal niiklear protein (NeuN, ab104225,
Abcam) ile bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan
kesitler, biotin-streptavidin  hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043,
Invitrogen® -Histostain Plus Bulk Kit, CA, USA) ile 30’ar dakika boyandi. Yine ii¢
defa 5’er dakika tampon solusyonu soliisyonu ile yikanan kesitler, olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla DAB ile 5 dk
boyandi. Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile artalan
boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu
(AMLO60, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatildi (Tablo 5.6.1). Kamera atagmanl
(SC50, Olympus, Germany) 1sik mikroskobunda (BX43, Olympus, Japan)
goriintiileri alindi. Immunohistokimyasal pozitivite H-skor ile hesaplanarak gruplar
arasindaki farklilik One-Way ANOVA testi ile degerlendirildi (Aydemir ve ark.
2018).

Tablo 5.6.1. Indirekt iImmunohistokimya Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60 °C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN I 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
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Tablo 5.6.1. Indirekt Immunohistokimya Boyama Protokolii(devamu)

YIKAMA
PBS
HAVUZCUK OLUSTURMA

YIKAMA
PEROKSIDAZ BLOK
YIKAMA

BLOKLAMA
PRIMERANTIKORLAR

YIKAMA
SEKONDER ANTIiKOR
YIKAMA

YIKAMA
BOYAMA

YIKAMA

ARTALAN BOYAMA
YIKAMA

KAPAMA
INCELEME

DISTILE SU
PBS
DAKO PEN

TRIPSIN 37°C etiivde

PBS

%3 HIDROJEN PEROKSIT
PBS

Non-immun bloklama soliisyonu

PBS

BIYOTINLE ISARETLI
PBS

STREPTAVIDIN

PBS

DAB (Diamino benzidine)
DISTILE SU

MAYER’S HEMATOKSILEN
DISTILE SU
ENTELLAN

ISIK MIKROSKOBU

10 DAKIKA
10 DAKIKA

15 DAKIKA
3x5 DAKIKA
5 DAKIKA
3x5 DAKIKA
1 SAAT

18 SAAT+4°C
nemli

3x5 DAKIKA
30 DAKIKA
3x5 DAKIKA
30 DAKIKA
3x5 DAKIKA
10 DAKIKA
3x5 DAKIKA
3 DAKIKA
10 DAKIKA

5.7. TUNEL BOYAMASI

Apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling (TUNEL, S7101, Millipore, USA) boyama yontemi kullanildi. Alinan

5 um’lik kesitler deparafinizasyon islemini takiben once distile suda daha sonra 3
defa 5’er dk PBS ile yikandi. Yikandiktan sonra PBS ile 1/500 oraninda diliie edilen
20-pg/ml Proteinaz-K 37°C’de 15 dk uygulandi. 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikamayi

takiben 5 dk %3’liikk hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra yeniden 5’ser
dakika 3 kez PBS ile oda 1sisinda yikandi. Ornekler 5 dk Equilibration buffer ile oda

1isisinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37°C de 1 saat

plastik slipler kesitleri kapatacak sekilde bekletildi. Siirenin ardindan Stop Wash
Buffer ile 10 dk bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz Konjugat ile 30 dk
muamele edilen ornekler 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB
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(Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birkag kez distile su ile yikandi. Artalan
boyamasi1 Mayer’s Hematoksileni ile yapildi (Tablo 5.7.1). Koér yontemle TUNEL
pozitif hiicreler saptanip sonuglar apoptotik indeks olarak verildi. Apoptotik indeks
i¢cin, doku kesitlerinin fotograflari ¢ekildi ve 10 farkli alanda toplam hiicre miktar1 ve

TUNEL pozitif hiicreler sayilarak formiile gore indeks hesaplandi: Apoptotik

indeks=(apoptotik hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi) x 100 (Aydemir ve ark. 2018).

Tablo 5.7.1. TUNEL Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60 °C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN I 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA

%80 ALKOL 2 DAKIKA

%70 ALKOL 2 DAKIKA

%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA

PBS 10 DAKIKA
HAVUZCUK OLUSTURMA  DAKO PEN

PROTEINAZ-K (37°C etiivde) 1 SAAT
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
EQUILIBRATION BUFFER 10 SANIYE
ENZIM Tdt ENZIMI (37°C etiivde) 1 SAAT
STOP WASH BUFFER 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x1 DAKIKA
ANTI-DIOKSIGENIN PEROKSIDAZ KONJUGATI 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidin) 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S HEMATOKSILEN 3 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN
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5.8. ISTATISTIK

Immunohistokimyasal boyama sonuglar1 H-skor ile incelenerek degerlendirildi.
Boyanma orani semikantitatif olarak derecelendirildi ve 0 = hiicrelerin %1’den
azinda boyanma; 1+ = hiicrelerin %1- 10’unda boyanma; 2+ = hiicrelerin %11-
50’sinde boyanma; 3+ = hiicrelerin %51-80’inde boyanma; 4+ = hiicrelerin
%80’inden fazlasinda boyanma ile boyanma siddeti de 0 = boyanma yok; 1 = soluk;
2 = orta dereceli; 3 = yogun olarak kor yontemle belirlendi. Daha sonra
“(1+boyanma siddeti/3) x boyanma oran1” formiilii ile toplam skor hesaplandi. Elde
edilen veriler One Way-ANOVA istatistik testiyle karsilastirildi ve P<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (Aydemir ve ark. 2018).
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6. BULGULAR

6.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Genel histolojik yapry1 incelemek amaciyla hematoksilen ve eozin boyamasi
yapildi. Histoptolojik degerlendirmede konjesyon, édem, inflamasyon, nekroz ve
kirmizi ndéron varligir parametreleri kullanildi. Bu parametrelere ait skorlama 0-5
arasinda yapildi: O (hasar yok), 1 (minimal), 2 (hafif), 3 (orta), 4 (¢cok) ve 5 (siddetli).

7. gine ait gruplardaki ornekler incelendiginde kontrol grubunda korteks ve
medulla smirlarinin ayirt edilebildigi izlendi. Sinirlart kesin olmamakla birlikte
Korteksi olusturan alt1 adet katmanin var oldugu goriildi. Pia materin hemen altindan
baglamak {izere sirasiyla lamina molecularis, lamina granularis externa, lamina
pyramidalis externa, lamina granularis interna, lamina pyramidalis interna ve lamina
multiformis katmanlar1 yer almaktadir. Katmanlarda bulunan hiicrelerde sitolojik bir
hasar saptanmadi (Resim 6.1.1).

Travma ve travma+SF grubu orneklerinde ise, belirgin doku hasar ile birlikte
noronlarda piknozis ve sitoplazmik vakuollerde artis belirlendi (**P<0.01). Ayrica
konjesyon, ddem, nekroz ve kirmizi néron sayisi parametrelerinde kontrol grubuna
gore artis gortildi (Tablo 6.1.1) (Resim 6.1.2 ve Resim 6.1.3).

Tablo 6.1.1. Histopatolojik parametrelerin 7. giin gruplarinda degerlendirilmesi.

KONTROL 0 0 0 0 0
TRV 4 4 3 3 5
TRV+SF 3 4 3 3 4
TRV+1mg/kg PG 3 3 2 2 3
TRV+10mg/kg PG 2 2 1 1 2
TRV+30mg/kg PG 1 1 1 1 1
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Resim 6.1.1. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait KONTROL grubu beyin 6rneklerinin
goriintiileri, H&E boyama, Ok baslari: Normal néronlar, Barlar: 100pum (A veB),
50um (C), 20pum (D).
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Resim 6.1.2. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait TRAVMA grubu beyin 6rneklerinin

goriintiileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar: 100um (A veB), 50um
(C), 20um (D).
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Resim 6.1.3. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait TRAVMA+SF grubu beyin
orneklerinin goriintiileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar: 100um (A

veB), 50um (C), 20um (D).

PG uygulamasi sonrasi, 7. glin orneklerinde doku hasarmin geriledigi, en
belirgin iyilesmenin 30 mg/kg verilen grupta oldugu saptandi. Ozellikle konjesyon ve
O0demin azaldigi, eozinofilik boyanma ozelliligi gOsteren hasar gdérmiis ndron
sayisinda travma ve travma+SF gruplarina gore azalmanin (**P<0.01) meydana
geldigi goriildii (Tablo 6.1.1) (Resim 6.1.4, Resim 6.1.5, Resim 6.1.6).
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Resim 6.1.4. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait TRAVMA+1mg/kg PG grubu beyin

orneklerinin goriintileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar: 100pum (A

veB), 50um (C), 20um (D).
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Resim 6.1.5. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait TRAVMA+10mg/kg PG grubu beyin
orneklerinin goriintiileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar: 100um (A
veB), 50um (C), 20um (D).
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Pun
.

Resim 6.1.6. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait TRAVMA+30mg/kg PG grubu beyin
orneklerinin goriintiileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar: 100um (A

veB), 50um (C), 20um (D).

28. giine ait gruplardaki ornekler incelendiginde kontrol grubunda korteks ve
medulla sinirlarinin ayirt edilirken, korteksi olusturan lamina molecularis, lamina
granularis externa, lamina pyramidalis externa, lamina granularis interna, lamina
pyramidalis interna ve lamina multiformis katmanlarinin yer aldigir gorildi.
Katmanlarda bulunan néron ve gliya hiicrelerinde sitolojik bir hasar belirlenmedi
(Resim 6.1.7).

Travma ve travma+SF grubu 6rneklerinde ise, doku hasari ile birlikte néronlarda
piknozis ve sitoplazmik vakuollerde kontrol grubuna goére artis gortildi (**P<0.01).
Ayrica konjesyon, 6dem, nekroz ve kirmizi néron sayist parametrelerinde kontrol
grubuna gore artis saptandi (Tablo 6.1.2) (Resim 6.1.8 ve Resim 6.1.9).
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Tablo 6.1.2. Histopatolojik parametrelerin 28. giin gruplarinda degerlendirilmesi.

) 0 0 0 0
TRV 3 2 3 3 4
TRV+SF 2 2 2 3 4
TRV+1mglkg PG 2 2 2 2 2
TRV+10mglkg PG 1 1 1 1 2
TRV+30mglkg PG 1 0 1 1 1

Resim 6.1.7. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait KONTROL grubu beyin
orneklerinin goriintiileri, H&E boyama, Ok baslari: Normal noronlar, Barlar: 100pum
(A veB), 50um (C), 20um (D).
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Resim 6.1.8. Kafa travmasi1 sonrasi 28. giine ait TRAVMA grubu beyin 6rneklerinin

goriintiileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi ndronlar, Barlar: 100um (A veB), 5S0um
(C), 20pm (D).
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Resim 6.1.9. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait TRAVMA+SF grubu beyin
orneklerinin goriintiileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar: 100um (A

veB), 50um (C), 20um (D).

PG uygulamasi sonrasi, 28. giin Orneklerinde histopatolojik parametreler
incelendiginde, doku hasarinin doz artisina bagli olarak travma ve travma+SF
gruplarma gore geriledigi belirlendi. Ozellikle 30 mg/kg verilen grupta belirgin bir
iyilesmenin meydana geldigi saptandi (**P<0.01). Doku hasari gerilemesinin,
konjesyon ve 6dem ile birlikte eozinofilik boyanma 6zelligi gosteren hasar gormiis
noron sayisinda azalma seklinde meydana geldigi gorildii (Resim 6.1.10, Resim
6.1.11, Resim 6.1.12).
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Resim 6.1.10. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait TRAVMA+1mg/kg PG grubu
beyin orneklerinin goriintiileri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar:
100pm (A veB), 50um (C), 20pm (D).
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Resim 6.1.11. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait TRAVMA+10mg/kg PG grubu
beyin Orneklerinin goriintilleri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar:

100um (A veB), 50um (C), 20um (D).
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Resim 6.1.12. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait TRAVMA+30mg/kg PG grubu
beyin Orneklerinin gorintilleri, H&E boyama, Oklar: Kirmizi néronlar, Barlar:

100pum (A veB), 50pm (C), 20pm (D).

Travma ve travma+SF gruplart karsilastirildiginda hem 7. giin hem de 28.
giindeki hasar belirtilerinin benzer oldugu izlendi. Ayrica, PG uygulanan 7. ve 28.
giin ornekleri karsilastirildiginda, 28. giine ait gruplardaki doku hasar1 gerilemesinin

daha fazla oldugu, en belirgin gerileme ise 30mg/kg PG grupta saptandi (**P<0.01).

6.2. IMMUNOHISTOKIiMYA BULGULARI

6.2.1. eNOS

Oksidatif stres belirteglerinden biri olan eNOS dagilim1 7. giine ait gruplarda
incelendiginde travma grubu beyin korteks Orneklerinde kontrol grubuna gore
anlamli bir artis oldugu saptandi (***P<0.001) (Resim 6.2.1.1). PG uygulanmasiyla
eNOS immunoreaktivitesinin azaldigi, anlamli azalmanin ise 30 mg/kg PG

uygulanan grupta oldugu goriildii (***P<0.001) (Tablo 6.2.1.1).
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Tablo 6.2.1.1. Deney sonrasinda 7. ve 28. giinlere ait gruplarda PG uygulamasiin
beyinde eNOS dagilimina etkisinin karsilastirilmasi.

eNOS

m7. GUN
' ' ' ' =28. GUN
& ®

250

200 =
150 -
100 —
50
i -
N &

H-skor + SD

o G

& . S C)
g & &“& & &
%S N Qi Nl
L R
S & &

KONTROL TRV TRV + SF

TRV + 1 mg/kg PG

Resim 6.2.1.1. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait gruplarda eNOS dagilimi. Oklar:

Immunpozitif hiicreler, Barlar: 100um.

28. gilin gruplar1 karsilagtirildiginda, travma ve travma+SF gruplarina gore

eNOS immunoreaktivitesinin uygulama gruplarinda azaldigi izlendi. PG’nin 30
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mg/kg olarak uygulandig1 grupta eNOS boyanmasi en aza indirilmis oldugu goriildii
(***P<0.001) (Resim 6.2.1.2) (Tablo 6.2.1.1).

KONTROL TRV TRV + SF
! X { 4 3 3 Nt TR .'\:‘.‘.

Resim 6.2.1.2. Kafa travmasi sonras1 28. giine ait gruplarda eNOS dagilim1. OKlar:

Immunpozitif hiicreler, Barlar: 100pum.

7. ve 28. giin gruplar karsilastirildiginda ise, eNOS dagilimindaki anlamli
azalmanin 28. giin gruplarindan 30 mg/kg PG uygulanan grupta oldugu goriildi
(**P<0.01).

6.2.2. INOS

Deney sonrasinda si¢anlardan alinan beyin Orneklerinde yapilan iNOS
immunohistokimyasal boyamalar incelendiginde 7. giine ait travma grubunda kontrol
grubuna gore anlamli bir artis oldugu saptandi (***P<0.001). Doza bagli olarak PG
uygulanmasiyla iNOS immunoreaktivitesinin azaldigi, anlamli azalmanin ise 30
mg/kg PG uygulanan grupta oldugu goriildi (***P<0.001) (Resim 6.2.2.1) (Tablo
6.2.2.1.).
Tablo 6.2.2.1. Deney sonrasinda 7. ve 28. giinlere ait gruplarda PG uygulamasimin

beyinde INOS dagilimina etkisinin karsilastiriimasi.
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Resim 6.2.2.1. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait gruplarda INOS dagilimi. Oklar:

Immunpozitif hiicreler, Barlar: 100pum.

28. giin gruplart karsilastirildiginda, kontrol ve travma+SF gruplarina gore

iNOS immunoreaktivitesinin uygulama gruplarinda azaldigi izlenirken, anlamli
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azalma, PG’nin 30 mg/kg olarak uygulandigi grupta saptandi (***P<0.001) (Resim
6.2.2.2) (Tablo 6.2.2.1).

KONTROL TRV TRV + SF
4 ’
. b f‘: ~y -

TRV + 1 mg/kg PG TRV + 10 mg/kg PG TRV + 30 mg/kg PG

£

Resim 6.2.2.2. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait gruplarda iINOS dagilimi. Oklar:

Immunpozitif hiicreler, Barlar: 100um.

7. ve 28. gilin gruplan karsilagtirildiginda ise, iNOS dagilimindaki anlamli
azalmanin 28. giin gruplarindan 30 mg/kg PG uygulanan grupta oldugu goriildi
(***P<0.001).

6.2.3. NeuN

Noron belirteclerinden biri olan NeuN immunoreaktivitesi
degerlendirildiginde, 7. gin kontrol grubunda artmis olan boyanmanin travma
grubunda anlamli bir sekilde azaldigi saptandi (***P<0.001) (Resim 6.2.3.1).
Uygulama gruplarinda ise, doza bagli olarak PG uygulanmasiyla NeuN dagiliminin
artmig oldugu, ancak bu artisin kontrol grubuna oranla daha az oldugu goriildii. 30
mg/kg PG uygulanan gruptaki artisin, travma ve travma+SF gruplar ile

karsilagtirildiginda anlamli oldugu goriildi (***P<0.001) (Tablo 6.2.3.1).
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Tablo 6.2.3.1. Deney sonrasinda 7. ve 28. giinlere ait gruplarda PG uygulamasinin

beyinde NeuN dagilimina etkisinin karsilastiriimasi.

NeulN

350
300

|

Resim 6.2.3.1. Kafa travmasi sonrast 7. giine ait gruplarda NeuN dagilimi. Oklar:

Immunpozitif hiicreler, Barlar: 100pum.

28. gilin gruplan incelendiginde, travma ve travma+SF grubunda NeuN
boyanmasinin anlamli bir sekilde azaldigi tespit edildi (***P<0.001). PG

uygulandigina, artan dozla birlikte NeuN immunoreaktivitesinin arttigi ve anlaml
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artisin 30 mg/kg PG uygulanan grupta meydana geldigi belirlendi (***P<0.001)
(Resim 6.2.3.2) (Tablo 6.2.3.1).

KONTROL TRV TRV + SF
o S e 4
1

TRV + 1 mg/kg PG TRV + 10 mg/kg PG TRV + 30 mg/kg PG

Sae

Resim 6.2.3.2. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait gruplarda NeuN dagilimi. Oklar:
Immunpozitif hiicreler, Barlar: 100um.

NeuN immunoreaktivitesi agisindan 7. ve 28. giinlerdeki gruplar arasindaki fark
degerlendirildiginde, 28. giin PG uygulanan gruplarindaki artisin 7. giin gruplarina
gore daha fazla oldugu gozlendi. 30 mg/kg PG uygulanan 7. ve 28. giin gruplar

karsilastirildiginda, 28. giin Orneklerinde NeuN artisi, 7. glin Orneklerine gore

anlamli bulundu (**P<0.01).

6.2.4. TUNEL

TUNEL boyamas1 sonrasi apoptotik hiicre dagilimi incelendiginde, 7. giin
kontrol grubunda az sayida TUNEL pozitif hiicrelerin varligi goriiliirken travma ve
travma+SF gruplarinda TUNEL pozitif hiicre sayisinin azaldigi (¥**P<0.01) izlendi
(Resim 6.2.4.1). PG uygulanmasiyla doza bagli olarak apoptotik hiicre sayisinin
azalmis oldugu, ancak bu azalmanin kontrol grubuna oranla daha az oldugu goriildii.
30 mg/kg PG uygulanan gruptaki azalmanin, travma ve travma+SF gruplar ile
karsilastirildiginda anlamli oldugu saptand: (***P<0.001) (Tablo 6.2.4.1).
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Tablo 6.2.4.1. Deney sonrasinda 7. giin gruplarina ait apoptotik indeks degerleri.

KONTROL g B |

TRV 1.z 1.2
TRV+SF 11,5+ 1,1
TRV+1mg/kg PG 10:2.%:1.1
TRV+10mg/kg PG 96+1,3
TRV+30mg/kg PG 87+12

KONTROL TRV TRV + SF
" \ { N ¥ = '1‘\

Resim 6.2.4.1. Kafa travmasi sonrasi 7. giine ait gruplarda TUNEL boyama
gortintiileri. Oklar: Apoptotik hiicreler, Barlar: 100um.

28. giin gruplart karsilastirildiginda, travma ve travma+SF gruplarindaki
apoptotik hiicre sayisinin, PG uygulanan gruplara gore fazla oldugu tespit edildi
(**P<0.01). Apoptotik hiicre sayisinin en aza indirildigi grubun 30 mg/kg PG grubu
oldugu belirlendi (***P<0.001) (Resim 6.2.3.2) (Tablo 6.2.4.2).
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Tablo 6.2.4.2. Deney sonrasinda 28. giin gruplarina ait apoptotik indeks degerleri.

KONTROL 57%1,1
TRV 10,1 +1,2
TRV+SF 10,1 £ 1,1
TRV+1mg/kg PG 91%1,2
TRV+10mg/kg PG 87%+12
TRV+30mgl/kg PG 76+1,1

Resim 6.2.4.2. Kafa travmasi sonrasi 28. giine ait gruplarda TUNEL boyama
goriintiileri. Oklar: Apoptotik hiicreler, Barlar: 100pum.

Apoptotik hiicre sayis1 agisindan 7. ve 28. giinlerdeki gruplar arasindaki fark
incelendiginde, 28. giin PG uygulanan gruplarindaki azalmanin 7. glin gruplarina
gore daha fazla oldugu gozlendi. 30 mg/kg PG uygulanan 7. ve 28. giin gruplar
karsilastirildiginda, 28. giin 6rneklerinde apoptptik hiicre sayisindaki azalma, 7. giin

orneklerine gore anlamli bulundu (**P<0.01).
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7. TARTISMA

Bu c¢alismada, deneysel kafa travmasi olusturulan erkek siganlarin beyin
orneklerinde, PG verilen ve verilmeyen gruplar arasindaki farklar histopatolojik,
immunohistokimyasal ve TUNEL boyamalar araciligi ile ortaya konuldu. PG
verilmeyen travma ve travma+SF gruplarinda doku hasarmin 6zellikle konjesyon,
6dem, inflamasyon ve nekroz parametrelerinin kontrol grubuna gore belirgin sekilde
artmis oldugu izlendi. PG verilen gruplarda ise, ilacin iyilesme siirecine katkida
buludugu, hasar agisindan incelenen parametrelerden kirmizi néron sayisinda azalma
meydana geldi.

Kafa travmasi, gelismis iilkelerde 6nemli bir klinik ve ekonomik problem haline
gelmeye baslamistir. Diinya genelinde her yil yaklasik 10 milyon insan, cesitli
kazalar sonucu kafa travmasi yasamaktadir ve mortalite oran1 %60’a kadar
cikabilmektedir. iki farkli siirecte kendini gdsteren bir hasara sebep olmaktadir.
Primer hasarda, travma sonrasinda hemen ortaya ¢ikan hiicresel ve traktus hasarlar
meydana gelirken, sekonder hasarlar uzun saatler veya giinler sonrasinda ortaya
¢ikan patolojik olgulardir. Bunlar arasinda beyinde 6dem, inflamasyon, kan akiminda
azalma, eksitotoksisite, iyon hemeostazinda bozulma ve en onemlisi de iskemidir.
Kafa travmasi tedavisinde yaklasim inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltip,
nodrogenezis ve anjiyogenezisi stimiile ederek hasarli dokuyu en aza indirmektir. Bu
amacla bir¢ok antiinflamatuvar ve noroprotektif etkiye sahip olabilcegi diisiiniilen
etken madde veya ilag uygulamalarmi igeren in vivo c¢alismalar yapilmaktadir
(Kiligarslan 2016).

Noronlar ileri derecede farklilagma gosteren hiicre olduklarindan dolay1
kendilerini yenilemeleri ve dokuyu tamir yetenekleri olduk¢a smnirlidir. Yapilan
calismalar ile etkin uyaranlar varliginda sinir dokusunun rejenerasyon yeteneginin
tetiklenebilecegi gosterilmistir. Siganlarda agirlik diisiirme ile olusturulan travma
sonrast eritropoietin (5,000 U/kg) ve dekstran (5,000 U/kg) uygulandiginda oksidatif
stres belirteglerinden malondialdehit seviyesinin diistiigli, glutatyon peroksidaz

enzim seviyesinin ise Yyiikseldigi bildirilmektedir. Bunlarla birlikte beyin
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dokusundaki 6demin hem eritropoietin hem de dekstran uygulanmasiyla azalmis
oldugu saptanmistir. Gardenia jasminoides meyvesinden izole edilen geniposid
komponenti, sicanlardaki kafa travmasi sonrasi 10, 30 ve 60 mg/kg dozlarinda
gastrik sonda ile verilmis ve 24 saat sonraki 6rneklemde beyin ddeminin azalmis
oldugu goriilmiistiir. Inflamatuvar belirteglerden IL-1beta, IL-6 ve IL-8 plazma
seviyelerinde belirgin sekilde diisiis saptanmistir. Ayn1 zamanda fosforillenmis p38
ve p65 ekspresyonunun geniposid uygulamasi ile azalmasi, noroprotektif etkinin
molekiiler agidan ortaya konulmasina katki saglamistir (Yuan ve ark., 2019).

Deforaksamin ile yapilan bir ¢alismada oksidatif stres ve damarlanma
parametreleri incelenmistir. Deforaksaminin travma gruplarinda HIF-1alfa ve VEGF
molekiillerinin ekspresyonunu tetikleyerek beyinde oksidatif stresin azaltilarak
anjiyogenezisin baslatildig1 bildirilmistir. TUNEL pozitif hiicrelerindeki azalma ile
apoptozun da baskilanmig oldugu, dolayisiyla noroprotektif etkinin varlig
saptanmistir (Wang ve ark., 2019). Sicanlarda kafa travmasi sonrasi oleokantal
verilen bir ¢alismada, beyin korteksinde TUNEL ile apoptozun ve S100
immunoreaktivitesi ile de gliyozisin oleokantal (30 mg/kg) ile azaltildigi
bulunmustur (Mete ve ark.,, 2018). Benzer sckilde bizim ¢alismamizda PG
uygulanmasi ile beyinde konjesyon ve 6demde, ayn1 zamanda TUNEL boyamas ile
hiicre 6liimiinde azalma meydana geldigi saptanda.

Kalsiyum baglayici protein olan ndrotrofik faktér S100B, intraventrikiiler yol ile
saatte 50 ng olacak sekilde uygulandiginda hipokampus bdlgesinde sinaptofisin
(SYN) ekspresyonunun ve mikrogliyal aktivasyonun tetiklendigi bildirilmektedir.
Diger yandan bu calismada GFAP ve S100B immiinoreaktivitelerinde, aksonal hasar
ve hiicre 6liimii diizeylerinde ndrotrofik faktor S100B uygulamasiyla herhangi bir
degisiklik olmadigi gozlenmistir (Baecker ve ark., 2019). Oksidatif stres ve
inflamasyonu azaltmaya yonelik baska bir ¢alismada difenhidraminin inflamatuvar
sitokinlerden TNF-alfa ve IL-1beta ekspresyonunda azalma goriilmiis; buna paralel
olarak malondialdehit, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz seviyelerindeki
degisimlerin de oksidatif stresi azalttifi saptanmistir. Apoptozun da yine
difenhidraminin dozuna bagl olarak inhibe edildigi Bcl-2, Bax ve kaspaz-3 araciligi
ile gosterilmistir (Pan ve ark., 2020). Yapilan ¢alismalar, travma sonrasi
inflamasyonun ortadan kaldirilmasinda veya en aza indirilmesinde inflamatuvar
sitokinlerden interlokinlerin Onemli bir rol oynadigin1 ortaya koymustur.

Inflamasyonla birlikte oksidatif stres belirteglerinin de doku hasarinin giderilmesinde
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interlokinlerle benzer sonuglart gostermesi, her iki etkide rol oynayan molekiiller
arasinda ortak bir yolak olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer durum, arasidonik
asit yolak metaboliti 20-HETE’ nin sentez inhibit6rii olan HET0016, travma sonrasi
3.giinde inflamatuvar sitokinlerden TNF-alfa ve IL-lbeta gen ekspresyonunda
azalma, IL-4 ve IL-10 ekspresyonunda ise artma ile inflamasyonda iyilesmeyi
saglamistir (Shu ve ark., 2019). Allisin ile yapilan bir ¢alismada siganlardaki kafa
travmas1 modelinde noroprotektif etkisi oksidatif stres ve inflamasyon tiizerinden
gosterilmistir. Bu ¢alismada travmada sonra verilen 10 ve 50 mg/kg dozlarindaki
allisinin beyinde 6demi 6nemli Ol¢iide azalttigi ve MDA seviyesinin disiiriildigii
bulunmustur. Ayni zamanda Western blot analizi ile de Akt ve eNOS
ekspresyonlarinin arttig1 goriilmiistiir. Allisin beyin dokusunda noroprotektif etkisini
Akt/eNOS’taki bu artig sayesinde gergeklestirdigi, dzellikle eNOS’taki yiikselmenin
doku hasarmin giderilmesinde uyarici bir etki olusturdugu sonucuna varilmistir
(Chen ve ark., 2014). Benzer sekilde DL-3-n-biitilftalitin de eNOS aktivasyonunu ve
saglayarak noroprotektif etki gosterdigi aymt zamanda NeuN ile yapilan
immunfloresan boyama sonrasinda néron sayisinin artmis oldugu bildirilmektedir
(Zhao ve ark., 2017). Mete ve ark.’larin yaptig1 bir ¢alismada, deneysel kafa
travmasi sonrasi uygulanan 10 mg/kg ve 30 mg/kg dozlarindaki oleokantalin beyin
dokusunda oksidatif stresi azalttigi ve doku iyilesmesini tetikledigi gosterilmistir. Bu
noroprotektif  etki immunohistokimyasal ~ olarak eNOS ve INOS
immunoreaktivitelerinin ve biyokimyasal analiz sonrasi oksidatif stres indeksindeki
azalmalar ile saptanmistir (Mete ve ark., 2018). Vorinostat (100 mg/kg), farelerdeki
kafa travmasindan 30 dakika once verilmis ve beyin dokulart bir sonra alinarak
histokimyasal ve biyokimyasal analizlerle oksidatif strese etkisi incelenmistir.
TUNEL yontemi ile apoptotik hiicre sayisinin ve iNOS ile birlikte malondialdehit
seviyelerinin azalirken, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz seviyelerinin
arttig1 tespit edilmistir. Dolayisiyla beyindeki hasarin, vorinostatin oksidatif stresi
diistirerek onarildigi ortaya konulmustur (Xu ve ark., 2018). Bu ¢alismalardan farkl
olarak, bizim ¢alismamizda kafa travmasi sonrasi siganlara 1, 10 ve 30 mg/kg PG
uyguland: ve deney sonrasinda eNOS ve iINOS immunoreaktivitelerinde doz artigsina
bagli olarak hem 7. hem de 28. giinlerde azalma saptandi. Bununla birlikte apoptotik
hiicre sayisinin da azaldigi ve NeuN pozitif néron sayisinda artig izlenirken, bu

PG’nin oksidatif stresi inhibe ederek doku hasarini 6nledigi sonucuna varildi.
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Antidiyabetik etkiye sahip PG ile yapilan ¢aligmalar ndroprotektif etkiye sahip
oldugunu bildirmektedir. Kafa travmas1 modeli olusturulan si¢anlarda, PG tek basina
ve mezenkimal kok hiicre (MKH) ile birlikte kombine edilerek uygulanmis ve
nororpotektif etkisi degerlendirilmistir.  PG’nin  MKH’lar ile sinerjistik etki
gostererek, noronal hasarla birlikte mikrogliozis ve astrogliozisin azalmasini
sagladigr saptanmistir. Noroprotektif etkinin beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF) ile saglandigi, 6zellikle subventrikiiler zonda ndrogenezisin varlig1 tespit
edilmistir (Das ve ark., 2019). Spinal kord hasar1 olusturulmus siganlarda PG’nin
mikrogliya aktivasyonunu tetikledigi bilinmektedir. Siyatik sinir hasart olusturulan
farelere 4 giin siireyle tek doz 1, 5 ve 25 mg/kg PG uygulanmis ve spinal korda
mikrogliya aktivasyonunu doz artisina bagli olarak uyardig: tespit edilmistir. PG nin
mikrogliya aktivasyonunu uyarmasi, proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu
stimiile etmektedir, dolayisiyla inflamasyonun ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Iwai ve ark. 2008). Benzer sekilde PG, her giin 1 mg/kg olarak
uygulandiginda travma grubuna kiyasla beyindeki 6demi 3. giinde onemli Glgiide
azalttigi, noroprotektif etkinin inflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve NF-xB seviyelerini
diigiirerek gosterdigi kanitlanmistir (Deng ve ark., 2019). C57BL/6 farelerde ise
travma sonrast li¢ giin boyunca 20 mg/kg PG verilmis ve 3. giin sonunda beyin
o6demindeki azalmaya inflamatuvar sitokinlerden IL-1lbeta ve NF-xB ile apoptoz
belirteci kaspaz-1 seviyelerinde azalma eslik etmistir. Bu parametrelerdeki azalmalar
7. ve 14 giinlerdeki beyin dokusunda da saptanmistir (Yi ve ark., 2019). Bizim
caligmamizda da, hem 7. hem de 28. giinlerde 6dem ve gliozisin PG uygulamasiyla
azalmis olmasi, ndroprotektif etkinin bu yolak iizerinden ve oksidatif stresin de

baskilanmasiyla saglandigina isaret etmektedir.
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8. SONUC VE ONERILER

PG uygulamasinin, kafa travmasi modelinde hayvanlarda beyinde doku hasarina
kars1 koruyuculugu gosterildi. Yapilan ¢alisma ile etkin uyaranlar varliginda sinir
dokusunun rejenerasyon  yeteneginin tetiklenebilecegi  gosterilmistir.  Bu
noroprotektif etkinin molekiiler mekanizmalarinin  ve tedavi etkinliginin
arastirilmasi, hasta yasam kalitesinin arttirilmasinda yeni bir yaklasim olusmasina

katki saglayacaktir.
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