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OZET

Deneysel Kafa Travmasinda High Mobility Group Box-1 Protein Diizeylerinin Oksidatif
Stres, Apoptoz, Serebral Odem ve Kan Beyin Bariyeri Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi
Amagc: Travmatik beyin hasar1 6zellikle geng eriskinlerde en 6nemli morbidite ve mortalite
nedenlerindendir. Kafa travmasinda mekanik etkiye bagli primer hasar onlenemez iken, bu
hasarin neticesinde olusan ve 6n planda noéroinflamasyona baglh gelistigi diisiiniilen sekonder
hasar Onlenebilir ve boylece mortalite ve morbidite azaltilabilir. Bu caligmada amacimiz
deneysel kafa travmasi olusturdugumuz siganlarda primer hasar sonucu olusan nekrotik
dokulardan salinan ve travma sonrasi noroinflamatuar siireci baslattig1 diisiiniilen HMGB-1
proteinin; reseptorleri olan TLR-4 ve RAGE diizeylerine, kan beyin bariyerine, serebral dem
miktarina, apoptoz ve oksidatif stres degerlerindeki degisime etkisini incelemektir.
Metod:280-320 g agirliginda, 10-12 haftalik, toplam 30 adet eriskin erkek sprague-dawley
cinsi sicanlar, kontrol, travma ve travma+etil piriivat (her bir grupta n=10) olmak {iizere 3
gruba ayrildi. Yiiksekten agirlik atilarak sag parietal kontiizyon olusturuldu. Travma sonrasi
24. saatte sicanlar sakrifiye edilerek, perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde Western
Blot ve immunohistokimya yontemleri ile HMGB 1, TLR-4, RAGE, okludin, klaudin-5, ZO-1
diizeylerine bakildi; apoptoz acisindan immunohistokimya ile TUNEL, Western Blot ile bax,
bcl-2, kaspaz-3 diizeyleri degerlendirildi. Ayrica sicanlardan alinan kan orneklerinde, total
oksidan ve antioksidan kapasite ile oksidatif stres indeksi bakildi. Alinan beyin dokularmin
yas ve kuru agirliklar: tartilarak beyin 6demi derecesi hesaplandu.

Bulgular: Travma sonrasinda HMGB-1 protein ekspresyonunun arttig1 gozlendi ve bunun da
TLR4 ve RAGE diizeylerinde artisa neden oldugu; ayni zamanda KBB’deki siki baglanti
molekiilleri olan okludin, klaudin-5 ve Zo-1 diizeylerinde azalmaya yol agarak beyin 6demini
arttirdig1 saptandi. Ayn1 zamanda, HMGB-1 protein artis1; bax ve kaspaz-3 diizeyini arttirip,
bcl-2 diizeylerinde azalmaya yol acarak apoptozu indiiklemis, ve total oksidatif kapasiteyi
artirarak oksidatif hasarda artiy meydana getirmistir. Etil piriivat verilen grupta ise HMGB-1
inhibisyonu sonucu, bu etkiler kontrol grubuyla benzer diizeylere gelmistir.

Sonu¢: HMGBI1 proteini, sekonder hasar mekanizmalarini tetikleyerek kan beyin bariyeri
disfonksiyonuna neden olarak ve serebral 6dem, oksidatif stres ve apoptozu arttirarak
travmatik beyin hasar1 patofizyolojisinde anahtar rol iistlenmektedir. HMGB1 proteini, bu
ozellikleri nedeniyle kafa travmasi tedavisinde potansiyel hedef olabilir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, beyin 6demi, HMGB-1, travmatik beyin hasar1



ABSTRACT

The effect of High Mobility Group Box-1 protein on cerebral edema, blood-brain
barrier, oxidative stress and apoptozis in traumatic brain injury

Objective: Traumatic brain injury (TBI) is one of the most important causes of morbidity and
mortality especially among in young adults. While the primary injury due to mechanical
impact is unavoidable, the secondary injury, which is formed as a result of primary injury and
tought to occur due to neuroinflammation, can be prevented and thus the risk of mortality and
morbidity can be reduced. The HMGB-1 protein, which is released to cytoplasm or
extrasellular space from necrotic tissues after traumatic brain injury and tought to starts
neuroinflammatory process, may direct the other secondary injury mechanisms. The aim of
this study was to investigate the effects of HMGB-1 on its receptors TLR-4 and RAGE,
cerebral edema, blood-brain barrier, oxidative stress and apoptosis in experimental traumatic
brain injury.

Materials and methods: A total of 30 adult male Sprague-Dawley rats, weighing 280-320 g
with age of 10-12 weeks, were used for the experiments. The rats were randomly assigned to
3 groups: 1) Control, 2) TBI and 3) TBI + ethyl pyruvate group (n=10 for each group). Right
parietal cortical contusion was made by using a weight-dropping TBI method. Brain samples
were harvested from pericontisuonal area at 24 h after TBI. HMGBI1, TLR-4, RAGE,
occludin, claudin-5, ZO-1 levels are investigated by Western Blot analyses and
immunohistochemistry =~ examinations. = To  assess  apoptosis, = TUNNEL  for
immunohistochemistry and Western Blot for bax, bcl-2, caspase 3 were performed. In
addition, total oxidant and antioxidant capacity and oxidative stress index were evaluated in
blood samples. Also, brain water content for determining cerebral edema was calculated by
weighing wet and dry weight of the brain tissue.

Results: HMGB-1, TLR-4 and RAGE expressions increased after TBI. Major tight junction
proteins in the blood-brain barrier including occludin, claudin-5 and ZO-1 expressions
decreased after TBI and brain edema was found to be increased. Also proapoptotic bax and
caspase 3 expressions increased, antiapoptotic bcl-2 levels decreased after TBI. Total oxidant
status and oxidatif stress increased, total antioxidant status decreased after TBI. These effects
came to similar levels as the sham group in the group treated with ethyl pyruvate, a HMGB-1

inhibitor.



Conclusion : HMGBI1 protein triggers secondary injury mechanisms by increasing blood-
brain barrier dysfunction, cerebral edema, oxidative stress and apoptosis, so HMGB-1 protein
plays a key role in the pathophysiology of traumatic brain injury. Our results suggest that
HMGB-1 protein may be a potential target for the treatment of TBI.

Key words: Apoptosis, brain edema, HMGB-1, traumatic brain injury



1)GIRIS VE AMAC

Travmatik beyin hasar1 (TBH), oOzellikle geng¢ eriskinlerde ciddi norolojik defisit
olusturan en 6nemli morbidite ve mortalite nedenlerindendir (1). TBH, primer ve sekonder
hasar olarak smiflandirilmistir. Travma sonucu santral sinir sisteminde (SSS) ilk olarak
primer beyin hasar1 meydana gelmektedir. Primer beyin hasari skalp yaralanmasi, kafatasi
kirig1, kontiizyon, beyin laserasyonu, diffiiz aksonal hasar ve intrakranial kanama (epidural,
subdural, intraserebral) gibi olaylar1 icermektedir. Ancak, kafa travmasi sonucu olusan
hasardan sadece primer harabiyet sorumlu degildir. Primer beyin hasarmi takiben ortaya ¢ikan
bir¢ok karmasik fizyopatolojik olaylara bagh olarak sekonder beyin hasar1 olusmaktadir (2).

Yaygin kafa travmali hastalarin iicte birinde sekonder hadiselerden bir ya da birkaci,
travma ile hastanin tedavisinin baslatilmasi arasinda gecgen siire zarfinda ortaya ¢ikmaktadir
ve bu olaylar mortalite ve morbiditenin neredeyse iki katina ¢ikmasina neden olmaktadir (3).
Kafa travmasina yaklasimda, acil miidahale baslayana kadar hayatta kalabilen hastalar icin en
onemli nokta, baslangi¢c hadisesini izleyen ve beyin hasarmi arttiran sekonder hadiseler ile
miicadele etmektir (4).

Sekonder beyin hasar1 6dem, hipoksi, ge¢ kanama, kafa ici basing artis1 ve iskemiyi
icerir. Sekonder beyin hasarinin kafa travmali hastalarda prognozu 6énemli 6lciide kotii yonde
etkiledigi gosterilmistir. Bu nedenlerin bir kismi Onlenebilmektedir ve ortaya c¢ikan hasar
azaltilabilmektedir (2, 5). Ikincil doku hasarlarina sebep olan mekanizmalarin bir halkasini da
posttravmatik enflamatuar yamit olusturur. Travmanin siddetinden bagimsiz olarak,
enflamasyon travmatik beyin hasarmin patofizyolojisinin ayrilmaz bir pargasidir (6, 7).
Enflamasyonun, sekonder hasara yol acan immun sistemin asir1 tepki ve yan etkilerini
kapsadigi acgiktir (8). Mikroglia veya astrosit aktivasyonu, immun hiicrelerin infiltrasyonu,
kan beyin bariyerinin hasarlanmasi ve beyin 6demi travmatik beyin hasarinda enflamatuar
mediatorlerin erken donemdeki etkilerinin en degerli gostergeleridir (6, 9-11). Immiin sistem,
merkezi sinir sistemi hiicreleri iizerinde varolan TNFR, FAS ve TNF iliskili apoptoz
indiikleyici ligand gibi 6lim reseptorlerini tetikleyerek cesitli yollardan apoptotik hiicre
Olimiinii direkt olarak indiikler. Travmatik beyin hasarinda inflamasyonun komplemanlar ya
da antikorlar araciligiyla hiicre oliimiinii nasil indiikledigi hala net olarak gosterilememistir
(12). Travmatik beyin hasarinda, primer hasar sonucu hasarlanmis ve 6len hiicrelerden hasar
iliskili molekiiler paternler (DAMPs) olarak isimlendirilen c¢esitli iyon, molekiil ve

proteinlerin ekstraselliiller salmimi gerceklesir (13). Bu molekiillerden bazilar1 ATP,



potasyum, ¢ift sarmal DNA ve High Mobilility Group 1 kromatin proteindir. Travmatik beyin
hasarinda, primer hasar sonucu olusan nekrotik hiicrelerin cerrahi eksizyonu kafa i¢i basingta
azalma ve klinik sonuclarda iyilesme saglayabilmekte, fakat nekroz ve sekonder hasarlanma

arasindaki bag yeteri kadar anlagilamamistir (14).

High Mobility Group Box 1 protein (HMGB-1), niikleozomal yapinin stabilitesinde ve
gen transkripsiyonunda gorev alan nonhiston DNA baglayici proteindir. TBH’da primer hasar
sonucu nekrotik hiicrelerden ekstraselliller alana salman HMGB-1, inflamasyonu
tetiklemektedir (15). Ayrica, HMGB-1 protein hiicre 6liimiinde dominant immun aktivatordiir
(16). HMGB-1 protein hiicreden salindigi zaman anahtar sitokin olarak gorev alir ve
inflamatuar yanitin indiiklenmesinde rol oynar (17). HMGB-1 protein reseptorleri olan RAGE
(Glikasyon son iiriinlerinin reseptorii), TLR4 ve TLR 2 ye baglanarak (18, 19) niikleer faktor
kappa B’ yi aktif hale getirir ve bunun sonucunda proinflamatuar mediatorlerin salinimi
indiiklenir (20, 21). Daha onceki c¢alismalarda travmatik beyin hasarini1 takiben HMGBI1
proteinin noroinflamasyon, noral apoptoz ve doku hasar1 gelisimine cesitli yollardan aracilik
eden Onemli bir proinflamatuar sitokin oldugu gosterilmistir (14, 22, 23). Mikroglial
aktivasyon sonucu olusan proinflamatuar M1 mikroglia, tiimor nekrozis faktér (TNF), IL-6,
IL-1beta gibi sitokinlerin ve kemokinlerin sayisini artirarak ve apoptotik hiicreleri fagosite
ederek enflamasyonu arttirmaktadir; ayrica NADPH oksidaz ve iNOS ekspresyonu sonucu,
reaktif nitrojen ve oksijen radikalleri gibi ¢esitli norotoksik mediatorleri iireterek oksidatif
stresi arttirir ve tiim bu olaylarin sonucunda aktif olarak merkezi sinir sistemi doku yikiminda

gorev alir (24-27).

Santral sinir sisteminde vaskiiler endotelin gegirgenliginin ¢ok az oldugunu gosteren en
onemli Ozellik hiicreler arasinda siki baglant1 bolgelerinin olmasi ve vezikiil sayisinin az
olmasidir (28). Iskemik inme sonrast HMGB-1 sahniminin kan beyin bariyerindeki (KBB)
endotel hiicrelerine kars1 inflamatuar yanit1 artirabilecegi gosterilmistir (29). Serebral iskemi
modelinde, anti-HMGB-1 antikoru uygulanan ratlarda endotel hiicreleri arasindaki siki
baglantilarin, antikor uygulanmayanlara kiyasla daha fazla korundugu gdsterilmistir (30).
Iskemik beyin dokularindan aciga cikan HMGB-1 protein, aktive vaskiiler endotel
hiicrelerinden ve mikroglialardan proinflamatuar sitokin salinimini stimiile edebilmekte ve
bunun sonucunda da yiiksek miktarda reaktif oksijen radikalleri olusturmaktadir (29, 31-33).
Reaktif oksijen radikalleri de kanda protein ve lipid oksidasyonunu indiikler. Proinflamatuar
sitokinler, reaktif oksijen radikalleri ile birlikte vaskiiler hasarlanmaya ve permeabilite artigina

sebep olurlar (6, 24). Daha Onceki calismalarda matriks metalloproteinaz (MMP-2/9) ve



indiiklenebilir nitrik oksit sentazin travmatik beyin hasarinda tight-junction (TJ) protein
kompleksinin (ZO-1,0kludin) ve bazal lamina proteinlerinin (laminin) yikiminda rol aldig:
gosterilmistir (34). Ratlarda deneysel iskemi modeli olusturularak yapilan calismada anti-
HMGBI tedavisi ile KBB gecirgenliginde, mikroglial aktivasyonda, MMP-2/9 aktivitesinde
azalma oldugu ve enflamatuar yanitin baskilandig1 goriilmiistiir (35). KBB’deki hasarlanma
sonucu beyin ddeminde artis olmaktadir. Bu da travma sonrasinda olusan sekonder beyin

hasarmin siddetini arttirmaktadir.

Etil pirtivat (EP), HMGBI1 sekresyonunun tanimlanan ilk farmakolojik inhibitoriidiir
(36). Travmatik beyin hasarinda, EP noroprotektif etkilerini HMGB1/TLR4/NF-Kb yolaginin

inhibisyonu sonucu gosterir (37).

Travmatik beyin hasarinda enflamatuar aktivasyonu gosteren bir¢cok delil olmasina
ragmen, hangi mekanizmanin enflamasyona bagli sekonder beyin hasarini indiikledigi

konusunda tam bir fikir birligi yoktur (12).

Bu c¢aligmadaki hipotezimizde, travma sonrasi primer beyin hasari neticesinde olusan
nekrotik hiicrelerden agiga ¢ikan HMGB-1 proteini, TLR-4 ve RAGE ekspresyonunu arttirir
ve bunun sonucunda proinflamatuar sitokinler ile birlikte oksidatif stres artar; ve bu artis ta
kan beyin bariyerindeki endotelyal siki baglanti molekiillerini yikarak KBB gecirgenligini
arttirdigin1 savunduk. Boylece proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin beyin parankimine
gecisi artar; bu da inflamatuar cevabi arttirir. KBB gecirgenligindeki ve inflamatuar cevaptaki

artis ta beyin ddeminin artmasina neden olur.

Bu ¢aligmada, kafa travmasi sonucunda sekonder hasara neden olan enflamatuar yanitin
patofizyolojisini agiklamak ic¢in, deneysel kafa travmasi olusturulan sicanlarda HMGB-1
proteinin, oksidatif stres ve apoptoz iizerine olan etkileri ve daha Onceki caligmalarda
gosterilmeyen, HMGB-1 protein salintmmin, KBB’deki siki baglant1 molekiillerinin diizeyi

tizerinden serebral 6deme etkisinin arastirilmas1 amaglandi.



2)GENEL BILGILER

2.1 Kafa Travmasi

2.1.1 Tanim, epidemiyoloji

TBH, beynin koruyucu Xkapasitesini asan ve kafayr etkileyen, dig kuvvetlerin
olusturdugu intrakranial hasardir. Bu kuvvetler siddetli bir darbe, atesli silah yaralanmasi veya
patlama olabilir. Bu kuvvetlerin kaynagi, siddeti, yonii ve maruz kalma siiresi, hasarin
derecesini ve sonuglarimi belirler. Kafa travmalarinda, basit bir kontiizyondan uzun siire tedavi
ve bakim gerektirebilen agir komaya, oliime ve kalic1 sakatliklara sebep olabilen durumlarla

karsilagilmaktadir (38).

Kafa travmalarinin epidemiyolojisi sosyoekonomik seviye farkliliklarina, yas, ik ve
cinsiyete gore degisim gostermektedir. Kafa travmalarinin en sik nedeni eriskinlerde trafik
kazalar1, ¢cocuk yas grubunda ise diisme ve ikinci sirada darptir. Kafa travmasi agisindan 15-
24 yas grubu erkekler en riskli grubu olusturur; bunun yanisira diger riskli grubu da cinsiyet
farki olmaksizin 65 yas iizeri niifus olusturur. Kafa travmalarina daha ¢ok erkeklerin maruz
kaldig1 ve kadin/erkek oranmin yaklasik 1/3 oldugu bildirilmektedir (39). Atesli silah
yaralanmalaria bagl kafa travmalari ise kirsal kesimlerde ve sosyoekonomik seviyesi diisiik

toplumlarda daha sik goriiliir (39).

Tiirkiye’de yapilan bir caligmada, 2006 yili boyunca acil servise kafa travmasi
nedeniyle bagvuran toplam 1787 olgudan, klinige yatarak takibi gereken 430 olgu
degerlendirilmis, TBH nin en sik iki nedeninin yiiksekten diisme (%40) ve motorlu tagit

kazalar1 (%37) oldugu gozlenmistir (40).

TBH, ciddi bir ulusal saglik problemidir ve ABD’de yaralanmalara bagli 6liimlerin
%30’ unu olusturmaktadir (41, 42). Ayn1 zamanda prevalans: tahmini 3.2-5.3 milyon kisi
olmakla birlikte yilda yaklasik 50.000 kisinin 6liimiine, 85.000 kisinin kronik sakathgma, 1,4
milyon kisinin acil servise bagvurmasia ve 235.000 kisinin bu sebeple hastanede yatmasina
sebep olmakadir (1). Ekonomik olarak 20.6 milyar dolar isgiicii kaybina, 4.5 milyar dolar
hastanede tedavi hizmetlerine ve 12.7 milyar dolar erken oOliimlere bagl iilkeyi zarara

ugratmaktadir (43).

Kafa travmasi nedeniyle meydana gelen Oliimlerin %50’si hastaneye ulasmadan,

hastanedeki 6liimlerin 2/3’1i ise ilk 24 saat icinde gerceklesmektedir. Bu o6liimlerin 1/3°1



primer beyin hasarmna bagli iken, sekonder beyin hasarma bagh oOliimlerin biiytik kismi
kontrol edilemeyen kafa ici basmg¢ artisn (KIBAS) ile iliskilidir. Son yillarda kafa
travmalarinin fizyopatolojisi hakkindaki arastirmalar, travmatik beyin hasarmda sekonder
hasar mekanizmalar iizerine yapilan calismalar ve yogun bakim iinitesinde hasta takibindeki
gelismelere bagl olarak, mortalite oranlarinda ve hastalarin prognozunda belirgin diizelmeler

goriilmektedir.

2.1.2 Kafa travmalarimin tarihcesi

M. O. 2800 yillarinda yasayan Misirli hekim Imhotep, kafa travmalari ile ilgili bilinen
ilk raporun sahibidir. Thabes sehri yakinlarinda arkeolojik caligmalarda bulunan ve M.O.
1700 yillarina ait oldugu diisiiniilen Imhotep'e ait olan belgelerde travmalarin muayene, tani
ve tedavi prensipleri belirtilmistir. Bu belgelerde mevcut olan 48 travma vakasinin 15' kafa
travmasi ile ilgilidir. Imhotep kafa travmalarini tedavi edilir, tedavi edilebilir ve tedavi
edilemez olarak {i¢ gruba aywrmustir. Yiizyillar sonra giiniimiizde, bu gruplandirma kabaca
gecerliligini siirdiirmektedir; fakat tedavi edilemez kafa travmalar1 oranm1 ge¢mise gore daha

aza indirilmistir (44).

Avusturya ve Fransa'da mezar kazisi ile cilali tas devrine ait oldugu diisiiniilen
kafataslarinin yaklasik % 10'unda burr hole benzeri belirtiler goriilmiistiir. Avrupada,
Hippocrates (M.O. 460-355), Cornecius Celcus (M.S. 1. yy), Galen (M.S. 131-201) gibi eski
Roma doktorlar1 zamaninda tedavi amaci ile burr hole kullanilmustir. Ibni Sina M. S. 9.
yiizyilda tedavi amach burr hole Onermistir (44, 45). Kafatas1 ¢okme kiriklarinda Guy de
Chauliac (M.S. 1300-1386) cerrahi tedavi uygulamistir. Doktor Ambroise Pare, 1510 yilinda
Fransa krali II. Henry'nin travmatik supraorbital intraserebral hematom ameliyatini yapmustir.
Bologna Universitesi'nde bir profesor olan Caprrli Jacop, 1518 yilinda kafa travmalari iizerine
ilk kitabimi yazmistir. Bu kitap sadece norosiriirji konular1 iizerine yazilmis olan ilk kitaptir

(46).

Arkeolojik calismalarda Anadolu'da erken bronz caginda ikiztepe-Samsun yoresinde
burr hole uygulandigi, bronz caginda Kiiltepe yoresinde yasamis Asurlarin burr hole
uyguladiklar1 ortaya cikarilmistir. Arkeolojik ¢ahigmalarda Urartu donemine (M.O. 800) ait
Dilkaya-Van yoresinde bulunan kafatasi incelendiginde, orta meningeal dallarii ¢aprazlayan,
frontalden oksipitale kadar uzanan lineer fraktiir saptanan, kafa travmasi gecirmis bir hastada,

muhtemelen epidural bir hematomu bosaltmak ic¢in on ii¢ adet burr hole ag¢ilmis, bunlar bir



keski yardimiyla birlestirilerek 11x6 cm boyutlarinda serbest flep kraniotomi uygulanip daha

sonra kemik flebin tekrar yerine konmus oldugu saptanmustir (45).

Travmatik intrakranyal lezyonlarin tedavisinde, 19. yiizyill sonunda ve 20. yiizyil
baslarinda norosiriirjinin Onciilerinden Victor Horsley, Harvey Cushing, W.H. Jacobson,
Hugh Cairns ve Walter Dandy'nin katkilar1 sayesinde ilerleme elde edilmistir. Bilgisayarl
tomografinin (BT) 1970'li yillarda Hounsfield tarafindan gelistirilmesi ve klinik kullanima

girmesi ile kranial patolojilerin degerlendirilmesinde bir devrim gerceklestirilmistir (44, 45).

2.1.3 Kafa travmalarinda tani

Acil servise getirilen agir kafa travmali hastalarin; %45’inde arteriyel pO2 65
mmHg’dan diisiik, %35’inde sistolik kan basinct 85 mmHg’dan az ve %12’sinde anemi tespit
edilmistir (47). Bu hastalarda hipoksi, hipotansiyon ve aneminin bulunmasi sekonder beyin
hasar1 gelisimi acisindan biiytik risk tasimaktadir. Kardiyopulmoner fonksiyonlar kontrol

altina alindiktan sonra hizli bir seklide norolojik muayene yapilmalidir.

Norolojik muayene: Kafa travmali hastalarin takibinde en onemli degerlendirme yontemidir.
Hastalardan veya hasta yakinlarindan iyi bir anemnez alinmali, kan basinci, nabiz, solunum ve
kan gazi takibi yapilmalidir. Suur seviyesi, pupiller, motor fonksiyonlar ve gz hareketleri
incelenir. Miimkiin olan hastalarda kafa ¢iftleri ve serebellar testler degerlendirilir. Metabolik

patolojilerin kafa travmali hastalarda suuru baskilayabilecegi unutulmamalidir.

Entiibe ve periorbital 6demli hastalar1 degerlendirmede problem olsa da, tek basina
motor yanit ile dahi prognoz hakkinda bilgi verebilmesi ac¢isindan, serebral korteks
fonksiyonlarini ve beyin harabiyetinin siddetini pratik olarak en iyi gosterdigi kabul edilen
Glaskow koma skorlamasi (GKS), bugiin pek cok norosiriirji kliniginde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Go6z Agma(G) | Skor | Motor Cevap (M) Skor | Sézel Cevap (S) Skor

Kendiliginden | 4 Emirlere uyar 6 Oryante 5

Sesli uyariyla 3 Agriyi localize eder 5 Konflize 4

Agriliuyariyla | 2 Agriile ceker 4 Uygunsuz cevap 3

Cevap yok 1 Fleksor cevap 3 Anlasilmaz ses 2
Ekstansor cevap 2 Cevap yok 1
Cevap yok 1

Tablo 1:Glasgow Koma Skalasi (Teasdale ve Jennet 1974)



Radyolojik calismalar: Endikasyona gore asagidaki tetkikler yapilabilir .
- Direkt kafa grafileri

- Bilgisayarl beyin tomografisi

- Manyetik rezonans goriintiileme

- Transkranial Doppler

- Anjiografi

- Elektroensefalografi

- Pozitron Emisyon Tomografi

- Beyin sap1 uyarilma potansiyelleri

- Kraniyal ultrasonografi

2.1.4 Kafa travmalarinin degerlendirilmesi:

TBH; hafif, orta, agwr olarak siniflandirilmistir (48). Bu simiflandirmada en sik
kullanilan klinik test olan GKS; motor yanit, verbal yanit ve g6z agmanin degerlendirilmesini

ve buna bagl olarak genel biling durumu hakkinda bilgi edinilmesini saglar.

GKS 3-8 siddetli, 9-13 orta siddetli ve 14-15 hafif siddetli kafa travmasi olarak
smiflandirilmistir (49, 50). Konkiizyon olarak da tanimlanan hafif siddetli TBH, en sik
karsilagilan TBH smifidir (41, 42, 51).

Hafif (Minor) kafa travmalar

Klinik olarak hastanin GKS 6l¢iimii 14 veya 15 olmalidir. Gegici hafiza kayiplar1 veya
travma anmda somnolans, konfiizyon ve oryantasyon bozuklugu goriilebilir. Fokal norolojik

defisitler (hemiparezi) goriilmez.
Orta siddetli kafa travmalar

Klinik olarak hastanin GKS 06l¢iimii 9 ile 13 arasinda oldugu zaman orta siddetli kafa
travmasit olarak tanimlanmaktadir. Bu hastalar komada degildir. Ancak goz agma, konusma
veya emirlere uymada yetersizlik goriilmektedir. Kafatas1 kiriklari, diffiiz aksonal hasar
(DAH), beyin parankiminin kontiizyon ve laserasyonlar1 bu grupta goriilebilen patolojilerdir.

Ilerleyen donemde gelisebilecek kafa ici basing artisi, epidural ve subdural hematomlar gibi
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komplikasyonlar agisindan risk artis1 saptanmistir. Bu gruptaki hastalar klinik olarak
dikkatlice incelenmeli ve takipleri ara yogun bakim {initesinde olmalidir. Prognozlari

genellikle iyidir, fakat iyilesme sonrasinda norolojik sekel kalabilmektedir.

Ciddi (Agwr) kafa travmalan

GKS 8 ve daha diisiik olan hastalardir. Bu hastalar komada kabul edilirler. Baslangigta
hastalarin gozleri spontan acik olabilir, konusabilir, emirlere uyabilir fakat hizli bir sekilde
bilincleri kapanir. GKS diisiik olan hastalar daha kotii prognoza sahiptir. Motor cevabin
degerlendirilmesi GKS’ na gore prognoz tayininde diger iki komponente gore daha 6nemlidir.
Fleksor veya ekstansor postiirde olan hastalar agriyr lokalize edenlere gore daha kotii

prognozludur.

2.2 Kafa Travmalarinin Patofizyolojisi

Travmanin mekanik etkisiyle, travma aninda doku biitiinliigliniin bozulup, ndronlarin
harabiyete ugramasi ve sinir iletisinin bozulmasi durumuna primer hasar (birincil
zedelenme) denir. Primer hasarda mekanik travma etkisi ile damar, noron ve aksonlarda
fiziksel hasar olusur. Primer hasar1 takiben ilerleyen dakikalar, saatler ve hatta giinler
icerisinde gelisen bir takim karmasik fizyopatolojik olaylar; vaskiiler ve noronal hasara yol

acar. Bu duruma da sekonder hasar (ikincil zedelenme) denir.

Birincil hasar travmanm mekanik etkisiyle olusur ve onlenemez iken ikincil hasar ise
birincil hasar1 takip eden biyokimyasal ve patofizyolojik onlenebilir degisiklikler nedeniyle

olusur ve boylelikle ikincil hasar 6nlendiginde mortalite ve morbidite azaltilabilir (12, 52).

Primer hasar travma aninda olusur. Sekonder hasar ise cesitli fizyopatolojik olaylar1
takiben gelisen, travma aninda olmayip daha sonra saatler veya giinler igerisinde ortaya c¢ikan;
hipoksi, iskemi, hipoperfiizyon, tromboz beyin 6demi, sistemik hipotansiyon, inflamasyon,
vazospazm, KIBAS ve hiperemi olarak goriilebilen gec donem beyin harabiyetini ifade eder
(53). Primer hasar1 takiben hiicresel diizeyde metabolik degisiklikler ve inflamatuar yanit
gelisir ki bu da reaktif oksijen tiriinlerinin olusumuna neden olur. Sekonder hasara neden olan
noroinflamasyon; doku hasarinin tamirinde etkili olabildigi gibi, norotoksik ve proapoptotik

ozellik gostererek hiicre dliimiinii arttirabilir.
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Son yillarda yapilan arastimalar, kafa travmalar1 sonucunda olusan hasarlarin tiimiiniin
darbe aninda meydana gelmedigini gostermis, primer hasarlanma ile ge¢ donemde olusan
sekonder hasarlanma arasindaki aywrimi ortaya ¢ikarmiglardir (54). Bunun neticesinde son
yillarda yapilan deneysel ve klinik caligmalarin 6nemli bir boliimii sekonder hasarin
mekanizmalarinin anlagilmasma ve Onlenmesine odaklanmig; ve bu alanda kaydedilen
gelismeler klinik tedavinin yonlendirilmesine, 6liim ve sakatlik oranlarmin azaltilmasina

biiyiik katki saglamustir.

2.2.1 Primer beyin hasar

Primer beyin hasari, travmadan hemen sonra ve travmanin dogrudan sonucu olarak
ortaya ¢ikan patolojik siireclere denir. Primer beyin hasarma bagh bircok vakada direkt olarak
hiicre Olimii ve noral hiicre kaybi1 goriiliir. Travma aninda ve travmanin direkt etkisi

sonucunda olustuklarindan dolay1 6nlenemezler.

Primer beyin hasari, fokal ve diffiiz olarak ikiye ayrilmaktadir. Fokal beyin hasarinda
kafatas1 kubbe ve kaide kiriklari, kontiizyon ve hematomlar goriilebilir (49). Konkiizyo

serebri ve diffiiz aksonal yaralanma ise diffiiz primer beyin hasarlarinin 6rnekleridir.

2.2.2 Sekonder beyin hasari

Sekonder beyin hasar1 sistemik ve intrakranial bulgular olmak iizere ikiye ayrilabilir.
Sistemik bulgular, hipoksi, hipotansiyon, hiperkapni, hipertermi, anemi ve elektrolit
dengesizlikleri iken, intrakranial bulgular ise beyin 6demi, yiiksek intrakranial basing ve
felclerdir. Beyin parankimindeki primer hasarin bir tedavisi yoktur, fakat sekonder hasar bu
gosterilen intrakranial ve sistemik bulgulara Onlem alindigi zaman ciddi oranda
azaltilabilmektedir. Son yillarda, Onlenebilir ikincil beyin hasarmma dair yapilan klinik ve
laboratuvar arastirmalar, daha once bilinmeyen ve kafa travmasimi takip eden metabolik
diizensizliklere acgiklik getirmeye caligmistir. Kafa travmalarinda primer hasar sonrasinda
bircok farkli fizyopatolojik mekanizma harekete gecerek sekonder hasar1 baslatabilir.
Sekonder hasar mekanizmalari; kalsiyum bagimli hiicre hasari, ndrotransmitter salinimi,
reaktif oksijen radikallerinin olusumu, gen aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve
enflamatuar yamt1 icerir (49). Ozetle sekonder hasarin gelisimi ve siddeti, hastanin primer

yaralanmaya yanitina ve uygulanan tedavilere baghdir.
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Kafa travmalarindan sonraki fizyopatolojik siire¢ bir takim intrakranial dinamiklere
bagl olarak degisir. Bunlar: serebral kan akimi ve metabolizma degisimleri, intrakranial

hipertansiyon, serebral ddem ve BOS dinamigi degisimleridir.

Serebral kan akimi (SKA) 100 gr beyin dokusundan 1 dakikada gecen kan miktaridir
ve mililitre (ml) olarak ifade edilir. Ortalama SKA; mikst kortikal akim i¢in yaklasik 50
ml/100gr/dk, beyaz cevher icin 20 ml/100gr/dk ve gri cevher icin yaklasik 80 ml/100gr/dk
olarak bilinmektedir. Serebral kan akimi 10 mL/100 g/dk’nin altina diiserse geri doniisiimsiiz
noronal hasar ortaya cikar. SKA 18 ml/100gr/dk’nin altina diistiiglinde beyin elektriksel
aktivitesi bozulup sinapslar arasinda ileti durmasina karsin hiicre membranindaki iyon
pompalar1 fonksiyon gérmeye devam eder. Akim 10 ml/100g/dk ‘nin altina diistiigiinde ise
iyon pompalar1 ¢caligmaz. Buna bagl olarak ekstraselliiler potasyum ile intraselliiler sodyum
ve kalsiyum miktar1 artar ve hiicre 6liimii gerceklesir. 10-18 ml/100g/dk arasindaki serebral

33

kan akimi degerleri ‘‘penumbral zon= iskemik penumbra’’ olarak tanimlanir ve hizli bir

sekilde reperfiizyon saglandiginda kalic1 hasar olmadan diizelme olur (55).

Serebral vaskiiler diren¢ (SVD) ise; kanin serebral arterlerden venlere dogru akimina

kars1 koyan giictiir. Bu da baslica kan viskozitesine ve vaskiiler faktorlere baghdir.
SKA =SPB /SVD

Serebral metabolizmanin artmasi, kan Ph derecesinin diismesi, pCO2'nin artmasi ve
pO2'nin 50 mmHg'nin altina inmesi gibi serebral vaskiiler direnci azaltan faktorler serebral
vazodilatasyona neden olarak serebral kan akimini artirirken; kan pH yiikselmesi, serebral
metabolizmanin yavaslamasi ve pCO2'nin azalmasi gibi vaskiiler direnci artiran faktorler de

serebral vazokonstriiksiyona neden olarak serebral kan akimin azaltir (56).

Serebral perfiizyon basinci (SPB); ortalama arteryel kan basinci (OAKB) ile kafa i¢i
basing (KIB) arasindaki farktir. Akut kafa travmali hastalarda, serebral dokularin kanlanmasi
icin gerekli olan perfiizyon basmci 70 mmHg nin iizerindeki degerlerdir. 40-50 mmHg
araliginda hipoksi, 40 mmHg'nin altina indiginde iskemi gelisir ve serebral otoregiilasyon

mekanizmalar1 bozularak irreversibl hasar baslar (57).
SPB = OAKB - KiB

Travmanin hemen ardindan hipotansiyon (sistolik kan basinct <90 mmHg) veya hipoksi
(arteriyel oksijen basmnci <60mmHg) gelisimi ile morbidite ve mortalite artar. Hipoksik ve

hipotansif sekonder etkiler, yeterli serebral perfiizyon basincinin saglanmasi ile azalir.
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Serebral otoregiilasyon; beynin kendi gereksinimlerine gore, sistemik arteryel basing
degisikliklerine kars1 serebral kan akimini diizenlemesi olarak tanimlanabilir. Sekonder beyin
hasarlarmin sik karsilasilan ve Onlenebilir bir nedeni de serebral iskemidir. Agir kafa
travmasindan dolayr kaybedilen hastalarin  bircogunda parankimal iskemik hasarlar
saptanmustir. Yiiksek intrakranial basing, sistemik arteryel hipotansiyon ve serebral ddem

posttravmatik serebral iskemiden sorumlu ana faktorlerdir (55).

Kafa travmasi sonrasinda kafa i¢i basincin artmasi, serebral kan akimini azaltir ve
beynin beslenmesi i¢cin gerekli olan kan akimi saglanamaz. Bu durumda beyine gelmek iizere
arkus aorta ve karotid arterlerden gecen kan miktar1 azalinca, aortik ark ve karotid siniisteki
baroreseptorler uyarilir ve bulbusa impulslar gonderilir. Bunun sonucunda bulbustaki
vazomotor refleks uyarilarak kalpten beyine pompalanan kan miktarinda artis olur. Boylece
arteryel kan basinci artar ve buna bagl olarak SKA da artar. Boylece beyin dokusunun
beslenmesi i¢in gerekli olan perfiizyon basincinin saglanmasina calisilir. Bu kompansasyon
mekanizmas1 "Cushing refleksi cevabi" olarak bilinir ve klinik olarak ani tansiyon yiikselmesi

seklinde goriiliir (58)

Kafa travmasi sonrasi prognozu etkileyen ana faktorlerden birisi de KiB’tir. KiB'in
normal degerleri eriskinlerde 0-20 mmHg ’dir (1 mmHg=1.36 cmH2O0O). Eriskinlerde 5
dakikadan daha uzun siiren 20 mmHg veya daha yiiksek basing patolojik olarak kabul edilir.
KiB artisiyla beraber beyinde ilk olarak kan daha sonra da BOS miktar1 azalir. Kafa travmasi
sonrasi tedavideki ana ama¢ KIB’1 azaltmak olmalidir; ciinkii KiB'in normal smirlarda
tutulmasi, kafa travmalar1 sonrasinda mortalite ve morbiditeyi azaltmaktadir. KiB artisi
klinikte kendisini 'cushing triadi’ ile gosterir. Bu triad; hipertansiyon, bradikardi ve solunum

diizensizliginden olusur.

2.3 Sekonder Hiicre Hasarinda Temel Biyolojik Mekanizmalar

2.3.1 Eksitotoksisite ve kalsiyum bagimh hiicre hasar

Eksitator aminoasit hipotezi (EAA), icinde travmanm da bulundugu degisik
yaralanmalarda norotransmitterlerin asir1 salmimi ve birikimi ile kesintisiz hiicre hasari
baslatacag1 ve bu olaylar zinciri igerisinde fazla miktarda kalsiyumun hiicre i¢ine girerek,
hiicre Oliimiine yol acacagi esasma dayanir (59). EAA’ler iizerinde en c¢ok arastirma
yapilanlar; memeli santral sinir sisteminin ana nérotransmitterleri olan glutamat ve aspartattur.

Bu amino asitler, ndronlara iyon giriginin kontrolii ve sinaptik gecisin yonlendirilmesinde rol
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oynayarak normalde eksitator iletiden sorumlu olduklar1 halde bazi patolojik durumlarda,

norotoksisitenin potansiyel kaynagidirlar.

Travma sonrast birincil beyin hasarina bagli yaygin noronal depolarizasyon,
ekstraselliiler glutamat artis1 ve glikoliz goriiliir. ikincil hasar olarak gelisen iskeminin
neticesinde ATP iiretimi azalir, buna bagh olarak hiicre membranindaki Na/K pompasinin
caligmas1 engellenir. Boylece ekstraselliiler sodyum seviyesi azalir, Na/Glutamat kotransportu
tersine doner ve ekstraselliiler glutamat artar. Membran gecirgenliginin ve fosfolipaz
aktivitesinin artmasi sonucu hiicrelerden ekstraselliiler araliga glutamat gecisi olurken;
intraselliiler sodyum miktarinin artis1 sonucunda sodyum hiicre yiizeyindeki reseptorlere
baglanarak kalsiyum kanallarinin ac¢ilmasina ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artigina neden
olur. Kalsiyumla beraber hiicre icine su girisi de artar. Beyinde sekonder hasarin
ilerlemesinde, anormal kalsiyum dengesi onemli rol oynamaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum artis1
erken mitokondriyal sisme ile iligkilidir ve bu iliski aksonal hasarda aksonlar arasindaki
baglantinin kesilmesi ile sonug¢lanan olaylar kaskadim1 baglatir (60). Mitokondri
fonksiyonlarmin bozulmas: ile hiicre memebranmndaki ATP bagimli iyon pompalarinin
bozulmasi ve kalsiyum aracili ekzositoz, noronlardan depolarizasyona bagli glutamatin
ekstraselliiler salinnmma neden olur (61). Glutamat reseptorleri kimyasal agonistlerine
duyarhiliklarmma gére AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropionik asit) veya
NMDA (N-metil-D-aspartik asit) reseptorleri olarak smiflandirilir. Kortikal noronlara karsi
gelisen travmatik hasar sonucunda AMPA reseptor agonistlerine karsi iletim cevabinda artig
saptanir. Hasarli noronlarda daha fazla AMPA reseptor iyon iletimi ile kuvvetli
hipereksitabilite ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyinde artig goriilir. AMPA reseptorlerine asiri
duyarlilik oldugunda, travmadan sonra sinaptik glutamatin kisa siireli artigina bagli olarak
gelisen norotoksisite sonucunda olusan hipereksitabiliteye, epileptik aktiviteye veya

kalsiyuma bagli hiicre sismesine bagli olarak hiicre hasar1 ve hiicre oliimii goriilebilir (62).

2.3.2 Oksidatif stres

Travma sonrasi gelisen oksidatif hasar sekonder hasar mekanizmalarmin 6nemli bir
bilesenidir. Beyin dokusu diger dokulardan farkli bircok 6zelligi nedeni ile oksidatif hasara

daha duyarhdir. Bu 6zellikler:
1) Noronlarin membran/stoplazma oranlar1 diger hiicrelere gore daha biiyiiktiir.

2) Beyindeki hiicrelerin membranlar1 lipid bakimindan diger organlarin hiicrelerinden

daha zengindir.
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3) Oksidatif stresten koruyucu enzimler olan antioksidan enzim aktiviteleri diisiiktiir.
4) Oksidatif metabolik aktiviteleri olduk¢a yiiksektir.

5)  Spesifik norokimyasal reaksiyonlarla endojen olarak fazla miktarda ROT

iretilmektedir. Bunun en 1yi 6rnegi dopamin oksidasyonudur.

6) Noronlarin boliinememesi, hasara ugrayan hiicrenin yenilenememesine ve boylece

dokunun hasara daha duyarli hale gelmesine neden olmaktadir.

Biitiin bu 6zellikleri nedeniyle oksidatif hasara diger doku ve organlardan daha yatkin

olan beyin dokusunun korunma ihtiyaci da diger dokulardan daha fazladir (63).

Serbest radikaller en dis kisminda serbest elektronu bulunan kimyasal bilesiklerdir. Bu
elektron oksidasyon esnasinda baska bir biyolojik molekiile kolaylikla transfer edilebilir. Bu
ozellik serbest radikal molekiillerini fazlasiyla reaktif yapar. Serbest radikallerin iiretimi
mitokondrideki elektron transport zincirinin normal bir iirlinii ve biitiin aerobik canlilarin
onemli bir 6zelligidir. Fizyolojik olarak dogal antioksidanlar ile serbest oksijen radikalleri
radikal formasyonlarin1 kaybederler. Serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemleri
arasindaki bu etkilesim normal beyin fizyolojisinin bir pargasidir ve serbest oksijen
radikallerinin iiretimi ve yikimi arasinda bir denge vardir. Travma gibi iskemiye neden olan
olaylarda serbest oksijen radikallerinin liretimi artmaktadir. Bu serbest oksijen radikalleri
arasinda en bilinenleri siiperoksit (O2-), nitrik oksit (NO), hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikalidir (OH-) (5).

Fazla miktarda olusan serbest radikallerin patolojik etkisiyle iki yoldan hiicre hasari

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

2-Olusan serbest radikaller diger biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek hasar
olusturur. Reaksiyona girdikleri biyolojik molekiiller arasinda; cesitli enzimlerin yapisina
giren proteinler, hiicre membrani, hiicre organellerinde bulunan doymamis yag asitleri,
karbonhidratlar ve cesitli protein sentezi ve genetik kod aktarimini yoneten niikleik asitler yer
alir. Normal sartlarda dogal savunma mekanizmalar1 tarafindan notralize edilen serbest
radikallerin fazla miktarda olugmasi travma sonrasi noronlarin dejenerasyon ve Oliimiinde

Onemli bir rol oynar (64).
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Serbest oksijen radikalleri, TBH’dan sonra oksidatif hasarin olusumu ve artmasinda
ciddi 6neme sahiptir. Bu molekiiller cesitli yolaklar iizerinden olugmaktadir. Bu yolaklar
arasidonik asit metabolizmasi, mitokondriden kalsiyum nedenli ¢ikis, ksantin oksidaz
aktivasyonu, ekstravaze hemoglobin bozuklugu ve katekolaminin otooksidasyonudur.
Arasidonik asit yolu, travmatik hasar sonucu artan serbest radikallerin en etkin kaynagidir.
Eksitator aminoasitlerin hiicre disina ¢ikmasinin neden oldugu kalsiyumun hiicre icine girisi
ile proteazlar ve lipazlar aktive olur (fosfolipaz A2, lipooksigenaz ve siklooksigenaz). Sonug
olarak, aktiflesen bu enzimler ile arasidonik asit; tromboksan A2, prostaglandinler,
lokotrienler ve serbest aminoasitlere doniisiir. Bu bozulma {iriinleri ise serbest oksijen

radikalleri iiretir (65).

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

yetenegi bozulur. Hiicre i¢inde fazla miktarda kalsiyum birikir ve hiicre 6liimii olur (66).

2.3.3 Apoptoz

Apoptoz, gelismis organizmalarda hiicreleraras1 iliskilerin geregi olarak artik
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin g¢evresine zarar vermeden
ortadan kaldirilmasii saglayan genetik olarak kontrol edilen bir olaydir. Programlanmig
hiicre 0liimil, hiicre intihari, hiicre kaybi ve fizyolojik hiicre 6liimii apoptozis ile ayn1 anlamda
kullanilan terimlerdir. IIk zamanlarda hiicre oliimiiniin sadece fizyolojik formu oldugu

diistiniilmesine ragmen giiniimiizde patolojik hiicre 6liimiine de aracilik ettigi bilinmektedir.

Noronlar boliinemeyen dolayisiyla ¢ogalamayan hiicrelerdir. Yenilenemediklerinden
dolayr ©Omiir boyu yasarlar. Oysa Alzheimer, Parkinson, Huntington koresi gibi
norodejeneratif hastaliklarda apoptozis siireci tetiklenerek noronlarin 6ldiigii bilinmektedir
(67). Ayrica iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi cesitli yaralanmalar sonucu meydana gelen
hasarlarla dokulara yeterli besin saglanamayabilir. Bu durumda hiicreler apoptozise gider ve

hasar devam ettikge apoptozisin hiz1 artar ve hiicre geri doniisiimsiiz bir yola girer (68).

Memeli hiicrelerinde baslica iki apoptozis yolu tanimlanmustir;
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a)Fas/TNFR yolu (Ekstrinsik yol)

Hiicre yiizeyindeki 6lim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS5) 6liim sinyallerinin (FasL,
TNF-alfa, TRAIL) baglanmas1 sonucunda reseptorler trimerik yap1 kazanir. Trimerik yapi
kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birleserek DISC (Death inducing
singnaling complex) adi verilen yapiyr olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki
prokaspaz-8’den aktif kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli
olmak iizere 2 yolla kaspaz-3’ii aktive eder ve apoptoz baslar. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ii
aktive eder ya da dolayl olarak intrinsik mekanizma ile kaspaz-9’u aktive ettikten sonra
kaspaz-3’ti aktive eder. Her 2 yolla da aktive olan kaspaz-3 DNA fragmantasyonuna neden
olur. Fas ve TNF alfa disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de benzer yolla apoptozu
uyarabilir (69-71).

b)Mitokondriyal yol (instrinsik yol)

Biiki ve ark. tarafindan aksonlarda mitokondri i¢ zarindan sitokrom c salmimi
tanimlanmistir (60). Mitokondri i¢ zarindan sitozole salman sitokrom c, apoptozisin
mitokondriyal yolunu baslatir. Sitozoldeki sitokrom c, apoptozis aktive edici faktor-1, kaspaz-
9 ve deoksiadenozintrifosfata baglanir ve sirasiyla; kaspaz-3 aktivasyonuna, daha sonra poli
ADP-riboz polimeraz gibi substratindan ayrilmasina, endoniikleazlarin aktivasyonuna ve son
olarak DNA’nin yikilmasina yol acar. Bu nedenle mitokondriden sitokrom c¢ salimimma yol
acan mekanizmalarin aydmlatilmas1 akut kafa travmasinda apoptozis mekanizmalarinin

anlasilmasinda onemlidir (72).

Hiicrede herhangi bir nedenle (radyasyon, kemoterapi) DNA hasar1 olustugunda eger
hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusu G1 fazinda durdurulur ve hiicreye DNA’ sin1
tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse
bu durumda aktive olan bazi genler, hiicrenin apoptozisine neden olabilir. Bu genlerden en
onemlisi p53 genidir ve bu gen DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Bu
proteinler DNA hasarmi tamir edebilirse hiicre siklusundaki blok kalkar (73). Hiicre hasarinin
tamiri basarili olmazsa p53 geni bax proteinini (pro-apoptotik) aktive ederek mitokondri
aracilig ile hiicrenin apoptozise giderek 6lmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre ortadan

kaldirilmis olur (68, 73).

Bir hiicrede hiicre i¢i bax/bcl-2 oram hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegine karar
vermede son derece Onemlidir. Eger bax (proapoptotik gen) fazla ise hiicre apoptozise

gidecektir, bcl-2 (antiapoptotik gen) fazla ise apoptozis inhibe olacaktir. Son yillarda, kafa
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travmasi sonrast noral hiicre dliimiinden P53’e bagimli apoptozis mekanizmasinin sorumlu
oldugu yoniindeki arastirmalar mevcuttur (74). Ancak TBH sonrasinda olusan apoptoz

mekanizmalar: tam olarak aydimlatilamamaigtir.

2.3.4 Enflamasyon

Travmatik beyin hasar1 genel olarak akut hasarlanma olarak degerlendirilmesine ragmen
klinik ve laboratuar kanitlar1 ile kronik bir patoloji oldugu goriilmiistiir. Travmatik beyin
hasar1 Parkinson ve Alzheimer gibi kronik norodejeneratif hastaliklarla belirli noktalarda
benzerlikler gostermektedir (51, 75-77). Klinik ve laboratuar kanitlar noroinflamasyonun,
travmatik beyin hasarmin akut ve kronik evrelerinin her ikisinde de rol aldigin1 ve ekstra
hiicre Olimiine sebep olan bu ikinci hasar mekanizmasimnin, kafa travmasmin patoloji ve

tedavisinde anahtar roliin sahibi olabilecegini gostermistir (41, 42, 48, 78).

TBH, son zamanlarda SSS’nin  noroinflamatuar  bir  hastaligi  olarak
degerlendirilmektedir. Beyinde erken inflamasyonun gdostergesi aktive mikroglialarin,
notrofillerin ve 6demin bulunmasidir. Onceden beyin dokusu, lenfatik sistemi olmamasi ve
kan beyin bariyerinin hiicreler ve ¢6ziinmiis maddelere kars1 gecirgen olmamasindan dolay1
immiinolojik acidan ayricalikli olarak degerlendirilmekteydi (79). Fakat yaklasik 25 y1l 6nce
yapilan bir calismada TBH sonrasi noroinflamatuar siirecin bagladigi, KBB’den beyin
parankimine immiin hiicrelerin go¢ii oldugu gosterilmistir (80). Bundan sonra arastirmalar bu
yonde giderek yogunlagmustir. Travma sonrast KBB’ndeki permeabilite artigi, immiinolojik
reaksiyonlarda kolaylastiric1 faktor olarak diisiiniilmekte ve giiniimiizde hiicre i¢i bilesenleri
ile birlikte noroinflamasyon olarak adlandirilmaktadir. Cesitli immiin ve immiin olmayan
hiicrelerden sistemik ve intratekal iiretilen sitokinler, periferik hematojen hiicrelerin takviyesi,
serebrovaskiiler gecirgenligin artmast ve SSS’deki mikroglial hiicre aktivasyonu
noroinflamasyona aracilik ederler (81). Noroinflamasyon immun hiicreler, mikroglia,
sitokinler, kemotaktik sitokinler(kemokin) ve diger enflamatuar mediatorleri kapsamaktadir
(82). Mikroglia, immiin reaktif denetleyici bir hiicre gibi davranir ve patojenlerin
yakalanmasi, konak savunmas1 ve doku onarimi icin gereklidir. Travmay: takiben mikroglia
periferik dokulardaki makrofajlardan morfolojik ve immunolojik olarak ayirt edilemez hale
gelir (83). Sitokinlerin sadece harabiyete neden olmadigi, ayni zamanda noroprotektif ve
norotrofik etkileri sayesinde sinir gelisimi ve normal SSS fonksiyonlarmin siirdiiriilmesi i¢in
gerekli olduklar1 da 1yi bilinmektedir (79). Travma sonrasi, hasarlanmis bolgeyi patojenlerden

korumak ve hasarli hiicrelerin onarimi i¢in kompleman aktivasyonuna eslik eden notrofil,
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monosit ve lenfositlerin hasar gormiis KBB’ den beyin parankimine infiltrasyonu ile bu
immun hiicrelerden prostoglandin, serbest radikaller, proinflamatuar sitokinler ve diger
enflamatuar mediatorlerin sekresyonu sonucu kemokin ve hiicre adezyon molekiillerinin
sayis1 artar ve endojen enlamatuar yanit tetiklenir; bu da immun hiicrelerin ve mikroglialarin
beyin parankimine mobilize olmasi ile sonug¢lanir; fakat bu yanitin eksta noral hiicre 6liimiine
de sebep oldugu goriilmiistiir (82, 84, 85). Bu mediatorler yalnizca noroinflamatuar yanitin

yayilmasindan sorumlu degil ayni zamanda onun varliginin bir gostergesidir.

Sistemik makrofajlar olan periferik ve yerlesik mikroglialar hasarli dokular1 saglikli
dokulardan ayirarak genel hasarin boyutunu smirlandirir ve travma sonrasi koruyucu cevap
olusturur (86). Fakat TBH’da mikroglial aktivasyon normalden fazla olur ve tiimor nekrozis
faktor o (TNF-a), IL-1pB, IL-6, IL-12 ve interferon y gibi proinflamatuar sitokin salinimi artar
(42, 84). Bu sitokinlerin salinimindaki artisa bagh olarak gelisen, KBB’deki endotel
hiicrelerinden hiicre adezyon molekiilii salinimi artis1 ve kemokinlerin salinimindaki artig
sonucunda KBB’nin permeabilitesi artar. Bunun sonucunda kandan beyin parankimine
inflamatuar hiicrelerin gociiyle enflamatuar yanit daha da artar (87). Devam eden mikroglial
aktivasyon sonucunda serbest radikaller ve ndrotoksik molekiiller iiretilir ve buna bagli olarak
mikroglial aktivasyon sekonder hasara bagl hiicre 6liimiiniin diger mekanizmalarina onciiliik
eder (42, 88). Buna ek olarak aktive mikroglial hiicreler, nérodejenerasyon ile direkt iliskili
olan klas 2 major histokompatibilite kompleks (MHC 2) ekspresyonunu artirir (42).

Aktive mikroglialar ¢ogu zaman inflamatuar cevapta major rolii iistlenseler de boyle
olmadigint gosteren Ornekler de vardir. Aktive olduklar1t mikrogcevreye bagh olarak
mikroglialar farkli fenotiplere doniisebilirler. Lipopolisakkarid ve interferon y varliginda
klasik mikroglial aktivasyon olarak nitelendirilen M1 fenotipi olusur (42, 86). Bu subtip
proinflamatuar sitokin sentezinde artis ve IL-10 gibi antiinflamatuar sitokinlerin diisiik
diizeyde olmasi ile karakterizedir. Zit olarak IL-4 ve IL-13 gibi sitokinlere maruz kalan
mikroglia M2 fenotipine doniisiir (89). Alternatif aktivasyon olarak nitelendirilen bu fenotip
ile proinflamatuar sitokin iiretimi azalir, sitokin sinyal mekanizmalar1 baskilanir ve IL-10,

TGF-1p (transforming growth factor) gibi antiinflamatuar sitokinlerin iiretimi artar (42, 86).

Deneysel fokal hasarda serebral immun yanit tanimlanmasina ragmen, TBH sonrasi ilk
24 saatte notrofilik infiltrasyon ve 3-5 giinde makrofajlarla takviye edilen inflamatuar siirecin
gerceklesmesi aslinda beyin kontiizyonuna baglidir (90). Buna karsilik deneysel diffiiz
aksonal hasarda, sistemik dolasimdan akut notrofil cevabi olmadan astrosit ve mikroglianin
immiin aktivasyonu ve periferik makrofajlarin infiltrasyonu gosterilmistir. Bu immiin
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reaksiyonlardaki farklihk KBB’deki degisik derecelerdeki bozulmalardan ya da kisinin
gosterdigi immiin yanittan kaynaklanabilir. Bircok deneysel TBH arastirmas: fokal hasar
modellerine odaklanmakla birlikte, diffiiz aksonal hasardaki immiin yanit son yillarda

aydinlanmaya baglamistir (91).

Interlokin 1’in (IL-1) zararh etkileri; fokal hasarda mikroglialardan, diffiiz hasarda
noronlar ve travmanin erken donemlerinde agiga c¢ikan reaktif astrositlerden eksprese edilen
IL-1 reseptorii araciligi iledir (91, 92). IL-1’den kaynaklanan hasar, yalmz sitokinin
kendisine bagli degil daha ¢ok TNF-a, siklooksijenaz 2, fosfolipaz A2 ve prostaglandinleri
iceren diger proinflamatuar sitokinleri aktive etmesi, onlarla sinerjistik etki gdstermesi ve
glutamat aracili eksitotoksisiteyi artirmasina baghdir. TBH’da proinflamatuar ve norotoksik
ozelligi olan IL-1 ile devam eden noroinflamasyonun kotii prognoz ile iligkili oldugu
deneysel olarak gosterilmistir. TBH sonrasi serebrospinal sivilarinda yiiksek IL-1 diizeylerine

sahip hastalarda GKS daha diisiik bulunmustur (93).

TNF-a; IL-1 gibi TBH calismalarinda sadece proinflamatuar bir sitokin olarak
diistiniilirken, son yillarda olas1 noroprotektif ozellikleri ortaya ¢ikmaya baslamistir. TNF-
o’nin mikroglialarin iiretimini ve hipertrofiye olmalarini arttirdigi, bu hiicresel kaynaklardan
parakrin etki ile kendi tiretimini attirdig1 bilinmektedir. Ayrica dzellikle diffiiz hasarda 6nemli
olan periferik dolagimdan lokosit toplanmasini, KBB’nin bozulmasina yol agan proteolitik
enzimlerin salinimimmi ve astrositik yeniden yapilanmanm ve noronal rejenerasyonun
inhibisyonunu destekler (94). Fokal hasar modelleri, TNF-o’nin etkilerinin yayilan 6zelligini
gostermektedir. Ornegin TNF-o ekspresyonu fokal hasarli farede kontralateral korteks ve
hipokampusta artmis olarak bulunmustur; kontrollii kortikal ¢arpma modellerinde ise pik

serebral 6dem olmadan once en yiiksek diizeyde saptanmistir (95).

Interlokin-10 (IL-10) ve TGF-P, immiinsiipresif etkileri olan antiinflamatuar
sitokinlerdir ve etkilerini TNF-a, IL-1 ve interferon—y gibi proinflamatuar sitokinleri inhibe
ederek gosterirler (96). IL-10, santral néroinflamasyonu azaltirken politravmali hastalarda
periferik olarak immunosiipresyona yol acar. Multitravmali hastalarda bu cok 6nemlidir,
clinkii sistemik antiinflamatuar yanitlar klinik olarak enfeksiyona yatkinlhigi arttrmak gibi
sekonder beyin hasarina katki saglayabilir. Bunun disinda antiinflamatuar sitokinin kendisi

noroinflamasyona bagl sekonder beyin hasarini azaltabilir.

Lokosit iletisimi ve gociindeki rolleri ile bilinen kemokinler, TBH dan sonra periferik

lokositlerin gogiinii baslatirlar. Yapilan calismalarda kemokinlerin intraserebral iiretimi
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gosterilmistir (97). Kemirgenlerde makrofaj inflamatuar protein—2 olarak bilinen IL-8,
notrofiller i¢in giiclii bir kemotaktik faktordiir ve proteazlar1 indiikleyerek sekonder hasara
aracilik ettigi bildirilmistir (98). Giiniimiizde artik SSS’nin periferik immiin infiltrasyona
reaktif bir yap1 olmadigr ve santral immiinoaktivasyonun periferik immiinolojik olaylar:

etkiledigi diistiniilmektedir.

2.4 HMGBI1 Protein

1973 yilinda Ernest Johns ve Graham Goodwin tarafindan hiicre niikleusundan
histonlarla birlikte 30 kDA molekiil agirhikli protein serbestlestirilmis ve elektroforez
jelindeki hizli hareketinden dolayr High mobility group (yiiksek hareketli grup) box-1 olarak
adlandirilmigtir. Niikleer bir non-histon protein olan HMGB-1, kromatin baglayici onemli
yapisal bir faktordiir. Niikleozomal yap1 ve stabilitenin belirlenmesi, transkripsiyon
faktorlerinin ayni kokenli DNA yapilarina baglanmasi gibi farkl hiicresel fonksiyonlar igerir.
Ileri derecede elektriksel yiike sahip olan HMGB-1 protein, C-terminalinde negatif yiiklii
rezidiiler (aspartik ve glutamik asit), N-terminalinde pozitif yiiklii bolgeler (A box ve B box)
icerir. Sekonder DNA yapilar1 i¢in baglanma bolgeleri mevcuttur. Bu gozlemler HMGB1
proteinin DNA rekombinasyonu, onarimi, replikasyonu ve transkripsiyonunda rol oynadigini

desteklemektedir (99, 100).

1999 yilinda HMGB-1 proteinin sepsiste ge¢ mediator oldugunun bulunmasi ile birlikte
yeni bir arastirma alani dogmustur (99). Sepsis, iskemi-reperflizyon hasari, Alzheimer,
Huntington, Parkinson, multipl skleroz, amyotrofik lateral skleroz, optik ndromyelit, epilepsi,
noropatik agri, menenjit, epilepsi, spinal kord yaralanmasi, koroner arter hastaligi, vaskiilit,
ateroskleroz, abdominal aort anevrizmasi, artrit, miyozit, sistemik lupus eritematosus ve
ayrica cesitli akciger, karaciger, mide, bagirsak, bobrek hastaliklarinda, AIDS ve kanserlerde
HMGB-1 proteinin rol aldigin1 gésteren ¢calismalar yapilmigtir (101).

Enflamatuar stimiilasyona bagli olarak HMGB-1 proteinin bagisiklik sistem
hiicrelerinden (monosit, makrofajlar) aktif, nekrotik hiicrelerden de hiicre digina pasif salinimi
s0z konusudur (99). HMGB-1 proteinin aktif salmimi, ekzojen bakteriyel endotoksin veya
endojen proinflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1f) stimiilasyonu ile doz ve zaman bagimli olarak
gerceklesir. Nekrotik ve hasarli hiicrelerden pasif olarak salinan HMGB-1 protein ise komsu
bagisiklik sistem hiicrelerine hasar sinyalini tagir (102, 103). HMGB-1 beyinde yaygin olarak

bulunur (104-106). Beyinde travma ve iskemi gibi noral doku hasar1 yaratan patolojilerden
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sonra nekrotik dokularin nukleuslarindan sitoplazmaya veya ekstraselliiler araliga salinan
HMGB-1 proteinin, proinflamatuar sitokin salmimini indiikleyerek enflamasyonun baslangi¢

basamagi olabilecegi diisiiniilmektedir.

TRAVMA

Aktive Mikroglia

P

' IL-1 beta
Mikroglia TNF- alfa
IL-&

Ndroinflamasvon

Sekil 1: HMGB-1etki mekanizmasi

Hiicre nukleusunda yerlesik HMGB-1, DNA rekombinasyonu, onarimi, replikasyonu ve
transkripsiyonunda rol oynarken ayni zamandan hiicreyi apoptozdan koruyucu rolii de iistlenir
(107, 108). HMGB-1 protein niikleustan sitoplazmaya gec¢ince otofaji islemine aracilik eder.
Nukleus disina ¢ikan HMGB-1 protein ise, alarmin veya hasar iliskili molekiil (DAMP)
olarak adalandirilarak bu sekilde islev goérmeye baslar (109, 110). Ekstraselliiler alanda
HMGB-1, patojen iliskili molekiiler paternler (PAMPs), sitokinler ve kemokinler ile iliski
kurarak islev goriir ve boylece inflamatuar ve otoimmun hastaliklarin patogenezinde rol oynar
(111, 112).

Orta serebral arter okliizyon modeli uygulanan farelerde HMGB-1 proteinin hasarl
noronlardan hiicre digma salindigir goriilmiistiir (113). Yapilan ¢alismalarda serebral iskemi

hastalarinda serumda, subaraknoid hemoraji hastalarinda beyin omurilik sivisinda HMGB-1
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protein diizeylerinin artis gosterdigi ve norolojik hasari saptamada potansiyel laboratuar

gostergesi olabilecegi saptanmustir (114, 115).

Hiicre dismma salinan salman HMGB-1 protein anahtar sitokin olarak rol alir ve
enflamatuar yanitin indiiklenmesinde rol oynar (17). Hiicre disina ¢ikan HMGB-1 protein,
reseptorleri olan RAGE, TLR-4 ve TLR-2’ ye baglanir (18, 19). Bu baglant1 niikleer faktor
kappaB’yi aktif hale getirir ve boylece proinflamatuar mediatorlerin salinimi indiiklenir ve bu

yolla HMGB-1 protein enflamatuar yanita aracilik eder (20, 21).

Genetik olarak lipopolisakkaride direncli farelere intratrakeal verilen HMGB1 akcigerde
notrofil birikimini ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B) akciger dokusunda lokal
tiretimini  stimiile eder. Akciger dokusunun histolojik incelemesinde interstisyel ve
intraalveolar alanlarda notrofil birikimi, interstisyel Odem, alveolar yiizeye protein
eksiidasyonu ile karakterize akut diffiiz enflamatuvar yanit goriiliir (116). HMGB-1 proteinin
intraventrikiiler verilmesi, beyinde TNF-a ve IL-6 yapimuni arttirir (117). Gastrointestinal
sistem iizerine etkisi incelendiginde, nitrik oksit sentaz aktivitesini, epitelyal bariyer
fonksiyon kaybi ile intestinal mukozal permeabiliteyi ve mezenterik lenf nodlarina bakteriyel
translokasyonu arttirdigi gosterilmistir (118). Enflamasyonun ge¢ mediatorii olarak salinan
HMGB-1 protein sistemik enflamatuar yanit patogenezine erken medyatdr yanitindan sonra

katilir (119).

Deneysel olarak HMGB-1 proteinin salintmini ya da aktivitesini inhibe eden tedavi
stratejileri, hayvanlarda sepsise bagli o6limii Onlemisti. HMGB1 protein antikorlar1 ve
HMGA box (HMG’nin N-terminalinde yer alan pozitif yiiklii bolge) HMGBI1 proteini
antagonize ederken, etil pirlivatin HMGB-1 protein salinimmi inhibe ettigi gosterilmistir

(102).

2.4.1 RAGE ve TLR4

RAGE, immiinoglobulin gen siiper familyasinin bir iyesidir. Bir transmembran
reseptorii olan RAGE’nin; ekstraselliiler bolge, kisa transmembran bolgesi ve 43-amino asitlik
sitoplazmik kuyrugu bulunmaktadir. Insanda ve farede geni, HLA lokusu yaninda major
histokompatibilite kompleksi smif III bolgesi civarindadir ve kromozomu 6p21.3 iizerinde
lokalizedir. Yeni yapilan bir caligmada RAGE nin hiicre adezyon molekiilii ailesinden oldugu
ve memeli hiicrelerinde adezyon molekiilii olarak gorev aldigi belirtilmistir (120).
Sitoplazmik kuyrugu NF-KB sinyali gibi hiicre i¢i sinyal iletimi i¢in gereklidir. RAGE bir¢ok
sayida fizyolojik ve patolojik siireclerin diizenlenmesi i¢cin; HMGB1, S100, amiloid 8 peptid,

24



DNA ve RNA gibi ¢esitli molekiillere baglanir. Bir dizi ¢alisma HMGB-1 kaynakli hiicre
gocii, proliferasyon, rejenerasyon, inflamasyon, hasar, metabolizma, otofaji ve immunite gibi
durumlarda, HMGBI1 proteinin etkisini gosterebilmesi i¢cin RAGE reseptorlerine
baglanmasinin gerekli oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak ekstraselliler HMGB-1
cesitli hiicre tiplerinde RAGE ekspresyonunu uyarabilir (121). HMGB1-RAGE sinyal ekseni,

enflamatuar ve otoimmun hastaliklarin tedavisi i¢in 6nemli bir potansiyel hedeftir (122, 123).

Toll-like reseptorler (TLR); tipl transmembran reseptor ailesinden olup, losinden
zengin ekstraselliller kisim ve sitoplazmik Toll/IL-1reseptor bolgesi icerirler. Toll like
reseptorler hiicresel hasarlanma ve enfeksiyon gibi durumlarda PAMP ve DAMP gibi bazi
tehlike sinyallerini taniyarak savunma amaciyla immun sistemi aktive ederler (124). TLR
aktivasyonu ile iki tane major sinyal iletim yolu vardir. MyD88 bagimli yol inflamatuar
sitokinlerin tretimi i¢in gereklidir. HMGB-1 protein, Toll-like reseptorler ile etkilesime
girerek NF-kB’1 aktive eder ve bunun sonucunda inflamatuar ve immun cevaplar ig¢in
sitokinler ve kemokinler iiretilir. HMGB-1/TLR-4 iligkisinin inflamasyonu aktive etmenin
yaninda radyoterapi ve kemoterapi sirasinda antikanser immiinitesine de aracilik ettigi
gosterilmistir (125). In vivo veya in vitro TLR4’iin inhibe edilmesiyle, HMGB-1 proteinin

indiikledigi hiicre hasarinda azalma goriilmiistiir (14).

2.5 Beyin Odemi

Mortalite ve morbidite ac¢isindan travmatik beyin hasarinda beyin ddeminin varhigi ve
siddeti 6nemli bir yer tutmaktadir. Hastalarda 6dem ile birlikte artan kafa i¢i basinci ve

serebral perfiizyonun bozulmasi agir hasarla veya 6liimle sonug¢lanabilir.

Travma sonrasi beyinde vazojenik ve sitotoksik 6dem olusur. Vazojenik 6dem, travma
sonrast KBB’deki permeabilite artis1 sonucu proteinlerin (plazma tiirevleri) ve buna bagh
olarak suyun gecisi ile olusur. Iskemik 6dem olarak sitotoksik 6demde, kan beyin bariyeri
hasar1 olmadan ©6dem meydana gelir (126). Iskemi sonrast olusan hipoksi (kan
akimi<12mL/100gm/dk) ve buna baghh Na/K ATPaz pompasinin enerji azligma bagh islev
bozuklugu sitotoksik 6dem gelismesine neden olur. Hiicre i¢ine sodyum girisi, hiicre disina

potasyum c¢ikist olur ve bu olaylar hiicre i¢ine pasif difiizyonla su girisi takip eder.
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2.5.1 Kan beyin bariyeri (KBB)

Noronarmm  elektrolit ~ dengesinin  saglanmasi,  elektrofizyolojik  6zelliklerini
stirdiirebilmeleri i¢in gereklidir. KBB iyon transportunu ve beyin fonksiyonlar: i¢in gerekli
metabolitlerin hareketini yonetir. Beyin dokusu arasindaki iyon, metabolik maddeler ve sivi

degisimi esas olarak kapiller dolasim tarafindan yapilmaktadir.

KBB’nin yapis1 incelendiginde; endotel hiicrelerinin pentalaminar siki baglantilar ile
birbirlerine kenetlendikleri, kapiller bazal membranin kesintisiz olarak devam ettigi ve
astroglial ayaks: uzantilarla desteklenmis oldugu, endotelyal hiicrelerin mikropinositik
aktivitelerinin kisitlandigi, fazla miktarda mitokondri icerdigi ve fenestrasyonlarinin olmadigi
goriilmiistiir. Serebrovaskiiler endotelin gecirgenliginin ¢ok diisiikk oldugunu gosteren en
onemli 6zellik hiicreler arasi siki baglantinin ¢ok kuvvetli olmasi, transendotelyal kanallarin
ve pencerelerin olmayisidir. Beyin kapiller endotel membrani yar1 gegirgen bir lipid membran
olarak iglev goriir. Boylece yagda eriyen molekiillerin, O2 ve CO gibi gazlarin gecisine izin
verir. Buna karsin polar ve biiyiik maddeler gecemezler. Maddelerin beyine pasif difiizyonla
gecisi, maddelerin molekiiler boyutlari, elektrik yiikleri, yagda eriyebilme gibi kimyasal
ozelliklerine baghdir. Yagda eriyebilen maddeler KBB’den daha rahat gecerler. Aminoasitler,
glikoz, biyolojik aminler ve diger esansiyel besinler, membran transport mekanizmalari ile

KBB’den gegebilirler.

The blood—-brain barrier (BBB)

E xpan Roviews i Molecular Modic ine © 2000 Cambndge Univeraity Pross

Sekil 2: Kan Beyin Bariyeri

Serebrovaskiiler permeabilite kafa travmasi sonrasi ¢esitli mekanizmalar sonucunda

artis gosterir. Bu mekanizmalar:
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- Endotel hiicreleri arasindaki sik1 baglantilarin ayrilmalari,

- Endotel hiicre membranlarinin biyokimyasal veya yapisal degisikligi,
- Transendotelyal kanallarin veya porlarin genislemesi,

- Vezikiiler transportun artmasidir.

KBB; yiiksek selektivitesi nedeniyle, beyin parankimine kan yoluyla gecen
faktorlerden (albiimin, trombin, fibrinojen) ve immun hiicrelerden arinmis bir mikrogevre
yaratir. KBB’deki siki baglantilarin hasar gérmesi sonucu bu faktorler ve immun hiicrelerin

beyin parankimine gecisi baslar (87).

KBB disfonksiyonu; oksidatif stres, enflamasyon ve hiicre o6limii gibi diger sekonder
hasar mekanizmalarim tetikler ve boylelikle artan beyin 6demi ve iskemiye bagli olarak

gelisen kafa i¢i basing artig1 sonucunda herniasyon tablolar1 olusur (127).

Travmatik beyin hasari sonucu KBB bariyeri disfonksiyonu gelisimine sebep olan
mekanizmalardan birisi de matrix-metalloproteinaz 9 (MMP-9) artisidir. MMP-9; KBB’ deki
sik1 baglantilarmm kopmasma ve KBB disfonksiyonuna neden olarak, bunun sonucunda
l1okositler gibi biiylik molekiillerin gecisini saglayarak beyinde yarattigi osmotik kuvvet
sayesinde beyin 6demi artisina ve buna bagl olarak artan intrakranial basin¢ neticesinde

gelisen iskemi ve hiicre 6liimii ile direkt iligkilidir (128, 129).

2.5.2 Siki baglanti molekiilleri (Okludin, klaudin-5 ve Z0O-1)

Beyindeki vaskiiler endotel hiicreler, tight junction adi verilen siki baglantilar ile
kenetlenmis, kesintisiz bir bazal membran iizerine yerlesmis olmasi ve fenestrasyon

gostermemesi nedeniyle periferik vaskiiler endotelyal hiicrelerden oldukga farklidir.

Morfolojik olarak zonula okludens olarak da adlandirilan bu yapilarin, lokalizasyonuna
gore diftizyon kapasiteleri ve direngleri degisiklik gosterir. Bu elektriksel diren¢ degeri, diger
dokularda 3-33 Q/cm2 iken, KBB’de 1500-2000 €/cm2 dolaymdadir. Bu durum paraseliiler
yolla (endotel hiicreleri arasindan) beyne makromolekiil ve iyonlarmn gec¢isini 6nemli 6lciide
kisitlar. Intraseliiler ve ekstraseliiler kalsiyum konsantrasyonu ile endotel hiicreleri, glial
hiicreler ve noronlardan salinan vazoaktif ajanlar ve sitokinler bariyerin elektriksel direncini

ve gecirgenligini degistirebilir (130, 131).

Serebral endotel hiicreleri, koroid pleksus epiteli ve araknoid epitel hiicreleri arasindaki

sik1 baglantilar, kandan beyin dokusuna bircok makromolekiil ve polar maddenin gegisini
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engelleyen Onemli bir yapidir. TJ yapilari, lokal ve dolasimdaki faktorlere bagli olarak
paraseliiler yolun fonksiyonlarint dakikalar icerisinde diizenleme kabiliyetine sahiptir (131,

132).

Siki baglant1 (TJ) proteinleri, integral ve sitoplazmik olmak iizere ikiye ayrilir. integral
proteinler; klaudin, okludin ve baglanti adhezyon molekiilii (junctional adhesion molecule:
JAM) iken, sitoplazmik proteinler ise zonula okludensler (ZO-1, 2, 3), singulin ve diger
proteinlerden olusmaktadir. Sitoplazmik ve membran proteinleri ile baglantida olan aktin,
endotel hiicresinin fonksiyonel ve yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli olan hiicre

iskeleti proteinidir (131).
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Sekil 3: Serebrovaskiiler endotel hiicreleri arasindaki siki baglanti kompleksi ( Abbott, N.J. et al., Structure and
function of the blood-brain barrier. Neurobiology of disease, 2010. 37(1): p. 13-25.)

a)lntegral proteinler

Klaudin: 22 kDa agirhiginda ve fosfoprotein yapisinda olan klaudinler sadece TJ
yapilari icerisinde bulunur. Klaudinlerin insan ve farelerde bilinen 20 izomeri mevcuttur. C-
terminal uglari ile hiicre icinde ZO-1, ZO-2 ve ZO-3’lin PDZ bolgesine (postsynaptic density-
95 zone) baglanir. Klaudinler, TJ yapist icinde komsu endotel hiicrelerindeki klaudine
baglanarak, vaskiiler endotel hiicreleri arasindan beyin parankimine makromolekiil ve

iyonlarin gecisini 6nemli Olgiide kisitlayarak, paraselliiller gecirgenlikte anahtar rol oynar
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(131, 132). HMGB-1 proteinin, klaudinler arasindaki baglantinin bozulmasinda etkili oldugu

diistiniilmektedir.

Okludin: TJ yapisinda ilk kesfedilen, 65 kDa agiwrhiginda integral fosfoproteindir.
Okludinin aminoasit dizilimi insan ve kemirgenlerde %90 homoloji gostermektedir. C-
terminal bolgesi ise tiirler arasinda en ¢ok benzerlik gosteren kismidir. C-terminal bolgesine,
en cok ZO-1 proteini baglanir ve aktin ile dogrudan iligki icerisindedir. Kalsiyumdan
bagimsiz baglayici, yapistirict protein 0zelligi olan okludinin membrandaki yogunlugu
elektriksel direng artis1 ile paralellik gosterir (131, 132). Okludinin olusturdugu bu yiiksek
diren¢ sayesinde vaskiiler endotel hiicreleri arasindan beyin parankimine makromolekiil ve
iyonlarin gecisi biiytik 6l¢iide kisitlanir. Okludinin G-protein bagimli veya bagimsiz olarak
fosforilasyonu paraseliiler gecgirgenligi diizenlemektedir. Son caligmalar, okludinin epitel
hiicre farklilagmasinda ve transepitelyal notrofil migrasyonunda rolii oldugunu gostermektedir
(133). HMGB-1 protein proinflamatuar sitokin salinimina neden olarak, okludinin
olusturdugu elektriksel direnci dagitarak endotel hiicreleri arasindaki paraselliiler gecisi

arttirabilir.
b)Sitoplazmik proteinler

Okludin, klaudin ve JAM gibi transmembran proteinlerin C-terminal uglar1 hiicre iskelet
proteini actine ZO-1 protein tarafindan baglanmaktadir. TJ olusumunda rol alan sitoplazmik
proteinler; ZO-1, ZO-2, ZO-3, singulin, 7H6 ve diger birka¢ proteinden olusur. ZO-1, 2 ve 3
membran baglantili guanilat kinaz benzeri proteinlerdir (MAGUK). ZO-1 ve ZO-2 C-terminal
uclari, hiicre iskeletini olusturan aktin proteini ile baglanir. Aktin primer hiicre iskelet proteini
olup, TJ proteinleri ile etkileserek paraseliiler gecirgenlikte rol almaktadir (131). ZO-1:
okludin, klaudin, JAM ve aktin ile etkilesir. ZO-2: klaudin, okludin, singulin ve a-katenin ile

etkilesir. ZO-3 ise singulin, Z0-1 ve miyozine baglanir.

2.6 Etil Piruvat

Etil pirtivat (EP), piriivik asitin basit alifatik esteridir ve ¢esitli hastaliklarda koruyucu
etkileri gosterilmistir. EP, hiicrede piriivata cevrilerek metabolize edilir. Pirlivat ise
mitokondri igerisinde Krebs siklusuna katilir. EP lipidlerde ¢6ziinebildigi ic¢in, hiicre

membranini ve kan beyin bariyerini rahatlikla gecer (134).
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Sistemik enfeksiyon ve letal sepsis olusturulan farelerde yasam siiresini uzattigi, bunun
yaninda iskemi kaynakli miyokard hasarmni azalttig1 saptanmistir (135, 136). EP, postiskemik
beyinde infakt hacmini belirgin bir sekilde azaltmistir (137). Travmatik beyin hasar1 ve spinal

kord iskemi modellerinde motor fonksiyon skorlarmi arttirmstir (138, 139).

Bir¢ok deneysel hastalik modelinde, EP’nin antiinflamatuar etkisini HMGB-1 protein
serbestlenmesini inhibe ederek gosterdigi ve boylece hiicre hasarimi azalttigi gosterilmistir.
Wang ve arkadaglar1 spinal kord iskemi modeli olusturarak yaptiklar1 bir calismada etil
piriivatin; HMGB-1 protein salinimimi engelleyerek motor defisit gelisimini ve apoptotik

noron sayisini azalttigini gostermislerdir (138).

Yapilan bir calisgmada EP’nin; aktive mikroglilardan TNF, IL-6 ve NO salinimini
engelledigi goriilmiis ve bu inhibisyonun EP’nin antiinflamatuar etkisinden sorumlu oldugu
diisiiniilmiustiir (140). Ratlarda agirhik birakilarak deneysel travmatik beyin hasari olusturulan
model ile yapilan bir ¢calismada ise, EP tedavisinin noroprotektif etkilerinin HMGB1 / TLR4 /
NF-kB yolunun aktivasyonun inhibisyonu ile iligkili oldugu goriilmiistiir (37).

2.7 Kafa Travmalarinda Klinik Tedavi

Kafa travmalarinda tedavinin amaci, artmis kafa ici basincini azaltmak, ikincil ndronal
hasarlardan koruyucu tedbirler almak, beyin dokusunda iyilesme potansiyeli olan hiicreler icin
en iyi biyolojik kosullar1 saglamaktir. Bu amacla beyin 6demi tedavisi hidrostatik, ozmotik ve
onkotik giiclerin bi¢imlendirilmesi ilkesine dayanir. Bu terapotik hedeflerde fizyolojik
simirlardan sapma siki takip edilmeli ve olabildigince hizli diizeltilmelidir. Klinik olarak
uygulanan kafa i¢i basinci azaltmaya yonelik tedaviler; solunum destegi, hipertonik sivi
tedavisi, basin 30 derece yiikseltilmesi, hiperventilasyon, metabolik fonksiyonlarin
diizenlenmesi, diiiretik (furosemid), karbonik asit inhibitdrii (asetozolamid) ve mannitol
verilmesi, sedasyon saglanmasi, BOS drenaji, barbitiirat ve cerrahi olarak dekompresif

kraniektomidir.
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3)GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlar

Bu calismada 10-12 haftalik, agirliklar1 250- 350 g arasinda degisen, daha Once
herhangi bir deneyde kullanilmamis, toplam 30 adet erkek eriskin Spraque-Dawley cinsi sigan
kullanildi. Sicanlar, Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan
saglandi. Sicanlarin, ¢aligma siiresince oda 1sisinda (22 + 2 °C) ve 12 saat aydmlk-12 saat
karanlik 151k siklusunda ve %50-60 nem ortaminda, standart pelet sican yemi ile beslenerek
suya serbestce ulasabilmeleri saglandi. Calismaya baslamadan 6nce sicanlar bir hafta siireyle

bu ortamda izlendi ve ortama uyum saglamalar1 gozlendi.

Calisma icin Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan

27.02.2015 tarih ve 2015/62 sayili etik kurul onay1 alinda.

3.2 Anestezi ve Sicanlarin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarina anestezi, cerrahi islem oncesi 60 mg/kg ketamin hidrokloriir (Parke
Davis, Istanbul) ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun % 2 soliisyon, 50 cc. flakon,
Bayer-Tiirk ilag Ltd. Istanbul) spontan solunumda arka bacaktan intamuskuler yolla
uygulandi. Sedasyondan emin olunduktan sonra si¢anlarin basi tras edildi. Daha sonra sicanlar
sert bir siingerin iistiinde yiiziistii pozisyonda stereotaksi aletine (World precision instruments

stereotaxic frame Model No:502600 Florida/ USA) yerlestirildi (Resim 1).

Resim 1: Sicanlarin stereotaksi aletine yerlestirilmesi

31



3.3 Kafa Travmasi Modeli ve Uygulanmasi

Sicanlarda kafa travmast modeli olusturulurken, insanda kafa travmasi sonrasi siklikla
gozlenen serebral 6dem, intrakraniyal hipertansiyon ve serebral kan akimi degisikliklerini
gercege daha yakin saptamasi ve belirgin beyin sap1 hasari1 olusturmadan agir kafa travmasi
diizeyine ulasilabilmesi nedeniyle 1981 yilinda Feeney ve ark. tarafindan tanimlanan, kafaya

agirlik disiiriilerek (akselerasyon) olusturulan travma modeli kullanimistir (141).

Sicanlar, anestezi ile sedasyon saglanip yiiziistii pozisyonda, sert siinger iizerinde,
kafalar1 stereotaktik alet ile sabitlendikten sonra, daha Once tras edilen sicanin kafasi batikonla
temizlendi. Orta hattan dikey olarak, 15 numara bistiiri ile 3-4 cm uzunlugunda cilt-ciltalt1
kesisi yapild1. Dissektor yardimiyla orta hattan sag temporal kemige dogru periost kemikten
styrildi. Otomatik ekartor yerlestirildi. Orta hat,koroner siitiir ve lambdoid siitiir net olarak
goriildii. Sag parietal alanda dental tur aleti yardimiyla merkezi bregmanm 2.5 mm
posteriorunda ve orta hattin 2,5 mm lateralinde kalacak sekilde, Smm capinda dairesel
kraniotomi uygulandi. Kemik flep disektdr yardimiyla kaldirildi. Bu islem sirasinda dura
intakt kalacak sekilde korundu. Gereginde dura kanamalar1 i¢in oksitlenmis seliiloz (Surgicel,
Ethicon, Istanbul), kemik kanamalar1 icin Bone-wax (Ethicon, Istanbul) kullanildi. Kanama
kontroliinden sonra stereotaktik aparata sabitlenmis olan 30 cm uzunlugundaki, dis ¢ap1 5
mm, i¢ ¢apt 4.5 mm olan cam tiipiin iist ucundan, uglar: kiint olan 20 gr metal agirlik serbest
diisiise birakildi. Bu sekilde 4,5 mm capinda kontiizyon alam olusturuldu (Resim 2). Islem
sonras! tekrar kanama kontrolii yapilarak cilt tek kat olarak 3/0 ipek yardimiyla siitiire edildi.
Daha sonra batikonla cilt pansumani yapilarak sicanlar kafeslerine koyuldu. Tiim bu islemler
esnasinda asepsi kurallarina uyuldu ve cerrahi islem sirasinda 1sitici pedler kullanilarak viicut

1s1s1 36.5-37.5 derece araliginda tutuldu.
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Resim 2: Sicanlara kafa travmasi uygulanmasi. a) Orta hat insizyonu; b) Otomatik ekartoriin yerlestirilmesi ve
koroner, lambdoid siitiirlerin goriilmesi; ¢) Drill ile kraniotomi yapilmast; d) Kranotomi sinirlart; ) Kemik flebin
kaldirilmasi; f) Intakt dura; g) Cam tiipiin yerlestirilmesi; h) Agirligin tiipiin ucundan atilmast; j) Duraya ¢arpan
agirlik; k) Surgicell ile kanama kontrolii

3.4 Deney Gruplan

Sicanlar rastgele secilerek, her bir grupta 10’ar adet sican olmak iizere ii¢ grup

olusturuldu. Kontrol grubu harig, diger gruplara kafa travmasi uygulandi.

Grup 1 (Kontrol) (n: 10): Sag parietal kraniotomi yapilip travma uygulanmadan cilt-cilt alt1
siitiire edilerek kapatilmistir. Ardindan 30. dk, 90. dk ve 6. saatte intraperitoneal yolla %0,9
salin enjeksiyonu yapilmistir (7,5 ml/kg).

Grup 2 (Travma) (n: 10): Sag parietal kraniotomi yapilip kafa travmasi metodu
uygulanarak, cilt-cilt alt1 siitiire edilerek kapatilmistir. Ardindan 30. dk, 90. dk ve 6. saatte
intraperitoneal yolla %0,9 salin enjeksiyonu yapilmistir (7,5 ml/kg).

Grup 3 (Travma-+etil piriivat) (n: 10): Sag parietal kraniotomi yapilip kafa travmasi metodu

uygulanarak, cilt-cilt alt1 siitiire edilerek kapatilmistir. Islem sonrasi ratlara 30. dk, 90. dk ve
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6. saatte etil piruvat 75 mg/kg dozunda intraperitoneal yolla verilmistir. (EP %0,9 salin ile

diliie edilerek 10mg/ml olacak sekilde verilmistir. )

3.5 Sakrifikasyon Islemi ve Doku Orneklerinin Ahnmasi

Kontrol grubuna kraniotomi sonrasi, diger gruplara travma sonrasi 24. saatte anestezi
uygulanip sedasyon saglandiktan sonra tiim gruplardaki sicanlardan intrakardiyak yolla 10 cc
kan alind1 ve kuru (jelsiz) biyokimya tiiplerine koyuldu. Daha sonra sicanlar dekapitasyon
islemi ile sakrifiye edildi. Beyin travmatize edilmeden kraniumdan ¢ikarildi (Resim 3).
Kontiizyon alanmin cevresindeki, 3mm genisligindeki perikontiizyonel alan dikkatli bir
sekilde kortikal ve subkortikal derin beyin dokusunu da icerecek sekilde c¢ikarildi. Alinan

ornekler %10 formaldehid iceren tiiplere konuldu.

Resim 3: Kraniumdan ¢ikarilan beyindeki kontiizyon alani ve derinligi

3.6 Beyin Dokusu Su Oraninin Saptanmasi

Tiim gruplarda islemden 24 saat sonra dekapite edilen sicanlarm beyinleri ¢ikarilip
ornekler alindiktan sonra kalan beyin dokusu daha Onceden darasi bilinen tiiplere
yerlestirilerek yas agirliklar: hassas terazide tartildi. Daha sonra bu tiipler 1s1s1 105 derecede
sabit tutulan Pasteur firminda 24 saat bekletildi. Tiipler yeniden tartilarak kuru agirlik tespit
edildi. Islem sonrasinda elde edilen degerler beyin su oranini veren formiile yerlestirilerek

beyin dokusu su orani saptandi.
Tiim islemler sonrasinda 6dem voliimii asagidaki formiille hesaplandi.

% (Yas agirlik —Kuru agirlik) x 100

Yas agrilik
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3.7 immiinohistokimyasal Yontem

Immiinohistokimyasal ¢alismalar igin, travmanm 24. saatinde sicanlarin sakrifiye
edilmesinden sonra beyin dokusu tamamen cikarildi ve 3mm kalinliginda perikontiizyonel
alan ayirilarak, %10’luk notral formalinde fikse edildi. Fiksasyonun ardman, doku ornekleri
tam otomatik doku takip cihazinda (Histokinet) (Leica TP 1020 ve Leica EG 1160; Leica,
Wetzlar, Germany) islenerek, 58 °C’lik parafine gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom
(Leica RM2155; Leica, Wetzlar, Germany) ile aliman 4-um kalmhgindaki kesitler, pozitif
yiikklii lamlara yapistirildi. Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde, HMGB1, TLR4,
RAGE, Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 immiinoreaktiviteleri, Streptavidin-Biotin Peroksidaz

Kompleks (StrepABC) yontemi ile immiinohistokimyasal olarak incelendi.

Streptavidin-Biotin  Peroksidaz Kompleks (StrepABC) Yontemi: Parafin kesitler
deparafinizasyon isleminden sonra hidrate edilerek, saf su ile yikandi. Kesitleri iceren pozitif
yiiklii lamlar saf suda yikandiktan sonra, mikrodalgada 10 dakika (2x5 dakika) boyunca sitrat
tamponu (pH 6.0) icerisinde 700 Watt’ta kaynatild1 ve ardindan 20 dakika oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Sitrat tamponunun ardindan saf suda yikanan lamlar 9-10 dakika (3x3
dakika) boyunca tuzlu fosfat tamponunda (PBS; 0.01 M; pH 7.4) bekletildi. Oda sicakliginda
ve nemli ortamda metanolde hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit (H>O,)’de (Merck, 1.08597)
endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi i¢in 10 dakika karanlik ortamda tutulduktan
sonra tekrar PBS’e alindi. Ardindan kesitlere oda sicakliginda 10 dakika boyunca bloklayici
serum (Thermo Scientific, TA-125-UB; Deutsch, Germany) uygulamas1 yapildi. Kesitler,
antikor uygulama protokoliine uygun olarak HMGB1 (Novus, NB100-2322), RAGE (Novus,
NBP2-03950) ve Tight Junction Protein 1 (ZO-1) (Novus, NBP1-85046) antikorlarinda
+4 °C’de bir gece (18-19 saat), TLR4 (Novus, NB100-56566), Okludin (Novus, NBP1-
87402) ve Klaudin-5 (Novus, NB120-15106) antikorlarinda 37 °C etiivde 1 saat inkiibe edildi.
HMGBI1, TLR4, Okludin ve ZO-1 antikorlari, antikor sulandirici (Thermo Scientific, TA-
125-UD) ile 1:100 oraninda, RAGE ve Klaudin-5 antikorlar1 ise 1:50 oraninda sulandirildi.
Antikor uygulamasmin ardindan kesitler, PBS’de 10 dakika yikandiktan sonra, oda
sicakhiginda 30 dakika boyunca keciden elde edilmis biyotinlenmis anti-tavsan sekonder
antikoru (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile inkiibe edildiler. Lamlar, PBS’de 10 dakika
yikandiktan sonra, peroksidaz ile isaretli streptavidin (Thermo Scientific, TS-125-HR)’de oda
sicaklhiginda 30 dakika tutuldu. Renkli reaksiyon iiriiniiniin olugmasi icin kesitler, mikroskopta
reaksiyonun izlenmesi temel alinarak, yaklagik 10 dakika boyunca 3-amino-9-etilkarbazol
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(AEC) (Thermo Scientific, TA-004-HAC) ile karanlik ortamda inkiibe edildi ve ardindan
reaksiyonun durdurulmasi amaciyla distile su ile yikandi. Yikamanin ardindan, zit boyama
asamas1 icin kesitler 1 dakika boyunca Mayer hematoksilende (Thermo Scientific, TA-125-
MH) bekletildi. Kesitler, 5 dakika boyunca musluk suyunda yikandiktan sonra su bazlh
kapatict (Thermo Scientific, TA-060-UG) ile kapatildi. Negatif kontrol kesitlerine, primer
antikor yerine distile su uygulamasi yapildi . Kesitler, Leica DM4000 B 151k mikroskobu ile

incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.8 DNA Fragmentasyonunun Belirlenmesi (TUNEL Yontemi)

Perikontiizyonel, = formalin ile  fikse edilmis beyin dokusu  Ornekleri
58°C’lik parafine gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom ile aliman 4-pum kalinhigmdaki
kesitler, pozitif yiiklii lamlara yapistirildi. Kesitlerdeki apoptotik hiicreler, ApopTag® Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Kit (Chemicon International; Darmstadt, Germany) kullanilarak,
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling) yontemi
ile gosterildi. Parafin bloklardan alinan 4-um kalinligindaki kesitler bir gece 37 °C’de tutuldu.
Ksilol ve azalan alkol serilerinden gecirilerek deparafinize edilen kesitler, PBS’de yikandi.
Bunu takiben, kesitler 15 dakika boyunca 20 pg/ml proteinaz K (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) enzimi ile 37 °C etiivde inkiibe edildi. Kesitlere, karanlik ortamda endojen peroksidaz
aktivitesinin engellenmesi i¢in 5 dakika boyunca PBS’de hazirlanmis %3’liikk H,O, (Merck,
1.08597) uygulandi. 37 °C etiivde dengeleme tamponunda 10 dakika tutulan kesitlere, 1.5 saat
stiresince TdT enzimi uygulamasi yapildi. TdT enziminin reaksiyonunu durdurmak i¢in, kitin
icerisinde bulunan durdurma/yikama tamponu oda sicakliginda 10 dakika uygulandiktan
sonra, kesitler PBS ile 3 dakika (3x1 dakika) boyunca yikandi. Bunu takiben anti-
digoksigenin peroksidaz enzimi 30 dakika boyunca 37 °C etiivde uygulandi. PBS’de 8 (4x2)
dakika yikama yapildiktan sonra, kesitlere kromojen olarak 3,3'-diaminobenzidine (DAB)
substratt uygulandi. 30-45 dakikalik uygulamanin ardindan, kahverengi olarak gozlenen
reaksiyon, distile su ile durduruldu. Kesitler bu asamadan sonra zit boya olarak kullanilan
metil yesili ile boyandiktan sonra, hizli bir sekilde biitanolden gecirildi. Toplam 15 dakikalik
(3x5 dakika) ksilol uygulamasi ile saydamlastirilan lamlar entallan ile kapatilarak, 1sik
mikroskobunda incelenmek tizere hazirlandi. TdT enziminin uygulandig1 basamakta, negatif

kontrol preparatinda enzim yerine distile su kullanildi .
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3.9 H-Skor ve Apoptotik indeksin Hesaplanmasi

Tiim degerlendirmeler iki kor gozlemci tarafindan bagimsiz olarak yapildi. Yapilan
immiinohistokimyasal boyama sonrasinda peri-kontiizyonel alandan alinan doku
kesitlerindeki reaksiyonlar, 3 farkli grubun tiim bireylerinde, 400x biiyiitmede ve rastgele
secilmis 8-10 farkli alanda degerlendirildi. immiinohistokimyasal olarak HMGB1, TLR4,
RAGE, Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 ekspresyonlarini analiz etmek i¢in, kesitlerdeki immiin
pozitif hiicreler histolojik skor (H-Skor) kullanilarak degerlendirildi. Pozitif boyanan hiicreler
sayilarak ve boyanma yogunluguna bagli olarak derecelendirildi: 0, negatif; 1, hafif; 2, orta; 3,
yogun olarak kabul edildi. Her bir dokuda H-Skor degeri, H-Skor = Pi (i + 1) formiiliiyle
belirlendi. Formiilde, “i” yogunluk skoru (derecesi), “Pi” ise boyanma gosteren hiicrelere ait

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

Apoptotik indeks yiizdesi, iki kor gdzlemci tarafindan bagimsiz olarak, 3 farkli grubun
tiim bireylerinde, 400x biiyiitmede, ortalama 800-1000 hiicre iceren rastgele se¢ilmis 8-10
farkli alanda sayim yapilarak belirlendi. Gozlemciler arasindaki sonuglar karsilastirilarak
uyumlu olmayan sonuglarin elde edildigi preparatlar tekrar incelendi. Hiicre sayiminin
ardindan apoptotik indeks: 100 x (TUNEL-pozitif hiicre nukleus sayis1 / toplam hiicre nukleus

say1s1) formiilii kullanilarak hesaplandi.

3.10 Western Blot Yontemi

Western blot analizi i¢in dokular homojenize edildikten sonra, 14000 rpm'de 15 dakika
boyunca +4°C'de santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra supernatantlar toplandi ve
kullanilacak zamana kadar -20°C'de saklandi. Biitiin orneklerin protein miktar1 Bradford
yontemi ile Olciildii ve 10x SDS (Sodyum dodesil siilfat) tamponu ile protein miktarlar1 esit
hale getirildi. Protein miktarlar1 esitlenen 6rnekler daha sonra yiikleme tamponu ile birlikte
95°C'de 5 dakika boyunca kaynatilarak proteinlerin denatiire olmasi1 saglandi. Her kuyucukta
80ug olacak sekilde drnekler %12'lik SDS-Poliakrilamid jele yiiklendi. Jel, 20 dakika 80 V’da
daha sonra 100 dakika 120 V’da olacak sekilde elektroforez yapildi. Elektroforez isleminden
sonra jelde yiiriitiilen Ornekler IBlot (Invitrogen, U.S.A) cihazi ile PVDF (Polyvinylidene
fluoride) membrana aktarildi. Membran, TBS-T (Tris-base saline- Tween 50 mM Tris, 150
mM NaCl 0.05% Tween 20) ile %5'lik olarak hazirlanan yagsiz siit tozu kullanilarak, 1 saat
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boyunca oda 1sisinda calkalamali olarak inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra,

membran 3 kere 5'er dakika boyunca TBS ile yikandu.

Her bir antikor icin bu islemler aym sekilde yapildi. Calismamizda HMGB1 (1:1000
diliisyon, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), TLR4 (1:1000 diliisyon, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), RAGE (1:1000 diliisyon, Novus Biotechnology,
NA, USA), Okludin, Klaudin 5, ZO-1 (1:2000 diliisyon, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), Bax, Bcl-2, Aktif Kaspaz-3 (1:1000 diliisyon, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) antikorlar1 kullanildi. 24 saat sonra her bir membran tekrar TBS-T ile
3 kere 5’er dakika boyunca yikandi. TBS-T ile yikanan membranlar, HRP konjuge edilmis
sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda calkalamali olarak inkiibe edildi. Membranlar,
kemiliimiinesans goriintilleme icin Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) soliisyonunda 1 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletildi. Goriintiileme islemi Vilber Laurmat Fx5 Fusion (Vilber Laurmat XA, USA)
goriintiileme sistemi kullanilarak yapildi. Elde edilen goriintiilerin optik dansitide analizi i¢in

Image J (Glyko, Novato, CA, USA) yazilimi kullanild1.

3.11 Biyokimyasal Yontem

3.11.1 Total antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan kapasite (TOS)

TAS ve TOS 0l¢iimii yapilarak Etil piiriivat’in ve kafa travmasinin hiicredeki oksidan ve

antioksidan etkenlerin durumu belirlendi.

Erel ve ark. tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest
radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metottur. TAS 6l¢iimii i¢in
reaktif 1 (75 mM Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45 AM
Fe(NH4)2(S04)2-6H20 c¢oziilerek hazirlanir) ve reaktif 2 (7.5 mM hirojen peroksit, 75 mM
Clark tamponu (pH=1.8) icerisinde karistirilarak hazirlanir) hazirlandi. 50ul almman ornek
tizerine 100ul reaktif 1 ve 150ul reaktif 2 eklenerek 10 dk boyunca 37°C’de inkiibe edildi ve
daha sonra 412nm’de spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. TOS 6l¢iimii icin de reaktif A (140
mM’lik NaCI ¢ozeltisi igerisine 25 mM H2SO4 c¢oziilerek ana soliisyon hazirlandi, ana
soliisyonda 6nce %10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha sonra total hacimde 250 pM Xlenol
orange ¢Oziilerek hazirlandi) ve reaktif B (Ana soliisyon icerisinde énce 10 mM o-Dianisidine
dihidroklorid ¢oziilip sonra 5 mM amonyom ferrdz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlandi)

hazirland1. Orneklerden 100’er ul alinip iizerlerine sirasiyla, 150 pl reaktif A ve 150 ul reaktif
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B eklendi. 1 dakika 37 °C’de bekletildikten sonra spektrofotometrik olarak 240 nm’de
okundu. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan Trolox kullanild1 ve
sonu¢lar mmol. Trolox.ekivalent/L olarak ifade edildi. Tiim spektrofotometrik Ol¢iimler icin

Abbott ARCHITECT 12000 SR otoanalizori kullanildi.

3.11.2 Oksidatif stres indeksinin (OSI) hesaplanmasi

TAS’1in birimi pmol. Trolox.ekivalent/L’ye cevrilip; asagidaki formiil kullanilarak

oksidatif stres indeksi hesaplandi.

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

3.12 istatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen bulgular, ortalama+standart hata (S.E.M.) olarak
hesaplandi. Gruplarin dagilimmin normal dagilima uygunlugunun test edilmesini takiben,
istatistiksel degerlendirme GraphPad Prism (GraphPad Prism Version 5 Software Program,
San Diego, CA) Programu kullanilarak, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonrasinda Tukey
coklu karsilastirmalar testi ile yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4) BULGULAR

4.1 Beyin Su Iceriginin Degerlendirilmesi

Beyin su icerigi, kontrol grubunda yaklasik %77,8 (%77,8+0,2) degerindeydi.
Perikontiizyonel beyin dokusu Orneklerinde, travma uygulanan grupta beyin su igerigi kontrol
grubuna gore anlaml olarak yiiksek bulundu (%80,9+0,5). Travma grubunda artmis olan
beyin su igeriginin, etil piruvat uygulamasiyla azaldigi (%79,2+0,2) ve kontrol grubu

degerlerine yaklastig1 belirlendi (Sekil 4).

3 A: Kontrol
B B: Travma

3 C: Travma+EP
82- *kk

75 T
A

Sekil 4: Kontrol, travma, travma+EP gruplarinin beyin su icerigindeki degisiklikler. Travmatik beyin hasari
sonucunda beyin su igerigi, kontrol grubuna gore anlamli olarak artarken, travma grubuna uygulanan etil piruvat
(EP), bu artis1 anlamli olarak azaltti. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma+Etil Piruvat (EP) grubu. *P<0.05,
*##%P<0.001, kontrol grubuna gore; ++P<0.01, +++P<0.001, Travma grubuna gére anlamlilik degeri.

4.2 immiinohistokimyasal Bulgular

Calismamizda, perikontiizyonel beyin dokusu kesitlerinde HMGBI1, TLR4, RAGE,
Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 diizeyleri immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.
Reaksiyonun goriilmedigi negatif kontrol Kkesitlerine, primer antikor yerine distile su

uygulamasi yapildi (Resim 4).
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Resim 4: Reaksiyonun goriilmedigi negatif kontrol. Bar: 50 um.

4.2.1 HMGB]1, TLR4 ve RAGE diizeyleri

HMGBI, cesitli tipteki hastaliklarda enflamatuar yanitlarin tetiklenmesinde dnemli bir
rol oynayarak, TLR4 ve RAGE’1 de igeren hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla hiicreleri
aktive eder. Calismamizda, perikontiizyonel beyin dokusu kesitlerinde HMGB1 (Resim 5),
TLR4 (Resim 6) ve RAGE (Resim 7) diizeyleri immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.
Travma grubunda, kontrol grubuna gére HMGB1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001) ve RAGE
(P<0.001) diizeylerinin anlamli derecede arttig1 belirlendi. Buna karsin etil piruvat
uygulamasi yapilan Travma+EP grubunda HMGB1 (P<0.001), TLR4 (P<0.001) ve RAGE
(P<0.001) diizeylerinin travma grubuna gore anlamli derecede azaldigi gozlendi (Sekil 5).
HMGBI1, TLR4 ve RAGE’e ait H-Skor degerlerinin ortalama + standart hata degerleri
asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 2).

PARAMETRELER KONTROL TRAVMA TRAVMA+EP
HMGBI1 (H-Skor) 192,543,4 321,3+6,6 224,645,6
TLR4 (H-Skor) 92,38+4,0 246,9+4,7 184,3+4,3
RAGE (H-Skor) 90,71+3,8 222,6+4,8 199,2+43,7

Tablo 2: HMGB1, TLR4 ve RAGE degerlerinin ortalama + standart hata degerleri
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Resim 5: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde sitoplazmada gozlenen HMGBIlprotein diizeylerinin
immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi (1 ile gosterilmistir). A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat
(EP) grubu. Bar: 50 um.

Resim 6: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde TLR4 diizeylerinin immiinohistokimyasal olarak
gosterilmesi (1 ile gosterilmistir). A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Bar: 50 um.

Resim 7: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde RAGE diizeylerinin immiinohistokimyasal olarak
gosterilmesi (1 ile gosterilmistir). A: Kontrol; B: Travma; C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Bar: 50 um.
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Sekil 5: Tiim gruplara ait perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde HMGB1, TLR4 ve RAGE diizeyleri. A:
Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasar1 sonucunda HMGB1, TLR4 ve
RAGE diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml olarak artarken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu artisi
anlamli olarak azaltt1.***P<0.001, kontrol grubuna gore; +++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik degeri.
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4.2.2 Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 diizeyleri

En iyi tamimlanan siki baglanti bilesenleri Okludin, ZO-1 ve Klaudin ailesidir.
Perikontiizyonel beyin dokusu kesitlerinde Okludin (Resim 8), Klaudin-5 (Resim 9) ve ZO-1
(Resim 10) diizeyleri immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde; travma grubunda,
kontrol grubuna gore Okludin (P<0.001), Klaudin-5 (P<0.001) ve ZO-1 (P<0.001)
diizeylerinin anlamli derecede azaldigi belirlendi. Travma+EP grubunda ise Okludin
(P<0.001), Klaudin-5 (P<0.001) ve ZO-1 (P<0.001) diizeylerinin travma grubuna gore
anlamli derecede arttig1 tespit edildi (Sekil 6). Bu sonuclar travmatik beyin hasarinin, siki
baglant1 ile iligkili proteinlerin ekspresyonunu azalttigini gostermektedir. Okludin, Klaudin-5
ve ZO-1’e ait H-Skor degerlerinin ortalama # standart hata degerleri asagidaki tabloda

verilmistir (Tablo 3).

PARAMETRELER KONTROL TRAVMA TRAVMA+EP
Okludin (H-Skor) 370,9+4.,3 265,545,5 344,0£3.9
Klaudin-5 (H-Skor) 280,4+3,6 210,3£2,8 239,942,8
Z0-1 (H-Skor) 255,144,2 172,4+2,6 231,043,4

Tablo 3: Okludin, Klaudin-5, ZO-1’e ait H-Skor degerlerinin ortalama + standart hata degerleri.

Resim 8: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde Okludin diizeylerinin immiinohistokimyasal olarak
gosterilmesi (1 ile gosterilmistir). A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Bar: 50 um.
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Resim 9: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde Klaudin-5 diizeylerinin immiinohistokimyasal olarak
gosterilmesi (1 ile gosterilmistir). A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Bar: 50 um.

Resim 10: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde ZO-1 diizeylerinin (1) immiinohistokimyasal olarak
gosterilmesi (file gosterilmistir). A: Kontrol, B: Tramva, C: Tramva + Etil Piruvat (EP) grubu. Bar: 50 um.
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Sekil 6: Tiim gruplara ait perikontiizyonel beyin dokusu érneklerinde Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 diizeyleri. A:
Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasari sonucunda Okludin, Klaudin-
5 ve ZO-1 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu
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azalan protein diizeylerini anlamli olarak arttirdi. ***P<0.001, kontrol grubuna goére; +++P<0.001, travma
grubuna gore anlamlilik degeri.

4.3 DNA Fragmentsayonu (TUNELYo6ntemi) Bulgular

Perikontiizyonel beyin dokusu kesitlerinde TUNEL yontemi ile apoptotik hiicreler
incelendi. Buna gore, kontrol grubunda az sayida apoptotik hiicre bulundu (Resim 11).
Travma grubunun peri-kontiizyonel alanindaki apoptotik indeksin kontrol grubuna gore
anlamh olarak arttig1 (P<0.001) belirlendi. Travma + EP grubunda ise, travma grubu ile
karsilastirildiginda ayni bolgedeki apoptotik indeksin anlamli derecede azaldigir (P<0.001)
gozlendi (Sekil 7). TUNEL sonuglarina ait apoptotik indeksin ortalama + standart hata
degerleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 4).

PARAMETRELER KONTROL TRAVMA TRAVMA+EP

Apoptotik indeks (%) 3,4+0,3 23,3+0,5 16,3+0,6

Tablo 4: TUNEL sonuclarina ait apoptotik indeksin ortalama + standart hata degerleri.

Resim 11: Perikontiizyonel beyin dokusu kesitlerinde TUNEL reaksiyonu (file gosterilmistir). A: Kontrol, B:
Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Bar: 50 um.
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Sekil 7: Deney gruplariin apoptotik indekslerinin karsilastirilmasi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil
Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasari sonucunda apoptotik indeks kontrol grubuna goére anlamli olarak
artarken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu artist anlaml olarak azaltmistir. ***P<0.001, kontrol
grubuna gore; +++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik degeri.

4.4 Western Blot Bulgulan

4.4.1 HMGB]1, TLR4 ve RAGE diizeyleri

HMGBI1 proteini, enfalamatuar cevabin olusmasinda rol oynamaktadir. Calismada,
kontrol gruplarinda bu proteinin ekspresyonu ¢ok az olmaktadir. Travma sonrasinda alman
orneklerde bu proteinin seviyesinin kontrol grubuna gore anlaml olarak arttig1 (P<0.001), etil
piruvat verilen sigcanlarmn HMGB1 proteininin ekspresyonunun, travma grubuna gore azaldigi
goriilmektedir (P<0.01) (Sekil 8). HMGB1, TLR4 ve RAGE’e ait western blot degerlerinin
ortalama + standart hata degerleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo5).

PARAMETRELER KONTROL TRAVMA TRAVMA+EP
HMGB1/B-aktin 0,49+0,09 1,44+0,13 0,91+0,08
TLR4/B-aktin 0,52+0,04 1,32+0,07 1,04+0,08
RAGE/f-aktin 0,40+0,04 1,26+0,04 1,27+0,04

Tablo 5: HMGBI1, TLR4 ve RAGE’e ait western blot degerlerinin ortalama + standart hata degerleri.
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Sekil 8: Perikontiizyonel beyin dokusu ¢rneklerinde HMGB1 proteini ekspresyonunun Western blot yontemiyle
gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasar1 sonucunda
HMGB-1 ekspresyonu kontrol grubuna gore anlaml olarak artarken, travma grubuna uygulanan etil piruvat,

HMGB-1 ekspresyonunu azaltmigtir. *P<0.05, ***P<0.001, kontrol grubuna gore; ++P<0.01, +++P<0.001,

Travma grubuna gore anlamlilik degeri.

Calismamizda kontrol grubu hayvanlarda TLR 4 ekspresyonu oldukc¢a az miktarda olmusken,
travma yapilan gruptaki hayvanlarda TLR 4 ekspresyonu, HMGBI1 proteini gibi yiiksek
miktarda bulunmustur (P<0.001). Travma+EP grubunda ise HMGB-1 proteinin EP ile
inhibisyonu sonucunda TLR 4 iin ekspresyonu da travma grubuna gore anlamli derecede

azalmistir (P<0.001) (Sekil 9).
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Sekil 9: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde TLR4 proteini ekspresyonunun Western blot yontemiyle
gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasar1 sonucunda
TLR4 ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak artarken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu
artist azaltmistir. *¥*P<0.001, kontrol grubuna gore; +P<0.05, +++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik
degeri.

HMGBI proteininin reseptorii olan RAGE proteini, HMGBI1 gibi kontrol gruplarinda
oldukca diisiik diizeyde ifade edilirken, sadece travma yapilmis gruptaki 6rneklerde HMGB1
ile aym sekilde asir1 miktarda ifadesi artmistir (P<0.001). Etil piruvat uygulamasi, bu
reseptoriin ekspresyonunu travma grubuna gore kismen azaltsa da, bu azalis istatistiksel

olarak anlaml degildir (Sekil 10).

50



e ——

A S A ctin
A B C
B A Kontrol
Il G Travma
= C Travma+EP

-
(2]
)

=
B
1

*kk

=4
[\ %]
1

-
o
1

+++

1

Bant Yogunlugu (RAGE/B eta-aktin)
R
1

e
o

A B c

Sekil 10: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde RAGE proteini ekspresyonunun Western blot yontemiyle
gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasar1 sonucunda
RAGE ekspresyonu kontrol grubuna goére anlamli olarak artarken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu
reseptoriin ekspresyonunu travma grubuna gore kismen azaltsa da, bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir.
*##*%P<(.001, kontrol grubuna gore; +++P<0.001, Travma grubuna gére anlamlilik degeri.

4.4.2 Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 diizeyleri

Okludin ve Klaudin-5 proteinleri hem hiicre-hiicre baglantis1 hem de kan beyin
bariyerini olusturan temel proteinlerdir. Bu proteinlerin travma grubunda ekspresyonlari
azalmistir (P<0.001). Kontrol grubunda normal diizeyde eksprese edilmisken, Travma+EP
grubunda hem Okludin (P<0.05) hem de Klaudin-5 (P<0.05) ekspresyonlarinda artis
gozlenmistir (Sekil 11 ve Sekil 12). Siki baglanti proteini olarak da bilinen ZO-1,
hiicreleraras1 baglantida gorev alir. Kontrol grubunda bu proteinin ekspresyonu normal olarak
tespit edilmisken, travma grubunda ekspresyonu anlamli derecede azalmistir (P<0.001). Etil
piruvat, HMGB 1 inhibisyonu ile bu proteinin ekspresyonunu arttirmis olsa da bu artig
istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 13). Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 e ait western blot

degerlerinin ortalama #+ standart hata degerleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 6).

PARAMETRELER KONTROL TRAVMA TRAVMA+EP
Okludin/B-aktin 1,47+0,16 0,52+0,08 1,00+0,08
Klaudin-5/p-aktin 1,61+016 0,44+0,10 0,93%0,13
Z0-1/B-aktin 1,70+0,08 0,53+0,08 0,76+0,05

Tablo 6: Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1’ e ait western blot degerlerinin ortalama + standart hata degerleri.
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Sekil 11: Perikontiizyonel beyin dokusu 6rneklerinde Okludin proteini ekspresyonunun Western blot yontemiyle
gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasar1 sonucunda
Okludin ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu
proteinin ekspresyonlarini travma grubuna gore arttirdi. *P<0.05, ***P<0.001, kontrol grubuna gore; +P<0.05,
+++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik degeri.
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Sekil 12: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde Klaudin-5 proteini ekspresyonunun Western blot
yontemiyle gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasari
sonucunda Klaudin-5 ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken, travma grubuna uygulanan etil
piruvat, bu proteinin ekspresyonlarini travma grubuna gore arttirdi. *¥P<0.01, ***P<0.001, kontrol grubuna
gore; +P<0.05, +++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik degeri.
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Sekil 13: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde ZO-1 proteini ekspresyonunun Western blot yontemiyle
gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasar1 sonucunda
Z0O-1 ekspresyonu kontrol grubuna goére anlamli olarak azalirken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu

proteinin ekspresyonunu travma grubuna gore kismen arttirsa da, bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.
*##%P<0.001, kontrol grubuna gore; +++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik degeri.
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4.4.3 Bax, bcl-2 ve aktif kaspaz-3 diizeyleri

Bax proteini, p53 adli tiimor baskilayici proteinin kofaktorii olma islevine sahip,
insanda bulunan bir proteindir. Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir iiyesidir. Bax, p53
araciligiyla indiiklenir ve bulundugu hiicrenin apoptoza gidisini hizlandirir. Calismamizda,
kontrol gruplarinda diisiik seviyede bulunan Bax proteini, travma grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek diizeylere cikmistir (P<0.001). Bu da travma sonrasinda
apoptozun Bax’a bagl olarak arttigin1 gostermistir. Travma olusturulan sicanlarda EP
uygulamasi sonucunda, sadece travma uygulanan gruba gore Bax diizeyleri anlamli derecede
diisiis gostermistir (P<0.001) (Sekil 14). Bu da HMGB 1 inhibisyonunun, Bax ekspresyonunu
azalttigini dolayisiyla apoptozun inhibe oldugunu gostermektedir. Bax, Bcl-2 ve Aktif
Kaspaz-3’e ait western blot degerlerinin ortalama + standart hata degerleri asagidaki tabloda

verilmistir (Tablo 7).

PARAMETRELER KONTROL TRAVMA TRAVMA+EP
Bax/B-aktin 0,46+0,06 1,57+0,13 0,88+0,10
Bcl-2/B-aktin 1,78+0,04 0,38+0,04 0,83+0,07
Aktif Kaspaz-3/B-aktin 0,36+0,06 1,59+0,10 0,96+0,07

Tablo 7: Bax, Bcl-2 ve Aktif Kaspaz-3’e ait western blot degerlerinin ortalama + standart hata degerleri.
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Sekil 14: Peri-kontiizyonel beyin dokusu orneklerinde proapoptotik Bax proteini ekspresyonunun Western blot
yontemiyle gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasari
sonucunda Bax ekspresyonu kontrol grubuna goére anlamli olarak artarken, travma grubuna uygulanan etil
piruvat, bu artis1 anlamli olarak azaltmigtir. *P<0.05, ***P<0.001, kontrol grubuna gore; +++P<0.001, Travma
grubuna gore anlamlilik degeri.

Bcl-2 proteini antiapoptotik bir proteindir. Kontrol grubunda bu protein miktar: normal
seviyedeyken, travma grubunda bu proteinin ekspresyonu anlamli olarak diismiistiir
(P<0.001). Travma sonrast EP verilmis olan grupta ise apoptozun azalmasina bagl olarak

Bcl-2 proteininin seviyesi anlamli derecede artmustir (P<0.001). (Sekil 15).
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Sekil 15: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde antiapoptotik Bcl-2 proteini ekspresyonunun Western blot
yontemiyle gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasari
sonucunda Bcl-2 ekspresyonu kontrol grubuna goére anlamli olarak azalirken, travma grubuna uygulanan etil
piruvat, bu proteinin ekspresyonundaki azalmayi anlamli olarak arttirmistir. ***P<0.001, kontrol grubuna gore;
+++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik degeri.
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Aktif Kaspaz-3, hiicre dongiisiinde bulunan 6nemli bir proteindir. Apoptozdan sorumlu
olan bu protein kaspaz protein ailesinin bir iiyesidir. Kontrol grubunda aktif kaspaz-3 proteini
cok az miktarda eksprese edilmistir. Travma grubunda asir1 derece eksprese edilmis olan aktif
kaspaz-3 proteini (P<0.001), apotozun artisim1 gostermektedir. Travma+EP grubunda, aktif
kaspaz ekspresyonu anlamli derecede azalmis (P<0.001) ve kontrol grubundaki degerlere

yaklagsmistir (Sekil 16).
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Sekil 16: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde aktif kaspaz-3 proteini ekspresyonunun Western blot
yontemiyle gosterilmesi. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu. Travmatik beyin hasari
sonucunda Aktif Kaspaz-3 ekspresyonu kontrol grubuna gére anlamli olarak artarken, travma grubuna uygulanan
etil piruvat, bu artisi anlamli olarak azaltmistir. ***P<0.001, kontrol grubuna gore; +++P<0.001, Travma
grubuna gore anlamlilik degeri.

4.5 Biyokimyasal Bulgular

4.5.1 Total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan seviye(TOS) ve oksidatif stres
indeksi (OSI) bulgular

Calismamizda, perikontiizyonel beyin dokusu Orneklerinde total antioksidan kapasite
(TAS), total oksidan kapasite (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri incelendiginde,
travma grubunda kontrol grubuna gore TAS degerlerinin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 (P<0.001), TOS (P<0.001) ve OSI (P<0.001) degerlerinin ise anlaml1 derecede arttig1
belirlendi. Travma+EP grubunda , travma grubunda diisiik olan TAS degerlerinin yiikselip

(P<0.001), TOS (P<0.001) ve OSI (P<0.001) degerlerinin azalarak, kontrol grubu degerlerine
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yaklastirdig1r goriildii (Sekil 17). Total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite
(TOS) ve oksidatif stres indeksine (OSI) ait ortalama + standart hata degerleri asagidaki
tabloda verilmistir (Tablo 8).

PARAMETRELER KONTROL TRAVMA TRAVMA+EP
TAS (Trolox equivalent/L) 1,70+0,12 0,88+0,04 1,47+0,10
TOS (umol H,0, Eqv./L) 8,08+0,16 13,48+0,23 11,31+0,15
OSI (Arbitrary Unit) 4,97+0,37 15,64+0,75 8,08+0,60

Tablo 8: Total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite (TOS) ve oksidatif stres indeksine (OSI) ait
ortalama * standart hata degerleri.
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Sekil 17: Perikontiizyonel beyin dokusu orneklerinde total antioksidan kapasite (TAS), total oksidan kapasite
(TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri. A: Kontrol, B: Travma, C: Travma + Etil Piruvat (EP) grubu.
Travmatik beyin hasar1 sonucunda TAS degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak azalirken, travma grubuna
uygulanan etil piruvat, bu azalan degeri anlamli olarak arttirmistir. Travmatik beyin hasar1 sonucunda TOS, OSI
degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak artarken, travma grubuna uygulanan etil piruvat, bu artig1 anlamlt
olarak azaltmistir. **P<0.01, ***P<0.001, kontrol grubuna gore; +++P<0.001, Travma grubuna gore anlamlilik
degeri.
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5) TARTISMA

Biz bu calismada travma sonrasi enflamatuar cevabi indiikleyen HMGB-1 protein
artisginin; TLR4 ve RAGE diizeylerinde artisa, KBB’deki siki baglanti molekiilleri olan
okludin, klaudin-5 ve Zo-1 diizeylerinde azalmaya yol acarak beyin O0demini arttirdigini
gosterdik. Aym1 zamanda HMGB-1 proteinin bax ve kaspaz-3 diizeyini arttirip, bcl-2
diizeylerinde azalmaya yol acarak apoptozu artirdigini ve total oksidatif kapasiteyi artirarak
oksidatif hasarda artis meydana getirdigini saptadik. Etil piriivat verilen grupta ise HMGB-1
inhibisyonu sonucu, bu etkilerin travma uygulanmayan grupla benzer diizeylere geldigini

saptadik.

TBH patofizyolojisinde sekonder hasar mekanizmalari, meydana gelebilecek kalici
sakatlik ve oOliim gibi katastrofik sonuglar1 onlemek acgisindan, arastirmalarin bu yonde
yogunlasmasma sebep olmustur. Bu ama¢ dogrultusunda yapilan c¢aligmalar
noroinflamasyonun, travmatik beyin hasariin akut ve kronik evrelerinin her ikisinde de rol
aldigmi ve oOzellikle hiicre Olimiine sebep olan bu ikinci hasar mekanizmasmin kafa
travmasinin patoloji ve tedavisinde anahtar role sahip olabilecegini gostermistir (41, 42, 48,
78, 142). Yapilan caligmalarda, beyinde travma ve iskemi gibi noral doku hasar1 olusturan
patolojilerden sonra nekrotik dokularin nukleuslarindan sitoplazmaya veya ekstraselliiler
araliga salman HMGB-1 proteinin, proinflamatuar sitokin salmimini indiikleyerek

enflamasyonun baslangic basamagi olabilecegi diisiiniilmiistiir (14, 15, 17, 22).

HMGB-1 protein; KBB hasari, beyin 6demi ve beyin hasar1 gibi hadiselerin olusum
basamaklarim tetikleyerek, TBH’da sekonder hasar mekanizmalarinda rol alir (143, 144).
Normal dokuda niikleusta yerlesik olan HMGBI1 proteinin, posttravmatik nekrotik hiicrelerde
sitoplazmaya ve hiicre disina c¢ikarak inflamatuar cevabi indiikledigi gosterilmistir (15).
HMGBI proteinin Parkinson hastaliginda mikroglial aktivasyonu arttirarak, proinflamatuar
sitokinlerin salintmina bagh olarak noral hiicre Oliimiine sebep oldugu goriilmiistiir (145).
Norodejeneratif hastaliklarla benzer 6zellikler gosteren TBH’da da bu aktivasyon giindeme
gelmis ve yapilan bir calismada posttravmatik artan HMGBI1 proteinin, mikroglial
aktivasyonu indiikledigi ve buna bagli olarak KBB’deki astrositlerden Aquaporin 4
ekspresyonunu artirarak beyin ddemini artirdigr saptanmistir (14, 101, 146). Posttravmatik
beyin dokusunda mikroglial aktivasyona baglh olarak proinflamatuar sitokin (TNF-alfa, IL-1)
ekspresyonu artar (147, 148). Boylece kaspaz yolaklar1 ve mikroglial glutamat salinimi ile

TNF-alfa’nin indiikledigi norodejenerayon olarak isimlendirilen noron hasar1 gelisir (149).
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Ayrica proinflamatuar sitokinlerin, okludin ekspresyonunu azaltarak KBB gecirgenligini
artirabilecegi tartisilmaya baslansa da bazi arastirmacilar asil gorevlerinin endotelyal ve
astrositik indiiksiyonla kemokin sentezini saglamak ve inflamatuar hiicrelerin kandan beyin
parankimine gociinii artirmak oldugunu savunmuglardir (150, 151). Daha 6nce yapilan bir
caligmada anti-HMGBI1 antikoru uygulanan sicanlarda KBB gecirgenliginde, MMP-2/9
aktivitesinde, TNF-alfa ve INOS ekspresyonundaki azalmaya bagl olarak beyin 6deminin
azaldig1 saptanmistir (152). Yang ve arakadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada MMP’larin
bazal lamina proteinlerini ve tight junction kompleksini hasara ugrattig1 gosterilmistir (153).
Deneysel hayvan modellerinde IL-1 beta artisina bagl olarak, KBB’deki siki baglantilarin
yikima ugradigi boylece okludin ve ZO-1 diizeylerinde azalmaya yol actigi ve bu nedenle
KBB gecirgenliginde artisa sebep oldugu gosterilmistir (154). Daha 0nce sicanlarda deneysel
iskemi modeli olusturularak yapilan bir calismada artan HMGBI1 proteinin, KBB’deki siki
baglantilarda deformasyona sebep oldugu elektron mikroskop ile gosterilmis ve anti-HMGB1
antikoru uygulanan sicanlarda bu yapilarin goriiniimiinde diizelme saptanmistir (155). Bu
veriler 1s18inda, bu calismada kafa travmasi olusturulan sicanlarda travma alanmin
cevresindeki perikontiizyonel kortikal ve subkortikal beyin dokusunda artan HMGB1 protein
diizeylerinin, KBB’deki siki baglant1 proteinleri olan Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalmaya yol ac¢tig1 ve beyin ddeminde artisa sebep
oldugunu saptadik. Posttravmatik etil piriivat uygulanan sicanlarda ise HMGB1 inhibisyonu
sonuicu HMGBI1, Okludin, Klaudin-5 ve ZO-1 diizeylerinin ve beyin 6deminin travma

grubuna gore anlamli derecede azaldigimi gozlemledik.

Hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS), 6liim sinyallerinin (FasL,
TNF-alfa, TRAIL) baglanmasi ve mitokondri i¢ zarindan sitozole salman sitokrom c gibi
farkli yolaklar sonucunda kaspaz-3 aktivasyonu ile DNA yikimina neden olan apoptoz baslar
(69-72). Herhangi bir nedenle hiicrede DNA hasar1 olustugu zaman hiicre hasarinin tamiri
basarili olmazsa p53 geni, bax proteinini (pro-apoptotik) aktive ederek mitokondri aracilig ile
hiicrenin apoptozise giderek 6lmesini saglar. Bir hiicrede hiicre i¢i bax/bcl-2 orani hiicrenin
apoptozise gidip gitmeyecegine karar vermede son derece 6nemlidir. Eger bax fazla ise hiicre
apoptozise gidecektir; bcl-2 (antiapoptotik gen) fazla ise apoptozis inhibe olacaktir. Son
yillarda, kafa travmast sonrast noral hiicre Oliimiinden P53’e bagimli apoptozis
mekanizmasinin sorumlu oldugu yoOniindeki arastirmalar mevcuttur (74, 156). Literatiire
bakildiginda spinal kord yaralanmasinda ve iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi patolojilerde,

HMGBI proteinin apoptoz lizerine etkisini arastiran cesitli arastirmalar mevcut olmasina
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ragmen TBH’da bu konu iizerine ¢ok az sayida calisma oldugu goriildi (157, 158). TBH’ da
bu alanda yapilan sayili calisgmada ise HMGBI1 proteinin sitokrom c artisiyla iligkili oldugu
gosterilmistir (159). Sicanlarda serebral iskemi modeli olusturularak yapilan bir ¢calismanin in
vitro asamasinda rekombinant HMGB1 proteinin hiicre kiiltiiriinde, bax/bcl-2 oraninda artig
saglayarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (160). Sicanlarda myokardiyal ve serebral
iskemik hasar olusturularak yapilan ¢alismalarda HMGBI1 proteinin bax, bcl-2 ve kaspaz-3
gibi molekiiller iizerinden apoptozis mekanizmalarini regiile ettigi gosterilmistir (161, 162).
Ayrica sicanlarda subaraknoid hemoraji modeli olusturularak yapilan bir caliymada HMGB1
proteinin kaspaz-3 seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir (163). Bizim caligmamizda,
perikontiizyonel alandan alinan doku Ornekleri incelendiginde, travma grubundaki HMGB1
protein artistyla beraber apoptotik indeksin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi
belirlendi. Travma + EP grubunda ise, travma grubu ile karsilastiridiginda HMGB1
proteindeki azalma ile ayn1 bolgedeki apoptotik indeksin anlamli derecede azaldig1 gdzlendi.
Ayrica HMGBI proteinin, bax ve bcl-2 diizeylerine etkisi incelendi ve travma sonrasi artan
HMGBI proteinindeki artisa bagh olarak Bax proteininde istatiksel anlamli oranda artig, bcl-2
diizeyinde ise azalma saptandi. Travma sonrast EP verilerek HMGB1 inhibisyonu saglanan
grupta ise travma grubuna gore bcl-2 diizeyinde artig, bax diizeyinde azalma saptandi.
Perikontiizyonel dokudan alinan Orneklerde kaspaz-3 diizeyi degerlendirildiginde travma
grubunda HMGBI1 diizeyindeki artisa bagl olarak kaspaz-3 ekspresyonunun arttig1 saptandi.
Travma sonras1 EP verilerek HMGB1 inhibisyonu saglanan grupta ise travma grubuna gore

kaspaz-3 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma saptand1.

DAMP prototipi olan HMGBI1 proteini inflamatuar etkisini ¢esitli reseptorlere
baglanarak gosterir. Bu reseptorler: RAGE, TLR2 ve TLR 4’ tiir (164, 165). Toll like
reseptorler hiicresel hasarlanma ve enfeksiyon gibi durumlarda PAMP ve DAMP gibi bazi
tehlike sinyallerini taniyarak savunma amaciyla immun sistemi aktive ederler (124). Bir dizi
calisma HMGB-1 kaynakli inflamasyon, hasar ve immunite gibi durumlarda, HMGB1
proteinin etkisini gosterebilmesi i¢cin RAGE reseptorlerine baglanmasimin gerekli oldugunu
gostermektedir. Buna ek olarak ekstraselliler HMGB-1 cesitli hiicre tiplerinde RAGE
ekspresyonunu uyarabilir (121). HMGBI reseptor etkilesimi sonucunda NF-KB aktive olur ve
proinflamatuar sitokin salintmim artirir (20, 21, 37). HMGBI1 proteinin etkilerinden hangi
reseptoriin daha fazla sorumlu oldugunu gostermek i¢in cesitli caligmalar yapilmistir. Bu
alanda Okuma ve arkadaslar1 tarafindan sicanlarda TBH modeli olusturularak yapilan bir

caliyjmada HMGBI1 proteinin olusturdugu kan beyin bariyeri gecirgenligi artisindan RAGE
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reseptorlerinin, TLR4 ve TLR2 reseptorlerine kiyasla daha fazla sorumlu oldugu
gosterilmistir (166). Buna karsihlk TBH modeli olusturularak yapilan diger caliymalarda
HMGBI proteinin etkisini TLR4 reseptoriine baglanarak gosterdigi saptanmustir, fakat bu
caligmalarda RAGE reptoril ile kiyas yapilmamistir (14, 37). Yapilan bir serebral iskemi
calismasinda, olen hiicrelerden salgilanan HMGB1 proteinin TLR4 reseptoriine baglanarak
MMP 9 seviyesini artirdig1 ve buna bagh olarak iskemik beyin hasarmda ve ndrovaskiiler
hasarda artig yaptig1 goriilmiistiir (167). Biz bu calismada TBH’da HMGBI1 protein artiginin,
TLR4 ve RAGE ekspresyonuna etkisini inceledik. Travma grubunda, kontrol grubuna gore
HMGBI, TLR4 ve RAGE diizeylerinin anlamli derecede arttigini, buna karsin etil piruvat
uygulamasi ile HMGBI1 inhibisyonu saglanan Travma+EP grubunda, HMGB1 ve TLR4
diizeylerinin travma grubuna gore anlamli derecede azaldigini1 géstermemize ragmen, RAGE
ekspresyonunun travma grubuna gore kismen azalmis olsa da bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadigini saptadik. Sonu¢ olarak HMGBI1 proteinin TLR4 ekspresyonunda daha
etkili oldugunu saptadik.

TBH’da oksidatif stres artisi ile ilgili bircok arastirma mevcuttur (168, 169). Oksidatif
hasar travma sonras1 ndron 6liimiine sebep olur. Iskemik beyin dokusunda, HMGBI1 protein
salmimi sonucu monositlerden proinflamatuar sitokin salinimi stimiile olur. Bunun sonucunda
yiikksek miktarda reaktif oksijen tiirleri iiretilir.Bu reaktif oksijen tiirleri ise protein ve lipid
oksidasyonunu indiiklerler (33). Yapilan bir caligmada akut akciger hasarinda alveolar
makrofajlarda HMGBI1 proteine bagli olarak, indiiklenebilir nitrit oksit sentaz (iNOS) artisi
gosterilmistir (170). TBH’ da oksidatif stres ile HMGBI1 protein iligkini arastiran siirl sayida
yayma rastlanmistir. HMGB1 proteinin mikroglial aktivasyona sebep olabileceginden daha
once bahsedilmisti. Mikroglial aktivasyon sonucu olusan proinflamatuar M1 mikroglia; timér
nekrozis faktor (TNF), IL-6, IL1beta gibi sitokinlerin ve kemokinlerin salinimini artirarak
enflamasyonu artirmakla beraber; NADPH oksidaz ve INOS ekspresyonu sonucu, reaktif
nitrojen ve oksijen radikalleri gibi g¢esitli norotoksik mediatorleri iireterek oksidatif stresi
arttirir, ve tiim bu olaylarin sonucunda aktif olarak merkezi sinir sistemi doku yikiminda
gorev alir (24-27). Biz bu calismada HMGBI1 protein ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi
inceledik Perikontiizyonel beyin dokusu Orneklerinde total antioksidan kapasite (TAS), total
oksidan kapasite (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) degerleri incelendiginde, travma
sonrast HMGBI1 protein diizeyinin artmis oldugu grupta TAS degerlerini istatistiksel olarak
anlaml derecede diisiik oldugu, TOS ve OSI degerlerini ise anlamli derecede artmis oldugu

belirlendi. Etil piriivat ile HMGBI1 inhibisyonu saglanan grupta diisik HMGBI1 protein
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diizeyleri ile birlikte; travma grubunda diisiik olan TAS degerlerinin yiikselip, TOS ve OSI
degerlerinin diiserek, kontrol grubu degerlerine yaklastigr goriildii. Sonug¢ olarak travma

sonrast HMGBI1 proteinin, oksidatif hasarda artis yarattig1 saptandi.

Etil pirtivat (EP), HMGBI1 sekresyonunun tanimlanan ilk farmakolojik inhibitoriidiir
(36). Sistemik enflamasyon (135) ve inme (137) gibi cesitli hastaliklarda koruyucu etkisi
gosterilmistir. Bircok deneysel hastalik modelinde EP’nin antiinflamatuar etkisini HMGB-1
serbestlenmesini inhibe ederek gosterdigi ve boylece hiicre hasarmi azalttigi gosterilmistir
(171, 172). Wang ve arkadaslar1 spinal kord iskemi modeli olusturarak yaptiklar1 bir
calisjmada EP’nin HMGB-1 salinimmi engelleyerek motor defisit gelisimini ve apoptotik
noron sayismi azalttigini gostermislerdir (138). EP’nin sistemik enfeksiyon ve letal sepsis
olusturulan farelerde yasam siiresini uzattigl, bunun yaninda iskemi kaynakli miyokard
hasarini azalttig1 saptanmistir (135, 136). EP postiskemik beyinde infakt hacmini belirgin bir
sekilde azaltmugstir (137). Travmatik beyin hasar1 ve spinal kord iskemi modellerinde motor
fonksiyon skorlarmi arttirmigtir (138, 139). Ratlarda agirhik birakilarak deneysel travmatik
beyin hasar1 olusturulan model ile yapilan bir calismada, EP tedavisinin noroprotektif
etkilerinin HMGB1/TLR4/NF-kB yolaginin inhibisyonu ile iliskili oldugu goriilmiistiir (37).
Yapilan bir calismada EP’nin aktive mikroglilardan TNF, IL-6 ve NO salmimini engelledigi
goriilmiis ve bu inhibisyonun EP’nin antiinflamatuar etkisinden sorumlu oldugu

diistiniilmiistiir (140).

Bu calismada, TBH’nda enflamatuar cevapta rol oynayan HMGB1 proteinin sekonder
hasara yol acan beyin ddemi, oksidatif stres ve apoptoz gibi diger mekanizmalara, daha 6nce
ayn1 calismada bir arada gosterilmeyen etkileri ilk defa gosterilmistir. Bu calismada gosterilen
TBH ‘da HMGBI proteinin, kan beyin bariyerindeki siki baglant1 molekiillerine ve bunun
sonucunda beyin 6demine etkisi daha Onceki calismalarda direkt olarak gosterilmemistir.
Ayrica bu calismada gosterilen, HMGB1 proteinin apoptotik gostergeler olan bax ve bcl-2
izerine etkisine daha Onceki c¢aligmalarda rastanmamaktadir. Sonuglarimiz gelecekteki

arastirmalara yol gosterici olacaktir.

Bizim calismamizda bazi kisitlamalar bulunmaktadir. Calismamizda, HMGBI1
proteinini inhibe etmek icin en cok kullanilan ve etkisi en ¢ok bilinen EP kullanilmustir.
Literatiirde HMGB1 proteinin etkileri arastirildiginda, yukarida bahsettigimiz hastaliklarda
etil piriivat tarafindan saglanan koruyucu etkilerin, ashinda HMGB1 proteinin inhibisyonunun
etkileri oldugu anlasilmaktadir. EP’nin, HMGBI1 proteini inhibe etmek disinda kendine 6zgii
antiinflamatuar ve antioksidan etkileri de olabilecegi g6zoniine alinarak, gelecekte EP’nin
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anti-HMGBI1 antikoru ile karsilastirildig1 calismalar planlanabilir. ikinci olarak, calismanizda
HMGB1’in maksimal etkinlik gosterdigini diisiindiigiimiiz 24. saatte tiim sicanlar sakrifiye
edilerek deneylerimiz yapilmistir. Kafa travmasindan sonra farkli zamanlarda HMGB1’in
ekspresyonu incelenmemistir. Gelecekte yapilacak olan calismalarda. kafa travmasindan
sonra farkli zamanlarda HMGBI1 proteinin, zamana baglh niikleer, sitoplazmik ve

ekstraselliiler yer degisimleri ile etkilerinin degisimini karsilastiran ¢alismalar planlanabilir.

62



6) SONUC

Bu calismada travma sonrasi nekrotik hiicrelerden salinarak, enflamatuar cevabi
indiikleyen HMGBI1 proteinin, reseptorleri olan TLR4 ve RAGE ekspresyonlarimi artirarak ve
KBB’deki siki baglanti proteinleri olan okludin, klaudin-5 ve ZO-1 diizeylerini azaltarak
beyin Odemini arttirdigini, apoptoz ve oksidatif stresi arttirarak travma sonrasi olusan

sekonder hasar mekanizmalarini da negatif yonde etkiledigini saptadik.

Sonu¢ olarak, HMGB1 protein sekonder hasar mekanizmalarimi tetikleyerek TBH
patogenezinde anahtar rol iistlenmektedir ve bu Ozellikleri nedeniyle kafa travmasi

tedavisinde potansiyel hedef olabilir.
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