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1.GiRiS

Travmatik beyin hasari, gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde mortalite ve
morbiditenin énde gelen nedenidir. Travmatik beyin hasarina bagli 61im orani
yilda 100.000 kigide 14-30 arasinda degismektedir. En fazla risk tagiyan grup 15-
24 yas arasi geng Kisilerdir; erkeklerde kadinlara oranla 3 kat daha sik
gorulmektedir (1,2).

Kafa travmalarinda mekanik etkinin neden oldugu primer doku hasari geri
déndurilemedidi icin tedavi cabalari, travmadan sonraki saatler veya gunlerde
ortaya cikan biyokimyasal veya fizyolojik olaylarin neden oldugu sekonder beyin
hasarini 6nlemeye veya ortadan kaldirmaya y6nelik olmalidir (3,4). Sekonder
hasari olusturan faktorleri dnlemeyi hedefleyen tedavilerin hasar sirecini ve
sonucunu sinirlandirabilecegi dusunlimektedir (5).

Kafa travmali hastalarda enerji gereksinimini karsilayabilecek, immdinolojik
durumu dizeltmede, yara iyilesmesinde ve daha iyi nérolojik sonuca ulasmada
yardimci olacak yeterlilikte bir nitrisyon desteginin uygulanmasi gereklidir (6).

immiin acidan zenginlestiriimis icerikli enteral beslenme driinlerinin
kullanimi gittikge daha cok ilgi geken bir konudur. Immiin ve inflamatuar yanitlarin
dizenlenmesini iceren bu yaklasim immuanondtrisyon olarak bilinir ve bu amacla
ginimiizde bir gok Griin klinikte kullaniimaktadir. immiinonitrisyon; inflamasyon,
enfeksiyon veya hasara kargi biyolojik yaniti esas olarak dizenledigi bilinen 6zel
besin 6gesi ilave edilmis trlnlerle uygulanan ndtrisyondur. Glutamin sistemik
dolasima iskelet kasindan sentez edilip salinir; intrasellller glutamat organlar arasi
nitrojen ve karbon tasiyicisi olarak rol alir. Onemli bir enerji kaynagidir, protein
sentezi ve hicresel koruyucu sistemler igin gereklidir. Major antioksidan glutatyon
sentezi igin prekdrsérdur (7). Yari esansiyel bir aminoasid olan arjininin
immUnmodulatér olarak blyuk bir potansiyeli oldugu bilinmektedir (8).
Imminondtrisyonun diger alanlarda yararh etkileri gosterilmesine karsin serebral
hasarlanmadaki etkileri tizerine bir arastirma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, standart ve immunonutrient ilave edilmis Grinlerle uygulanan
enteral nitrisyonun kafa travmalarinda sekonder beyin hasari Gzerine etkilerinin

arastinimasi ve karsilastiriimasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kafa Travmalari

Travma, gelismis Ulkelerde oldugu gibi Glkemizde de en énemli saglk
sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Travma, ¢ocuklarda ve 45 yasin
altindaki bireylerde 6nde gelen morbidite ve mortalite nedenidir.

Kafa travmalari; sagl deri, kranyum ve kranyum igi tim yapilarin, ¢arpan,
ezen veya penetre eden gesitli dis fiziksel guglerin etkisi ile yirtilmasi, kirilmasi, ani
hareketlenmesi ve bunlarin sonucu gelisen gesitli fizyopatolojik olaylarin tGmantn
genel adidir (7).

Travmaya baglh 6limlerin yarisindan ¢cogunda kafa travmasi mevcuttur (8).
Trafik kazasinda 6len olgularin yaklasik %75’inde beyin hasarina ait bulgular
saptanmistir (9). Agir kafa travmalarina bagh 61im orani %35’tir (10). Ayrica kafa
travmalari nedeniyle tibbi bakim, rehabilitasyon maliyeti ve isglict kaybi oldukga
blylk boyutlara ulagsmaktadir. Agir kafa travmasi gegirmis hastalarin ancak %40-
50’si tamamen iyilesebilmektedir (11,12). Bu nedenle travmaya bagli hasari
azaltmaya ydnelik calismalarda prognoz ve 6lim orani Gzerine etki eden faktorleri
incelemek ve degerlendirmek blylik dnem tagimaktadir.

Morfolojik olarak kafa travmasi fokal ve diffliz olarak siniflanabilir (13);

- Fokal hasar; intraserebral kanama, subdural hematom veya epidural

hematomu igerir.

- Diffiz hasarda ise; diffiz aksonal hasarin klinik ve radyolojik géranima yer
alir.
Difflz aksonal hasar korpus kallozumun veya orta beynin dorsolateral
kismindaki fokal lezyonlari ve aksonlarda mikroskopik hasari igerir.

Fokal hasarlarda cerrahi girisim yapilabileceginden fokal ve diffiz hasar
arasindaki ayirimin yapilabilmesi 6nemlidir.

Son 20 yildir primer ve sekonder beyin hasari kavramlari gittikge daha fazla
6nem kazanmaktadir. Primer beyin hasari travma aninda olusan hasari belirtir ve
beyin kontlizyonu veya laserasyonunu, diffliz aksonal hasari, epidural kanama ve
subdural kanamay! igerir. Sekonder beyin hasari, beyni etkileyen ilk travmadan



sonra gelisen ve hastanin prognozunu etkileyen olaylardan kaynaklanir (14).
Serebral perflizyonu azaltan hipoperfiizyon, beyin 6demi, sonradan gelisen
hematom, kafa i¢i basing artisi, hipertermi, nébet, hiperglisemi, enfeksiyon ve
iyatrojenik iglemler sekonder etkilerde gortlebilir. Dikkatli bir baki ile bu etkiler

zayiflatilabilir veya engellenebilir.

2.1.1. Primer Beyin Hasari

Hasar aninda olusan olaylarin engellenebilme olasiligi olsa da geri
déndurilemez. Beyin kontlizyonlari ve kanamalari hemen tani aldiginda
énlenebilir is gérememe ve 6lim nedenlerindendir. intrakraniyal kanamalar yerine
gbre; intraserebral, subdural ve epidural olarak 3’e ayrilir. Bu kanamalarin
kombinasyonlari da olabilir, ancak nadirdir.
Epidural hematomlar; temporal fossada lentikller kanama olusumuyla beraber
gbrllen orta meningeal arterin laserasyonuyla iligkilidir. Kafatasi fraktirt veya
vendz sinUse travma diger epidural kanama nedenlerindendir. Epidural
hematomlar klinik olarak lusid intervalle karakterizedir. Hasta baslangicta
uyanikken hizla blylyen epidural kitle nedeniyle komaya girebilir. Epidural
hematomun hizl bosaltilmasi sadece hayat kurtarmaz ayni zamanda derlenmenin
hizli olmasini saglar. Epidural hematomlu hastalar hematomun bosaltiimasindan
sonra hizl iyilesme gosterirler cink( genellikle altta yatan beyin dokusu normaldir.
Akut subdural hematomlar; epidural hematomlardan daha sik goéralir ve daha kéta
prognoz gdsterir. Subdural alandaki kanama, siklikla kortikal ytiizeyden dural
sinuslere kani gétlren kdpru venlerin hasarindan veya beyin ylzeyindeki
laserasyonlardan kaynaklanir. Hematomun hizli bosaltiimasi bu lezyonlarda
g6rilen yUksek mortalitenin azalmasina yardimci olabilir.
Kontlizyonlar veya intraserebral hematomlar; travmatik beyin hasarindan sonra
siktir, daha ¢ok frontal ve temporal loblarda gériliir. Genellikle subdural
hematomla bir aradadirlar ve zamanla gelisirler. Bu nedenle hastalarin takibinde
ilk beyin tomografisinden (BT) 4-8 saat sonra kontrol BT ¢ekilmesi 6nemlidir (15).

2.1.2. Sekonder Beyin Hasari
Travmatik beyin hasarindan sonra ortaya ¢ikan iskemik/hipoksik durum,
sekonder ‘otodestriktif’ hasara neden olarak néronal 6limle sonuglanan

patofizyolojik bir dénglyU harekete gegirir. Sekonder hasarin ilkk asamasinda



anaerobik glikoliz sonucu biriken laktik asit sonucu membran gegirgenliginin
artmasiyla 6dem olusur (9,15). ikinci asamada eksitatdr nérotransmitterler salinir
ve voltaj bagimli Na+ ve Ca++ kanallari aktive olur. Kalsiyum lipid peroksidaz,
proteaz ve fosfolipaz gibi hiicre icinde serbest yag asitleri ve serbest radikalleri
artiran enzimleri aktive eder. Ek olarak translokaz ve endonikleazin aktivasyonu
nikleozomal DNA ve biyolojik membranlarda yapisal degdisiklige neden olur. Bu
olaylar damar ve htcre yapilarinin membranlarinda dejenerasyon ve bunu izleyen
programli hticre 6limU (apoptozis) ile sonuglanir (16,17). Birgok ¢calismada, akut
travmatik beyin ve spinal kord hasarinda serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun doku hasarinin nedeni oldugu bildirilmistir (18,19,20).
Sekonder beyin hasari sonucu goérllen beyin édemi ve intrakraniyal
hipertansiyon 6nlenemez ise hem serebral perfliizyon azalir hem de gerek beyin
dokusunun lokal kompresyonu gerekse kompartmanlarin yer degistirmesi sonucu
mekanik hasar meydana gelir. Sekonder hasari olusturan faktérleri hedefleyen
tedavilerin hasar slrecini ve sonucunu sinirlandirabileceg@i distndlmektedir (5).
Makroskopik seviyede; sekonder hasarda édem, iskemi, nekroz,
intrakraniyal basing (IKB) artisi ve yetersiz serebral perflizyon gortilebilir. Hiicresel
seviyede; hicre 6limine neden olan vaskuler disfonksiyonla beraber hiicresel
membranlarin ve yapilarin yikilmasi, serbest radikal olusumu, eksitatuar amino

asidlerin salinimi ve intraselller kalsiyumun artmasi gorulebilir (15).
Ozet olarak travma ile;

1-  Hucre duvari polarize olur,

2-  Membran fosfolipidleri bozulur,

3- Sodyum ve kalsiyum hicre igine, potasyum ise hticre digina yer

degistirir,

4-  Kalsiyum hiicre zarinda fosfolipaz A2 ve C'yi aktive edip, arasidonik asit
sentezini arttirir,

5-  Hucre zar yapisi bozulur, serbest yag asitleri artar,

6- Eikosanoidler ve SOR sentezi ile platelet agreve edici faktér (PAF)
yapimi artarak, diger hiicrelerde de lipid peroksidasyonu artar ve
endotel harabiyeti baglar.



Eksitatuar Aminoasitler

Sekonder hasari ilk baglatici olayin, eksitatuar aminoasid salinimi olduguna
inanilir. Glutamat en fazla ¢alisiimig eksitatuar amino asittir ve hasar mekanizmasi
eksitotoksik etkidir. Kafa travmasini takiben, hasar géren hiicreden eksitatuar
aminoasitler salinir. Glutamat 5 reseptdr subtipinde postsinaptik olarak etki eder
(21). N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptdr kompleksi, kalsiyum ve sodyum
iyonlarinin gegisini saglayan iyon kanalidir. Glutamatla aktive oldugunda, NMDA
reseptorl kalsiyum iyonunun hlcreye girmesine izin verir. Néronlara kalsiyum
iyonunun girigiyle proteaz, kinaz, fosfolipaz ve nitrik oksit sentaz aktivasyonuyla
kalsiyuma bagimh enzimler uyarilir. Kontrol altina alinmadiginda, bu olaylar hiicre
iskeletinin yikilmasi, serbest radikal olusumu, membran disfonksiyonu, gen
ekspresyonunda ve protein sentezinde bozulma sonucu hicre 6limine neden

olur.

Serbest Radikaller

Serbest radikal olusumu hasarin birgok mekanizmasinda ilk etkidir (17, 22).
En fazla ¢alisilan serbest radikaller stiperoksid (O-), hidroksil (OH-) ve nitrik
oksittir. Serbest radikaller kendilerini aktif hale getiren, dis yoériingelerinde
ciftlesmemis elektron tasiyan atom veya molekillerdir. Serbest demir serbest
radikale bagh hasarda énemli bir katalizérdlr, hasarli veya kontlize dokuda hemen
yer alir. Serbest radikaller endotelyal hiicrelere etki eder ve beyin dokusuna zarar
verir. Boylece kan-beyin bariyeri bozulur ve vazojenik ve sitotoksik 6deme neden
olur. Serbest radikale bagli hasar basladiginda daha fazla serbest radikal
yapimina neden olarak kendi kendine ilerler. Vitamin E, askorbik asit, siperoksid
dismutaz serbest radikallere baglanarak hasari sinirlamaya ¢alisir. Serbest
radikalleri tutan farmakolojik ajanlar kafa travmasinin hayvan modellerinde néronal
hasari azaltmada etkili olmuslardir (22).

Biyolojik sistemlerde oksidatif stres; oksidanlar ve anti-oksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir ve organizmada pek ¢gok
patolojik durumla iligkilidir. Metabolik stres, doku hasari ve hicre 6limi sonucu
serbest radikal olusumu artar ve bu durum da oksidatif stresi arttirir (23).

Serbest radikallerin bilinen zararli etkileri:
1. Proteinlerin zarar gérmesi,

2. Enzimlerin inaktivasyonu,



Hicre ylzeyindeki reseptorlerdeki degisiklik,

Na-K-ATPaz, Ca-ATPaz gibi hlcre iyon transport proteinlerinin yikilmasi,
DNA’nin zarar gérmesi (malign transformasyona neden olur)

Bag dokusu harabiyeti,

Lipid peroksidasyonu (LPO) seklinde siralanabilir (23,24,25).

Organizma, kendisini serbest radikaller araciligiyla ortaya ¢ikaran bu Klinik

N o O R~ W

tablolardan biyokimyasal savunmanin gelismesiyle korumaya ¢alismaktadir.
Savunma serbest radikal temizleyiciler ve kompleks enzim sistemleri araciligiyla
gerceklesir (26,27,28).
Savunma mekanizmalari 3 grupta incelenir (26,28,29,30):
1. Olugumlarini 6nleme asamasinda;
o Allopurinol,
J Dimetil silfoksit,
. Glukokortikoidler,
o Sodyum salisilat, indometazin,
J Mannitol ve furosemid
2. Serbest radikal zincirini bozma asamasinda;
. Vitamin E, C, A,

o Transferin ve seruloplazmin,

o Demir baglayan diger proteinler,

o Metal ve metal baglayan proteinler,
. Urik asit,

o Glutatyon,
o B-karoten
3. Zararsiz duruma getirme agsamasinda;

o Superoksit dismutaz (SOD),

o Katalaz (CAT),

o Glutatyon peroksidaz (GSHPXx)

Belirtilen savunma mekanizmasinin elemanlari, tek tek veya bir arada
radikallerin olusturdugu reaksiyonlar zincirini etkileyip zararsiz hale getirmeye
calismaktadir (29,31).

Serbest radikaller hemen hemen buitlin biyokimyasal maddelerle (aminoasit,

ndkleik asit, organik asit, seker, fosfolipid) kolaylikla reaksiyona girerler. Bu



reaksiyonlar da diger organik maddelerin olusmasina neden olur. Reaksiyonlar
icinde en 6énemlisi; hidroksil radikalinin membran fosfolipidleri ile reaksiyona
girerek lipid peroksidasyonunu baslatmasidir. Serbest radikaller LPO’nu baglatan
temel maddelerdir (32).

Kafa travmalarina bagli hasar sonrasinda SOR, endotel hiicre hasarina
bagli olarak kan beyin bariyerini bozar veya direkt etki ile beyin 6demine veya
ndronlarda yapisal degisikliklere neden olurlar (33). Beynin ve spinal kordun
travmatik néronal hasarlari primer ve sekonder mekanizmalar ile doku
zedelenmesine ve fonksiyon kaybina neden olur.

Beyin ve sinir sistemi, SOR’nin neden oldugu doku hasarina bircok faktériin
etkisi ile daha yatkindir (34). Membran lipidleri SOR ile kolayca reaksiyona giren
kolesterol ve doymamis yag asitlerinden oldukg¢a zengindir. Beynin koruyucu
faktérleri olan; SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri oldukca sinirhidir. Kafa travmasi
sonrasinda SOR’nin olusumunu tetikleyen demir agisindan ise beyin oldukca
zengindir. Santral sinir sisteminin gri ve beyaz cevherlerinde yiiksek oranda
askorbik asit bulunur. Tek basina yliksek konsantrasyonda bulundugunda
antioksidan olan bu madde, travma ve iskemide kanin ekstravazasyonu sonucu
aciga ¢ikan bakir ve demir iyonlar varliginda fazla miktarlarda SOR olusumuna
neden olur (35,36). SOR’nin lizozomal membrana etkisi ile lizozomal hidrolitik
enzimler néronun sitoplazmasina salinir.

Akut santral sinir sistemi ve travmatik beyin yaralanmalarinda SOR bagimli
bu lipid peroksidasyonu fizyopatolojinin temelini teskil eder (37,38). SOR; serebral
travmalarda, 6dem ve doku iskemisini baslatan en énemli nedenlerdendir
(22,39,40,41). Ayni zamanda endotel hlicre harabiyetine, kan beyin bariyerinde

bozulmaya ve ndron ile glial hiicrelerde yapisal degisikliklere yol agar (41).

Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) son yillarda dikkati geken birgok biyolojik olayda énemli
rolU olan, ¢ok kisa yari Gmurli bir serbest radikaldir. NO vaskdler relaksasyon,
ndrotransmitter etkiler ve sitotoksisite gibi gesitli hiicresel basamakta ikincil haberci
olarak yer almaktadir (42,43). Otokrin ve parakrin bir hiicresel ajan olan NO,
normal fizyolojik kogullar ile bir¢ok patofizyolojik durumda homeostazin
strdurilmesinde dnemli bir etkendir. Ilk kez 1916 yilinda memelilerde NO varli§i
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gOsterilmis, 1985’de aktive olmus makrofajlarin NO saldigi bulunmustur.
Sonrasinda NO sentezi igin L-argininin prekirsor oldugu ve NO sentezinin
inhibisyonu i¢in L-arginin bazli hem analoglarinin kullanilabilecedi gésterilmistir.
Endotel kaynakli vazodilator faktériin (EDRF) NO oldugu belirlendikten sonra bu
molekdlin beyinde, birgok hiicre ve organ sistemlerinde Uretilerek fizyolojik ve
patofizyolojik olaylarda etkili oldugu ileri strtlmustar (44).

Nitrik Oksit Sentazin (NOS) yapisi ve 6zellikleri:

NO vertebralilarda, sitokrom P-450 rediiktazin homologu olan NOS
yardimiyla L-arjininden sentezlenir. Son gérislere gére NOS uyarildiginda, iki
oksijen molekilinin aktivasyonuyla bir ¢ift oksijen atomu, L-arjinine girerek NO ve
sitrdlin Gretmektedir (43,45,46).

NOS izoenzimleri: Temel olarak 2 ana grupta incelenir:

A. Yapisal (constitutive) NOS (cNOS): Ayirici 6zelligi, aktivitesinin Ca*®a
bagiml olmasidir. Ozellikle damar ve endotel hiicreleri (47,48), (irogenital sistem
dokulari (49,50), santral ve periferik sinir sistemi néronlar (51,52), adrenal korteks
ve medulla hticreleri (53), trombositler (24-26), uterus ve barsak interstisyumunda
bulunmaktadir (54,55). cNOS’un iki izoformu mevcuttur: NnNOS ve eNOS. cNOS ve
izoenzimlerinin baglica bulunduklari yerler ve etkileri farkhdir.

nNOS kaynakli NO: Esas olarak sinir sisteminde bulunmakla beraber baska
dokularda da tespit edilmistir.

Merkezi sinir sistemi: Santral sinir sisteminde néromodulatér olarak gérev
yapar. Bilinen en distk agirlikh nérotransmitterdir. Presinaptik salgilanan
glutamatin etkisiyle postsinaptik uctaki hticrenin NOS’1 aktiflestirilir ve olusan NO
ile hedeflenen etkisini olusturur (51,56).Ayrica sinapslarin sekillenmesinde, koku
alma (51), gérme (57), agriyi algilama (52,56) ve hafiza olusmasi (51) gibi
islevlerde rol alir.

Periferik sinir sistemi: Nonadrenerjik ve nonkolinerjik sistemde
nérotransmitter olarak rol oynar (51,52). Solunum fonksiyonlarinda (58), penil
ereksiyonda (59), gastrointestinal sistem motilitesinde (60), mesane sfinkter
iglevinde (61) ve tim dokularin kan basinglarinin ve akis hizinin diizenlenmesinde
rol oynar.

2. eNOS kaynakli NO: Dz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basincini,
kan akis hizini ve dolayisiyla kalp kasiimasini reglle eder (62). Trombositlerin
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adhezyonunu ve agregasyonunu inhibe eder (54,55). Endotel hiicresi ve vaskuler
diz kas hucrelerinde antiproliferatif etkiye sahiptir (63).

B. Uyarilabilir (inducible) NOS (iNOS): ik olarak endotoksinler ve
sitokinler tarafindan uyarilan makrofaj ve karaciger hiicrelerinde tanimlanmistir. Bu

izoform aktivite icin Ca*®

a bagiml degildir. Bunun nedeni enzimin kalmodulinle
¢ok siki baglanmig olmasi olabilir. INOS basta makrofajlar olmak Gzere
polimorfontkleer I6kositler (64), hepatositler (65), damar diz kaslari (45,46),
damar endoteli (46), astrosit ve kondrositler (66) tarafindan Gretilebilir. Enzim
indtklendigi zaman NO dretimi, yapisal formdaki gibi kisa slirmez, saatlerce hatta
glinlerce devam edebilir. Ozellikle nonspesifik immiinitede dnemli rol oynar.

Travma ve Nitrik oksit

cNOS ile Uretilen NO normal fizyolojik olaylarin strdlrilebilmesi igin
gereklidir. INOS ile Uretilen yiksek konsantrasyonlar ise hasari artirir (67). Sepsis
ve inflamasyonda iNOS enziminin tetiklenmesi sonucunda NO Uretimi artar.
Travma durumunda ise ekstrahepatik arginaz ekspresyonu ve aktivasyonu
artarken NO sentezi arginaz ve NOS enzimleri arginini substrat olarak kullanirlar.
Arginaz ekspresyonu arttiginda hucre icinde ornitin ve poliamin konsantrasyonlari
artarken endotel hiicrelerde bazal NO sentezi azalir. Endotelden salinan NOS ile
sentezlenen NO, damarlarin gevsemesi, platelet agregasyonu ve nétrofil
infiltrasyonunu engelleyerek, travma sonrasinda organlarda kan akiminin
surddrdlmesini saglar (68). Travma modelinde yapilan bir galismada si¢ganlarda
artan ekstrahepatik arginaz ekspresyonu ve aktivitesinin, plazma nitrat-nitrit
konsantrasyonlarinin kontrolinde énemli oldugu gdsterilmigstir (69). Ratlarda
laparatomi modelinde yapilan ¢alismalarda operasyonu takiben damar icine L-
argininin uygulamasinin splanknik kan akimini ve kalp atim hizini artirdigi
bildirilmistir (70,71). Benzer bir galigmada da abdominal laparotomi sirasinda
bazal diizeyde sentezlenen NO’in akut dénemde mikrovaskuler bitinligin

saglanmasi i¢in dnemli oldugu gosterilmistir (72).

Apoptozis

Apoptozis, normal doku veya organ homeostazisinde enerji bagimli bir
islem olarak ilk kez 1972 yilinda tanimlanmistir (73). Hlcre proliferasyonu ile
hucre 6lumU normal dokularda denge halindedir. Yetiskin dokularinda bu denge
hali doku hacminin devamliligini saglar (74). Hiicre 6limU embriyoda organogenez
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sirasinda ve yetigkinlerde hucre devri ve diferansiyasyonu sirasinda fizyolojik
olarak gergeklesirken, ¢esitli hasarlanmalara yanit seklinde patolojik islem olarak
da gergeklesir (75).

Apoptozis ve nekroz hicre 6lumunun iki tipi olarak belirlenmistir (76). Son
yillarda hicre biyolojisi ve biyokimyasi tzerine yapilan arastirmalarla apoptozisin
hucre genomunun kodlandigi proteinlerin es zamanl ortaya koyduklari mekanizma
ile gergeklestigi saptanmistir (77). Cesitli etkenlerle tetiklendiginde apoptozis,
hicrede iyi tanimlanmig morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere neden olur (78).
Bunlar arasinda:

Hucre blzismesi,

Kromatin yogunlasmasi,

NUkleer membran yikimi,

Sitoskletal reorganizasyon,DNA fragmantasyonu ve ‘laddering’,
Plazma membraninin ‘blebbing’i,

Sitoplazmik materyal iceren apoptotik cisimcikler,

N o o s~ D~

Hicrede adhezyon kaybi.

Apoptoziste mitokondriyal membran permeabilitesinde artis gorular.
Mitokondri dis membrandan apoptojenik faktdrler salar ve ic membranin
elektrokimyasal gradientini yok eder (79). Mitokondriyel disfonksiyonun sonuglari
(mitokondrinin transmembran potansiyelinin kollapsi, solunum zincirinde bozulma,
sUperoksid anyonlarinin asiri yapimi, mitokondriyal biyojenezin bozulmasi, matriks
kalsiyum ve glutatyonun disa akimi, solubl intermembran proteinlerinin salinimi)
sitozole kagan apoptozisi indikleyen faktorler ve sitokrom-c gibi mitokondriyal
proteinlerle spesifik apoptojenik proteazlarin aktivasyonudur (80).

Apoptoziste en 6nemli degisiklik hiicre nikleusunda gergeklesir; organeller
ve membran saglamdir. Kromatinin kondansasyonu ile birlikte niikleus biztsur ve
bunu ndkleer membranin kaybi ve nikleer materyalin rezidiel fragmanlara
parcalanmasi izler. Bu apoptotik cisimler komsu hlcreler tarafindan igeri alinirlar.
Lokositlerin infiltrasyonu ile gelisen inflamatuar reaksiyon bulunmaz (77).
Apoptozis, enerji gerektiren aktif bir olaydir ve hiicre nekrozunda gérulen

sitoplazmik disintegrasyonu izleyen ntkleer otolizisten tamamen farkhdir (81).
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2.2. Kafa Travmali Hastada Nitrisyon

GuUnldk enerji ve protein gereksinimlerini dogal sekilde alamayan tim
hastalarda oldugu gibi kafa travmali hastalarda da nitrisyon destegi
uygulanmahdir. Kontrendike olmadigi durumda sagladigi pek ¢ok avantaj nedeni
ile enteral beslenme tercih edilir.

2.2.1. immiinoniitrisyon

Cerrahi, travma veya enfeksiyon sonucu olusan sistemik inflamatuar yanit
hastalarin metabolik ihtiyaclarinda artisa ve gerekli besin depolarinda azalmaya
neden olur. iImminondtrisyon; bazi besin 6gelerini normal diyetteki miktarlarinin
Uzerinde iceren veya 6zel besin 6gesi ilaveli Grtnlerle beslenen hastalarin immun
sisteminin aktivitesinin diizenlenmesi olarak tanimlanabilir (82). immiin sisteme
etkili olan nutrientler; glutamin, arjinin, ntkleotid ve omega-3 yag asitleridir (83).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar immuanon0trisyon ile cerrahi
sonuglarin, infeksiy6z komplikasyon oraninin ve hastanede kalma sdresinin olumlu
yonde degistirilebilecegini gostermektedir (84).

Gastrointestinal sistem (GIS) sindirim ve absorbsiyon diginda, infeksiy6z
ajanlara ve toksinlere karsi bir savunma organi olarak da gérev yapar. Bu gbrev
immunolojik ve nonimmunolojik bariyer mekanizmalarin buttinligayle strdruldr.
Nonimmunolojik savunma tikrik sekresyonu, mide asiditesi, safra tuzlari,
peristaltizm ve intestinal mikroflora tarafindan olusturulur. Ayrica barsak epitel
hiicreleri ve mukus mekanik bir bariyer yapar (84). imminolojik savunma barsakla
iligkili lenf dokusu (gut-associated lymphoid tissue=GALT) tarafindan diizenlenir.
Vicudun immadnolojik kitlesinin ortalama %50’sinin GIS’de yer aldigi ve vlcutta
dretilen immanglobulinin %80’inin sekretuar immunglobulin A (slgA) olarak barsak
mukozasindan salgilandigi tahmin edilmektedir (85). sIgA’nin 6nemli bir 6zelligi
kompleman sistemini uyarmasidir. slgA bakterileri, virtsleri ve toksinleri misin
tabakasi icinde baglayarak veya aglutine ederek vicudun epitel ylzeylerini
kaplayan bakteriler ile dolasim sistemi arasinda immunolojik savunmay Ustlenir
(86). Peyer plaklari mukozal immunite icin cok dnemli bir alandir ve follikdl ile

dome adi verilen iki boluma vardir. B hicreleri Peyer plaklarinda bulunur ve
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antijenik bir hicumda uygun T hicresi ortami varsa, ¢gogalacaklari mezenter lenf
digumlerine hareket ederler. Buradan torasik kanala salinan hicreler GIS
submukozasina dagilir ve lamina propriada IgA Uretirler. sIgA barsaktaki antikor
cevabindan sorumlu major immunglobulindir (84).

Yanik, hemorajik sok, barsak tikanmasi, radyasyon ve total parenteral
ndtrisyon (TPN) desteginin uzamasi gibi durumlarda da barsak mukoza bariyeri
yikilir ve intestinal patojenlerin translokasyonu baglar. Epitel hiicre tabakasi, dogal
flora veya intestinal immun sistemin herhangi birisindeki bozulma mukozal
defansin yikilmasina neden olabilir (87). Birgok deneysel ¢alisma, barsak
mukozasinin basit bir yaralanmasinda bile bakteriyel translokasyonun oldugunu
gosterir (88). GiS mikroflorasi degistiginde enterik bakteriler mezenterik lenf
bezlerine, karacigere, dalaga ve akcigere transloke olur.

Mukoza batanliganin bozulmasi, bakteriyel gogalma ve immin sistem
harabiyeti, bakteriyel translokasyona ve sonugta multipl organ yetmezligine (MOY)
neden olur. Bu nedenle GIS bitinlGgii korunursa, normal bakteriyel floranin
devami saglanirsa veya immun sistem desteklenirse translokasyon orani
dlsuralebilir (87). Lally ve ark., enteral beslenmenin barsak mukozasini stres
udlserinden korudugunu bildirmiglerdir (89).

Gliniimizde arastirmacilar, GiS bariyerini gliclendirecek ve daha dnemlisi
bagisiklik iglevini artiracak besin maddeleri Gzerinde ¢alismalarini
yogunlastirmiglardir. imm(in sistem Uizerine farmakolojik etkileri gdsterilen en
6nemli besin 6geleri glutamin, arginin, RNA nlkleotidleri ve balik yagi kaynakli

lipidlerdir.

Glutamin

Glutamin, birgok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari nedeniyle son 10
yilda dikkat ¢ceken bir aminoasittir (90). Glutamin vicutta en fazla bulunan (total
aminoasitlerin %20’si) (91,92) ve ince barsak epitel hlicrelerinin temel oksidatif
enerji kaynagi olan bir aminoasittir (93). Glutamin; nlkleik asitlerin, glutatyonun ve
diger aminoasitlerin sentezinde kullanilir (94). Glutamin sentezi normal sartlarda
hemen hemen bitlin vicut dokularinda yeterince yapilabildiginden esansiyel bir
aminoasit degildir. Belirgin patofizyolojik durumlarda disaridan glutamin destegi

gerekmesinden dolay glutamin duruma gére esansiyel olabilen bir aminoasittir
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(95). Proteinlerin 6nemli yapi tasidir ve alfa-ketoglutarat ve glutamik asit yoluyla
aminoasit transaminasyonunun santral bir metabolitidir.

Glutaminin organlara 6zel dnemini belirten Krebs, glutamin
metabolizmasinin ana enzimlerinin farkli dokulara degisik oranlarda dagildigini
bulmustur (96). Glutaminaz en ¢ok karacigerde ve glutamin sentetaz ise en cok
iskelet kasinda bulunmaktadir. Glutamin, iskelet kasindan kismen de akcigerden
serbestlesir ve barsaga, kan hicrelerine, karacigere ve bdbreklere gider (97). Kisi
tok bile olsa iskelet kasi devamli glutamin Gretmekte ve glutamine gereksinimi
olan organlara géndermektedir.

Glutamin periferden splanknik bélgeye en dnemli amonyum tasiyicisidir ve
hicre bolinmesi sirasinda oksidasyon yakiti olarak goérev alir (98). Uzun siren
aclikta ve katabolik durumlarda glutamin ve daha disik dizeyde alanin iskelet
kasindan tim diger organlara azot saglar. Esansiyel aminoasitler bile iskelet
kasinda glutamine ve alanine dénusur. Alanin en énemli glukojenik aminoasit iken
glutamin klasik beslenme goérevlerini yerine getirir, hlicre gogalmasini, apopitozu
hatta 6zel proteinlerin sentezini duzenler. Lenfositlerin cogalmalari, makrofajlarin,
MRNA, sekretuar proteinlerin, peptid habercilerin ve protein reseptdrlerinin
sentezini yapabilmeleri icin glutamin gereklidir (99).

Glutamin purin ve pirimidinin 6n maddesidir. Bunlar ise lenfositlerin ve
makrofajlarin cabuk aktive olmalari igin gereklidir. T Ienfositlerin gogalmalari RNA
ile aktive olduktan ve mitojenik antikorlari CD3’e ydnelttikten sonra blylk él¢liide
kaltdr ortamindaki glutamin konsantrasyonlarina baglidir (100). T lenfositlerinin
glutamine olan bagimliliklari hiicre ylzeyindeki aktivasyon belirteglerine (CD25,
CD45R0, CD71), interferon gamma ve tim&r nekroz faktér-alfa tretiimesine
bagldir (100). Glutaminin tikenmesi hiicrenin GO-G1 fazlarinda duraklamasina
(101), lenfokinin aktive ettigi éldartci hicre aktivitesinin azalmasina (102), hicre
icindeki glutatyonun (GSH) azalmasina neden olur (103). Ayrica glutamin,
myelomonositik U937 hicrelerinin monositlere olgunlagsmasi igin dnemlidir (104).
Glutamin konsantrasyonu azalinca DNA sentezi de azalir, hiicre sitoplazmasinin
hucre ¢ekirdegine orani ve vakuol olusumu artar (105).

Glutaminin diizenleyici kapasitesindeki mekanizmanin olasi baska bir
aciklamasi; barsak hticrelerinde gdésterilmis oldugu gibi, hiicre digindaki sinyal
dlzenleyici ve nukleer kinazlari aktive etmesi seklindedir (106). Bu duruma gére
glutamin kinaz yolundaki sinyalleri gii¢lendirebilmelidir. Diger bir olasilik ise
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glutaminin hucrelerdeki azalan oksijen redoks potansiyelini glutatyon sentezini
artirarak etkilemesidir.

Glutamin barsak mukoza hucreleri (107,108), lenfositler ve monositler (109)
icin birincil metabolik yakittir. Akcigerler, yag dokusu ve karaciger glutamin
kaynagidir, ancak iskelet kasinin glutamin depolanmasi, sentezi ve saliniminda
major bdélge oldugu distndlir. Hayvan ve insan ¢alismalarinda, operatif stres
veya sepsis durumunda periferden splanknik dokulara net glutamin akigi
gbsterilmistir (98,110). Glutamin renal amonyak yapiminda da major substrat
oldugundan asit-baz dengesinin idame etiriimesinde de gereklidir.

Hastalik durumunda, 6zellikle travma ve enfeksiyonlarda glutamin ihtiyaci
belirgin sekilde artabilir ve kullanimi endojen Uretimi asabilir. Vinnars ve ark. (7)
elektif kolesistektomi gegiren hastalara birgcok deneysel aminoasit iceren dengeli
parenteral sollsyonlari verip kan ve hiicre i¢i kas aminoasit konsantrasyonlarini ve
nitrojen dengesini degerlendirmislerdir. Standard aminoasit sollisyonlari alanin-
glutamin iceren ve glutamin icermeyen izonitrojenik-izokalorik solusyonlarla
karsilastiriimistir. Glutamin i¢eren sollsyonlar glutamin icermeyenlere gére
nitrojen dengesini dizeltip, kas protein sentezini korumus ve iskelet kasindan
hiicre ici glutamin kaybi daha az olmustur. Bu durum barsak mukozasi ve immun
hicreleri gibi dokularda artmig glutamin ihtiyacindan veya kullanimindan
kaynaklanabilir.

Enteral formullerde btln protein kaynaklari glutamin igermesine ragmen,
glutamin proteine bagl oldugundan, tam olarak glutamin icerigini saptamak zordur
¢unkid butln proteinler kendi aminoasit kompozisyonlarini belirlemek igin is1 ve
aside hidrolize olur. Bu durum glutaminin glutamata hidroliziyle sonuglanir. Son
zamanlarda protein ve peptid bagl glutamin tayini i¢in yeni yontemler
gelistiriimektedir (111). Enteral ticari Granlerin ¢cogu glutamin olarak %14’den az
total protein icermektedir (112). Bu doz istenen farmakolojik etkiyi olugturmak icin
yetersiz kalmaktadir. Enteral glutaminin toksik metabolit olusturmadan veya klinik
toksisiteye neden olmadan iyi tolere edildigi belirtiimektedir (113). Parenteral yolla
glutamin uygulamasinin da hem hayvan hem insanlarda yapilan ¢alismalarda
istenmeyen biyokimyasal etkilere yada toksisiteye neden olmadan glvenle
kullanilabilecegi gosterilmigtir (114).

Glutamin, birgok timér hicresi igin de tercih edilen bir yakit olarak kabul
edildiginden antiproliferatif tedavi almayan kanserli hastalarda kullanimini
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sinirlayabilir. Bununla beraber, Klimberg ve ark. (115) yaptidi bir calismada,;
metotreksat uygulanan kanserli rata glutamin verilmesinin morbidite ve mortaliteyi
azaltmanin yani sira ilacin timérisidal etkinligini de artirdigini géstermiglerdir.

Son calismalar glutaminden zengin enteral diyetlerin ratlarda in vivo olarak
NO biyosentezinin potent inhibitéri oldugunu géstermistir (116). L-glutamin NO ve
sUper oksid gibi serbest radikallerin yapiminin ¢ok arttigi iskemi/reperflizyon
hasarinda da kardiyoprotektif etkiler gosterir (117). Glutamin, tek basina NOS
aktivitesini inhibe etmez ama glutamin metabolizmasinin endotelyal NO sentezinin
dizenlenmesindeki diizenleyici etkisine ihtiya¢ duyulabilir (118). Sonug olarak,
glutamin endotelyal NO sentezinin fizyolojik inhibitéridir (119). Ayrica glutaminin
glukozamine metabolize olmasi endotelyal NO sentezinin inhibisyonunda
gereklidir.

Antioksidan Glutatyon Preklirséri Glutamat

Glutaminin bir diger énemli 6zelligi; beyin nérotransmitteri olan glutamatin
da prekirséri olmasidir. Glutatyon sistemi oksidatif stresi azaltmada énemli
mekanizmalardan biridir (120). Glutamin bu sisteme karacigerde (121) veya iskelet
kasinda (122) glutamat kaynagi olusturur ve hem hepatik hem barsak
modellerinde iskemi veya travmadan sonra total glutatyon diizeylerini korudugu
gOsterilmigtir (123).

Glutamin glutamat, sistein ve glisin aracihdi ile glutatyon sentezinin
6nclsudir. Glutamin-glutamatin néron ve glial hiicreler arasi siklusunda; sinaptik
araliga salinan glutamat glia hiicresine alinir, glutaminaz sentetazla glutamine
donadstaralar ve tekrar nérona alinir. Burada fosfat bagimli glutaminaz, glutamat
depolarini tekrar doldurur (124).

Noral hicreler igcinde astrositler oksidatif strese daha dayaniklidir ve
néronlar igin koruyucu rolleri vardir. Bunun nedeni GSH iceriklerinin daha ylUksek
olmasidir. SOR’ ni temizlemede; GSH oksidize olarak glutatyon-protein
disalfidlerini olusturur béylece glutamat etkisiyle hiicrenin GSH’I sentez veya
indirgeme yetenedi, hiicrenin oksidatif stres ve nérotoksisiteyle nasil etkili
mucadele edebilecegdi agisindan dnemli rol oynar (125).

Beyin 6zellikle oksidatif hasara duyarlidir. Yiksek oranda serbest oksijen
yapimi, hiicre membraninda ¢oklu doymamis yag asidlerinin bol olmasi ve
oksidatif metabolizmanin yUksek hizina ragmen beynin goéreceli olarak zayif bir

antioksidan savunma sistemi vardir.
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SOR’nin zararl etkilerine karsi glutamat dizeylerini artirmasi agisindan
glutamin énemli bir molekuldur. Glutamin glutatyon preklrséri oldugundan dolayi,
diyetle glutamin uygulamasi oksidatif stresten kaginmada ve glutatyon dizeylerini
yuksek tutmada kullanilabilir (126).

Son calismalar géstermistir ki; S-nitrozo-glutatyon (GSNO) ve NO radikali in
vivo olarak hidroksil radikalinin indUkledigi oksidatif stresten beynin dopamin
néronlarini korumaktadir (127). GSNO ve NO radikali beyinde oksidan stresi
sonlandirmak igin:

1. Fenton reaksiyonunu veya demirin indUkledigi hidroksil radikali
olusumunu inhibe ederek,

Lipid peroksidasyonunu sonlandirir,
GSH’in antioksidatif etkinligini artirir,
Beyin kdkenli nérotrofinin ndroprotektif etkisini dizenler,

o k& 0D

Sistein proteazlari inhibe eder (127).

Arjinin

Arjinin imman fonksiyonu glglendirme, yara iyilesmesini hizlandirma ve
nitrojen retansiyonunu artirmada farmakolojik degeri olan bir aminoasittir. Bu
etkilerinin cogu rat modellerinde gdsterilmistir (128). Diyetteki arjinin desteginin,
laboratuvar ¢aligmalarinda, artmis timik boyut, mitojen ve alloantijenlere karsi
artmig lenfosit proliferasyonu, timdér hedef hicrelerinin makrofaj ve natural killer
hicrelerle yikiminin kolaylastiriimasi, artmig lenfosit interlékin-2 Gretimi ve
reseptdr aktivitesi saglanmasi gibi yararli etkileri mevcuttur (8).

Arjinin dre siklusunda arjinaz enzimi ile Gre ve ornitine hidrolize olan yari
esansiyel bir aminoasittir. Ornitine déntstmu, hiicresel blylime ve farklilagsmada
anahtar molekdl olan poliaminlerin yapimindaki rolinu agiklamaktadir (129).

Arjininin ginimuzde immuanmodulasyonda oynadigi rolden dolayi kritik
hastalardaki 6nemi dikkat cekmektedir (8). Deneysel hayvan ve insan
¢alismalarinda arjinin takviyesinin hiicresel cevabi ve travmanin neden oldugu T
hiicrelerin fonksiyonlarini dizelttigi ve fagositozu hizlandirdigr gértlmastar (130).
Daly ve ark. (131) yaptigi randomize, prospektif bir calismada major cerrahi
isleme alinan 30 kanser hastasinin enteral beslenmelerinde arjininin etkilerini
incelemiglerdir. Arjinin alan hastalarda timik agirlik ve lenfosit iceriginin arttigdi,
mitojen uyariya timik lenfosit yanitin diizeldigi ve islem sonrasinda timik degisimin
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yavagladigr gértlmastar (131). Arjininin ayrica CD4 lenfosit (T4 hicre)
konsantrasyonunu ve lenfosit blastogenezisi artirdigi saptanmistir.

Arjinin glukagon, prolaktin, instlin ve blylme hormonu gibi birgok
hormonun salinimini uyarir. Total aminoasit yukune ilave olarak renal yetmezligi
olan hastalarda arjinin azotemiye katkida bulunabilir. L-arjinin NO yapiminda
gerekli oldugundan, vaskuler tontsi etkileyebilecegi belirtiimesine ragmen, enteral
veya parenteral arjinin uygulanan hastalarda kan basincinda yada hemodinamik
stabilitede herhangi bir ters etkisi gérilmemistir. Arjinin verildiginde serum IGF-1
(insalin benzeri buyume faktéra) artisinin gérdlmesi arjininin blyime hormonunun
salinmasini etkiledigini géstermektedir. Blylime hormonu, IGF-1 ve prolaktinin
insanlarda yararl anabolik etkilere ve immun yanitlara neden oldugu
disunitlmektedir (132). Ayrica bu etkisi nedeniyle, hipotalamik-hipofizer akstaki
6zel mekanizmasi yara iyilesmesinde de énemli bir role sahip oldugunu
g6stermektedir (133). Alexander ve Gottschlich (134) yanik hastalarinda standart
enteral beslenme ile arjininle zenginlestiriimis 6zel beslenmeyi karsilastiran
randomize bir caligma yapmisglardir. Arjinin alan grupta yara enfeksiyonu ve
mortalite orani daha distik, hastanede kalma sireleri de daha kisa bulunmustur
(134). Arjinin ayrica kollajenin ana komponentleri olan prolin ve hidroksiprolinin
prekarsoradur (135).

Nikleotid
NUkleotidler hemen hemen bitln biyokimyasal igslemlerde énemli rolt olan
disUk molekdler agirlikl biyolojik bilesiklerdir (136). Son zamanlarda
enfeksiyonlarla nikleotidler arasindaki iliskiye dikkat gekilmektedir (137).
Nukleotidler;
1. DNA ve RNA yapiminda yer alan parin ve pirimidinleri icerirler,
2. Hucresel enerji yolaklarinda gereklidirler (adenozin trifosfatin -ATP-
yapisinda),
3. Fizyolojik dizenleyici (siklik adenozin monofosfat -CAMP) olarak énemli
rolleri vardir,
4. Birgok diger fonksiyonlarinin yani sira glikojen ve glikoproteinlerin
sentezinde yer alan birgok koenzimin yapisinda yer alirlar (136).
NuUkleotidler hticrenin hemen her yerinde olmalarina ragmen, yetiskin bir
insanin normal diyetiyle giinde yaklasik 1-2 g alinabilirler (138). NUkleotidlerin
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endojen kaynag! “de novo” senteziyle saglanir ve dnceden olusturulmus bazlarin
salvaj yoluyla, istenen bilesimlere gevrilmesiyle olusturulur (139). Pdrin ve
pirimidin sentezinin esas kaynagi aminoasitlerdir. Kritik hastaliklarda ise
nukleotidler yeterli miktarda olusturulamazlar.

NUkleotidler protein sentezini artirirlar ve bazi T hiicre aracili imman
cevaplarin dizenlenmesine katilirlar (140). Hayvanlarda diyetle alinan
ndkleotidlerin hicresel ve humoral immuniteyi idame ettirmede ve intestinal
gelisimi desteklemede 6nemli oldugu goérulmustar (141). Nikleotid iceren diyetler
barsak florasini bifidobakteri lehine degistirebilir (142).

Normal kosullar altinda, insan vilcudunda yeterli miktarda nikleotid
cogunlukla karacigerde, folik asit, glutamin ve diger aminoasitleri gereksinim
gosteren seri reaksiyonlarla olusturulur. intestinal mukoza ve lenfoid dokular gibi
hizli bélinen dokularda, ekzojen nikleotidler nikleozid ve bazlara 6nemli kaynak
olabilirler.

Enteral yoldan alinan nikleotidler intestinal enzimlerle sindirilir ve nikleozid
veya serbest baz ve monosakkarid olarak emilir (143). insanlarda enteral
nukleotidlerin etkileriyle ilgili veriler ¢cok sinirhdir. Balik yagi, antioksidan, arjinin ve
nukleotidlerle zenginlestiriimis beslenme Urtnleriyle yapilan olumlu ¢alismalar
olmasina ragmen sadece tek eklenen degiskenin nikleotid oldugu beslenme
arandyle ilgili klinik calismalarla ilgili bir bilgi bulunmamaktadir (144).

Coklu Doymamis Yag Asitleri

Enteral veya parenteral natrisyonda kullanim i¢in son zamanlarda alternatif
lipid kaynaklaryla ilgili heyecan verici gelismeler saglanmigtir. Nutrisyon
desteginde lipid kullaniminin temeli yogun kalori ve esansiyel yag asidi linoleik ve
linolenik asidi saglamaya yo6neliktir. Lipidlerin biyokimyasal, yapisal ve dizenleyici
6nemli fonksiyonlar bulunmaktadir. Yogun kalori desteg@i veren nitrisyon elemani
olmalarinin yani sira altta yatan hastaliga goére farkli lipid kaynaklarinin
kullanilmasi gerektigi bilinmektedir (145).

Yag asitleri karbon zincir uzunluguna, ¢ift bagin sayisina ve pozisyonuna
gbre adlandirilir. Goklu doymamis yag asitleri (CDYA) iki veya daha fazla ¢ift bag
sahibiyken satlre (doymus) yag asitlerinde ¢ift bag yoktur. CDYA birinci ¢ift bagin
yerine gOre 4 alt gruba aynilir:

1. omega-3 (n-3),
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2. omega-6 (n-6),
3. omega-7 (n-7),
4. omega-9 (n-9) yaglardir.

n-3 ve n-6 grubu esansiyeldir. Linoleik asit n-6 grubundadir ve en fazla
soya, aycicek gibi bitkisel yaglarda bulunur. Linolenik asit ise n-3 grubundadir ve
bazi bitkisel yaglarda bulunur. Linolenik asidin uzun zincirli deriveleri olan
eikosapentaenoik asid (EPA) ve dokosahegzaenoik asid (DHA) en ¢ok balik
yaginda bulunur. Linoleik asit arasidonik asitin prekirsoértdtr. Aragsidonik asit ise
tromboksan A2 (TxA2), prostoglandin E2 (PGE2) ve I6kotrien B4 (LTB4) gibi
eikosanoidlerin Gretilmesini saglar ki bunlarin gtgli inflamatuvar etkileri vardir
(154). Aragidonik asit ise tromboksan A2 (TxA2), prostoglandin E2 (PGE2) ve
I6kotrien B4 (LTB4) gibi eicosanoidlerin Gretilmesini saglar ki bunlarin gtgli
inflamatuvar etkileri vardir. PGE2 slperoksit olusumuna yardim eder, kompleman
kaskad! i¢in gerekli Grlnlerin sentezini inhibe eder, hipersensitif cevabi geciktirir
ve tumoér buyumesini artirir. TxA2 trombosit agregasyonunu ve diz kas
kontraksiyonunu artirir. LTB4 ise gliclii bir kimyasal uyaricidir. Ozetle n-6 yag
asitleri inflamasyonu uyaran ajanlarin salinimini artirir ve vazokonstriksiyon
yaparken ayni zamanda immdn sistemin bakterilerle micadele ve eliminasyon
kapasitesini de inhibe eder (146). Linolenik asit (n-3) ise EPA ve DHA
preklrsoradur. Bunlar PGES3, TXAS ve LTB5 salimini artirir. Bu grup eicosanoidler
arasidonik asit Grtinlerinden % 90 daha az biyolojik aktiviteye sahiptirler. Bu
nedenle artma egilimindeki trombojenik ve inflamatuvar cevabi baskilarlar.
Sentezleri konakta vazodilatasyon yapar. Eicosanoid sentezinin erken déneminde
n-3 ve n-6 yag asitlerinin birlikte kullanimi arasidonik asitten PGE2 ve LTB4
aretimini engeller (147). n-3 PUFA alinimindaki artma sitokin Uretimi ve
fonksiyonlarini etkiler. Diyetle n-3 PUFA alinmasi tumor nekrozis faktér (TNF) ve
interldkin-1 (IL-1) Gretimini azaltir (148). n-6 yag asitleri en ¢cok soya ve aygicek
yaginda bulunur ve bir¢ok parenteral ve enteral formllasyonda kullanilan uzun
zincirli trigliseritlerin (LCT) kaynagidir. Bu yaglarin besin maddesi olarak tek
bagina kullaniimalari, potansiyel zararli prostoglandinlerin artmasina neden
olabilir. Yeni verilere gbre, eicosanoid sentezini besinlerle modifiye etmek
muimkdn ve bunun en kolay yolu n-3 ve n-6 yag asitlerini kombine etmektir.
Alexander ve arkadaslari (149) total vicut alaninin % 30’unda yanik olusturulmus
domuzlara aygicek ve balik yagi verdiklerinde, n-3 olan grupda daha iyi bir immun
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cevap saptadilar. Bu grubun vicut agirlhidgr daha iyiydi ve metabolizma hizlar diger
grupdan daha disUktd. Peritonit olusturulan domuzlarda yapilan bir bagka
calismada 5 farkh kompozisyonda yag kullanilarak en iyi hayatta kalma siresi esit
oranlarda balik ve aycicek yagi ile beslenen grupta elde edildi (150). Deniz
baliklarini cok tiketen populasyonlar Gzerinde yapilan birkag epidemiyolojik
calismada; aterosklerozis, otoimmun, inflamatuvar ve allerjik hastalik, kolon,
meme ve prostat kanseri insidanslarinin daha disitk oldugu géralmustar. Daha
sonra, balik yagi destegi kullanilarak yapilan deneysel ve klinik ¢caligmalarda
omega-3 yag asidlerinin inflamatuvar ve trombotik reaksiyonlara, inflamatuvar
kaseksi ve kanser gelisimine karsi etkili oldugu bildirilmistir. Belirtilen diger bir
olumlu etkisi de organ transplantasyonu sonrasinda doku mikroperflizyonunun iyi
durumda tutulmasina sagladigi katkidir. Daha yeni bulgularin bazilari da omega-3
yag asidlerinin kardiak aritmi ve ventrikul fibrilasyonuna karsi koruyucu etkisidir
(151). Omega-3 yag asidleri bu olumlu sonuglari farkl diizeylerde gésterdikleri
etkilerle ortaya cikarirlar. Hicre membran fosfolipidlerine katilarak membran
akiskanhginda artisa, iyon kanallarinin agilmasinin module edilmesine, membran
reseptorleri ve enzimlerinin fonksiyonlarinin diizenlenmesine yardimci olurlar.
EPA, farkh prostaglandinlerin, tromboksan ve |6kotrienlerin Gretimi igin arasidonik
asid ile direkt olarak rekabete girer. Aragidonik asitten tlireyen eikosanoidler
genellikle proinflamatuvar ve protrombotik iken, EPA’dan tireyen benzer
mediatorlerin benzer etkileri cok daha zayifitir. Son gelismeler, membran
fosfolipidlerine katilan omega-3 yag asidlerinin hicre sinyallerini etkileyerek cesitli
uyarilara verilen yanitlari ve hiicre igi metabolizmayi dizenledigini gdstermektedir.
Bunun genel sonucu hicre proliferasyonunda azalmadir. Bunlarin yaninda,
omega-3 yag asidleri bazi nikleer transkripsiyon faktdrlerini modile ederek gen
ekspressiyonunu etkilerler. Bu etkiler genel anlamda inflamatuvar yanitta
azalmaya, hucresel antioksidan defans mekanizmasinda giglenmeye ve yagin
hiicre icinde depolanmasi yerine oksidasyonunun artmasina neden olmaktadir.
Omega-3 yag asidleri immunonutrisyon kavrami ile iligkili olmakla birlikte, immdn
sistemde hcre proliferasyonuna direkt etkileri stimilasyon degil inhibisyondur.
Bununla birlikte, arasidonik asit kiikenli prostaglandinlerin fazla miktarda salinimi
nedeni ile immuUn yanittaki bozukluk ortaya ¢iktiysa, omega-3 yag asidlerinin
modifiye eikosanoid dengesi yolu ile sagladiklari indirekt etki bu bozuklugu
ortadan kaldirabilir. Omega-3 yag asidlerinin inflamasyon, doku perfliizyonu,
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kardiak aritmiler ve hiicre metabolizmasi gibi ¢cok nemli olaylar Gzerinde etki
g6stermeleri yalnizca kronik durumlarda degil, akut hastaliklarda da
kullanilabileceklerini distindirmektedir.

Teorik olarak, omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin bir diyet
vazodilatasyon ve uzamis kanama zamanlarina neden olabilir. Her ne kadar
omega-3 ¢coklu doymamis yag asitleri verilen kritik hastalarda, uzamis kanama
zamani gortlmese de platelet fonksiyon bozuklugu riski bir kaygi olarak devam
etmektedir. Konuya isaret eden calismalar az sayida hasta icermektedir. Omega-3
¢oklu doymamis yag asitleri kullanimi ile ilgili daha ciddi endiseler, yliksek oranda
¢oklu doymamis yag asitleri igeren diyetlerin lipid peroksitleri olusumuna ve dogal
serbest radikal toplayicisi vitamin-E’nin tikenmesine neden oldugunun
anlasiimasidir. Serbest radikaller ve lipid peroksitler hlicre ve doku hasari
yaratirlar ve omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri kullanimi ile artis gosterebilecek
multiorgan yetmezlIigi gelisimini destekleyebilirler (151).

Bu endigelerin klinik kullanimda gecerli olup olmadigi ya da lipid
peroksitlerindeki potansiyel artisin, es zamanli vitamin-E uygulamasi ile
6nlenebilirligi bilinmemektedir (152).

24



3. GEREG VE YONTEM

Deney, Hayvan Etik Kurul onayi alindiktan sonra Ege Universitesi Tip
Fakultesi Deneysel Cerrahi Laboratuarinda, agirliklari 180-220 gr arasinda
degisen, Wistar albino cinsi, 80 erigkin erkek rat Gzerinde gerceklestirildi. Ratlar
randomize olarak 4 egit gruba ayrildi. Denekler iki haftalik caligsma suresince;

Grup | (Kontrol grubu) = normal rat diyeti ve su ile;

Grup Il = 195 kcal/hafta/rat, izokalorik izonitrojenik standart enteral diyet
(Isosource®, Novartis. Protein:4.1 gr, karbonhidrat:14.2 gr, yag:3.5 gr, doymus yag
asidi:0.95 gr, MCT:0.62 gr, ¢coklu doymamis yag asidi:1.2 gr, tekli doymamis yag
asidi:1.4 gr, enerji:105 kcal/100 ml)

Grup lll = 195 kcal/hafta/rat, L-arginin, omega-3 yag asidi ve RNA
(Impact®, Novartis.Protein:5.6 gr, karbonhidrat:13.4 gr, arjinin:1.3 gr, ya§:2.8 gr,
doymus yag asidi:1.6 gr, MCT:0.6 gr, coklu doymamis yag asidi:0.58 gr,omega-3
yag asidi:0.33 gr, enerji:101 kcal/100 ml) iceren diyet,

Grup IV = 195 kcal/hafta/rat, glutamin iceren diyet (Novasource Start®,
Novartis. Protein:5 gr, karbonhidrat:8.1 gr, glutamin:1 gr, yag:2.5 gr, doymus yag
asidi:1.35 gr, MCT:1.25 gr, ¢coklu doymamis y.a.:0.67 gr, enerji:75 kcal/100 ml)
uygulandi.

ikinci haftanin sonunda; ratlarda halotan ile anestezi olusturuldu. Skalpa
orta hat insizyonu yapilarak periost diseke edildi. Capi 10 mm olan metal bir disk,
orta hatta koronal ve lambdoid sutUrler arasina gelecek sekilde kranyuma
yapistirildi. Pleksiglas tlp icerisinde bulunan 450 gr agirliginda metal disk, 1 m
yuksekten dusurilerek Marmarou ve ark. (153) tarafindan tanimlanan yéntemle
difflz kafa travmasi olusturuldu. Travmadan 2 sa sonra ratlar servikal dislokasyon
ile sakrifiye edildiler. Sakrifikasyonu takiben beyin dokulari mimkin oldugunca
atravmatik olarak boyundan baslayan diseksiyon ile kafatasindan gikarildi. Beyin
dokulari biyokimyasal ve histolojik incelemeler igin interhemisferik kesi yapilarak
ikiye ayrildi.
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Histolojik Degerlendirme

Beyin dokulari direkt %10’luk formalin solisyonu icerisinde 24-48 sa slre
ile tespit edildikten sonra rutin parafin takip islemine tabi tutuldu ve alinan kesitler
dokunun morfolojisini incelemek amaciyla hematoksilen-eozin ile boyanir iken,
diger kesitlere apoptotik hlicre belirlenmesi igin TUNEL ydntemi, NOS dagilimi ise

indirekt immunoperoksidaz teknidi ile incelendi.

Parafin doku takibi: Tespit edilen beyin dokulari, fiksatiflerin
uzaklastiriimalari amaciyla 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra,
dehidratasyon amaciyla 15’er dk %60’dan %95’e artan oranlarda etil alkol
serilerinden gegirildi. Ardindan 15 dk 1:1 oraninda ksilen-alkol karisimina ve
seffaflastirma amaciyla 15’er dk iki degisim ksilene tabi tutuldu. 60°C’lik etliv
icersinde 15 dk 1:1 oraninda ksilen-parafin uygulanip 30’ar dk parafin ile
immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar icerisine gémaldu.

Hematoksilen-Eozin boyamasi: Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracilig
ile alinan 5Y’luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60°C’lik etlivde
birakildiktan sonra, 30’ar dk iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan
rehidratasyon iglemi icin %95'den %60’a azalan oranlarda alkol serilerinden
gecirilen kesitler 5 dk akar su altinda yikandi. 2 dk hematoksilen (01562E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, fazla
boyanin dokudan uzaklastiriimasi i¢in 5 dk akar suda yikanan kesitler 30 saniye
eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile
boyandi. Ayni sekilde 5 dk akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80
ve %95’lik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
amaciyla 30’ar dk iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

TUNEL Boyamasi: Bu teknik icin Dead-End Colorimetric TUNEL system Kkiti
(1684 817, In situ Cell Death Detection Kit, POD, Roche, Mannheim, Germany)
kullanild. Kesitler boyama icin bir gece 60 °C'lik etiivde tutulduktan sonra, 30’ar dk
iki degisim ksilen ile seffaflastirma islemi gerceklestirildi. Ardindan azalan
derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dk bekletildi.
Kesitler 15 dk %4’lik paraformaldehit ile 10 dk muamele edildikten sonra, 10 dk
20-pg/ml proteinase K ile inktbe edildi ve ardindan tekrar 3 defa 5’er dk tampon

solusyonu ile yikandi. ikinci kez %4’liik paraformaldehit 5 dk uygulanip yikandiktan
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sonra, equilibration tampon solUsyonu ile 5 dk yikanan kesitler TdT-enzimi
sollsyonu ile 37°C de 1 sa inkiibe edildi. 10 dk %22 NaCl ve % 11 Sodyum sitrat
iceren solUsyon ile uygulanan kesitlere tampon solusyonu ile yikama yapildiktan
sonra endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik H>O» uygulandi.
Ardindan tampon solusyonu ile oda sicakhginda 10 dk yikanan kesitler anti-
streptavidin-peroksidaz enzimi ile 30 dk inkube edildi. Tampon soliisyonu ile
yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun goérintrliguni saptamak amaciyla
diaminobenzidine ile boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayer's
hematoksilen ile artalan boyamasi saglanan kesitler %80 ve %95’lik alkollerde
dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile
kapatildi. TUNEL pozitif hiicre sayimi iki histolog tarafindan ayri zamanlarda herbir
alanda 100 hcre sayilarak, bunlardan kaginin pozitif olduklari belirlendi. Bu sayim
islemi, her bir érnekte farkli 5 alanda sayilarak degerlendirildi.

Indirekt immiinohistokimya Boyamasi: Alinan beyin kesitleri
immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60 C°’lik etlivde tutulduktan sonra,
30’ar dk iki sa degisim ksilen ile seffaflastirma islemi gerceklestirildi. Ardindan
%95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile
suda 5 dk bekletildi. Dakopen (IM3580, immiinotech, France) ile sinirlandirilan %
0,5’lik tripsin soltsyonu icinde oda sicakliginda 15 dk tutulan kesitlere, doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik H2O, uygulandi. 3 defa
5’er dk fosfat tampon sollisyonu (PBS; Posphate buffer solution) ile yikanan
kesitler 1 sa bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile
muamele edidi. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer
antikorlar anti-eNOS (RB-1711-PO, Neomarkers, Fremont CA, USA), anti-iINOS
(RB-1605-PO, Neomarkers, Fremont CA, USA) ve anti-nNOS (61-7000, Zymed,
San Francisco, USA) ile bir gece inkUibe edildi. Ertesi gin tampon soliisyonu ile 3
defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil
antikoru (85-9043 Zymed Histostain kit San Francisco, USA) ile 30’ar dk boyandi.
Yine U¢ defa 5’er dk tampon sollsyonu ile yikanan kesitler, olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun goéranurliginu saptamak amaciyla AEC (3-
amino-9-ethylcarbazole) (TA-002-HAC, Lab Vision, frmont, CA) ile 5 dk boyandi.
Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile artalan boyamasi
saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu
(AMLO060, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatildi.
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Biyokimyasal Degerlendirme

Gikarilan dokular serum fizyolojik ile yikandiktan sonra bisturi ile uygun
parcalara ayrildi. Cam tlpe aktarilan doku Gzerine 0.2 M Tris-HCI, pH:7.5 eklendi.
Buz doldurulmus plastik plastik kap icerisine yerlestirilen cam tupteki doku 13000
devir dk-1 hizda 3 dk homojenize edildi (IKA-T25 basic, UK). Elde edilen bu
homojenattan MDA ve protein tayini yapildi. Homojenat +4 0C de 3000 rpm’de 30
dk santriftij edildi ve Ustte kalan stipernatandan Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
enzim aktivite ve protein tayini yapildi. Elde edilen slpernatan 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol karisimi ile vortekslenerek cam tiipte 3220 rpm/40 dk +4°C de
santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini
yapildi.

Malondialdehit (MDA): Doku MDA tayini, Ohkawa’nin (154) metoduna goére
spektrofotometrik (Shimadzu UV-1201V, Japan) olarak gerceklestirildi. Eksternal
standart egrisi, 1,1,3,3-tetraethoksipropan kullanilarak hazirlandi. MDA seviyeleri
nanomol mg' doku proteini olarak ifade edildi.

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px organizmada lipidperoksit ve
hidrojenperoksit gibi zararli peroksitlerin indirgenmesini katalizler. Bu indirgenme
esnasinda redikte glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG) dénlsir. Hidrojen
peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediktaz
ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP’ye
yukseltgenmesi sirasinda olugan absorbans degisiminin 340 nm’de okunmasi ile
tayin edildi.

Stperoksit Dismutaz (SOD): Sun ve ark. (155) tarifledigi metoda gore;
ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile Uretilen sUperoksitin, nitroblue tetrazoliumu
(NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan sUperoksit radikalleri ortamdaki NBT'yi
indirgeyerek renkli formazon bilegigi olugturur ve bu kompleks 560 nm dalga
boyunda maksimum absorbans verir. Enzimin olmadidi ortamda bu indirgeme
maksimum olup mavi-mor renk olusumu belirgin izlenir. Ortamda SOD bulunmasi
superoksit radikalini dismute edeceginden NBT'nin indirgenmesi azalir ve renkili

formazon olusumu enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak inhibe olur.
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istatistiksel Analiz

Elde edilen histolojik skorlama ve TUNEL verileri ANOVA testi kullanilarak
karsilastirildi ve p< 0.05 ise istatistiksel olarak anlaml kabul edildi. Gruplarin
MDA, GSH-Px ve SOD degerlerinin analizinde One Way ANOVA testi kullanildi.
Gruplarin ikili karsilastinimalari Mann-Whitney U testi ile yapildi. P<0.05 anlamli

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Histokimyasal inceleme

Beyin dokusunun H-E ile boyandiktan sonra incelemesi sonucunda tim
gruplarda beyin dis kisminda gri cevherden olusmus korteks ve i¢ tarafta yerlesim
gOsteren beyaz cevherden olusmus medulla kolaylikla segiliyordu. Hlcresel
ayrintili olarak incelendiginde ise yine tim gruplarda kortekste bulunan bazi
ndroglia hucrelerinin piknotik ¢ekirdege sahip oldugu gézlendi. Bununla beraber

piramidal hiicrelerin ise normal yapilarini koruduklari gézlendi (Resim 1).
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Resim 1. Grup | (A), Grup Il (B) , Grup Il (C) ve Grup IV (D) beyin dokularinin H-E
ile boyanmis goértntaleri. X700 (Orijinal blydtme)

TUNEL Teknigi ile inceleme

Dokudaki apoptotik hlicrelerin tespiti amaci ile yapilan TUNEL boyamasi
sonucunda tiim gruplarda TUNEL pozitif hiicreler kahverengi olarak saptandi.
TUNEL pozitif hiicreler her bir grup érneklerinde elde edilen seri kesitlerin
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boyanmasi sonucunda her bir kesitte 3 farki alanda 100 hlcre sayilarak bunlardan
TUNEL pozitif hticreler orani tespit edildi. TUNEL pozitif hiicrelerin esas olarak
kortekste bulunan néroglia hicrelerinde oldugu ve piramidal hicrelerin ise TUNEL
negatif olduklari saptandi. TUNEL pozitif htcre sayisinin Grup I'de diger gruplara
oranla daha fazla oldugu saptandi. TUNEL pozitif hiicre sayisinin Grup I'de
%14.7+0.75 oraninda, Grup II'de %11.5+£0.62, Grup lIl'de %5.1£0.57 ve Grup
I\V’de ise %7.6+0.7 oldugu saptandi. istatistiksel olarak degerler karsilastirildiginda
Grup Il ve Grup 1V’deki TUNEL pozitif hiicre sayilar arasinda farkin olmadigi
(p>0.05), ancak diger gruplar arasindaki karsilastirmalarin ise anlamli oldugu
g6zlendi (p<0.01) (Resim 2).
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Resim 2. Grup | (A), Grup Il (B), Grup Il (C) ve Grup IV (D) beyin dokularinin
TUNEL teknigi kullanilarak boyanmis géruntuleri. (TUNEL pozitif hiicreler kesit

Uzerinde koyu kahverengi olarak secilmekte) X400 (Orijinal biyitme)

immunohistokimyasal inceleme
Imminohistokimyasal boyama sonucunda pozitif immiinoreaktiviteler
dokuda kiremit kirmizisi olarak tespit edildi. INOS immunhistokimyasi sonucunda

hicreler arasi alanda gézlenen boyama nonspesifik olarak kabul edildi ve sadece
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hucre boyanmalari pozitif olarak kabul edildi. Tim gruplarda pozitif
immuUnoreaktivitenin 6zellikle korteksin dis piramidal tabakasinda bulunan
hiicrelerde pozitif oldugu gézlendi. Grup I'in imminohistokiyasal boyamasi
sonucunda eNOS ve iINOS immunoreaktivitesinin kuvvetli pozitif oldugu, nNOS
immunoreaktivitesinin ise orta siddette oldugu gézlendi (Resim 3). Bununla
beraber Grup II’ de ise eNOS, iINOS ve nNOS immunoreaktivitelerinin negatif
oldugu gdzlendi (Resim 4). Grup Ill de ise eNOS ve iNOS immuinoreaktiviteleri
orta siddette iken, nNOS immunoreaktivitesin ¢ok zayif siddette oldugu gézlendi
(Resim 5). Grup IV de ise eNOS immunoreaktivitesi zayif siddette, INOS ve nNOS
immunoreaktiviteleri ise negatif olarak degerlendirildi (Resim 6).

immunohistokimyasal sonuglar Tablo 1’de dzetlenmistir.

Tablo 1. Gruplarin immUnohistokimyasal sonuglarinin karsilastirilmasi.

Gruplar eNOS iNOS nNOS
Grup | +++ +++ ++
Grup Il - - -
Grup Il ++ + +
Grup IV + - )
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Resim 3. Grup I'de eNOS (A), iNOS (B) ve nNOS (C) imminoreaktiviteleri. Kontrol
grubunda her ¢ NOS immiinoreaktivitesinin pozitif oldugu gézlendi. X400 (Orijinal
blydtme)

1.

Resim 4. Grup II'de eNOS (A), INOS (B) ve nNOS (C) imminoreaktiviteleri Grup
I’de eNOS, iINOS ve nNOS immuinoreaktivitelerinin negatif oldugu gézlendi. X400
(Orijinal bdyttme)
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Resim 5. Grup llII'de eNOS (A), iINOS (B) ve nNOS (C) immUnoreaktiviteleri. X400
(Orijinal bdydtme)

Resim 6. Grup IV'de eNOS (A), iINOS (B) ve nNOS (C) immdinoreaktiviteleri. X400
(Orijinal bdydtme)
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Biyokimyasal Sonuclar

Gruplarin MDA seviyelerinin karsilastiriimasinda Grup II'de Grup I, lll ve
IV’e gbre daha ylUksek saptandi (p<0.05). SOD seviyeleri Grup 1V'de diger
gruplara gére daha yiksek saptandi (p<0.05). GSH-Px dizeyleri
karsilastiriimasinda Grup IV’de diger gruplara gére daha ylksek oldugu saptandi
(p<0.05) (Tablo 2).

Tablo 2. Gruplarin MDA, GSH-Px ve SOD dtizeyleri

Grup | Grup Il Grup I Grup IV
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
MDA
(nmol/mg 0.22+0.7 0.46%0.55* 0.32+0.07 0.35+0.02
protein)
GSH-Px
_ 63.49+22.6 56.2+19.3 66.8+43.7 92.25+32.1*
(W/g protein)
SOD
_ 2.19+0.95 1.88+0.52 1.58+0.51 4.47+1.7*
(W/g protein)
*: p<0.05
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5. TARTISMA

Standart ve immunonutrient ilave edilmis Grlnler ile saglanan enteral
nutrisyonun, travmatik diffiiz beyin hasarinda histokimyasal ve biyokimyasal
degisiklikler Gzerine etkilerinin degerlendirildigi bu galismamizda; immuUnonutrisyon
ile beyin dokusunda apoptotik hicre sayisinin anlamli oranda azaldig,
immunohistokimyasal incelemede kontrol grubuna gére NOS izoenzimlerinde
azalmanin oldugu, biyokimyasal degerlendirmede ise standart nitrientlerle
beslenme sirasinda serbest oksijen radikallerinde artma gozlenirken
immunondtrisyonla antioksidan aktivitenin arttigi saptandi.

Kafa travmalarindan sonra gelisen diffiiz aksonal hasar, travmaya bagl
mortalite ve morbiditenin nedenlerindendir. Bu calismada, Marmarou ve ark. (153)
tarafindan gelistirilen, ivmeyle ¢arpma tarzinda ve diffiz aksonal hasar ile klinik
6zellikler agisindan benzer bir kafa travmasi modeli kullanildi. Difflz hasarin
meydana geldigi bu model ile travmadan sonra beyin 6demi ve sekonder hasar da
olusmaktadir.

Programlanmis hiicre 6limu olarak tanimlanan apoptozis, ¢ok hucrel
organizmalarin normal geligimlerinin yani sira doku homeostazisinin
surdurdlmesinde de temel reaksiyondur (156). Apoptozis genetik olarak
tanimlanmig, hasarl ya da enfekte organizmalara kargi immunolojik bir tepkidir.
Ayrica apoptozis memeli morfogenezi sirasinda organlari sekillendiren ve
dokularin bayUkliguni dizenlemede mitozla zit rol oynayan aktif bir igslemdir
(157). Travma gibi mekanik doku hasari, endotoksin sekresyonu, cogunlukla
bakteriyel translokasyonun neden oldugu mikrobiyal invazyon, sok gibi global
perflizyon bozukluklari ve tromboemboli gibi bdlgesel perfizyon bozukluklari vital
organ apoptozisine neden olur (156,158). Calismamizda travmatik beyin hasari
uygulanan ratlarda, immunonutrientlerin kullanildigi gruplarda kontrol ve standart
beslenme uygulanan gruplara gére apoptotik hiicrelerin daha az oranda oldugu
g6ruldd. Travmatik diffiz beyin hasari sonrasi uygulanmakta olan
immuUnontrisyonun erken dénemde apoptozisi 6nledigi saptandi.

Kafa travmali hastalarin beslenmesinde amag gunlik enerji ve protein

gereksinimini saglamanin yanisira nérolojik fonksiyonlari korumak, vicut kitle
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kaybini 6nlemek, hipermetabolik ve hiperkatabolik yanitlari en aza indirmektir
(159,160). Travmatik beyin hasarinda, klinik olarak uygulanabilir oldugunda,
belirgin ekonomik ve fizyolojik yararlari ve daha az ciddi komplikasyonlari
nedeniyle enteral nltrisyon tercih edilmektedir (161,162).

immiin ve inflamatuar yanitlarin diizenlenmesini iceren ve imminonditrisyon
olarak bilinen beslenme ydntemi igin birgok tUriin ginimuzde Klinik kullanima
uygundur. Malnttrisyon, immun sistemi deprese ederken, beslenme bu etkiyi
tersine gevirmektedir. immiinon(trisyon, izokalorik-izonitrojenik kontrol formiillerle
karsilastirildiginda, klinik sonucu iyilestirme, immun fonksiyonu module etme
amaciyla spesifik besin maddelerinin enteral veya parenteral yontemler ile
verilmesini tariflemektedir (84,85). Glutamin ve arjinin, immdn sistem Uzerine
farmakolojik etkileri gosterilen 6nemli besin 6geleridir.

Ciddi hastalik durumunda 6zellikle travma ve enfeksiyonlarda glutamin
ihtiyaci belirgin sekilde artabilir ve kullanimi endojen tretimi agabilir. Houdijk ve
ark. (163)’nin ¢oklu travmali hastalarda yaptiklari ¢calismada; glutamin igeren
beslenme Uriinl uygulananlarla izokalorik-izonitrojenik beslenme alan kontrol
grubuna gére pnémoni, sepsis ve bakteriyemi sikhginin belirgin derecede azaldigi
bildirilmistir. Glutamin alan grupta glutamin ve arjinin seviyelerinin daha ylksek
oldugu, proinflamatuar molekdl timér nekrozis faktdr seviyelerinin de daha disik
oldugu gdrulmustir. Ancak kontrol grubuyla kiyaslandiginda mortalitede herhangi
bir farkhhk bulunmamigstir (163). Glutamin iceren beslenme GrUnlerinin nitrojen ve
aminoasit metabolizmasi Uzerine etkilerini inceleyen ilk arastirmacilar Furst ve ark.
(130) olmustur. Travmali hastalara ve batin ameliyati yapilan hastalara alanin ve
glutamin iceren parenteral beslenme Urtini uygulamiglardir. Griffiths ve ark. (164)
travma hastalarinda glutamin igceren parenteral beslenmenin morbidite ve mortalite
Uzerine etkisini degerlendirdikleri randomize, ¢ift kor ¢alismada, intraabdominal
girisimler nedeniyle enteral beslenme alamayan yada 48 saatten uzun bir stire
enteral UrlUnlere intolerans gbsteren 84 yogun bakim hastasinda, sadece 5 gln
glutamin alan grupta, travma sonrasinda 6 aylik sagkalimi daha yuksek
saptamiglar ve bu hastalarda tedavi maliyetlerinin de azaldigini belirtmislerdir.

Glutaminden zengin enteral besinlerin, ratlarda in vivo olarak NO
biyosentezinin potent inihibitéri olduklar gésterilmistir (116). Son yillarda dikkati
ceken ve birgok biyolojik olayda énemli rolt olan NO, ¢ok kisa yari dmurli bir
serbest radikaldir (42,43). NO vaskiler relaksasyon, nérotransmitter etkiler ve
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sitotoksisite gibi ¢esitli hlicresel olaylarda ikincil haberci olarak yer almaktadir (42,
43). Glutamin tek basina NOS aktivitesini inhibe etmez, ancak glutamin
metabolizmasinin endotelyal NO sentezinin diizenlenmesindeki etkisine
gereksinim duyulabilir (118). Sonug olarak, glutamin endotelyal NO sentezinin
fizyolojik inhibitéridur (119). Ayrica glutaminin glukozamine metabolize olmasi
endotelyal NO sentezinin inhibisyonunda gereklidir. Galismamizda glutaminden
zengin enteral Urlnle beslenen ratlarda travmatik beyin hasari sonrasi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, iNOS ve nNOS aktivitesi gériilmezken eNOS
aktivitesinde anlamli bir azalma saptandi.

Arjinin dnemli immn fonksiyonlari bulunan NO’in prekirséradar (131).
Arjininin deaminaz yolu ile sitruline dénlisimi nedeniyle in vivo ve in vitro NO
yapiminda énemli bir madde oldugu gbésterilmistir (165). Calismamizda arjinin
iceren enteral Griinle beslenen ratlarda kontrol grubuna gére tim NOS izoenzim
aktivitelerinde azalma saptandi.

Glutamin glutamat, sistein ve glisin aracihdi ile glutatyon sentezinin
dncasadur, hucrelerin icinde indirgenmis (GSH) ve oksitlenmis (GSSG)
seklindedir. GSH/GSSG orani redoks potansiyelinin en dnemli belirleyicisidir.
Glutamin verildiginde hicre i¢cindeki GSH guglenir ve redoksa duyarli kinazlarin
aktiviteleri azalir (166). Glutamin, GSH konsantrasyonunu artirir. GSH
metabolizmasi immdn hlcrelerdeki apoptozis olayi ile yakindan ilgilidir. T
lenfositlerde zaten az olan glutatyon igerigi apoptozis sirasinda kromafin
parcalanmasinin baslamasi ile beraber daha da azalir. intraselliiler GSH artisinin
apoptozisi azaltmada da etkili oldugu bildirilmistir (166).

SOR’nin zararl etkilerine karsi glutamat diizeylerini artirmasi agisindan
glutamin énemli bir molekllddr (126). Glutamin, glutatyon prekiirséri oldugundan,
diyetle glutamin uygulamasinin oksidatif stresten kacinmada ve glutatyon
dlzeylerini yiksek tutmada kullanilabilecegi bildirilmistir (126). Yiksek SOD
aktivitesi olan astrositlerin, oksidatif hasara karsi direncinin de arttigi bildirilmistir
(167). Astrositlerin oksidatif hasara karsi gosterdikleri bu direng, GSH-Px ve CAT
aktivitesinden baska diger faktérlere de baglidir. Bununla beraber, GSH beyinde
antioksidan durumun kontrolinde ana molekuldir (167). Galismamizda 6zellikle
glutaminli enteral diyetle beslenen ratlarin beyin dokusunda kontrol grubuna gére
antioksidan GSH-Px enzimlerinde artisin oldugu gésterildi.
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Serbest radikaller, LPO baglatan temel maddelerdir (32). Travmatik beyin
hasarinda SOR’nin, endotel hiicre hasarina bagh olarak kan beyin bariyerini
bozduklari veya direkt etki ile beyin 6demine veya ndronlarda yapisal degisikliklere
neden olduklari gésterilmistir (35, 36). Kafa travmasi sonrasi beyin dokusunda
oksidatif stres ve LPO arttigini gésteren ¢ok sayida calisma vardir (153). Pratico
ve ark.’nin (168) yaptidi bir calismada, deneysel travma sonrasi LPO’nun lokal ve
sistemik etkilerini arastirmiglar, LPO son UriinG olan MDA diizeylerinin arttigini
gbstermiglerdir. Kontos ve ark.’nin (169), yaptiklari kafa travmasi deneyinde,
artmis fosfolipaz C ve arasidonik asit metabolizmasi Grlinleri sonucu serebral
arteriyollerde hasar olustugu ve bu hasarin bir siklooksijenaz inhibitérii olan SOD
ile 6nlenebilecedi bildirilmistir. Onemli bir sonug da, stiperoksit olusumunun kafa
travmasi sonrasi en az bir saat devam ettigidir (170,171,172). Olesan ve ark. ise
(52), serbest oksijen radikallerinin kurbaga pial venullerinde elektriksel direnci
azalttiklarini ve iyonik permeabiliteyi artirdiklarini, bu durumun SOD ve katalaz ile
dnlenebilecegdini yayinlamislardir. Spinal kord ve beyin hasarinda malondialdehit
(MDA) olusumu artar, membran kolesterolU yikilir, 5nemli antioksidanlardan olan
askorbik asit ve alfa tokoferol gri ve beyaz cevherde hizla tuketilir (10,173).
Travma sonucunda sodyum, potasyum, adenozin trifosfataz pompasinin
aktivitesinin inhibisyonu, dokudaki LPO’nun erken sonugclarindan birisidir. Akut
santral sinir sistemi ve travmatik beyin yaralanmalarinda SOR bagimli bu LPO,
fizyopatolojinin temelini teskil eder (34,35). Galismamizda gruplarin MDA
seviyeleri, standart izokalorik-izonitrojenik enteral beslenme grubunda, standart rat
diyeti, arjinin ve glutaminden zengin diyetle beslenen ratlara gbére daha yiksek
seviyelerde saptandi. Buna karsin antioksidan SOD seviyeleri glutaminden zengin
enteral beslenme uygulanan gruplarda daha ytiksekti. Glutaminden zengin diyetle
beslenmenin, travmatik beyin hasarinda édem ve doku iskemisini baslatan en
6nemli neden olan ve endotel hiicre hasari, kan beyin bariyerinde bozulma ve glial
hiicrelerde yapisal degisikliklere yol agabilen serbest oksijen radikallerine kargi
beyin dokusunda GSH-Px ve SOD dlizeylerinde artisi saglayarak sekonder hasara

karsi koruyucu oldugu distndld.
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6. SONUC

immiin sistemin etkinligini artirmak amaciyla glutamin ve arjinin gibi dzel
besinler verilerek uygulanan immunondtrisyonun, GIS (izerine yararli etkileri
gbsterilmesine karsin direkt serebral hasarlanmadaki etkileri Gzerine bir arastirma
bulunmamaktadir. Travmatik beyin hasarinda mekanik etkinin neden oldugu
primer doku hasari geri déndurilemedigi icin tedavi ¢abalari, biyokimyasal veya
fizyolojik olaylarin neden oldugu sekonder beyin hasarini dnlemeye ydnelik
olmalidir. Kafa travmali hastalarda enerji gereksinimini karsilayan, immanolojik
durumu dlzeltmede, yara iyilesmesinde ve daha iyi nérolojik sonuca ulagsmada
yardimci olacak yeterlilikte bir nGtrisyon destegdinin uygulanmasi gereklidir.

Bu calismada, standart ve immunonutrient ilave edilmis Grtnlerle saglanan
enteral ndtrisyonun, deneysel travmatik diffiz beyin hasarinda histokimyasal ve
biyokimyasal degisiklikler tzerine etkileri degerlendirildi. Glutamin ve arjinin,
omega-3, RNA ile immuUnonutrisyon uygulamasinin beyin dokusunda apoptotik
hiicre sayisini anlamli oranda azalttigi, imminohistokimyasal incelemede kontrol
grubuna gére NOS izoenzimlerinde anlaml azalmanin oldugu, biyokimyasal
degerlendirmede ise standart nltrientlerle beslenme sirasinda SOR’inde artma
gbzlenirken, immunonutrisyonla antioksidan aktivitede artis oldugu gézlendi.

Sonug olarak; deneysel travmatik beyin hasarinda immunon0trisyonun,
sekonder doku hasarinin nedeni olarak gdsterilen, SOR ve LPO ve NOS
izoenzimlerinin ekspresyonunun dizenlenmesi Gzerine yararh etkileri oldugu
gOsterildi. Kritik hastaliklar sirasinda farkli bireylerin ¢ok farkli immunonatrientlere
gereksinim duyabilmesi ve bu gereksinimlerin hastalik ilerledikge degisebilmesi
nedeniyle immuanonatrisyonun Klinik hastaliklardaki yararlar Gzerine kesin bir
g6rus birligi olusmamistir. Klinikte immanonutrisyonun yarari ve kullanimi ile ilgili
daha fazla arastirmaya gereksinim vardir. Bu hayvan modeli calismamiz, klinik

calismalara da yol gdsterici olacaktir.
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7. OZET

Bu calismada, standart ve immunonutrientlerle saglanan enteral
nutrisyonun deneysel travmatik beyin hasarinda sekonder hasar tzerine etkilerinin
arastinimasi ve karsilastiriimasi amaglandi.

Deney, agirliklari 180-220 gr arasinda degisen Wistar albino cinsi, 80
erigkin erkek rat Uzerinde gergeklestirildi. Ratlar randomize olarak 4 esit gruba
ayrildi. Grup | iki haftalik galisma suresince normal rat diyeti ve su ile beslenerek
kontrol grubu olarak kabul edildi. Grup Il, lll ve IV’'deki ratlara ise iki hafta sure ile
195 kcal/hf/rat olacak sekilde 3 ayri beslenme driini verildi. Urlinler; Grup II'de
izokalorik izonitrojenik standart enteral diyet (Isosource®, Novartis), Grup llI'e L-
arginin, omega-3 yag asidi ve RNA (Impact®, Novartis) iceren diyet, Grup IV’e
glutamin iceren diyet (Novasource Start®, Novartis) olarak planlandi. ikinci
haftanin sonunda; halotan ile anestetize edilen tim ratlarda; skalpa orta hat
insizyonu yapllarak periost disseke edildi. Capi 10 mm olan metal bir disk, orta
hatta koronal ve lambdoid sUtlrler arasina gelecek sekilde kranyuma yapigtirildi.
Pleksiglas tup igerisinde bulunan 450 gr agirlidinda metal disk, 1 m yiksekten
disurtlerek Marmarou ve ark. tarafindan tanimlanan yéntemle diffiz kafa
travmasi olusturuldu. Travmadan 1 sa sonra ratlar servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildiler. Sakrifikasyonu takiben beyin dokulari mimkun oldugunca atravmatik
olarak boyundan baslayan diseksiyon ile kafatasindan ¢ikarildi. Beyin dokulari
biyokimyasal ve histolojik incelemeler i¢in interhemisferik kesi yapilarak ikiye
aynldi. Beyin dokulari direkt %10’luk formalin sollsyonu icerisinde tespit
edildikten sonra rutin parafin takip islemine tabi tutuldu ve alinan kesitler dokunun
morfolojisini incelemek amaciyla hematoksilen-eozin ile boyanir iken, diger
kesitlere apoptotik hiicre belirlenmesi icin TUNEL ydntemi, NOS dagilimi ise
indiekt immunoperoksidaz teknigi ile incelendi. Tim ratlardan alinan beyin doku
kesitlerinden malondialdehid (MDA), sUperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) diizeylerine bakildi.

TUNEL pozitif hiicre sayinin Grup I'de diger gruplara oranla daha fazla
oldugu gdzlendi. TUNEL pozitif hiicre sayisinin Grup I'de %14.7+0.75 oraninda,
Grup II'de %11.5+0.62, Grup llII'de %5.1+£0.57 ve Grup IV’de ise %7.6+0.7 oldugu
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saptandi. istatistiksel olarak degerler karsilastirildiginda ise sadece Grup Il ve IV
TUNEL pozitif hiicre sayilarinin anlamli olmadigi (p>0.05), diger degerlerin
karsilastinimasinda anlamh oldugu (p<0.01) g6zlendi. Grup I'in
immunohistokimyasal boyamasi sonucunda eNOS ve iNOS immUnoreaktivitesinin
kuvvetli pozitif oldugu, nNOS immUnoreaktivitesinin ise orta siddette oldugu
g6zlendi. Bununla beraber Grup II'de ise eNOS, iINOS ve nNOS
immunoreaktivitelerinin negatif oldugu gézlendi. Grup III'de ise eNOS ve iINOS
immunoreaktiviteleri orta siddette iken, NNOS immUnoreaktivitesinin ¢cok zayif
siddette oldugu gézlendi. Grup’lV de ise eNOS immuinoreaktivitesi zayif siddette,
iINOS ve nNOS immudinoreaktiviteleri ise negatif olarak degerlendirildi. Gruplarin
MDA seviyelerinin karsilastiriimasinda Grup II’de Grup I, Il ve IV’e gére daha
ylksek saptandi (p<0.05). SOD ve GSH-Px seviyeleri Grup 1V’de diger gruplara
gbre daha yuksek saptandi (p<0.05).

Sonug olarak; deneysel travmatik beyin hasarinda uygulanmakta olan
immunondtrisyonun, sekonder doku hasarinin nedeni olarak gdsterilen, serbest
oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonu ve NOS izoenzimlerinin

ekspresyonunun dliizenlenmesi Uzerine yararli etkileri oldugu gdésterildi.
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8.SUMMARY

The aim of this study was to assess and compare the effects of enteral
nutrition by standard nutrition and immunonutrients upon secondary injury in
experimental traumatic brain injury.

80 adult Wistar albino male rats, weighing 180-220 gr were included to the
study. Rats were randomly allocated into 4 equal groups. Group | was accepted as
control group, nourishing with normal rat diet and water during 2 weeks of study. 3
different nutrition formulations (195 kcal/week/rat) were given to the rats in groups
I, Il and 1V during 2 weeks. Group Il received isocaloric, isonitrogenic standard
enteral diet (Isosource®, Novartis), Group IIl; L-arginin,omega-3 fatty acids and
RNA (Impact®, Novartis) , Group IV glutamin (Novasource Start®, Novartis). At the
end of the second week; periost of anesthetized rats via halotan were dissected by
median line incision to the scalp. 10 mm diameter of a metal disc was sticked to
the cranium of the rats at median line between coronal and lambdoid sutures.
Diffused closed head injury was induced by the method as defined by Marmarou
et al, using the 450 gr 2 m weight-height impact by releasing metal disc ,to the
intact skull of the rats. Rats were sacrificed by cervical dislocation after 1 h of
trauma. Following sacrification, brain tissues were dissected from the cranium as
atraumatically as possible. Brain tissues were divided into 2 parts by
interhemispheric incision for biochemical and morphological evaluation. Brain
tissues were fixed in a 10% formalin solution and embedded in paraffin. They were
stained with hematoxylin-eosin and examined for morphological alterations. Other
sections were stained via TUNEL method in order to detect apoptotic cells. eNOS,
iNOS and nNOS distributions were also detected using indirect immunoperoxidase
technique. The levels of malondialdehyde, superoxide dismutase and glutathione
peroxidase were studied in the brain sections. TUNEL positive cells were more in
Group I than Group Il, Ill and IV. TUNEL positive cells were obtained as 14.7+£0.75
% in Group I, 11.5£0.62 % in Group I, 5.1+0.57 % in Group Ill and 7.6+0.7% in
Group IV, respectively. According to the statistical comparison; TUNEL positive
cell count of Group Il and IV were not meaningful (p>0.05). With respect to the
comparison of other values, they were considered meaningful (p<0.01).
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After immunohistochemical observation, while strong immunoreactivity of
eNOS and iNOS, moderate staining of nNOS were detected in Group |,
immunoreactivities of eNOS, INOS and nNOS were absent in Group Il. Moderate
staining of eNOS and iINOS were detected in group lll, immunoreactivity of NNOS
was weak or absent in these brain tissues. Mild staining of eNOS was observed in
Group IV, both INOS and nNOS immunoreactivities were absent in this brain. MDA
levels were found increased in Group Il than Group I, Ill and IV due to biochemical
evaluation (p<0.05). SOD and GSH-Px levels were also found increased in Group
IV than other groups (p<0.05).

As a result; beneficial effects of immunonutrition were shown on modulation
of NOS isoenzymes expression, free oxygen radicals and lipid peroxidation which
were considered to be the cause of secondary tissue injury, in experimental

traumatic brain injury.
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