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SIMGE ve KISALTMALAR

AMPA a—amino—3—hidroksi—5—metil-4—isoksazolepropionik asit
ABTS 2, 2’-azino-bis (3-etilbenz-tiazolin—6-sulfonik asit))
DAH Diffiiz Aksonal Hasar

eNOS Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

GPx Glutatyon Peroksidaz

GPP Geranil Pirofosfat

GSH Rediikte Glutatyon

GSSG Okside Glutatyon

GTP Guanozin Trifosfat

Flk—1 Fetal Karaciger Kinaz Reseptorii

Flt-1 Feline Sarkom Virus Benzeri Tirozin Kinaz Reseptorii
FPP Farnesil Pirofosfat

HMG-KoA 3-Hidroksi—3-Metilglutaril-Koenzim A

H>,O, Hidrojen Peroksit

HDL-K Yiiksek Dansiteli Kolesterol

HIF-1la Hipoksiyle Indiiklenen Faktor -1a

IL-1 Interlokin 1

IL-1R Interlokin 1 Reseptorii

IL-10 Interldkin—10

LH Linearite Hizlar

iNOS Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

KBB Kan Beyin Bariyeri

KiB Kafa ici Basinci

LP Lipid Peroksidasyonu

LDL-K Diistik Dansiteli Kolesterol

MDA Malondialdehit

NF-«B Niikleer faktor kappa B



NMDA
NO
NOy
NO;y
nNOS
0,
OH"
OAKB
ONOO
PI3K
PLA,
PHD
ROT
SOD1
SOD2
SOD3
SSS
TAK
TBH
TGF-B
TK
TNF-a
VEGF

N-Metil-D—Aspartik Asit

Nitrik Oksit

Nitrit

Nitrat

Noronal Nitrik Oksit Sentaz
Siiperoksit Iyonu

Hidroksil Radikali

Ortalama Arteryel Kan Basinci
Peroksinitrit

Fosfoinositid 3 Kinaz

Fosfolipaz A,

Prolil Hidroksilaz Domain Protein
Reaktif Oksijen Tiirleri
Bakir—Cinko Siiperoksit Dismutaz
Manganez— Siiperoksit Dismutaz
Hiicre dis1 Siiperoksit Dismutaz
Santral Sinir Sistemi

Total Antioksidan Kapasite
Travmatik Beyin Hasar1
Transforme Edici (Doniistiiriicii) Biliylime Faktorii
Total Kolesterol

Tiimor Nekrozis Faktor Alfa
Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii



1. GIRIS ve AMAC

Gilinlimiizde kafa travmasindan sonra ortaya ¢ikan travmatik beyin hasar1 (TBH)
medikal ve cerrahi tedavideki gelismelere karsin hala 6nemli bir saglik problemi olmaya
devam etmektedir. Travma sonucu santral sinir sisteminde (SSS) ilk olarak primer beyin
hasart meydana gelmektedir. Primer beyin hasar1 skalp yaralanmasi, kafatast kirigi,
kontlizyon, beyin laserasyonu, diffiiz aksonal hasar (DAH) ve intrakraniyal kanamalari
icermektedir. Ancak kafa travmasi sonucu olusan hasardan sadece primer hasar sorumlu
degildir. Primer beyin hasarini takiben ortaya ¢ikan bir¢ok karmasik fizyopatolojik olaylara
bagli olarak saatler veya giinler sonra sekonder beyin hasar1 olusmaktadir. TBH olan
hastalarda sekonder hasarin, prognozu kotii yonde etkiledigi gosterilmistir. Sekonder hasarda
rol alan mekanizmalar arasinda norotransmitter salinimi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
olusumu, kalsiyum bagimli hiicre hasari, gen aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve
inflamasyon yer almaktadir.'

TBH sonrast gelisen biyokimyasal hasar ve hiicre 6limiinii sinirlayabilmek icin
antiinflamatuar ilaglar, eksitotoksisiteyi bloke eden ilaglar, antiapoptotikler, serbest radikal
tutucular, kalsiyum kanal blokerleri, biiylime faktorleri, steroidler ve statinler gibi birgok
farmakolojik ajanin etkileri degisik hayvan modellerinde ¢alisilmistir. Hayvan deneylerinde
kapali kafa travmasinda, 3-hidroksi—3-metilglutaril-koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz
inhibitorleri olan statinlerin, serebral 6dem ve sekonder néronal hasara katkida bulunan glial
aktivasyonu ve inflamatuar cevab azalttig1 bildirilmistir.”

Klinik ¢alismalarda, hayvan deneyleri kadar basari saglanamamistir. Bunun nedeni
olarak hayvan deneyi modellerinin, insanlarda olusan TBH icin yetersiz kaldigi ileri
striilmiistiir. Caligilan travma modelleri arasinda santral ve lateral sivi ¢carpma, sert cisimle
yaralama, akselerasyon (yliksekten agirlik diisiirme), enjeksiyon, lokal gerilim, soguk hasar,
penetran yaralanmalar sayilabilir.’> Akselerasyon modelinin, sivi-carpma modeliyle birlikte
insanda olusan serebral kontlizyonu en iyi taklit eden modeller oldugu, yaygin hasar agisindan

bakildiginda ise en iyi modelin akselerasyon modeli oldugu bildirilmistir.*



Calismamizda agir kapali diffiiz beyin travmasi olusturulan ratlara, travmayi takiben
iiclincii saatte statin tiirevi bir ilag olan simvastatin tek doz (1mg/kg/i.p.) verildikten 24 saat
sonra kanda ve beyin dokusunda oksidatif stresin hiicre diizeyindeki gostergesi olan lipid
peroksidasyonunun (LP) son iiriinii malondialdehit (MDA), total antioksidan kapasite (TAK),
vaskiiler endoteliyal biliylime faktorii (VEGF) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri ile antioksidan
enzim siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi 6l¢iildii. Ayrica beyin dokusundaki histopatolojik
degisiklikler de incelenerek statinlerin akut travmatik diffiiz beyin hasarinda noroprotektif

roliiniin arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Kafa Travmasi

Kafa travmalar1 o6ldiriicli, sakat birakici, uzun siire tedavi ve bakim gerektiren
patolojik bir durumdur. Her giin biraz daha hizlanan yasam kosullarinda kafa travmalarinin
insidans1 ve buna bagli mortalite ve morbidite riski giderek artmaktadir.

Mekanik kafa travmasimin etkileri kontiizyondan agir koma ve oOliime kadar
degismektedir. Eger hasta koma halinde (Glaskow koma skalasi < 8) gelirse agir TBH
diistiniilmektedir. Bu hastalardaki mortalite oran1 yasli hastalarda yiiksek olmak tizere %30-
%50 arasinda degismektedir. TBH’a bagli gelisen dliimlerin yaklasik %901 ilk 48 saat i¢inde
gerceklesmekte ve genellikle beyin sap1 herniasyonuna ve kontrolsiiz intrakraniyal basing
artisina bagh oldugu diisiinilmektedir.>

TBH, direk darbe, hizli yavaslama veya hizlanma, delici bir alet (silah) veya bir
patlamadan kaynaklanan dalgalar sonucu olusan dis etkinin neden oldugu beyin hasarini
iceren heterojen bir hastaliktir. Bu etkilerin kaynagi, yogunlugu, yonii ve siiresi hasarin seklini
ve sonuclarini belirler.!

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore yilda 100.000°de 83,7 oraninda tiim travmalara
bagli 6liim bildirilmistir. Bu yaralanmalarin biiyiik ¢ogunlugu az gelismis ya da gelismekte
olan iilkelerde meydana gelmektedir. Bu oran bizim iilkemizde 100.000°de 120’dir. Tim
travmalara bagli yaralanmalarin ise yaklasik {icte biri SSS yaralanmalarini igerir. ABD’de
yilda her 100.000 kisiden 200’1 kafa travmasina maruz kalmakta ve 6liim oran1 100.000°de
25 olarak gerceklesmektedir. TBH’a neden olan baslica travmalarin %39’ unun atesli silah
yaralanmasina, %34’linlin motorlu tasit kazalarina, %10’ unun yiiksekten diismeye ve
%]17’sinin de diger nedenlere bagli oldugu saptanmustir.” Yiizde 25°lik oranla motorlu tagit
kazalar1 kafa travmasi nedenleri arasinda ilk sirada bildirilmistir.® Motorlu tasit kazalarina
bagl dliimler, biitiin 6liim nedenleri i¢inde 5-29 yas grubunda ikinci, 30—44 yas grubunda ise

{igtincii sirada yer almaktadir.”



Ulkemizde yapilan bir galismada, 2006 yili boyunca acil poliklinigine kafa travmasi
nedeniyle bagvuran 1787 olgudan klinige yatirilan 430 olgu degerlendirilmis, travmatik beyin
hasarinin en sik iki nedeninin yiiksekten diisme (%40) ve motorlu tasit kazalar1 (%37) oldugu
gozlenmistir, "

Ozellikle son iki dekadda kafa travmalarinin fizyopatolojisi hakkindaki bilgilerin
artmasi, travmatik beyin hasarindan sonra gelisen sekonder noéronal hasarin fizyolojisinin
anlasilmasi ile uygun tedavi yontemlerinin uygulanmasi ve yogun bakimdaki hasta bakim
tekniklerindeki gelismeler mortalite oranlarim1 azaltmig, prognozda belirgin iyilesme

saglamistir.

2. 2. Primer Beyin Hasar

Primer beyin hasarinda makroskopik diizeyde bakildiginda beyaz madde yollarinda
kopma, fokal kontiizyonlar, intraserebral veya ekstraserebral hematomlar ve diffiiz 6dem
goriilebilir. Hiicresel diizeyde ise, ilk hasardan dakikalar ya da saatler sonra, membranlarda
kiigiik deliklerin olusmasi, iyon kanallarindan sizintilar ve proteinlerde yapisal degisiklikler
gibi erken sinir hasar1 bulgular1 ortaya ¢ikar. Siddetli yirtilmalar mikrohemorajilere neden
olabilir.

Patofizyolojik olarak primer beyin hasari, fokal ve diffiiz olarak ikiye ayrilmaktadir.
Fokal beyin hasarinda kubbe ve kaide kiriklar1 gibi kafatasi kiriklari, kontlizyon ve
hematomlar goriiliir."

Kontlizyon, beynin derin yapilarinin deformasyonu olup komaya kadar varabilen
biling kaybi ile seyreden yaygin nérolojik hasara yol agar ve DAH daha hafif bir formu olarak
kabul edilir. “Kup” veya “kontrakup” kontiizyonlar vaskiiler harabiyet ile doku harabiyetinin
kombinasyonu ile olusur. Kup kontiizyon, kafatasina direk olarak gelen darbeye bagl bir
kuvvetin etkili oldugu bolgede, kontrakup kontiizyon ise darbeye bagli kuvvetin etkili oldugu
bolgenin zit tarafinda, beynin deforme olup tekrar eski seklini almasi siirecinde meydana
gelen negatif basing sonucu olusur."'

Travmatik intrakraniyal kanamalar agir TBH bulunan hastalarin %25 - %35’ inde, orta
TBH olan hastalarin %5-%10’unda goriilebilmektedir.! Epidural hematomlar, daha az siklikta
goriilmekte ve genellikle diisiik hizli kiint travmalara bagli olmaktadir. Epidural hematomun
yarisindan fazlasi serebral hemisferin konveksitesinde arteria meningea media ve dallarinin
besledigi bolgelerde goriiliir. Subdural hematom, kanin duramater ile araknoid membran

arasindaki subdural mesafede toplanmasidir ve biiyiikk cogunlugu venéz kokenlidir. Beynin



hareketi ile baglantili lezyonlardir. Orta veya agir kafa travmalarindan sonra olusan
intraserebral hematom, genellikle kitle lezyonu olusturur ve ¢ogu travmadan sonra ancak 24
saatte goriiniir hale gelir. Kursun yaralanmalari, perfore yaralanmalar ve depresyon fraktiirleri
gibi darbenin, kafanin nispeten kiigiik bir bdlgesine isabet ettigi vakalarda goriiliir.'

DAH, genellikle motorlu ara¢ kazalarindan sonra fokal ve diffiiz beyin travmasinda
travmanin siddetinden bagimsiz olarak olustugu gibi iskemi sonucu da ortaya cikabilir."”
Beyin ve beyin sap1 boyunca aksonlarda morfolojik ve fonksiyonel hasarla karakterizedir ve
beyaz cevherde diffiiz dejenerasyona yol acar.'* DAH’mn kétii prognoz i¢in gergekei bir
gosterge oldugu kanitlanmustir ancak hala tani1 koymada giigliikler vardir.'”> DAH’a yol agan,
ilk travmanin etkisi ile olusan yirtilma kuvvetlerinin disinda gecikmis bagka mekanizmalarin
oldugu goriilmiistiir. Travmay: takiben gelisen primer beyin hasarinda DAH’1n karakteristik
ozellikleri olarak, sisen aksoplazmaya ait amorf-belirgin bir sekle sahip olmayan ve
retraksiyon toplar1 olarak adlandirilan, beyaz cevher igerisine dagilmig aksonal pargalanmalar
goriiliir.'®

Aksonal hasar i¢in 6zglil immunohistokimyasal belirtecler, gelismis goriintiileme
teknikleri ve serum biyobelirteglerinin kullanilmasi ile beyaz cevher hasarinin ilerleyen ve

gecikmis dejeneratif bir siire¢ oldugu orta ve siddetli TBH’da olusabilecegi gosterilmistir.

Yapilan calismalar, beyaz cevher hasarmin aktif ilerleyen bir siire¢ oldugunu
gostermistir. Travmayi takiben inflamasyonun neden oldugu aktif lezyonlar goriiliir, hiicre
iskeletinde kirilmalar olur ve sonucta aksonal iletim bozulur. Beyaz cevher lezyonlarinin daha
once diisiiniilenden daha fazla olarak bir¢ok semptomdan sorumlu olabilecegi ve hafif

TBH’dan sonra hastalari etkileyen ilerleyen nérokognitif sorunlarin kaynagi olabilecegi artik

kabul edilmektedir.'?

2. 3. Sekonder Beyin Hasar1

Hipoksi ve hipotansiyon sekonder beyin hasarimin olugmasinda temel rol
oynamaktadir. Travmadan sonraki ilk 24 saat icinde serebral kan akimi normal
bireylerdekinin yarisina kadar inmekte ve iskemik sinirlara varmaktadir. Yapilan otopsilerde
%80 oraninda post travmatik iskemik lezyonlara rastlanmustir.'* Kafa travmas: siirecindeki
olaylar genellikle ayn1 anda gergeklesir ve intrakraniyal olarak birbirlerine karsi etkileri
karmasik olabilmektedir. Beyin perfiizyon basincindaki diisiis, intrakraniyal basincin artmasi

veya sistemik arteriyel basincin azalmasina baghdir. Sonucta serebral dolasim zarar



gorebilmektedir. Eger sistemik hipoksi mevcutsa beyin oksijenasyonunun daha fazla tehlike
altinda oldugu s6ylenebilir."’

Serebral kan akimi, 100 gram beyin dokusundan 1 dk’da gecen mililitre cinsinden kan
miktaridir ve beyinde bolgesel olarak degismekle beraber, ortalama 50 mL/100g/dk’dur.
serebral kan akimi 18 mL/100g/dak’in altina diiserse geri doniisiimsiiz noronal hasar ortaya
cikar. Serebral perfiizyon basinci, kan1 beyine iten gii¢ olup, ortalama arteryel kan basinci ve
kafa i¢i basinci arasindaki farktan olusur [Serebral perflizyon basinci = ortalama arteryel kan
basinci - kafa i¢i basinci (KiB)]. Serebral vaskiiler direng ise, kanin serebral arterlerden
venlere dogru akimina karsi koyan giigtiir. Bu da baslica kan viskozitesine ve vaskiiler
faktorlere baghdir.''™ Serebral kan akimi degisikliklerinde serebral arterler, kapillerler,
veniiller ve venler dnemli rol oynarlar. Serebral kan akimi degerleri serebral vaskiiler direng
ile degisir. Direnci azaltan; kan pH diismesi, serebral metabolizmanin artmasi, pCO;'nin
artmasit ve pO;'nin 50 mmHg'nin altina inmesi gibi faktorler serebral vazodilatasyona neden
olarak serebral kan akimini artirir. Direnci artiran; kan pH ylikselmesi, serebral
metabolizmanin azalmasi ve pCO;'nin azalmasi gibi faktorler de serebral vazokonstriiksiyona
neden olarak serebral kan akimini azaltir.'®

Akut kafa travmasinda KiB’in artmasi serebral kan akimini azaltir. Bunun sonucu
olarak beyine gitmek iizere arkus aorta ve karotid arterlerden gecen kan miktar1 azalir ve
aortik ark ve karotid siniiste bulunan baroreseptorlerden kalkan impulslar bulbusta bulunan
vazomotor refleksi uyararak kalpten pompalanan kani artirir. Boylece sistemik arteryel kan
basincini artirarak serebral kan akiminin artmasina neden olur ve beyin dokusunun beslenmesi
icin gerekli olan perfiizyon basincini saglamaya c¢aligir. "Cushing refleksi cevabi" olarak
bilinen bu koruyucu mekanizma klinikte ani tansiyon yiikselmesi ile kendini gosterir."

Akut kafa travmali hastalarda, serebral dokularin kanlanmasi igin gerekli olan
perfiizyon basinct 70 mmHg nin iizerinde olmalidir.'* 50 mmHg'nin altina indiginde hipoksi,
40 mmHg'nin altina indiginde iskemi olusur ve beyinde otoregiilasyon bozularak irreversibl
degisiklikler baglar.*’

Kafa travmasinda prognozu etkileyen faktdrlerden birisi de KiB’dir. KiB'in normal
degerleri erigskinlerde 0—10 mmHg’dir. Eriskinlerde 20 mmHg (I mmHg = 1.36 cmH,0) iizeri
basmcin 5 dakikadan uzun siirmesi patolojik olarak kabul edilir. KIB arttiginda 6nce kan,
sonra da BOS kafa i¢i boslugunu terk eder ve bunlarin terk ettigi yeri beyin doldurur ve
herniyasyon tablolar1 olusur. KiB'in normal sinirlarda tutulmasi, kafa travmalarinda mortalite

ve morbiditeyi diisiirmektedir ve tiim tedavilerde KIB'i azaltmak amaglanmalidir.'?



2. 4. Sekonder Hiicre Hasarinda Temel Biyolojik Mekanizmalar

Travmatik beyin hasari

|

Sekonder hasar mekanizmalari

l ~ Aksonda
Mekanik doku yikimi ' Iletim bozulmas1
Uyarict amino kan-beyin
asit salinimi bariyerinde hasar
iyon kanallarinin agilmasi, Ca2+ akisi
serbest radikal tutuclularln inaktivasyonu
sinir hiicresi | serbest radikal olusumu |
olimii
. azalmis beyin
serebral vazoregiilasyonun bozulmast .
metabolizmasi
beyin 6demi

azalmig serebral kan akimi /
hipoksi/iskemi

BEYIN HASARI

artmis KIB

Sekil-1. Sekonder hiicre hasarinda gelisen hiicresel mekanizmalar.”!

Biitiin kafa travmalar1 degisik siire¢ ve sonuglara yol agabilecek bircok farkll
patofizyolojik mekanizmalar1 (Sekil—1) baslatabilir. Sekonder hasar saatler veya giinler sonra
gelisir ve kalsiyuma bagimli hiicre hasari, norotransmitter salintmi, ROT olusumu, gen

aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamatuar yanit1 igerir."

2. 4. 1. Kalsiyuma Bagimh Hiicre Hasan

Beyaz ve gri cevherdeki sekonder hasarin ilerlemesinde, anormal kalsiyum dengesi
onemli rol oynamaktadir. Sinir hiicre hasarinda eksitotoksik hiicre 6liimii, programlanmis
hiicre olimiiniin baslamasi ve postsinaptik reseptor modifikasyonlar ile iliskilidir. Aksonal
hasarda kalsiyum, aksonlar arasindaki baglantinin kesilmesi ile sonuglanan olaylar kaskadini

baslatir. Hem sinir hem de aksonal hasarda fazla kalsiyum erken mitokondriyal sisme ile



iliskilidir.”®> Mitokondri tarafindan fazla kalsiyum tutulmasi kendi membraninda
depolarizasyona, membran permeabilite gegis porlarinin agilmasina ve programlanmis hiicre
6limii faktorlerinin salmisimn  baslamasma neden olur.”® Mitokondriyal fonksiyonun
kaybolmas1 yalniz kalsiyum tamponlama kapasitesini elimine etmez, ayni zamanda ATP
bagimli iyon pompalarinin bozulmasi ile sonuglanan kalsiyum akisina katkida bulunur.
Immiinsiipresif ve mitokondriyal membran permeabilite porlarinin inhibitdrii bir ilag olan
siklosporin A’nin aksonal patoloji ve ndronal hiicre kaybini azaltmasi bu durumun 6nemini
agiklayan bir rnek olarak verilebilir.**

Beyaz cevherin sekonder hasarinda O6nemli diger mekanizma aksonal membranin
sizdirir yani hiicre dist kalsiyumun gegisine izin verir hale gelmesidir.”> Aksonda kalsiyumun
artmasi sonucu, ana yapisal proteinleri indirgeyen enzimler uyarilir ve aksonun seklinin
korunmasindan ve transporttan sorumlu proteinler zarar goriir. Tim bu olaylar taginmis
proteinlerin birikimine, aksonal 6deme ve sonunda iletimin bozulmasima neden olur.*

Bir enzim ailesi olan kalpainler aksonal hasarin ana mediatorleri olarak oldukca ilgi
gormektedirler. Bu enzimlerin farmakolojik antagonistleri hayvan modellerinde giiclii bir
koruma sagladiklar1 i¢in beyaz cevher hasarinda potansiyel tedavi hedefi olabilirler.””**
Kalpainler hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin diisiik olmasi gibi normal fizyolojik durumlarda
bircok diizenleyici fonksiyonu yerine getirirler. Patofizyolojik durumlarda ise yapi ve

transporttan sorumlu aksonal proteinleri hedef alirlar.”

2. 4. 2. Eksitotoksisite

Beyin travmasini takiben uyarici nérotransmitter glutamatin hiicre dis1 konsantrasyonu
artar.”® Presinaptik membrana bagli iyon pompalarimin bozulmasi ve kalsiyum aracili
ekzositoz, néronlardan depolarizasyona bagli glutamat salmmuna neden olur.’' Bu fazla
norotransmisyonun hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun toksik diizeyde artisina katkida
bulundugu diisiiniilmektedir.

Glutamat reseptorleri kimyasal agonistlerine duyarliliklarina gére AMPA (o—amino—
3-hidroksi—5—metil-4—isoksazolepropionik asit) veya NMDA (N-metil-D—aspartik asit)
reseptorleri olarak siniflandirilir.

AMPA reseptor iletiminde gerilmeye bagl degisiklikler tanimlanmistir. Benzer olarak
kortikal noronlara travmatik hasar AMPA reseptor agonistlerine artmis iletim cevabina yol
acar. Hasarli ndronlarda daha fazla AMPA reseptor iyon iletimi, giiclii hipereksitabilite, hiicre

ici serbest kalsiyum konsantrasyonlarinda artig goriiliir ve diger toksik olmayan



konsantrasyonlardaki sentetik glutamat reseptor analoglarma duyarlilik gésterirler.”> AMPA-
reseptdr duyarsizlasmasinda azalma veya fazla duyarlilik oldugunda, travmadan sonra
sinaptik glutamatin kisa siireli artisina bagli norotoksisite hipereksitabiliteye, epileptik
aktiviteye veya kalsiyuma bagli hiicre sismesine, hiicre hasar1 ve 6liimiine yol acabilir.

AMPA resptorleri 4 alt birime sahiptir (GluR;_4). GluR; alt birimi eksik reseptdrler
kalsiyuma fazla gecirgendir.® TBH’1 takiben hasar alanmi infiltre ettigi bilinen
proinflamatuar bir sitokin olan tiimor nekrozis faktér alfa (TNF-a) belirgin olarak hiicre
kiiltiirlinde noronlardaki sinaptik GluR; diizeylerini azaltir ve GluR; alt birimi eksik AMPA
reseptdrlerinin yiizey ekspresyonunu arttirir.”* Sinaptik glutamat ile birlestiginde, hasarli glia
ve inflamatuar hiicrelerden salinan TNF-o tarafindan kompozisyonu yeniden diizenlenen
AMPA reseptorleri, hasar sonrasi kalsiyumun asir1 yiiklenmesine yol acgar. Bir inflamatuar
mediatdor ve glutamaterjik sinir iletimi arasindaki bu iligki, AMPA reseptorlerine bagh
gecikmis eksitotoksisite i¢in yeni bir 11k tutmaktadir.

GluR; alt birimi eksik AMPA reseptorleri cinkoya da fazla gegirgendir.”> Serbest
cinko, ¢inko dengesini korumak i¢in mitokondri tarafindan alinir. Mitokondriye fazla
kalsiyum alimina benzer olarak, mitokondriyal disfonksiyona, uzamis mitokondriyal
membran potansiyel kaybma ve ROT olusumuna yol agar.’® Bu etkiler GluR, kaybinn
noronal hiicre hasar1 ve 6limiinde 6nemli bir basamak oldugunu gosterir.

AMPA reseptorlerine bagli hipereksitabiliteye ek olarak, bircok TBH ¢alismasinda
artmis NMDA reseptor aktivitesine dikkat ¢ekilmistir. Hiicre ici NMDA reseptoriiniin reaktif
oksijen ve nitrojen parcaciklar ile birlesmesi glutamaterjik uyaridan sonra, basta kalsiyum
iyonlar1 olamak iizere Sliimciil bir iyon akisina neden olur. Ornegin, ndronlarda nitrik oksit
(NO) olusumu NMDA reseptor aktivitesine baglidir. Eksitotoksisite boyunca mitokondri fazla
serbest kalsiyumu tutup hiicre i¢i kalsiyum dengesini korumaya ¢alisir. Mitokondrideki artmis
kalsiyum diizeyleri stiperoksit iyonunu (O,") igeren ROT larin {iretimini arttirir. Mitokondride
olusan O,” in NMDA hiperaktivitesi sonucu olusan NO ile reaksiyonu oldukga reaktif
nitratlayici tiirler olan peroksinitritleri (ONOQ") olusturur.”® Deneysel TBH’da artmig ONOO™
Oliimciil hiicresel siirecler olan aminoasitlerin aromatik halkalarinin nitratlanmasina, lipid
peroksidasyonuna, ve DNA kirilmalarina neden olur.””*

Travma sonrast NMDA reseptorleri ve néronal NO olusumu arasindaki fiziksel
iliskideki diizensizlik beyin hasarinin tedavi girisimlerine timit vermistir. Reseptor kompleksi
ve yapisal proteinler arasindaki etkilesim engellenerek, travmanin uyardigt ONOO™ ve NO

olusumu in vitro olarak basariyla azaltilmigtir.*’



2. 4.3. inflamasyon

SSS’nin dis uyarilara karsi yanit verebildigi son 20 yildir diisiiniilmektedir. Bu
zamana kadar beyin dokusu, lenfatik sistemi olmadig1 ve kan beyin bariyeri (KBB) hiicreler
ve ¢Oziinmiis maddelere karsi gegirgen olmadigi i¢in “immiinolojik agidan ayricalikli” olarak
degerlendirilmekteydi.*' Yapilan calismalar, TBH’dan sonra KBB’den immiin hiicrelerin
ozellikle de 18kositlerin gogii oldugunu géstermistir.** “Iimmiinolojik agidan ayricalikli” olma
teorisinin temelinde olan KBB’nin gegirimsizliginin bozulmasi, artik travmadan sonraki
immiinolojik olaylarda kolaylastirici faktdr olarak diistiniilmekte ve giiniimiizde i¢ doku
bilesenleri ile devam eden néroinflamasyon olarak adlandiriimaktadir.® SSS’nin kalici
hiicreleri olan astrosit ve mikroglia, diisiik diizeyde klas 1 ve 2 major histokompatibilite
kompleksleri eksprese etmenin yaninda sitokin, kemokin ve onlarin reseptorlerini de
sentezleyebilir.*!

TBH, son zamanlarda SSS’nin  ndroinflamatuar bir  hastaligi  olarak
degerlendirilmektedir. Beyinde erken inflamasyonun gostergesi aktive mikroglialarin,
notrofillerin ve ddemin bulunmasidir. Mikroglia, immiin reaktif denetleyici bir hiicre gibi
davranir ve patojenlerin tutulmasi, konak¢1 savunmasi ve doku onarimi igin gereklidir.**
Travmay1 takiben mikroglia periferik makrofajdan morfolojik ve immunolojik olarak ayirt
edilemez hale gelir.*> Sik kullanilan néroinflamasyon modellerinde mikroglianin interlkinler
ve ROT gibi proinflamatuar molekiillerin ana kaynagi oldugu bildirilmistir.*® Buna karsilik
astrositlerin, anjiogeneze yardim eden biliylime faktorlerini salgilayarak, enerji kaynagi
azalmis norona glutamin ve laktat gibi alternatif enerji kaynaklar1 saglayarak ve yeni olusan
néronlarin  farkhilasmasini destekleyerek yardimer rolii oldugu kabul edilmistir.*” Ne
tamamiyla norotrofik ne de norotoksik bir hiicre olan mikroglianin sinir biiylime faktori
ailesinin nérotrofinlerinin de kaynagi oldugu gosterilmistir.** Ayni zamanda astrositlerin glial
skar olusumunda rolii oldugu bilinmektedir ve néronlarin canlilig1 ve aksonal rejenerasyonda
tartigmali bir faktordiir.*

Deneysel fokal hasarda immiin sistemin serebral cevabi tanimlanmigsa da, TBH
sonras1 ilk 24 saatte notrofilik infiltrasyon ve 3-5 gilinde makrofajlarla takviye edilen
inflamatuar siirecin ger¢eklesmesi ashinda beyin kontiizyonuna baghdir.”® Buna karsilik
deneysel diffliz aksonal hasarda, sistemik dolagimdan akut nétrofil cevabi olmadan astrosit ve
mikroglianin immiinaktivasyonu ve periferik makrofajlarin infiltrasyonu gosterilmistir. Bu
immiin reaksiyonlardaki farklihk KBB’deki degisik derecelerdeki bozulmalardan ya da

kisinin gosterdigi immiin yanittan kaynaklanabilir. Bir¢ok deneysel TBH arastirmasi fokal
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hasar modellerine odaklanmakla birlikte DAH’daki immiin yanit son yillarda aydinlanmaya
baslamustir.”!

Cesitli immiin ve immiin olmayan hiicrelerden sistemik ve intratekal {iretilen
sitokinler, periferden hematojen hiicrelerin takviyesi, serebrovaskiiler gecirgenligin artmasi ve
SSS’deki kalic1 hiicrelerin aktivasyonunun devam etmesi ile noroinflamasyona aracilik
ederler.”? Bu mediatorler yalmzca noroinflamatuar yanitin yayilmasindan sorumlu degil ayni
zamanda onun varhigmin bir gostergesidir. Sitokinler hasarla es anlamli degildir.
Noroprotektif ve norotrofik etkileri gosterilmis olmakla beraber sinir gelisimi ve normal SSS
fonksiyonlarmin siirdiiriilmesi igin gerekli olduklari da iyi bilinmektedir.*!

Interlokin 1 (IL-1)’in zararli etkileri, fokal hasarda mikroglialardan, diffiiz hasarda
noronlar ve travmanin erken donemlerinde aciga c¢ikan reaktif astrositlerden eksprese edilen

IL-1 reseptorii (IL-1R) aracitligr iledir.”"

IL-1’den kaynaklanan hasar, yalniz sitokinin
kendisine bagli degil daha ¢ok TNF-a, siklooksijenaz—2, fosfolipaz A, ve prostaglandinleri
iceren diger proinflamatuar sitokinleri aktive etmesi, onlarla sinerjistik etki gdstermesi ve
glutamat aracili eksitotoksisiteyi artirmasina baglidir. TBH’da IL—1 baslica proinflamatuar ve
norotoksik molekiil olsa da astrositlerdeki néron biiyiime faktoriinli uyarmasi ile néroprotektif
ozellige de sahiptir.”* IL—1 ile devam eden néroinflamasyonun kétii prognoz ile iliskili oldugu
deneysel olarak gosterilmistir. TBH olan hastalardan serebrospinal sivilarinda yiiksek IL—1
diizeylerine sahip olanlarda Glaskow Koma Skalasi daha diisiik bulunmustur.”® TNF-a, IL~1
gibi, TBH caligsmalarinda sadece proinflamatuar bir sitokin olarak diisiiniiliirken, son yillarda
olas1 noroprotektif 6zellikleri ortaya ¢ikmaya baslamistir. TNF-a’nin mikroglialarin tiretimini
ve hipertrofiye olmalarini arttirdigi, bu hiicresel kaynaklardan parakrin etki ile kendi tiretimini
attirdig1 bilinmektedir. Ayrica ozellikle diffiiz hasarda onemli olan periferik dolagimdan
l16kosit toplanmasini, KBB’nin bozulmasina yol acan proteolitik enzimlerin salinimini ve
astrositik yeniden yapilanmanin ve noronal rejenerasyonun inhibisyonunu destekler.’® Fokal
hasar modelleri, TNF-o.’nin etkilerinin yayilan &zelligini gdstermektedir. Ornegin TNF-a
ekspresyonu fokal hasarli farede kontralateral korteks ve hipokampusta artmis olarak
bulunmustur; kontrollii kortikal ¢arpma modellerinde ise pik serebral 6dem olmadan 6nce en
yiiksek diizeyde saptanmustir.’’ Buna karsihk diffiiz hasar modelleri beyin dokusunda
ekspresyon olmadan 24 saat i¢inde serum TNF-a diizeylerinin arttigin1 gostermistir. Bu da
diffiiz hasarin ¢ok farkli immiin yanitlara neden oldugu tartismasina yol agmistir.”®
Interlokin—6, noroinflamasyonda sitokinlerin “dual rolii”ne prototiptir. Periferik ve

santral olarak akut faz reaksiyonundaki rolii iyi bilinmektedir ve endotelden noronlara kadar
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genis bir kaynaga sahiptir.”” Spesifik antiinflamatuar 6zellikleri, TNF-a.’nin baskilanmasi ve
IL-1RA’nin indiiksiyonunu igerir. Fakat noroprotektif 6zellikleri ndron biiyiime faktoriiniin
iretiminin uyarilmasina, oksidatif stres ve glutamat aracili toksisiteye karsi savunmayi ve
revaskiilarizasyonu arttirmasina baglhidir.* Néronlardan, astrositlerden ve mikroglialardan IL—
6 tretimi SSS’de akut faz reaktanlarinin ana kaynagidir ve astrositlerin aktivasyonlar1 IL-6’ya
bagimhidir.®’ Reaktif astrogliosis, glial fibriler asidik protein eksprese eden astrositlerle
belirlenir ve  TBH’nin hiicresel yanitinda tartigmali bir konudur. Literatiirde glial skar
olusumunu ve proinflamatuar sitokin salinimmin siirdiirdiigi veya bozulmus KBB’nin
onarmmina yardim ettigi kabul edilmektedir.”> DAH modelinde reaktif astrogliosis, IL—6
mRNA upregiilasyonu ile birlikte ilk 2 saat i¢cinde baslar ve travmadan sonra 2 hafta devam
eder.* Interlokin—10 (IL-10) ve transforme edici (doniistiiriicii) biiytime faktorii beta (TGF—
B), immiinsiipresif etkileri olan antiinflamatuar sitokinlerdir ve etkilerini TNF-a, IL-1 ve
interferon—y gibi proinflamatuar sitokinleri inhibe ederek gosterirler.*** IL-10, santral
noroinflamasyonu azaltirken politravmali hastalarda periferik olarak immunosiipresyona yol
acar. Multitravmali hastalarda bu ¢ok onemlidir, ¢iinkii sistemik antiinflamatuar yanitlar
klinik olarak enfeksiyona yatkinlig1 arttirmak gibi sekonder beyin hasarina katki saglayabilir.
Bunun disinda antiinflamatuar sitokinin kendisi noroinflamasyona bagli sekonder beyin
hasarin1 azaltabilir. Sitokinlerin {iretiminin beyin dokusunda artmasi lokal sonucu
iyilestirirken, sistemik olarak iiretilmesi genel sonucu koétii etkileyebilmektedir. Bu da
intraserebral ve periferal immunolojik olaylar arasindaki iliskinin dikkat ¢ekici bir 6zelligidir.
Lokosit iletisimi ve goclindeki rolleri ile bilinen kemokinler, TBH’dan sonra periferik
l6kositlerin  gogiinii baslatirlar. Yapilan calismalarda kemokinlerin intraserebral iiretimi
gosterilmistir.”

Kemirgenlerde makrofaj inflamatuar protein—2 olarak bilinen IL-8, nétrofiller i¢in
giiclii bir kemotaktik faktordiir ve proteazlari indiikleyerek sekonder hasara aracilik etigi
bildirilmistir.®® Siddetli kafa travmast geciren hastalarda ilk 6 saat i¢inde serebrospinal sivida
[L-8’in iiretiminin arttig1 gosterilmistir. IL-8’in, kemotaksis diginda, KBB disfonksiyonunu
ve néron bityiime faktdriiniin iiretimini uyarmak gibi etkileri de vardir.®’

Monosit kemoatraktan protein—1 kan kaynakli monositlerin gog¢ii i¢in ¢ok 6nemlidir.®®
Diffiiz hasar modelinde monosit kemoatraktan protein—1 proteininin artigi, hasardan sonra 4—
16 saat icinde gosterilmis, ancak immiinhistokimyasal inceleme ile monosit/makrofajlarin
perivaskiiler gorlinlimiine benzer olarak makrofaj inflamatuar protein—2 ve akut noétrofilik

infiltrasyon goriilmemistir.’' Bu nedenle kemokin salimm sekli néroinflamasyonun bir
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yoniidir ve farkli tip primer beyin hasari ile ilgili hiicresel yanitlar1 diizenledigi
diistiniilmektedir.
Gilinlimiizde artik SSS’nin periferik immiin infiltrasyona reaktif bir yap: olmadig ve

santral immiinoaktivasyonun periferik immiinolojik olaylar etkiledigi diisiiniilmektedir.

2. 4. 4. Oksidatif Hasar

Oksidatif hasar TBH’da gelisen sekonder hasarin 6nemli bir bilesenidir (Sekil-2).
Beyin dokusu asagida siralanan bir¢ok 6zelligi nedeni ile oksidatif hasara daha duyarlidir.

1) Beyin dokusunu olusturan hiicrelerin membranlar1 lipid bakimindan diger
organlarin hiicrelerinden daha zengindir.

2) Noronlarin membran/sitoplazma oranlar1 diger hiicrelere gére daha biiytiktiir, yani
oran membran yoniine dogru kaymustir.

3) Oksidatif metabolik aktivite oldukca yiiksektir.

4) Oksidan stresten koruyucu enzimler olan antioksidan enzim aktiviteleri diisiiktiir.

5) Spesifik noérokimyasal reaksiyonlarla endojen olarak fazla miktarda ROT
tiretilmektedir. Bunun en iyi 6rnegi dopamin oksidasyonudur.

6) Periferal hasara yatkin olan uzamis akson morfolojisi ile uyumlu noronlara 6zgii
ozellikleri vardir.

7) Noronlarin son boliinmesini tamamlamis olmasit ve dolayisiyla boliinememesi
hasara ugrayan hiicrenin yerine yenisinin gelememesi sonucunu dogurmaktadir, bu da
dokunun hasara daha yatkin hale gelmesine neden olmaktadir.

Biitiin bu o6zellikleri dolayisiyla oksidatif strese diger doku ve organlardan daha yatkin

olan beyin dokusunun korunma ihtiyaci diger dokulardan daha fazladir.®®
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Sekil-2. TBH’dan sonra oksidatif hasar mekanizmalar1.”

ROT, bir veya daha fazla ciftlesmemis elektron iceren molekiillerdir. Oksidatif
metabolizmaya genellikle enzimatik tasiyicilardan elektron akiginin belirli hedefine degil de
oksijene kaymasi ile olusan serbest oksijen radikalleri katilmaktadir. Serbest radikaller O,",
hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikal (OH"), nitrik oksit (NO") ve ONOO™ gibi reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleridir. Hiicre i¢i kalsiyum artigina yol agan glutamata bagh
eksitotoksisite, nitrik oksit sentaz ve ksantin oksidaz gibi bir¢cok endojen enzim ile fosfolipaz
A-2-siklooksijenaz yolunu uyarir. Hiicre i¢i kalsiyum artis1 ayni zamanda mitokondriyal
fonksiyonu bozar ve siiperoksit sizintisina yol agar.”'

Aktive notrofiller direk olarak O, ve NO' uiretebilirler. Ayrica ROT lar birbirleri ile
reaksiyona girerek, 6rnegin O,” ve NO' reaksiyonundan ONOO™ olusumu gibi ek ROT’un
olusumuna sebep olurlar.”

ROT reaksiyonlarinin diizenlenmesinde geg¢is metallerinin kontrolii 6nemlidir. Hemin
yikim iriinleri, Ozellikle serbest demir, travmatize beyinde oksidatif stres ig¢in Onemli
kaynaktir. Demir, H,O; ile reaksiyona girerek OH’ radikali lipidlerle de alkoksi ve peroksi
radikalleri olusturur (Sekil-2). Bu okside edici tiirler hiicrelerde doku hasar1 sonrasi
eritrositlerden salinan serbest hemoglobin birikimi nedeniyle 6nemlidirler. H>O, gibi okside
edici molekiiller hemoglobin ve geg¢is metali igeren diger proteinler ile birlestiginde ciddi
tehdit olugturmaktadirlar.”

Organizmada herhangi bir nedenle asir1 miktarda iiretilen ROT un niikleik asitler,

lipidler, ¢esitli proteinler ve polisakkaritler gibi biyomolekiillerle etkilesmesi, hiicre ve doku
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hasarlarina yol agmakta ve pek ¢ok patolojik olayda 6nemli rolii oldugu kabul edilmektedir.
Bunlarin igerisinde oksidatif hiicre hasar1 bakimindan en énemli olani, membran lipidlerinin
oksidasyonudur. LP, fosfolipid, glikolipid, gliserit ve sterollerin yapisinda bulunan
poliansature yag asitlerinin ROT etkisiyle alkol, aldehit, hidroksiasit, etan ve pentan gibi
cesitli Urlinlere yikilmasin1  kapsayan reaksiyonlar dizisidir. Organizmada lipid
peroksidasyonun gerceklestigi baslica yerler yiiksek oranda fosfolipid iceren biyomembranlar
ve subselliiler organellerdir.”

Redoks Kkatalisti olarak gorev yapan Fe™ veya Cu' gibi gegis metal iyonlarmm
varliginda, ROT’un hepsi LP’yi baslatabilir. Peroksidasyon, ROT’un, poliansature yag
asidinin metilenik yan zincirinden bir hidrojen atomu ¢ikarmak icin yaptiklar1 atakla baslar.
Boylece, yag asidi zinciri lizerinde karbon merkezli bir lipid radikali olusur.

L-H+OH — H,0 +L°

Radikal olusumunu takiben yag asidi zincirindeki ¢ift baglar, konjuge dien seklinde
yeniden diizenlendikten sonra, O, ile reaksiyona girerek peroksi radikalini olustururlar.
Peroksi radikali diger bir peroksi radikaliyle birlesebilir ya da membran proteinleriyle
etkilesebilir. Fakat en onemlisi, bu radikallerin kendilerine komsu yag asidi zincirlerinden
hidrojen atomlarmi c¢ikartabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalaridir.
Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag
asidi zinciri, lipid hidroperoksitlerine g¢evrilebilmektedir. Lipid hidroperoksitleri, hem
proteinleri veya bazi1 metal kompleksleri varliginda, siklik peroksitler ya da endoperoksitler
lizerinden cesitli iiriinlere yikilmaktadir. Cogu biyolojik olarak aktif olan bu iiriinler -OH, -
OOH, -COOH veya -CHO gruplar1 igeren kisa zincirli yag asitleri ile etan ve pentan gibi
gazlardir.” Peroksidasyon sirasinda olusan peroksi radikalleri, lipid hidroperoksitler ve
bunlarin yikim {iriinleri, biyomembranlar, subselliiler organeller ve enzimler {izerinde toksik
etkilerini gosterirler. Membran permeabilitesini ve mikroviskositesini degistirirler. Boylece,
membranin H™ ve Ca™ gibi diger iyonlara karsi gecirgenligi artar ve transmembran iyon
gradiyenti bozuldugundan membran potansiyelinde diisme gozlenir. Sonugta membran
akiskanlig1 azalir. Membrana bagli reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol acarlar.
Ciinkii enzimler dahil bir¢ok protein yapisinda bulunan serbest tiyol (-SH) gruplarini,
distilfitlere (S-S) oksitleyerek, bu bilesiklerin aktivite ya da fonksiyonlarinin degismesine
neden olurlar. Subselliiler organellerin yapisin1 ve fonksiyonlarini bozarlar. Mitokondrilerde
oksidatif fosforilasyonu ¢ozerler, mikrozomal enzim aktivitelerini degistirirler, hatta
lizozomal hidrolitik enzimler gibi organel igeriklerinin de salinimma yol agarlar.”® Ug veya

daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu MDA olusumuyla sonuglanmaktadir.
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Membran bilesenlerinin (protein, lipid) polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina neden
olan MDA; deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki
determinantlarin agregasyonu gibi, intrensek membran o6zelliklerini degistirebilir. MDA
ayrica, niikleer membrandan diffiize olabildiginden, DNA’nin nitrojen bazlar1 ile de
reaksiyona girebilmekte ve plirin—pirimidin yapilarinda modifikasyona ve DNA
iplikciklerinde kopmalara neden olabilmektedir. LP sirasinda agiga ¢ikan firiinlerden olan
MDA, konjuge dien, organik hidroperoksit ve pentan gibi iiriinlerin diizeyleri kantitatif olarak
Olgiilebilmekte ve  bdylece ROT ile indiiklenen peroksidasyonun  derecesi

belirlenebilmektedir.””
2. 4. 5. Nitrik OKksit

Nitrik oksit, ii¢ farkli nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan arjininden sentezlenir ve
SSS’de birgcok fonksiyon gosterir. Endotelyal NOS (eNOS) ve ndéronal NOS (nNOS)
kalsiyum/kalmodilin bagimli olarak NO sentezlerler. Fakat indiiklenebilir NOS (iNOS) bir¢ok
patolojik durumda kalsiyumdan bagimsiz olarak NO sentezler. nNOS, 6zellikle arteria serebri
medianin besledigi alanlarda bulunur ve iskemi ve travmada uyarilir. eNOS endotel
hiicrelerinde bulunur ve iskemide vazodilatasyona yol a¢tig1 i¢in digerlerinden farkli olarak
néroprotektif etkilidir.”””® VEGF iiretimi, yeni kan damarlarmin olusumuna yol acan eNOS
ekspresyonunu uyarabilir.”” eNOS tarafindan iiretilmis NO’nun neden oldugu presinaptik
sinyallerdeki degisiklikler néronun esnekligi ve iyilesmesi i¢in dnemlidir. Ayrica eNOS,
néronlarm apoptotik Sliimiinii cGMP’ye bagli bir mekanizma ile engelleyebilirler.*” TBH’dan
sonraki etkileri benzer olmakla beraber farkli mekanizmalarla da ndéroprotektif etkiler
gosterebilir. Ciinkii NO kiiciik bir molekiildiir ve ¢evre dokulara gecip parakrin etki ile
kapillerlerde platelet agregasyonunu ve parankime l6kosit infiltrasyonunu inhibe edebilir.*'
iNOS travma dahil birgcok stresli durumda uyarilir ve makrofajlar, notrofiller ve gesitli
hiicrelerden salinabilir. TBH TNF-a, IL-1B ve IL—6 gibi proinflamatuar sitokinlerin
salgilanmasina neden olur. TNF-a ve IL-1p, niikleer faktor kappa B (NF-kB) yoluyla iNOS
mRNA transkripsiyonunun en 6nemli iki uyaranidir. iNOS tarafindan iiretilen NO, iskemi ve
travmada noronlarda mitokondriyal ve hiicresel disfonksiyona yol agar ve sekonder hasari
artirir. Olusan NO, O, gibi ROT ile reaksiyona girip daha gii¢lii oksidan bir molekiil olan
ONOO”i olusturur ve néronlarda apoptozis ve nekroza yol agar.*

TBH’dan sonra birka¢ dakika i¢cinde eNOS ve nNOS pik yapar fakat kisa siirede

aktivite bazal degerin %50’sine diiser ve yaklasik 7 giin bdyle devam eder. Bunlara karsit
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olarak, iNOS ekspresyonu beyin hasarindan sonra belirgin artig gosterir ve ilk 1-2 giinde NO
pik yapar. Bu nedenle TBH’dan sonra iNOS’un farmakolojik ve genetik inhibisyonu

. . 4. 83
Onemlidir.

2. 4. 6. Endotelinler

Endotelinler, vazokonstriiktif etkileri ile 06zellikle iskemide doku hasarini arttirici
etkilere sahiptir. Son zamanlarda, kapali kafa travmasinda endotelin diizeylerinin arttig1
saptanmistir. Endotelin A reseptor selektif antagonistlerinin iskemi ve kapali kafa travmasinda
koruyucu etkileri gbézlenmis ve norotravma endotelin B reseptorlerinde gecikmis olarak

selektif kayba yol agmustir.**

2. 4.7. Apoptozis

Apoptozis, beyin hasarindan sonra iskemi ve travmadaki hiicresel 6liimiin %50’sinden
ve her durumda da bu siireci baglatan hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallerden sorumlu olabilir.
Memeli hiicrelerinde baslica iki apoptozis yolu tanimlanmistir; Fas/TNF-R reseptor yolu ve
mitokondriyal yol. TBH’daki apoptotik siire¢ i¢cin kesin mekanizmalar tam belli degildir.
Genel olarak, mitokondri i¢ zarindan sitozole salinan sitokrom c, mitokonriye bagli apoptozis
yolunu baglatir.  Sitozolde sitokrom c, apoptozis aktive edici faktdr—1, kaspaz—9 ve
deoksiadenozintrifosfata baglanir ve ardi sira meydana gelen; 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 salinnmina yol acan mekanizmalarin aydinlatilmas1 akut kafa travmasinda
apoptozisin anlasilmasinda énemlidir. Aksonlarda mitokondriyal sitokrom c salinimi Buki ve

ark. tarafindan tanlmlannns,tlr.85

Ayrica beyin hasarinda apoptotik oOliime yol agan
mekanizmalar NF-xB ve p53’e bagli yollar1 ve bcl ailesinin indiiklenebilir proapoptotik
iyelerinin aktivasyonunu icerir. Bu faktorlerin uyarilmasi da kaspazlar1 aktive eder. Kaspaz 3,
DNA yikimma ve hiicre Olimiine yol agcan, DNA’y1 parcalayan endoniikleazlari, enerji

tiiketen DNA tamir enzimlerini ve poli (ADP-riboz) polimerazi aktive eder.®
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2. 5. Travmatik Beyin Hasarinda ikincil Hasardan Koruyucu Mekanizmalar

(Noroproteksiyon)

2.5. 1. Endojen Koruyucu Mekanizmalar

Perilezyonel alanlardan salinan mediatdrlerin hepsi hiicre hasarina aracilik etmez. Bazi

mediatdrler iskemik ve travmatik hasardan sonra ndron iyilesmesine katkida bulunabilirler.

1. Antiinflamatuar Sitokinler

Yapilan son c¢alismalarda, IL-10 gibi bazi sitokinler iskemik hasarda inflamatuar
sitokinlerin tiretimini azaltarak koruyucu etki gostermislerdir. IL-1RA, TNF-a baglayici
protein ve IL-18 baglayic1 protein gibi baglayici proteinler, reseptdrii ya da sitokinin

kendisini baglayarak proinflamatuar sitokinlerin etkilerini antagonize ederler.*

2. Antioksidan mekanizmalar

Fizyolojik durumlarda oksidatif hasardan koruyucu bir¢ok endojen antioksidan bilesen
tanimlanmistir  (Sekil-2). Antioksidan sistem, enzimler ve diisik molekil agirlikli
antioksidanlar olarak iki sinifta degerlendirilebilir. Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1.)
O, "’nin H,0,’e doniisiimiinii katalizler. Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.19) ve katalaz
(EC 1.11.1.6) molekiiler oksijen ve su olusturarak H,O,’i temizler. Bunlara destek olan
metallotioneinler ve 1s1 sok proteinleri vardir. Metallotioneinler ge¢is metallerinin redoks
aktivitelerini azaltan ve antioksidan 6zellikleri olan bir grup proteindir.®’ Serbest radikal
tutucular, genel olarak diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar olarak bilinirler ve beyinde de
bulunurlar. Bunlar glutatyon, melatonin, iirik asit ve histidinle iligkili molekiiller gibi endojen
ve tokoferoller (vitamin E), askorbik asit ve lipoik asit gibi diyetle alinan eksojen
molekiillerdir. TBH’dan sonra antioksidan savunma mekanizmalar1 bozulur ve serbest radikal
aracili lipid peroksidasyonu, protein ve DNA oksidasyonu ile hiicresel hasar ve dliime yol
acabilir. Beyin, yliksek yag asidi icerigi nedeniyle ve total viicut oksijen igeriginin biiyiik
oranini kullandig1 i¢in oksidatif hasara ¢ok duyarlidir.®®

Serum ve plazmada bulunan degisik antioksidan molekiillerin konsantrasyonlar1 farkl
metodlarla Sl¢iilmiistiir, fakat bu molekiillerin tek tek 6l¢iilmesi zaman alici, pahali ve daha

komplike teknikler gerektirmektedirler. Bu nedenle farkli antioksidanlarin ayr1 ayri 6l¢iilmesi
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pratik degildir ve antioksidan etkileri birbirlerini etkilemektedir. Bu nedenle Erel ve ark.’nin
gelistirdigi yontemde oldugu gibi 6rnekteki total antioksidan kapasitenin (TAK) 6lclilmesine
yonelik yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerde, bir radikal olusturulup bu radikale karsi
ornekteki antioksidan aktivite Ol¢lilmektedir. En ¢ok kullanilan kolorimetrik yontemler,
renksiz bir molekiil olan ABTS’nin [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin—6-sulfonik asit)]
kullanildig1 yontemlerdir. ABTS okside oldugunda mavi-yesil renkli ABTS" olusur. Renkli
ABTS" okside olabilecek baska bir molekiil ile reaksiyona girdiginde de orijinal renksiz
haline indirgenir. Bu 6zellik ABTS kullanan yéntemlerin temelini olusturmaktadir.*

Insanlarda SOD’mn 3 izoenzimi bulunur. Bakir—¢inko SOD (SODI1) hiicrelerin daha
cok sitoplazma ve lizozomlarinda bulunur ve TBH’da en ¢ok ¢alisilan SOD izoformudur.
Artmis SOD1 aktivitesi hasarli beyinde néroproteksiyon ile iligkilidir.”

Ikinci SOD izoenzimi manganez-SOD (SOD2), daha cok mitokondride bulunur.
SOD2 defektli farelerde, TBH’dan sonra kortikal lezyonda fazla nekrotik hiicre o6liimiiyle
iliskili mitokondriyal sitokrom ¢’nin artmis salmimi gdsterilmistir.*” Hiicre dis1 SOD (SOD3),
serebral iskemi modellerinde fazla saliniminin yararli oldugu goriilen iiglincii SOD
izoenzimidir fakat TBH’da calisilmamustir.”’ Yapilan calismalarda, deneysel TBH
modellerinde, KBB’den SOD gegisini ve etkinligini artiran SOD’1n farmakolojik formlarinin
verilmesi sonucunda ortaya ¢ikan bazi etkileri oldugu gosterilmistir. Polietilen glikol bagli—
SOD’un (PEG-SOD, pegorgotein) hasar sonrasi motor hasarlar1 diizelttigi fakat denge ve
mekansal hafiza {izerine etkisi olmadigi goriilmiistiir.”> Diger bir form olan lesitinize-SOD
odemi azaltip yasam siiresini artirmaktadir. Tlging olarak, polietilen glikol bagli-SOD bilissel
fonksiyonlar1 etkilemezken, lesitinize-SOD mekansal hafiza ile ilgili olan hipokampal CA3
bolgesinde noron Sliimiinii azaltir.”®

GPx aktivitesi, beyinde katalazdan yedi kat daha fazladir. GPx, rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG) oksidasyonu sirasinda peroksitleri toksik olmayan formuna
doniistiiriir. Gutatyon rediiktaz da GSSG’yi GSH’a tekrar rediikte eder. Travmadan sonra 3.
saatte diisiis gosteren GSH diizeylerinin 96 saat boyunca diisiik kaldig1 bildirilmistir. GSSG
olusumu ile diisen GSH diizeyleri apoptotik néron 6liimii ile iliskilendirilmistir. Travmadan
sonra diisen GSH/GSSG orani sistemdeki oksidatif ve/veya nitrozatif yiikiin gostergesidir.”*
GPx, eriskin beyninde travmadan sonra hemen artarken immatiir beyinde bu artis goriilmez.”
Travmaya yanitta immatiir beynin GPx artisindaki yetersizligi, immatiir beynin hasara olan
savunmasizliginda &nemli rol oynuyor olabilir. Iskemi/hipoksi modelinde artms GPX,
sonuglari iyilestirmis ve bu antioksidan enzimin pediatrik TBH i¢in potansiyel tedavi ajani

olabilecegi konusunda {imit vermektedir.”®
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TBH’da antioksidan &zellige sahip bagka ajanlar da ¢alisilmistir. Bunlar nitrone spin
tuzaklari, 21-aminosteroid bilesikleri (genellikle tirilazad mesilat), siklooksijenaz inhibitorleri
(ibuprofen, indometasin), nitrik oksit sentaz inhibitorleri, tokoferoller, nitroksit radikalleri,
melatonin ve nonpsikoaktif kanabinoid deksanabinoldiir.”’ Melatonin hidroksil radikal ve
peroksil radikal gibi ROT’lar1 yakalayabilmesi ile antioksidan &zelliklere sahiptir.
Melatoninin endojen sentezlenen glutatyon ve mannitolden sirasiyla 5 ve 14 kat daha fazla,
genelde ilk antioksidanlardan olarak bilinen vitamin E ile esdeger ya da daha fazla
antioksidan etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica bir¢ok in vitro ve in vivo ¢aligmada

melatoninin noronal hasari azaltic1 ve néronal dokuyu koruyucu etkileri gosterilmistir.”’

3. Gonad hormonlari

Ostrojen ve progesteron, inme ve TBH’da biiyiik olasilikla antioksidan mekanizmalar
artirarak, eksitotoksisiteyi ve inflamasyonu azaltarak, demyelinizasyonu uyararak
néroprotektif ve norodejeneratif etkiler gostermektedir.”® Beyinde insiilin benzeri biiyiime
faktorii 1 ve Ostrojen uyarilar1 arasindaki etkilesimin néron hasarina karst néron yasamini

destekledigi gosterilmistir.”

4. Biiyiime Faktorleri

Beyin hasarindan sonra ¢ok erken donemde sinir biiyiime faktorii, beyin kaynakli
norotrofik faktor, glia kaynakli biiyiime faktorii, bazik ve asidik fibroblastik biiylime faktorleri
ve TGF- siiper ailesinin iiyeleri gibi bir¢ok biiyiime faktdrii uyarilir. Ornegin TBH’dan sonra
ge¢ zamanlarda verilse bile fibroblastik biliylime faktorlerinin beyinde koruyucu etkisi
gosterilmigtir. Tim bu biiylime faktorlerinin disaridan verilmesi noroprotektif etki
gostermistir. Bu nedenle endojen uyarilmalarinin da noroprotektif etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir.'® VEGEF, hastalikta ve saglkta anjiogenezde anahtar role sahip bir biiyiime
faktoriidiir. Baslica bes izoformu vardir. VEGF izoformlari, birgcok durumda farkli patolojik
stireclerde farkli ekspresyona sahiptir. VEGF ailesinin en énemli reseptorleri Feline sarkom
virus benzeri tirozin kinaz reseptorii (Flt—1) ve fetal karaciger kinaz reseptorii (Flk—1) veya
VEGFR-2 reseptorleridir. Flk—1 A, C, D ve E VEGF izoformlarina baglanir ve mitojenik,
anjiogenik ve permeabiliteyi arttiric1 etkilere aracilik ederek endotel hiicrelerinin damarsal
yataklara doniistimiinde kritik rol alir. VEGFR-2 norofilin-1’in koreseptorii olarak bilinir. Bu

iki reseptoriin birlikte ekspresyonu VEGF’in VEGFR-2’ye baglanmasini ve VEGF’e bagimli
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kemotaksisi arttirir. Patolojik durumlarda VEGFR-2, fosfoinositid 3 kinaz (PI3K)-bagimli
sinyal yolu ile antiapoptotik etki gosterir ve VEGF uyarisi ile olusan endotel dokusunun
yasamint desteklerken bazi patolojik durumlarda KBB’den sizintiyr arttirarak vaskiiler
permeabiliteyi degistirir. Rat sepesifik bir protein olan endotel bariyer antijen gibi ¢esitli KBB
belirtecleri matiir, saglam ve tam fonksiyon gosteren beyinlerin kii¢ciik damarlarinin endotel
hiicre bazal membranindan eksprese edilir. Bu antijenin fonksiyonu tam olarak bilinmese de
ensefalit, beyin travmasi ve beyine Klostridyum Perfringens toksininin verilmesi gibi bazi
patolojik durumlarda permeabilite artisi ile iligkili oldugu bildirilmistir. VEGF, diger biiyiime
faktorlerinden farkli olarak beyinde iki yonlii etkiye sahiptir. Akut ve kronik hasardaki etkileri
ya da hipoksi veya inflamasyondaki etkileri degisebilmektedir.'"’

VEGF, hipoksi ile transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel indiiksiyona ugrayan bir
anjiogenezis ve vaskiiler gecirgenlige etki eden biiyiime faktoriidiir. Hipoksi durumunda
beyini de iceren ¢esitli dokulardaki anjiogenezis ile iliskilidir ve serebral iskemiye vaskiiler
yanitta onemlidir. Ciinkii iskemi beyinde VEGF salinimini uyararak yeni serebral kan damari
olusumunu tetikler.'” Serebral iskemiden sonra beyin yiizeyine topikal VEGF uygulanmasi

104
Vi

infarkt alanini azaltmis,'® intravendz VEGF verilmesi norolojik sonuglar iyilestirmistir e

1% Bu bulgular

intraventrikiiler olarak anti-VEGF ab uygulamas1 infarkt alanim arttirmigtir.
VEGEF’in noroprotektif etkisi ile uyumludur fakat bu etkiden anjiogenezis mi sorumludur tam
belli degildir. Clinkii VEGF’e yanit olarak olusan damarlar normalden fazla sizintilidir ve
beyin 0demini arttirip iskemi sonucglarmi koétiilestirmektedir. Zhang ve ark. VEGF’in dual
roliine ilk kanit olarak bildirdikleri ¢aligmalarinda, deneysel inme modelinde iskemik ratlara
48 saat sonra thVEGF 45 verdiklerinde beyinde mikrovaskiiler perfiizyonu arttirip fonksiyonel
norolojik iyilesme saglamistir. Fakat inme olusturulduktan 1 saat sonra verdiklerinde KBB

— 104
bariyeri sizintisint arttirmistir.

VEGF, NO salinimin1 uyararak vaskiiler permeabiliteyi
arttirtr. VEGF, KBB’i bozarak SSS’deki immiin yanitlar1 degistirir. SSS’deki antijenlerin
kandan gelen immiin medyatorler ile karsilasmasina neden olur ve beynin immiin korumali
durumunun bozulmasina neden olur. Beyinde normalden fazla VEGF iiretilmesi, interselliiler
adezyon molekiilii-1 ve major histokompatibilite kompleks klas 1 ve 2 iiretimini arttirir.'®
VEGF noronlar iizerinde direk etki gosterir ve aksonal biiylimeyi uyarir. VEGF’in
hipokampal noron kiiltiiriinde glutamat ve NMDA toksisitesinde hiicre 6liimiinii inhibe etmesi
VEGF’in direk néronal koruyucu etki mekanizmasini desteklemektedir.'”” Son zamanlarda
VEGF erigkin beyninde ndrogenezisi gelistiren bir faktor olarak diisliniilmektedir. Ayrica

VEGF noronal prekiirsorlere direk mitojenik etki gostermektedir. Boylece iskemik beyinde
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VEGF ekspresyonu iskeminin indiikledigi ndrogenezise katkida bulunabilir ve sonuglari

iyilestirebilir.'"

2. 5. 2. Travmatik Beyin Hasarinda Noroprotektif Tedavi

Kafa travmasinda, sekonder biyokimyasal hasar1 ve hiicre 6liimiinii sinirlayabilmede
farmakolojik ajanlarin (Tablo—1) etkileri (Sekil-3) birgok hayvan modelinde calisilmistir.
Fakat hayvan modelinde {imit veren noroprotektif tedavi protokolleri insanlarda
uygulandiginda yeterince basar1 elde edilememistir. Baz1 kavramsal ve metodolojik konular
hayvan deneylerinin klinige aktarilmasinda zorluklar1 artirmaktadir.'® Bunlar yetersiz hayvan
modelleri, yetersiz ila¢ dagilimi ve hayvan calismalarinda siirelerin ¢cok kisa olmasi ya da
uygun olmamasi olabilir. Ayrica bu ¢alismalarin yalniz bir mekanizmay1 hedef aliyor olmasi
en 6nemli neden olarak goriilmektedir. Ornegin eksitotoksik aktivite bloke edilse de apoptotik
stire¢ nedeniyle hiicre 6limii devam edebilir. Ciinkii Sekil-1’de goriildiigii gibi travmatik
beyin hasarinda birgcok mekanizma rol oynamaktadir. Son yillarda, néroprotektif ajanlarin
gelecekteki klinik calismalart icin farkli deneysel yaklagimlar ve degisik klinik metodlar

dikkatlice yeniden gdzden gegirilmektedir.*

Tablo—1. Kafa travmasinda yapilan ¢alismalar.'®

Hayvan deneyleri Klinik ¢caliymalar
Anti inflamatuar + CY
NMDA antagonistleri +++ —
AMPA antagonistleri ++ CY
Dexanabinol ++ —
Na kanal blokerleri ++ CY
TRH +++ CY
Biiylime faktorleri ++ CY
Glukokortikoidler + —
Kaffeinol + CY
Opioid antagonistler ++ CY
Anti apoptozis ++ CY
Serbest radikal tutucular + —
Eritropoiein ++ CY
Kalsiyum kanal blokerleri + —
Magnezyum siilfat ++ —
Statinler ++ CY

— koruyucu etkisi yok, + az koruma, ++ orta koruma, +++ giiclii koruma, CY ¢alisma yok.
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Glutamatla Uyarilan '
(NMDA, AMPA, Kainat) Ca kanallari NMDA-AMPA
. e Antagonistleri
Voltaj bagim Endoplazmik Retikulum

Ca kanallari

Katlanmamis
Protein cevabi

: Na kanallari
N Ca Kanallari

Ca kanal 2k o

blokerleri LI

Buylime Faktorleri Mitokondri

Eritropoetin

Na kanal
antagonistleri

BF reseptdrleri Kalpainler

@ - Hiicre dliimii

ROT tutuculari

Kaspaz bagiml Deksanabinol

olmayan apoptozis

@ Kaspaz bagimli apoptozis

Statinler - X Magnezyum Siilfat 5 Apoptozis
Antiapoptozis

(Kaspaz inhibitoreri)

Sekil-3. Kafa travmasinda ¢alisilan farmakolojik ajanlarin etki mekanizmalar1.'®

1. Statinler

Statinler, kolesterol sentezinde hiz kisitlayici basamak olan HMG-KoA rediiktaz
enziminin kompetetif inhibitorleridir. Kolesterol diisiiriicii etkilerini, hepatik LDL
ekspresyonunu ve kolesterol klirensini artirarak gosterirler. Ancak son yillarda statinlerin,
kolesterol diisiiriicii etkilerinden bagimsiz ¢ok yonlii etkileri oldugu ortaya ¢ikmugtir.'®'"
HMG-KoA rediiktaz enzimi, koenzim olarak NADPH kullanarak HMG-KoA’y1 mevalonata
indirger. Mevalonat sentezinin inhibisyonu, kolesterol ve farnesilpirofosfat (FPP) ve geranil
pirofosfat (GPP) gibi izoprenoid ara iirlinlerinde 6nemli miktarda azalmaya neden olur (Sekil—
4). Azalmis FPP ve GPP, izopreniod olusumunu azaltir ve postranslasyonel protein
izoprenilasyonu etkilenir. Bu yolla %0,5—-1 proteinin modifiye edildigi diisiiniilmektedir. Bu

nedenle statinlerin etkilerinin, kolesterol diisiiriicii etkilerinden ¢ok daha fazla olabilecegi

diistiniilmektedir.""!
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Asetil-KoA
!
HMG-KoA
| HMG-KoA rediktaz |— STATINLER
Mevalonat
!
Izopentil-PP
!
Geranil-PP  — geranilgeranil-PP —  geranilgeranillenmis proteinler (Rab, Rho)
!
Farnesil-PP — farnesillenmis proteinler: Ras, lamin B
! farnesillenmis bilesikler: hem A, dolikol, ubikuinon
Skualenler

l
KOLESTEROL

Sekil4. Mevalonat yolu

Izoprenoidler bircok proteinin posttranslasyonel modifikasyonu ic¢in onemli lipid
pargaciklaridir. Ras ve Rho gibi GTPaz ailesinin iiyeleri prenilasyon ile posttranslasyonel
modifikasyon i¢in en 6nemli substratlardir. Digerleri heme-A, niikleer laminler, heterodimerik
G proteinlerin gamma alt birimleri ve diger Rab, Rac, Ral ve Rap gibi kiigiik guanozin
trifosfat (GTP)-bagli Ras-benzeri proteinlerdir. Statinlerin ana hedefleri olan Ras ve Rho,
inaktif GDP-bagl ve aktif GTP-bagl yapilar arasinda donen kiiciik GTP-bagl proteinlerdir.
Endotel hiicrelerinde, sitoplazmadan plazma membranina Ras translokasyonu farnesilasyona
baglidir. Rho translokasyonu i¢in de geranilgeranilasyonu gerekmektedir. Bu ikisinin
izoprenilasyonunun inhibisyonu ile statinler sitoplazmada bu proteinlerin inaktif formlarinin
birikmesine neden olurlar. Statinlerin kardiyovaskiiler fonksiyonlar: iyilestirmedeki yararh
etkileri kolesterol diizeyleri diigmeden ortaya g¢ikmaktadir. Bunun nedeni olarak, platelet
aktivasyonunda, adhezyon molekiillerinin ekspresyonunda ve inflamatuar sitokin saliniminda
azalma ile sonuglanan eNOS ekspresyon ve aktivitesinin artmasi ileri siiriilmektedir.''*'"?

Kii¢iik G-proteinleri Rho ve Rac, eNOS ekspresyonunu ve NO olusumunu etkilemektedir.
Rho eNOS ekspresyonunu azaltirken, Rac NAD(P)H-oksidaz aktivasyonuna ve siliperoksit
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olusumuna katkida bulunur. Statinler, geranilgeranilasyonun inhibisyonu ile Rho ve Rac
GTP-azlar1 inhibe ederler ve eNOS upregiilasyonuna yol acarlar.'™*

Hasarl1 beyin dokusunda statinlerin etkisine dair bir¢ok potansiyel mekanizma vardir.
Hayvan deneylerinde, kapali kafa travmasinda, HMG-KoA rediiktaz inhibitorleri serebral
o0dem ve sekonder ndronal hasara katkida bulunan glial aktivasyonu ve inflamatuar cevabi
azaltir.” Statinler eNOS upregiilasyonu ve endotelyal fonksiyon stabilizasyonu ile serebral

115

hipoperflizyonu azaltabilir." ° Hayvan deneyi verilerine gore akut etkilerine ek olarak hasar

sonrasinda uzun donem etkileri ndronal plastisite, sinaptogenezis ve anjiogenezisin artmast
olarak sayilabilir."'*!"”
Bunlarin disinda statinler PI3K’1 igeren olaylar dizisini aktive ederler ve eNOS

aktivitesini direk olarak artirirlar.''®

NO, antitrombotik, antiinflamatuar ve antiproliferatif
ozelliklere sahiptir. Yetersiz konsantrasyonu vaskiiler relaksasyonun bozulmasina, platelet
agregasyonuna, vaskiiler diiz kas proliferasyonunun, endotele 16kosit adezyonunun ve kan

basincinmn  artmasma neden olur.”

Sonugta, endotel kaynakli NO damar duvarmi
koruyucudur. Toksik miktarda NO iireten enzim olan iNOS’un aktivasyonu, serebral iskemi,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, timorler ve travma gibi SSS hastaliklarinda yer
almustir.'"” Astrositler, sitokinler ve TNF-o.’y1 igeren proinflamatuar mediatérlere yanit olarak
iNOS iiretirler. Astrosit ve makrofaj kaynakli iNOS, oksidatif yan iiriin olan peroksinitrit ile
birlikte, iskemide yapisal proteinlerin oksidasyonu ile néron oliimiine katkida bulunabilir.
Lovastatin ile rat astrosit, mikroglia ve makrofajlarinda iNOS indiiksiyonu ve sonrasinda NO
liretimi azaltilabilir ve bu da statinlerin akut iskemi sonrasindaki sekonder hasar ve

inflamatuar yanitin bu bilesenini baskilayabilecegi tezini destekler.'*

Endotel hiicreleri L—tipi
Ca™ kanallarindan yoksun olmasina karsin, bazi izoprenoidlerin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde L-tipi Ca™ kanallarmi inhibe ettigi bulunmustur. Bu inhibisyon, statinlerin
uyardigi Ca'™ artiginda HMG-KoA rediiktaz bagimli mekanizmanim bir agiklamasi olabilir.
Lorkowska ve ark.’a gore pravastatin digindaki atorvastatin, simvastatin, serivastatin ve
lovastatin endotelde ani Ca™” artigimni uyarir. Statinlerin HMG-KoA rediiktaz inhibisyonuna
bagl gozilkkmeyen endoteldeki bu farkli etkileri, hiicre i¢i NO ve PGI,’deki ani artis ile iliskili
olabilir.'!

Klinik uygulamada, dokuz statin test edilmistir. Mevastatin ilk olarak Penisilyum
Sitrinumdan’dan izole edilmistir. Lovastatin, Aspergillus terreus’tan izole edilen diger dogal

statindir. Pravastatin ve simvastatin lovastatinin kimyasal tiirevleridir. Diger sentetik statinler

atorvastatin, fluvastatin, serivastatin, pitavastatin ve rozuvastatindir.
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Simvastatin

Sekil-5. Simvastatinin molekiiler yapisi

Statinlerin doku dagilim1 ve metabolizmalar1 farklidir. Sekil-5’te molekiiler yapisi
goriilen ve HMG-KoA rediiktaz inhibitorii olan simvastatin, lovastatinin metil analogudur ve
Aspergillus terreusun fermentasyon {irliniidiir. Molekiil formiilii C,sH33Os ve molekiiler
agirhgr 428,57 gramdir. Suda ¢oziinmez fakat kloroform, metanol ve etanolde ¢oziiniir.
Simvastatin asitin inaktif formu olan simvastatin karacigerde metabolize edilir ve bilier sistem
ile atilir.

Simvastatin gibi lipofilik statinler, primer olarak karacigeri hedefleyen pravastatin ve
rosuvastatin gibi hidrofilik statinlerden daha etkili bir sekilde pasif difiizyonla endotel
hiicrelerine girerler. Statinler serum proteinlerine baglandiklar1 igin biyoyararlanimlar
stirhidir.'* Simvastatin, fazla lipofilik 6zelligi nedeniyle KBB’ni en iyi gecebilen statindir ve

yar1 omrii 4 saattir.'>>

2. 6. Travma Modelleri

Deneysel kafa travmasi ile TBH olusturulmasinin amaci, klinik travmadaki fazlarin
veya patolojik olaylarin aynisinin  patoloji ve/veya tedaviyi gosterecek sekilde
olusturulmasidir. Ozel bir modelin secilmesi calismanin hedefine gore belirlenmelidir. Hedefe
bakmaksizin, segilen model agagidaki kriterleri karsilamalidir:

1) Hasar1 olusturacak mekanik etki kontrol edilebilir, tekrarlanabilir ve ol¢iilebilir
olmalidir;

2) Olusturulan hasar kontrol edilebilir, tekrarlanabilir ve insanda olusan hasara benzer
olmalidir;

3) Hasarin sonuglart mekanik kuvvetle iligkili olarak morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal olarak veya davranis parametreleri ile dl¢iilebilmelidir,
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4) Hasar1 olusturan mekanik kuvvetin yogunlugu ile sonucun siddeti tahmin
edilebilmelidir.

Farkli diisiinceler olmasina karsin, kiigiikk boyutlar1 ve maliyetinin daha az olmasi
nedeniyle tekrarlayan olgiimler sagladigi icin insan TBH modelinin olusturulmasinda daha
ok rodentler tercih edilmistir.'* Ancak tekrarlanabilir ve standart hale getirilmis deneysel
caligmalarda yapilan travmalarda, Ornegin gerg¢ek hayatta rastladigimiz ara¢ i¢i trafik
kazasinda veya yliksekten diigmede olusan kafa travmasi dis1t omurga, batin, toraks travmasi
gibi diger travmalar ve kan kaybi gibi etmenler deneye katilamamakta, bu durum da deneyin
gerceklerle olan benzerligini tartisilir hale getirmektedir. Bu nedenle birgok travma modeli
tanimlanmis ve gercege yakin olani saptanmaya c¢alisilmistir. Tanimlanan bu travma modelleri
arasinda santral ve lateral sivi carpma, sert cisimle yaralama, yiiksekten agirlik diisiirme
(akselerasyon), enjeksiyon, lokal gerilim, soguk hasar ve penetran yaralanmalar sayilabilir.’

Akselerasyon modelinde, anestezi altinda bir siingerin iistiine yerlestirilip tespit edilen
denegin parietal bolgesinde orta hat {izerine yapilan insizyon sonrasi konan bir gelik disk
iizerine bilinen yiikseklikten, bilinen bir agirlik diisiiriiliir (Resim—1). ki ¢esit akselerasyon
modeli vardir. Birinde kranyum agilarak travma direk olarak beyine uygulanir, digerinde
kranyum saglam birakilarak travma saglam kafatasi iizerine uygulanir. Kafaya agirlik
diisiirerek (akselerasyon) travma olusturma modeli ilk defa 1981 yilinda Feenay ve ark.
tarafindan uygulanmistir. Bu modelde insanda kafa travmasi sonrasi siklikla gézlenen serebral
O0dem, intrakraniyal hipertansiyon ve serebral kan akimi degisiklikleri daha 1iyi
olusturulmaktadir. Ayrica bu modelde agir kafa travmasi diizeyine belirgin beyin sap1 hasari
olusturulmadan ulagilir."** Carpmadan hemen sonra kan basincinda gegici hafif artig olur ve
serebral kan akiminin otoregiilasyonu bozulmaz.'?

Santral ve lateral sivi ¢arpma modelinde genellikle bregma ve lambda arasinda sol
parietal kemik veya temporal kemik {izerinde 4 mm kraniektomi yapilir. Direk olarak dura
iizerine, alttaki beyin dokusunda deformasyon olusturacak basingta enjektorle steril izotonik
salin enjekte edilir. Serebral kan akimi ve KBB'l degisiklikleri yaninda metabolik
degisiklikler ve koma ile karakterizedir. Santral sivi ¢arpma modelinde 06zellikle beyin
sapinda aksonal hasar, lateral sivi carpma modelinde ise hipokampal hasar gdsterilmistir.

Sert cisimle yaralama modelinde, ¢esitli derecelerde koma ile beraber ¢arpma yerinin
altinda parasagital kortekste ¢esitli biiyiikliikte kontiizyon olusabilir. Enjeksiyon modellerinde
kan veya diger sivilarla kafa i¢ginde hematom olustururken, hematom altinda genis bir alanda
nekroz izlenmistir. Lokal gerilim modelinde, yiik veya emme dogrudan kortekse veya duraya

uygulanarak kontlizyon olusturulur. Soguk hasar modelinde yapilan ¢aligsmalarda ise hasar
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bolgesinin merkezinde, kiiclik bir alanda nekroz, etrafinda ise vazojenik 6dem gelistigi ve
O0demin gelisme siliresinin insanda goriilen kafa travmasiyla uyumlu oldugu gdosterilmistir.
Penetran yaralanmada kesici aletlerle beyinde defekt olusturulur.

Bu calismada, insanda kafa travmasi sonrasi siklikla gozlenen serebral Odem,
intrakranyal hipertansiyon ve serebral kan akimi degisikliklerinin izlenmesi, agir diffiiz beyin
hasar1 diizeyine belirgin beyin sap1 hasar1 olusturulmadan ulasilmasi nedeniyle 1994 yilinda
Marmarou ve ark. tarafindan tanimlanan akselerasyon travma modeli kullanilmistir. Bu
yontemde anestezi altinda bir siingerin iistiine yerlestirilip tespit edilen sicanin lambda ve
bregma arasinda ortahat insizyonu sonrast 3 mm yiiksekliginde 10 mm ¢apinda ¢elik disk
yelestirilir ve 2 m yiiksekten 450 g agirlik celik diskin {izerine birakilarak travma olusturulur.
Yéntemin diffiiz beyin 6demine yol agti1 gosterilmistir.'*® Kafa travmasi modellerinin ¢esitli
ozelliklerini degerlendiren ve karsilastiran Gennarelli, akselerasyon modelinin, sivi-garpma
modeliyle (kranium agilarak beyin iizerine basingli sivi sikarak olusturulur) birlikte insanda
olusan serebral kontiizyonu en iyi taklit eden modeller oldugunu, yaygin hasar agisindan

bakildiginda ise en iyi yontemin akselerasyon modeli oldugunu belirtmistir.*
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3. GEREC ve YONTEM

Bu deneysel ¢aligma, Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
arastirma laboratuarinda ve Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya Laboratuarinda

gergeklestirilmistir.
3. 1. Kullanilan Geregler
3. 1. 1. Deney Hayvanlari

Bu calismada agirliklar1 300 ve 330 g arasinda degisen, daha 6nce herhangi bir
deneyde kullanilmamis toplam 40 adet erigkin Wistar-albino erkek rat kullanildi. Ratlar
Diizce Universitesi, Deney Arastirma ve Uygulama laboratuvarindan saglandi. Ratlar ¢alisma
giinlinden once, en az 4 giin standart kosullarda (~22°C, 12 sa aydinlik/12 sa karanlik
siklusunda) tutuldu ve standart rat yemi ve ¢gesme suyuyla beslendi. Travma gruplarina travma
olusturulmas1 ve deneyin devamu Diizce Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlari
Arastirma Uretim Laboratuvarinda gerceklestirildi. Planlanan bu c¢alisma igin Diizce
Universitesi T1ip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurul Alt Kurulu’ndan 07. 03. 2008
tarih ve 100/2 say1l1 etik kurul onay1 alindi.

Biyokimyasal analizler i¢in Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dali Arastirma laboratuarinda bulunan araglar ve kimyasal malzemeler kullanildu.
3. 1. 2. Kullanilan Araglar

Santrifilij (Eppendorf Centrifuge, 5415R)

Homojenizator (Heidolph Instruments GmbH 8 Co.K6 Schwabach, Germany DIAX 900)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1201V, Japan)

Mikroplate okuyucu (Biorad, 680, microplate reader)

Terazi (AND, HR-120, Japan)

Vortex (Niive, NM110)
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pH metre (Orion Research Inc. USA, 710A)

3. 1. 3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Simvastatin (ZOCOR®, Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, N.J., U.S.A)
Ketaminhidrokloriir (Ketalar- Parke Davis / Eczacibasi)

KH,PO4 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

Na,HPO4 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

KCI (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA)

EDTA (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

Fosforik asit (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA)

n-butanol (Sigma Aldrich Laborchemikalien GmBH)

Triklorasetik asit (RdH Laborchemikalien GmBH&Ko)

1. 1. 3. 3. tetraetoksipropan (Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Germany)

3. 2. Uygulanan Yontemler

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Anestezi Oncesi tiim denekler tartildi ve intraperitoneal (i.p.) olarak 50 mg/kg dozda
ketaminhidrokloriir ile anestezi uygulandi. Kornea refleksi ve kuyruk sikma yontemiyle
anestezi derinligi kontrol edildikten sonra denekler monitorize edilerek travma oncesi (0. saat)
solunum, nabiz ve rektal 1silar1 gibi fizyolojik degerleri kaydedildi.

Deney hayvanlari rastgele olarak her grupta 10 denek bulunan 4 gruba ayrildi:

GRUP 1 (Sham grubu, S): Bu gruptaki deneklere kafa travmasi olusturulmadan ve tedavi
verilmeden, fizyolojik parametreleri kaydedildikten sonra ketamin anestezi altinda
intrakardiyak kan ve sakrifiye edildikten sonra beyin doku 6rnekleri alindi

GRUP 2 (Travma grubu, T): Bu gruptaki deneklere kafa travmasi olusturuldu ve 24 saat
sonra ketamin anestezisi altinda intrakardiyak kan ve sakrifiye edildikten sonra beyin doku
ornekleri alindu.

GRUP 3 (Travma+tgoziici grubu, TC): Bu gruptaki deneklere kafa travmasi

olusturulduktan sonra 3 saat sonra ¢dziicii [etanol: saline (1:2)] i.p. olarak verildi ve 24 saat
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sonra ketamin anestezisi altinda intrakardiyak kan ve sakrifiye edildikten sonra beyin doku
6rnekleri alind1.'?’

GRUP 4 (Travma+simvastatin grubu, TS): Kafa travmasi olusturulduktan 3 saat sonra
simvastatin 1 mg/kg dozunda i.p. olarak verildi ve 24 saat sonra ketamin anestezisi altinda
intrakardiyak kan ve sakrifiye edildikten sonra beyin doku drnekleri alindi.'”’

Travma olusturulmasi planlanan gruplarda denekler yiiz distii yatirildi. Orta hatta
bregma ve lambdoid siitiir goriilecek sekilde cilt insizyonu yapildi. Periost, siitiirler 6nde ve
arkada tiimii ile ortaya konacak sekilde yana siyrildi. Orta hatta koronal ve lambdoid sutiirler
arasina 10 mm capinda 3 mm kalinliginda ¢elik disk konuldu (Resim—1). Daha sonra ratlar
12X12X43 cm boyutlarindaki siinger bir zemin {izerine prone pozisyonda yerlestirildi ve
Marmarou'nun tarif ettigi travma diizenegi pozisyonlandi. i¢ ¢apt 19mm, dis gap1 25 mm olan

bir tliplin i¢inden 450 g agirligindaki c¢elik cubuk 2 metre yiikseklikten birakilarak kapali kafa

travmasi olusturuldu (Resim-2).

Resim-1. Orta hatta koronal ve lambdoid stiturler arasina

10 mm ¢apinda 3 mm kalinliginda ¢elik disk konulmasi.
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Resim—2: Marmarou ve arkadaslar1 tarafindan

tarif edilen akselerasyon travma modeli.'*
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Denekler bulunduklari grupta uygulanacak tedavi protokoliine gore travmadan sonraki
3. saatte; travma+g¢dziici grubuna (TC) c¢oziicii [etanol: SF (1:2)]; travma+simvastatin
grubuna ise (TS) simvastatin absolut etanol ile c¢oziildiikten ve SF ile final etanol
konsantrasyonu %1 olacak sekilde diliie edildikten sonra Img/kg dozunda i.p. olarak
uyguland1.'*’

Travma sirasinda ve takip siirecinde o6len ratlar calisma dis1 birakildi. 24. saatte sag
kalan tiim denekler sirt {istii yatirilarak ketaminhidrokloriir (50mg/kg/i.p.) anestezisi altinda
travma sonrast fizyolojik parametreleri kaydedildi ve biyokimyasal analizler igin
intrakardiyak kan Ornekleri alindi (Resim—3). Daha sonra denekler dekapite edildi ve

atravmatik olmasina dikkat edilerek boyundan baslayan diseksiyon ile beyin ve beyin sap1 bir

biitiin halinde kafatasindan ¢ikarildi (Resim- 4).

Resim—3. Deneklerin sirt iistii yatirilarak intrakardiyak kan alinmasi.

Resim—4: Deneklerin dekapitasyon ile beyin ve beyin sapinin bir biitiin halinde

cikarilmasi sonrasi elde edilen doku 6rnegi (S grubundan).
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Cikarilan beyin dokular1 hemen soguk izotonik serum fizyolojik ile yikandi ve koronal
siitiir hizasindan ikiye béliindii. On kisim histopatolojik inceleme i¢in %10 tamponlanmis
formalin i¢inde fikse edildi. Arka kisim biyokimyasal incelemeler i¢in parcalara ayrildi,
aliminyum folyoya sarilarak siv1 azot iginde donduruldu ve biyokimyasal testlerin yapilacagi
zamana kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. Alinan kan o6rnekleri, 4000 rpm'de 15
dakika santrifiij edildi ve ayrilan serumlar porsiyonlanarak biyokimyasal analiz yapilincaya

kadar -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2. 2. Histopatolojik inceleme

%10’luk tamponlu formalin ile tespit edilen dokulardan hipokampal ve pons-
serebellum seviyelerinden alinan 6rneklerden hazirlanan aksiyel kesitler, hematoksilen eozin
(H&E) yontemiyle boyandi. Hazirlanan preparatlar 1s1k mikroskobu (Olimpus BX—40 model)
ile deney gruplar1 hakkinda bilgisi olmayan bir patolog tarafindan degerlendirildi.

Histopatolojik degerlendirmede kanama, &dem, noéronal hasar (pembe iskemik
ndronlar-perindral vakuolizasyon), retraksiyon ball-diffliz aksonal hasar, vaskiiler konjesyon
varligi ve yaygmhgr degisken olarak alindi. Skorlama 3 puan {iizerinden yapildi; O:
Izlenmedi, 1: Hafif derecede izlendi, 2: Orta derecede izlendi, 3:Yogun izlendi seklinde
degerlendirildi.

Kanama varlig1; serbest eritrositlerin parankim ve ventrikiilde bulunup bulunmadigina
gore, kanamanin yayginligi ise: Kanama izlenmemesi: Skor—0, mikroskopta 20 biiyilitme
alaninda kanamanin %10’un altinda olmasi Skor- 1: Hafif derecede izlendi, %10-50 arasinda
olmas1 Skor-2: Orta derecede izlendi, %50’nin iizerinde olmasi Skor-3: Yogun izlendi
seklinde degerlendirildi.

Odem varligi; parankimde hiicrelerin arasmin acilarak mikrokistik alanlarin
olusmasina gore, 6dem yayginlig1 ise: 6dem izlenmemesi: Skor—0, mikroskopta 20 biiyiitme
alaninda 6demin %10’un altinda olmasi1 Skor—1: Hafif derecede izlendi, %10-50 arasinda
olmast Skor-2: Orta derecede izlendi, %50’nin {iizerinde olmasi Skor-3:Yogun izlendi
seklinde degerlendirildi.

Noronal hasar (pembe iskemik ndronlar-perindral vakuolizasyon) varligi: Noronal
hasar noronlarin sitoplazmasinda eozinofilik yogun boyanma ve perindronal vakuolizasyon
bakilarak degerlendirildi. Noronal hasar yayginligi: Noronlarda hasar izlenmemesi: Skor- O;

Hafif derecede hasar (%0-25 noéronda izlenmesi): Skor—1; orta derecede hasar (% 26-50
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noronda izlenmesi): Skor-2; yogun hasar (%51-100 noronda izlenmesi): Skor—3 olarak
degerlendirildi.

Retraksiyon ball-DAH varligi: H&E boyali preperatlarda eozinofilik elonge veya oval
yapilar degerlendirildi. Retraksiyon ball-DAH varligi: Hasar izlenmemesi: Skor—0; hafif
derecede hasar (%0-25 hiicrede retraksiyon ball izlenmesi): Skor—1; orta derecede hasar
(%2650 hiicrede retraksiyon ball izlenmesi): Skor—2; yogun hasar (%51-100 hiicrede
retraksiyon ball izlenmesi): Skor—3 olarak degerlendirildi.

Vaskiiler konjesyon varligi: Konjesyon izlenmemesi: Skor-0, mikroskopta 20
biiylitme alaninda konjesyonun %10’un altinda damarlarda olmasi: Skor—1: Hafif derecede
izlendi, %10-50 arasinda damarda olmas1 Skor—2: Orta derecede izlendi, %>50’nin iizerinde

damarda olmas1 Skor-3: Yogun izlendi seklinde degerlendirildi.

3. 2. 3. Biyokimyasal Analiz

Deneklerden elde edilen serum Orneklerinde total kolesterol (TK), diisiik dansiteli
kolesterol (LDL-K), yiiksek dansiteli kolesterol (HDL-K), protein, MDA, TAK ve VEGF
konsantrasyonlari 6l¢iildii. Beyin doku 6rneklerinden hazirlanan homojenatlarda ise protein,
MDA, TAK, VEGF, NO diizeyleri ve SOD aktivitesi ¢alisildi.

1. Serum TK, HDL-K ve LDL-K Ol¢iimii

Serumda TK, LDL-K ve HDL-K diizeyleri, ticari kitler kullanilarak (Abbott
Diagnostics, Japan, sirasiyla lot no: 71011HWO00, 62154M200, 71018HWO00) Architect
C8000 (Abbott Diagnostics, Japan) klinik kimya analiz cihazinda 6l¢iildi.

TK diizeyleri enzimatik-kolorimetrik yontemle 6lgiildii.

a) Reaktifler

Kolesterol oksidaz >200 U/L
Kolesterol esteraz >500 U/L
Peroksidaz(horseradish) >300 U/L
4-aminoantipirin 0,25 mmol/L
HBA 10 mmol/L

35



b) Deneyin yapihisi

Serum kolesterol esterleri, kolesterol esteraz ile enzimatik olarak serbest kolesterol ve
serbest yag asitlerine hidroliz edilir. Serbest kolesterolden, kolesterol oksidaz ile kolest—4-en-
3-on ve H;0, olusur. H,O,’nin hidroksibenzoik asit ve 4-aminoantipirin ile birleserek
olusturdugu rengin absorbansi spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda o6lgiiliir.

Kit katologunda, yontemin minimum saptama limiti: 5,0 mg/dL, intra-assay (ayni giin
icinde) CV degeri %0,8 (n:80), inter-assay (farkli giinlerde) CV degeri %0,4 (n=80) olarak
verilmistir.

Serumda HDL-K 6l¢iimiinde, homojen direkt enzimatik-kolorimetrik yontem

kullanildi.

a) Reaktifler

R1 kolesterol oksidaz (E.Coli) <1,000 U/L
Peroksidaz (horseradish) <1,300 ppg U/L
N, N-bis (4-siilfobiitil)-m-toluidin-disodyum)(DSBmT)  <1,0 mmol/L
Akselerator <1,0 mmol/L
Askorbik oksidaz (curcubita sp.) <3,000 U/L

R2  kolesterol esteraz (pseudomonas sp.) <1,500 U/L
4-aminoantipirin <%0,1
Deterjan <%2,0

b) Deneyin yapilisi

Ilk basamakta, HDL-K dis1 nonesterifiye kolesterol, kolesterol oksidaz ile reaksiyona
girerek H»O, olusturur. H,O,, DSBmT ile peroksidaz reaksiyonundan renksiz bir iirline
dontstr.

fkinci basamakta, HDL-K’nin, kolesterol esteraz ve kromojenik bir baglayici ile
reaksiyona girmesi sonucunda olusan renkli ¢6zeltinin absorbansi spektrofotometrede 604 ve
700 nm dalga boyunda 6lg¢iiliir.

Kit katologunda Yontemin minimum saptama limiti: 2,5 mg/dL, intra-assay (ayni giin
icinde) CV degeri %1,7 (n=80), inter-assay (farkli giinlerde) CV degeri %1,1 (n=80) olarak

verilmistir.
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Serumda LDL-K &l¢iimiinde homojen direkt enzimatik-kolorimetrik yontem

kullanildi.

a) Reaktifler

R1 MES tamponu (pH 6,3)

kolesterol oksidaz (Cellulomonas sp.) <1,500 U/L
kolesterol esteraz (pseudomonas sp.) <1,500 U/L
Peroksidaz (turp) <1,300 ppg U/L
4-aminoantipirin <%0,01
Askorbik oksidaz (curcubita sp.) <3,000 U/L
Deterjan 1 <%1,0

Koruyucu madde
R2 MES tamponu (pH 6,3)
Deterjan 2 <%1,0
N, N-bis (4-siilfobiitil)-m-toluidin-disodyum)(DSBmT)  <I1,0 mmol/L
Koruyucu madde

b) Deneyin yapilisi

[Ik basamakta kullanilan deterjan (R1) ile LDL-K dis1 kolesterollerin ¢dziinmesi
saglanir. Serbest birakilan kolesterol, kolesterol oksidaz ve kolesterol esteraz tarafindan renk
olusturmayan bir reaksiyonda tiiketilir.

Ikinci basamakta kullanilan deterjan (R2) ile ¢6ziinen LDL-K ve kromojen arasindaki
reaksiyon sonucu olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometrede 548 ve 660 nm
dalga boyunda 6l¢tiliir.

Kit katologunda, yontemin minimum saptama limiti 1,0 mg/dL, inter-assay (farkli
giinlerde) CV degeri %2,2 (n=20), intra-assay (ayni giin i¢inde) CV degeri %1,1 (n=20)

olarak verilmistir.

2. Beyin Dokusu ve Serum MDA Diizeyi Ol¢iimii

Lipid peroksidasyonunun son iirini MDA diizeyi, deneklerin serum ve doku
orneklerinde 1.1.3.3-tetracthoksipropan’in standart olarak kullanildig1 tiyobarbitiirik asit
(TBA) testi ile belirlendi. Yontemin temel prensibi, MDA'nin TBA ile reaksiyona girerek 520
nm'de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks olusturmasi esasina dayanir.

Serumda MDA diizeyi Yoshioka ve ark. tarafindan gelistirilen yontem ile manuel

olarak 6l¢iildi.'?
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a) Reaktifler

- 1. 1. 3. 3. tetraetoksipropan
- Triklorasetikasit : %20

- TBA: %0.06

- n-butanol

b) Deneyin yapilisi

- 0,5 mL serum 2,5 mL triklorasetikasit ve 1 mL TBA soliisyonu ile karistirildiktan
sonra 30 dk. kaynar su banyosunda tutuldu.

- Tiipler hizla sogutulduktan sonra 4 mL n-butanol eklendi ve organik faz 3000 rpm’de
5 dk. santrifiij edilerek ayrildi.

- Siipernatanin absorbans degeri spektrofotometrede distile su koriine karst 532 nm

dalga boyunda 6l¢iildii.

Doku MDA diizeyi 6l¢iimii i¢in Mihara ve Uchiyama M. tarafindan gelistirilen metod

kullanilds.'®

a) Reaktifler

- 1. 1. 3. 3. tetractoksipropan
-KCL: % 1.15

- TBA: % 0.06

- Fosforik asit : % 1

- n-butanol

b) Deneyin yapilisi

- Elde edilen beyin doku 6rneklerinin bir boliimii tartilarak 1:9 (a/v) oraninda % 1,15 KCl
iceren 50 mM soguk potasyum fosfat tamponu (pH 7,4) icinde homojenize edildi.

- 0,5 mL homojenat 3 mL fosforik asit ve 1 mL TBA soliisyonu ile karistirildiktan sonra 45
dk. kaynayan su banyosunda tutuldu.

- Tiipler hizla sogutulduktan sonra 4 mL n-butanol eklendi ve organik faz 3000 rpm’de 10 dk.
santrifiij edilerek ayrildi.

- Siipernatanin absorbansi distile su koriine karsi, spektrofotometrede 520 nm dalga boyunda

sleiildii.
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Standart olarak 1. 1. 3. 3. tetraetoksipropan kullanilarak, 0.5, 1, 10, 20, 50, 100
nmol/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan standart serilerin absorbanslarindan doku (Sekil—6)
ve serum (Sekil—7) drnekleri i¢in standart egriler ¢izildi ve MDA diizeyi hesaplandi. Sonuglar

dokuda nmol/mg protein, serumda ise nmol/mL olarak verildi.

Doku MDA
120 -
100 - y= 4222,79x -2,9886 .
= R =0,9193
S 80
g
T 60 -
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Sekil-6: Doku MDA standart egrisi.

Serum MDA
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Sekil-7: Serum MDA standart egrisi.
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3. Beyin dokusunda SOD Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Beyin dokusunda SOD (EC 1.15.1.1.) enzim aktivitesi Cayman kitleri kullanilarak
(Cayman Inc, Ann Arbor, MI, USA, katolog no: 706002) kolorimetrik yontemle manuel
olarak 6l¢iildii."*"

SOD’un ii¢ izoenziminin (Cu/Zn, Mn, FeSOD) o6l¢iilebildigi yontemin prensibi,
ksantin/ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan siiperoksit anyonlarinin nitroblue tetrazoliumu
indirgemesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri ortamdaki nitroblue tetrazoliumu
indirgeyerek renkli formazonlart olusturur. Bu kompleks 450 nm’de maksimum absorbans
verir. Enzimin bulunmadig1 veya aktivitenin diisiik oldugu ortamda bu indirgeme meydana
gelir ve mavi-mor renk olusur.

Kor (enzim aktivitesi bulunmayan), standart ve o6rnek kuyucuklarinin absorbans
degerleri mikroplate okuyucuda 6l¢iildii. Nitroblue tetrazolium rediiksiyonunu %350 oraninda

inhibe eden enzim aktivitesi bir SOD {initesi olarak kabul edildiginden %50 inhibisyon hesab1

yapildi.

Ksantin 20, formazan boya
N 02 \ (

ksantin oksidaz

H,0, /) \ 20," tetrazolyum tuzu

Urik asit l
SOD

02 + HZOZ

a) Reaktifler

- SOD c¢alisma tamponu (50mM Tris-HCI, pH 8.0, 0,1mM dietilenetriamin pentaasetikasit,
0,1mM hipoksantin)

- Ornek tamponu: (50mM Tris-HCI, pH 8.0)

- Radikal tutucu (tetrazolium tuzu)

- Standart, tampon (50mM Tris-HCI, pH=8,0)

- Ksantin oksidaz

- SOD standart.
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b) Deneyin yapilisi

- Elde edilen beyin dokusu oOrneklerinin bir bolimii 1:9 (a/v) oraninda 50 mM soguk
potasyum fosfat tamponunda (pH 7,4) ve buzlu su banyosu i¢inde homojenize edildi.
Homojenat +4 °C’de 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek siipernatan ayrildi.
- Kor, standart ve 6rnek kuyucuklarina 200 pL radikal tutucu pipetlendi.
- Kore 10 pL 6rnek tamponu, standarta 10 pL standart ve orneklere de 10 pL homojenat
eklendi.
- Ttiim kuyucuklara hizlica 20 pL ksantin oksidaz eklenerek reaksiyon baglatildi.
- Plate kapatilarak 20 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.
- Absorbans degerleri mikroplate okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

Absorbanslarin belirlenmesi i¢in tiim 0Olgiilen absorbanslardan koriin absorbansi
cikartild1 ve diger standartlar ile doku 6rneklerinin absorbanslari standart A’nin (igcinde SOD

aktivitesi bulunmayan, kor) absorbansina bdliinerek linearite hizlar1 hesaplandi.

Omegin; Standart A i¢in linearite hizlart = Absgga / AbSsda,
Doku ornekleri igin linearite hizlar1 = Absgmek / AbSsiaa
Standartlarin linearite hizlar1 kullanilarak ¢izilen standart egriden (Sekil-8) elde edilen

formiil ile SOD enzim aktivitesi hesaplandi ve sonuglar U/mg protein olarak verildi.

8,00

y=20,657x + 1 .
2
g 6,00 R"=0,8764
=
2
E 4,00 -
£
= 2,00 -
L
0,00 T T T T T 1

0 0,05 01 015 02 025 03
SOD aktivite (U/mL)

Sekil-8. SOD standart egrisi.

SOD (U/mL) = ( 6rnek linearite hizlari — y-kesisim ) (_ 0,23 mL ) x dillisyon faktorii
Egim 0,01 mL
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Kit katologunda, yontemin minimum saptama aralig1 0,025 — 0,25 U/mL, inter-assay
(farkli giinlerde) CV degeri %3,7 (n=60), intra-assay (ayni giin i¢inde) CV degeri %3,2

(n=60) olarak verilmistir.

4. Beyin Dokusu ve Serumda Total Antioksidan Kapasite Ol¢iimii

TAK, Rel Assay kitleri kullanilarak (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip San. ve Tic Ltd
Sti, Tiirkiye, lot no: RL002). Erel ve ark. tarafindan gelistirilen yontem ile ¢aligildi.”"

Yéntemin prensibi, drnekte bulunan antioksidanlarin mavi-yesil renkli ABTS" [2, 2°-
azino-bis (3-etilbenz-tiazolin—6-sulfonik asit) radikalini renksiz ABTS formuna doniistiirmesi
esasina dayanir. Spektrofotometrede 660 nm dalga boyundaki absorbans degisimi total
antioksidan diizeyi ile iligkilidir. Standart olarak, E vitamini anologu olan ve geleneksel ismi

ile Trolox Equivalent olarak bilinen stabil antioksidan standart soliisyonu kullanildi ve

sonuglar serumda mmolTroloxEquiv./L, dokuda mmolTroloxEquiv./mg protein olarak verildi.

a) Reaktifler:

-Reaktif 1: 0,4 mol/L asetat tampon soliisyonu, pH 5,8

-Reaktif 2: 30 mmoL/L asetat tampon soliisyonu, pH 3.6 (10 mmol/L ABTS igerir)
-Standart 1: 0,0 mmolTrolox Equiv./L TAK

-Standart 2: 1,5 mmolTrolox Equiv./L TAK

b) Deneyin yapihisi:

- Beyin doku orneklerinden 50mM soguk potasyum fosfat tamponu iginde (1:9, a/v)
hazirlanan homojenatin santrifiij edilmesi ile elde edilen siipernatanlar kullanildu.

- 50uL 6rnek 800uL reaktif 1 ile karistirildi.

- 660 nm dalga boyunda spektrofotometrede ilk absorbanslar okundu.

- 125 uL reaktif 2 eklendi.

- 660 nm dalga boyunda ikinci absorbanslar okundu.

Hesaplama i¢in asagidaki formiil kullanildi:
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TAS = (AAbs standart 1 - AAbs 06rnek) /(AAbs standart 1-AAbs standart 2) x standart 2 degeri

AAbs standart 1= Ikinci Abs standart 1 — birinci Abs standart 1
AAbs standart 2= Tkinci Abs standart 2 — birinci Abs standart 2
AAbs 6rnek= Ikinci Abs 6rnek — birinci Abs 6rnek

5. Beyin Dokusu ve Serumda VEGF Ol¢iimii

Serum ve beyin dokusunda VEGF diizeyleri, RayBiotech kitleri kullanilarak (Rat
VEGEF ELISA kit, RayBiotech, Inc, Norcross, GA, katolog no: ELR-VEGF-001) enzim bagl
immiinoassay yontemi ile absorbans degerleri mikroplate okuyucuda okutularak manuel

olarak olguldii.

a) Reaktifler:

- Konsantre yikama tamponu

- Standartlar

- Diliient A (0,09 sodyum azid)

- Diliient B

- Saptama antikoru (biotinile anti-rat VEGF)

- Konsantre HRP-streptavidin

- TMB tek basamakli substrat reaktifi (tampon iginde 3, 3°, 5, 5’-tetrametilbenzidin)
- Stop soliisyonu

b) Deneyin yapihisi:

- Beyin doku 6rneklerinden 50 mM soguk potasyum fosfat tamponunda (1:9, a/v) hazirlanan
homojenatin santrifiij edilmesi ile elde edilen supernatanlar kullanildi.

- Calismada rat VEGF antijenine spesifik antikorlarla kapl kuyucukara standartlar ve 6rnekler
pipetlenerek 6rnekteki VEGF’in antikorlara baglanmasi saglandi.

- Kuyucuklar yikandiktan sonra biotinile anti-rat VEGF antikorlar eklendi. Baglanmayan
biotinile antikorlar yikanarak ortamdan wuzaklastirildi ve kuyucuklara HRP-konjuge
streptavidin eklendi.

- Kuyucuklar tekrar yikandi ve TMB substrat soliisyonu eklenerek VEGF miktar1 ile dogru

orantili olarak renk olusumu goézlendi.
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- Son olarak eklenen stop soliisyonu rengi maviden sariya degistirdi ve olusan renkli
¢Ozeltinin absorbansi mikroplate okuyucuda 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

200 pg/mL VEGF standartindan hazirlanan standart serilerin absorbanslari
kullanilarak standart egri (Sekil-9) ¢izildi ve VEGF diizeyi hesaplandi. Sonuglar serumda
pg/mL ve dokuda pg/mg protein olarak verildi.

250 -

y=173,29x - 13,699

200 - K =0.9986
konsantrasyon |
100 +
50 +

0 Al T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
oD

Sekil-9. VEGF standart egrisi.

Kit katologunda, yontemin minimum saptama limiti < 2pg/mL, inter-assay (farkli

giinlerde) CV degeri <%12, intra-assay (ayni1 giin i¢cinde) CV degeri <%12 olarak verilmistir.

6. Beyin Dokusunda NO Ol¢iimii

NO canli organizmada katildig1 reaksiyonlar ile nitrit (NOy") ve nitrat (NO;3") son
tirtinlerini olusturmaktadir. Bu iki son iirliniin oranlari degiskendir. Bu nedenle total NO

iiretiminin en iyi gostergesi NO, ve NOs™ {in birlikte 6l¢iilmesidir.

NO+0, — ONO;y+H — NOy+H'
2 NO + 02 — N204 + Hzo — NOz_ + N03_
NO + N02 — N203 + H20 — 2N02-

Calismamizda beyin dokusunda NO konsantrasyonu, Griess reaksiyonu kullanilarak,
nitrat rediiktaz ile NO’in indirgenmesi ile olusan nitrit (NO;) ve nitrat (NOs") diizeyleri

kolorimetrik yontemle (Cayman Inc. Ann Arbor, MI, USA, kit katalog no:780001) 6lgiildii."**
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a) Reaktifler

- Calisma tamponu

- Nitrat rediiktaz enzim

- Nitrat rediiktaz kofaktér (NADPH)

- Nitrat standart

- Griess reaktifi 1 (siilfanilamid)

- Griess reaktifi 2 (NO,™ + N-(1-Naftiletilendiamin)

b) Deneyin yapihisi

Birinci basamakta nitrat, nitrat rediiktaz ile nitrite ¢evrildikten sonra ikinci basamakta
Griess reaktifi eklenmesi ile nitrit 540 nm dalga boyunda absorbans veren mor renkli azo
bilesigine doniistir.
nitrat rediiktaz
NO; + siilfanilamid NO;" + N-(1-Naftiletilendiamin) —— Azo bilesigi

Calismada;
- Kore 200 uL ¢alisma tamponu, standarta 40 uL standart ve 6rnege 40 uL 6rnek pipetlendi.
- Daha sonra tiim kuyucuklara sirasiyla 10 uL enzim kofaktér (NADPH) ve nitrat rediiktaz
eklendi.
- Plate kapatilarak oda sicakliginda 3 saat bekletildi.
- Tiim kuyucuklara 50 uL Griess reaktifi 1 ve ardindan hizlica Griess reaktifi 2 eklendi.
- Oda sicakliginda 10 dk bekledikten sonra 540 nm dalga boyunda mikroplate okuyucuda
absorbans degeri olgiildii.

200 pM NO igeren stok sollisyondan hazirlanan standart serinin absorbans
degerlerinden ¢izilen standart egriden (Sekil-10) elde eldilen formiil kullanilarak NO

konsantrasyonlar1 hesaplandi ve sonuglar mikromol/mg protein olarak verildi.
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Sekil-10. NO standart egrisi.

Hesaplama i¢in asagidaki formiil kullanildi:

Nitrat + Nitrit (UM) = ( Asao— y-kesisim ) ( 200 pL. ) x dillisyon faktorii
Egim 40 uL

Kit katologunda, yontemin minimum saptama limiti: 2,5uM, inter-assay (farkli
giinlerde) CV degeri %3,4 (n=5), intra-assay (ayn1 giin i¢inde) CV degeri %2,7 (n=84) olarak

verilmistir.

7. Beyin Dokusunda Protein Diizeyi Olciimii

Beyin dokusu o6rneklerinden 50mM soguk potasyum fosfat tamponunda (1:9, a/v)
hazirlanan homojenatin santrifiij edilmesi ile elde edilen supernatanlardaki protein diizeyi,
proteinlerin benzethonium klorid ile denaturasyonu sonrasi olusan bulanikligin 404 nm dalga

boyunda belirlenmesi esasina dayanan yéntem ile dlgiildii.'>

3. 3. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler SPSS analiz programi (SPSS for Windows, version 13,0, SPSS
Inc, Chicago) kullanilarak yapildi. Elde edilen tiim sayisal veriler, normal dagilim 6zelligi

yoniinden Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gdsteren veriler igin

tanimlayict istatistikler ortalama + standart sapma; normal dagilmayan veriler i¢in ortanca
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(en kiigiik deger ve en biiylik deger) olarak ifade edildi. Normal dagilim gosteren verilerin
coklu grup ortalamalarinin karsilastirilmasi i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA), ikili
grup karsilastirmalar1 i¢in post hoc Sheffe testi uygulandi. Normal dagilim gostermeyen
parametrelerin ¢oklu grup karsilastirmalarinda nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi;
ikili grup karsilagtirmalart i¢in Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanild.
Histopatolojik bulgularin istatistiksel analizinde, histopatolojik degerlendirmedeki skor
degerleri gruplandirilip (diisiik: skor 0 + skor 1, yiiksek: skor 2 + skor 3) olusturulan dort
g6zIu capraz tablolar kullanilarak Bonferroni diizeltmeli ki-kare (Chi-Square) testi uygulandi.
Bu test sonucunda elde edilen p degeri 0,01°den kiiciik oldugunda; diger istatistiksel
degerlendirmelerde elde edilen p degeri 0,05'ten kiigiik oldugunda anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Fizyolojik Ol¢iimler

Ratlarin travma oncesi (0. saat) ve travma sonrasi (24. saat) agirlik, rektal 1s1, solunum
sayist ve kalp atim hizi gibi fizyolojik parametreleri kaydedildi ve gruplarin ortalama
degerleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Tablo—2 ve Tablo—3). Deneysel olarak
olusturulan travmanin ve sonrasinda verilen simvastatin tedavisinin fizyolojik parametrelerde

istatistiksel olarak anlamli bir degisliklige neden olmadig1 gozlendi (p>0,05).

Tablo-2: Deneklerin travma Oncesi (0. Saat) 6l¢iilen fizyolojik parametrelerinin gruplar arasi

daglhml.*

S (n=6) T (n=6) TC (n=7) TS (n=7)
Agirhik (g) 304,7 + 10,0 308,3+7,1 307,1 £ 11,2 306,8 + 8,7
Rektal Is1 (°C) 36,2+0,2 36,2+ 0,2 36,3+0,2 36,3+0,2
Solunum Sayis1 | 134,1 £0.9 133,8 +0,7 133,8+ 1,7 132,84+ 1,6
Kalp Attm Hiz1 | 2393 +5,4 235,5+ 6,4 233,027 234,5+ 5,8

*Degerler ort £ SD olarak verilmistir.
S: sham, T travma, TC: Travma + ¢dziicli, TS: Travma + simvastatin.

Tablo—3: Deneklerin travma sonrasi (24. Saat) 6l¢iilen fizyolojik parametrelerinin gruplar
arasi dagilimi.*

T (n=6) TC (n=7) TS (n=7)
Agirlik () 308,3 + 7,0 2995+ 6,7 303,3 + 6,4
Rektal Is1 °C) | 36,4+03 36,2+ 0,1 36,4 + 0,4
Solunum Sayis1 | 134,1 + 0,9 133,5+ 1,2 133,9 + 1,1
Kalp Atim Hizi | 237,8 + 6,9 240,1 £54 235,6 £ 5,6

* Degerler ort + SD olarak verilmistir.
T travma, TC: Travma + ¢oziicii, TS: Travma + simvastatin.

4. 2. Histopatolojik Bulgular

Tiim calisma gruplarina ait beyin doku 6rneklerinin hipokampal ve pons-serebellum

bolgelerinden hazirlanan aksiyel kesitlerin 151k mikroskopunda histopatolojik incelemesinde
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kanama, 6dem, noronal hasar (pembe iskemik néronlar-perindral vakuolizasyon), retraksiyon
ball-diffiiz aksonal hasar, vaskiiler konjesyon varlig1 ve yayginhigi degisken olarak alindi.
Skorlama 3 puan iizerinden yapildi; O: izlenmedi, 1: Hafif derecede izlendi, 2: Orta derecede

izlendi, 3: Yogun izlendi seklinde degerlendirildi (Tablo—4). Istatistiksel analiz i¢in skorlar;

diistik: skor 0 + skor 1, yiiksek: skor 2 + skor 3 seklinde gruplandirildi.

Tablo—4. Beyin dokularina ait histopatolojik bulgularin gruplara goére dagilima.

n Noronal hasar | Retraksiyon | Vaskiiler Odem Kanama
ball- DAH konjesyon
Skor 0|1 (23 (01|2]|3 0 (1 |2 0|1/2(3/0|1|2]3
Sham 6 |6 |- |- |- 6/- |- |- 6 |- |- 6 (- |-[-15]1|-]|-
Travma 6 |- |1 |5 |- -1 115 - - |14 |2 - 131211 ]-]-13]3
Travma+¢oziicii 7 |- |11]6 |- -1 (6 |- - 16 |1 -16|1|-|-1]1|3]3
Travma-tsimvastatin 7 (215 |- |- 116 |- |- - 7 |- Tl1-1-1-16|1]-1-
Tablo-5. Beyin dokularinin histopatolojik incelemesinden elde edilen yiiksek skorlarin
(= skor2) gruplara gore dagilimai.
Noronal Retraksiyon Vaskiiler s
" hasar ball- DAH konjesyon Odem Kanama
Say1 % | Say1 % Say1 | % Say1 % | Say1 | %
Sham 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Travma 6 5 83,3 | 5 83,3" 2 33,3 3 50,0° | 6 100°
Travma+¢oziicii 7 6 85,7 6 85,7 1 14,3 1 14,3 6 85,7
Travma+simvastatin 7 0 0° 0 0° 0 0 0 0° 0 0°

a, p <0.05 (sham ile karsilagtirildiginda)
b, p<0.05 (travma ile karsilastirildiginda)

Noronal hasar degerlendirildiginde; sham grubuna (Skor > 2: % 0) ait drneklerde sinir
ve glia hiicrelerinde normal histolojik yapilar izlendi (Resim—5). Ozellikle sinir hiicrelerinde
hiicre simirlari, ¢ekirdek ve g¢ekirdekcik belirgin; sitoplazmada serbest ribozom ve graniiler
endoplazmik retikulum sisternalarinin olusturdugu Nissl cisimciklerinin normal 6zelliklerini
korumus oldugu gozlendi. Travma grubunda (skor > 2: %83,3) sham grubuyla
karsilastirildiginda artmis olan ndronal hasarin (p=0,001), simvastatin verilen grupta (skor >
2: % 0) belirgin derecede azaldig1 (p=0,001) goriildii (Resim—6). Travma ve Travma+¢dziicii

gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.
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Resim—6: Travma+simvastatin grubu: Noronlarda normal histopatolojik
bulgular, seyrek retraksiyon ball olusumu (H&E400).

Retraksiyon ball-DAH degerlendirildiginde; sham (skor > 2: %0) ve travma +
simvastatin grubunda (skor > 2: 9%0) retraksiyon ball olusumu az goriiliirken, travma (skor >
2: % 83,3, p=0,001) ve travma-+¢oziicii grubunda (skor > 2: %85,7) 6zellikle sham grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli derecede retraksiyon ball olusumu gézlendi (p=0,005) (Resim-7).
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Simvastatin verilen grupta (skor > 2:%0), retraksiyon ball olusumu belirgin sekilde azaldi
(p=0,001). Travma ve travma-+coziiclii gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmada.

Resim—7: Travma grubu: Agir néronal hasar, retraksiyon
(DAH), Skor 3 (H&Ex400)

Vaskiiler konjesyon olusumu degerlendirildiginde; travma grubunda (skor > 2: 33,3)
sham grubuyla (skor > 2: %0) karsilastirildiginda vaskiiler konjesyon artmis, simvastatin
verilen grupta (skor > 2: %0) travma grubu ile karsilastirildiginda azalmis bulundu, fakat
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Travma ve travma-+¢oziicii gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.

Odem olusumu degerlendirildiginde, dem olusumunun sham grubuyla (skor > 2: %1)
karsilastirildiginda travma grubunda (skor > 2: %50), belirgin olarak arttigr (p=0,006)
(Resim—8), simvastatin verilen grupta (skor > 2:%0), travma grubu ile karsilastirildiginda
belirgin olarak azaldigi gozlendi (p=0,004)(Resim—9). Travma ve travma+g¢dziicii gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Resim-8: Travma grubu: Yogun 6dem-Skor 3 (H&Ex200).

Resim-9: Travma+simvastatin grubu: Odem-Skor 2 (H&Ex200).
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Kanama varlig1 degerlendirildiginde; travma grubunda (skor > 2: %100) sham
grubuyla (skor > 2: %0) karsilastirldiginda daha fazla intraserebral kanama izlenirken
(p<0,001)(Resim—10), travmatsimvastatin (skor > 2: %0) grubunda travma grubu ile

karsilagtirildiginda intraserebral kanamanin belirgin derecede azaldigi goriildii (p=0,001).

Travma ve travma-+¢oziicii gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

4. 3. Biyokimyasal Analiz Sonugclari
4.3.1. TK, LDL-K ve HDL-K Duzeyleri

Tiim deneklerden alinan kan 6rneklerinden elde edilen serumlarda 6l¢iilen TK, LDL-K
ve HDL-K diizeyleri acgisindan simvastatin tedavisi verilen grup ile diger gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Tabl0-6).

Tablo—6. Deneklerin serum TK, LDL-K ve HDL-K diizeylerinin gruplar arasi
karsilagtirmast.”

S (n=6) T (n=6) TC (n=7) TS (n=7) p
TK (mg/dL) 39,5+92 [472+11,5 51,5+ 8,8 447+79 0,12
LDL-K (mg/dL) | 5,1+1,2 [6,0+1,0 6,2+ 1,8 50+0,8 0,21
HDL-K (mg/dL) | 13,8 £2,9 | 153+47 15,1 +2,9 12,1 £2.6 0,29

* Degerler ort £ SD olarak verilmistir.
** one way ANOVA testi ile hesaplanmustir.
S: sham, T: travma, TC: Travma + ¢6ziicii, TS: Travma + simvastatin.
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4. 3. 2. MDA Duzeyleri

Tablo-7’da goriildiigii gibi, serum ve beyin dokusunda 6l¢iilen MDA diizeyleri, travma
grubunda sham grubuna gore belirgin bir artis gostermis (p<0,001); simvastatin tedavisi
verilmesi ile anlamli 6l¢iide azalmistir (p<0,05) (Grafik—1, Grafik—2). Travma ve travma +

¢Oziicli gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamada.

Tablo-7. Beyin dokusu ve serumda 6l¢iilen MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirmast.”

S (n=6) T (n=6) TC (n=7) | TS (n=7)
MDA doku (nmol/mg protein) | 0,072+0,05 | 0,69 *°+0,18 | 0,46° +0,24 | 0,08° £0,08
MDA serum (nmol/mL) 41,4+1,7 43,957 +1,9 | 42,9£0.8 41,3+0,4

S: sham, T: travma, TC: Travma + ¢oziicii, TS: Travma + simvastatin.
*Degerler ort = SD olarak verilmistir.

p degeri one way ANOVA testi ile hesaplanmustir.

a, p<0,001 (S ile karsilagtirildiginda); b, p<0,001 (TS ile karsilastirildiginda);
¢, p: 0,002 (S ile karsilastirildiginda); d, p<0,05 (TS ile karsilastirildiginda);
e, p<0,05 (S ile karsilastirildiginda); f, p<0,05 (TS ile karsilagtirildiginda).

44-
43,51
43-
42,51
42-
41,51
41-
40,51
40-

MDA

S T TC TS

Grafik-1. Serumda 6l¢iilen MDA diizeylerinin gruplara gére dagilima.
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0,71
0,61
0,51

0,4

MDA

0,31

0,2

0,11

S T TC TS

Grafik-2. Beyin dokusunda 6l¢iilen MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimu.

4. 3. 3. SOD Aktivitesi

Beyin dokusu SOD enzim aktivitesi travma grubunda sham grubuna gore azalmais;
simvastatin verilen grupta ise travma grubuna gore artmis olsa da gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo—8, Grafik-3).

Tablo-8. Beyin dokusunda 6l¢iilen SOD aktivitesinin gruplar arasi karsilastirmasi.”

*x

S (n=6) T (n=6) TC (n=7) TS (n=7) p

SOD (U/mg protein) | 0,054+0,02 | 0,015+0,015 | 0,039+0,013 | 0,062+0,013 | > 0.05

*Degerler ort = SD olarak verilmistir.
** one way ANOVA testi ile hesaplanmustir.
S: sham, T: travma, TC: Travma + ¢oziicii, TS: Travma + simvastatin.

0,07
0,06
0,051
0,041
0,03
0,02
0,014

O,

SOD

S T TC TS

Grafik-3. Beyin dokusunda 6l¢iilen SOD aktivitesinin gruplara gore dagilimi.

55



4.3. 4. TAK Duzeyleri

Tablo—9 ve Grafik-4’te goriildiigii gibi deneklerin beyin dokusu ve serumunda Slgiilen
TAK diizeyleri travma grubunda sham grubuna gore azalmig, simvastatin verilen grupta ise
travma grubuna gore artmis olsa da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi. (p>0,05).

Tablo-9. Beyin dokusu ve serumda 6l¢iilen TAS diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirmast.”

S (n=6) T (nN=6) TC (n=7) TS (n=7) p**
TAS doku
(mmolTroloxEquiv./mg | 0,015+0,006 | 0,015+0,006 | 0,078+0,003 | 0,012+0,004 | > 0,05
protein)
TAS serum . 2,6740,19 | 2,1240,73 | 2,61£0,49 | 2,61£031 |> 0,05
(mmolTroloxEquiv./L)

*Degerler ort + SD olarak verilmistir.
** one way ANOVA testi ile hesaplanmustir.
S: sham kontrol, T: travma, TC: Travma + ¢6ziicii, TS: Travma + simvastatin.

2,51

TAS

1,51 O TAS doku
B TAS serum

0,51

S T TC TS

Grafik-4. Beyin dokusu ve serumda 6lgiilen TAS diizeylerinin gruplara gore
dagilimi.
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4. 3. 5. VEGF Duzeyleri

Tablo—10 ve Grafik-5’te goriildiigii gibi deneklerin beyin dokusu ve serumunda

Olciilen VEGF diizeyleri travma grubunda sham grubuna gore belirgin bir artis gdstermis (p =

0.002); simvastatin verilmesi ile 6nemli derecede azalmigtir (p= 0.001). Travma ve travma +

¢Oziicii gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Tablo-10: Beyin dokusu ve
karsilastirmasi.

serumda Olgilen VEGF diizeylerinin  gruplar

arasi

S (n=6) T (n=6) TC (n=7) TS (n=7)
VEGF doku 2,3%0,19 42°P+1 32 2,4+0,83 230,12
(pg/mg protein)* (1,7-2,8) (3,6-12,0) (1,8-8,1) (1,7-2,5)
éﬁﬁn':l_s)ii”m 4,61%1,7 8,42°443 ) 3,86+ 2,6 4,101,3

S: sham kontrol, T travma, TC: Travma + ¢oziicii, TS: Travma + simvastatin.

* Degerler ortanca = S.E.Mean (min-max) olarak verilmistir. **Degerler ort £ SD olarak verilmistir.

p degeri * Kruskal Wallis testi, **one way ANOVA testi ile hesaplanmustir.
a, p:0,001 (S ile karsilastirildiginda); b, p:0,001 (TS ile karsilastirildiginda),
c, p: 0,04 (S ile karsilagtirildiginda); d, p:0,02 (TS ile karsilastirildiginda).

VEGF
) i . A R o

S T

O VEGF doku
B VEGF serum

TS

Grafik-5. Beyin dokusu ve serumda dlgiilen VEGF diizeylerinin gruplara gore

dagilimi.
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4. 3. 6. Nitrik Oksit Duzeyleri

Tablo—11 ve Grafik-6’da goriildiigii gibi deneklerin beyin dokusunda olgiilen NO

diizeyleri travma grubunda sham grubuna gore belirgin bir artis gostermis (p<0,05)

simvastatin verilmesi ile Oonemli Ol¢lide azalmistir (p<0,05). Travma ve travma-+¢oziicli

gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Tablo-11. Beyin dokusunda &lgiilen NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmas .

S (n=6)

T (n=6) TC (n=7)

TS (n=7)

NO (mikromol/mg protein) | 6,3+1,2

8,6>°+1,5 7,2+1,0

6,4+1,6

S: sham kontrol, T travma, TC: Travma + ¢6ziicii, TS: Travma + simvastatin.

*Degerler ort + SD olarak verilmistir.

p degeri ** one way ANOVA testi ile hesaplanmistir.
a, p<0,05 (8 ile karsilastirildiginda); b, p<0,05 (TS ile karsilastirildiginda).

NO
o PN e H P PN PO

S T TC

TS

Grafik-6. Beyin dokusunda 6l¢iilen NO diizeylerinin gruplara gore dagilimi.
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5. TARTISMA

Glinlimiiziin en Onemli saglik problemlerinden biri haline gelmis olan kafa
travmalarina bagl olarak olusan TBH, oldiiriicii, sakat birakici, uzun siire tedavi ve bakim
gerektiren patolojik bir durumdur. Travma nedeniyle olusan primer beyin hasarimi takiben
ilerleyen dakikalar, hatta giinler icinde ortaya ¢ikan sekonder beyin hasarinin fizyopatolojik
mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, son yilllarda bazi hiicresel
ve biyokimyasal faktorler lizerinde caligmalar yogunlagmigtir. Sekonder hasara neden olan
baslica mekanizmalar arasinda kalsiyuma bagimli hiicre hasari, norotransmitter salinimi,
serbest radikal olusumu, gen aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve inflamatuar yanit
yer almaktadir.! TBH’da prognozu oénemli dlciide olumsuz etkiledigi gosterilen sekonder
beyin hasarina neden olan faktorlerin bir kismi tedaviyle ortadan kaldirilarak mortalite ve
morbiditenin azaltilmasi saglanabilir.'**

TBH’da, sekonder biyokimyasal hasar1 ve hiicre 6liimiinii sinirlayabilmek i¢in ¢esitli
farmakolojik ajanlarin etkileri bircok hayvan modelinde c¢alisilmistir. Ancak hayvan
modelinde iimit verici noroprotektif tedavi protokolleri insanlarda uygulandiginda yeterince
basar1 elde edilememistir. Bazi kavramsal ve metodolojik nedenler hayvan deneylerinin

108
Bu nedenler arasinda, olusturulan hasarin

klinige aktarilmasinda zorluklar1 artirmaktadir.
insanda olusan hasar ile benzerliginin az olmasi, yetersiz ilag dagilimi ve hayvan
calismalarinda siirelerin ¢ok kisa olmasi ya da uygun olmamasi sayilabilir. Ayrica bu
caligmalarin yalniz bir mekanizmay1r hedef aliyor olmasi en O©nemli neden olarak
goriilmektedir.™

Bu calismada deneysel kafa travmasi olusturulan ratlara, travmanin olusturacagi
hasara kars1 olas1 koruyucu etkilerini arastirmak amaci ile akut donemde statin tiirevi bir ilag
olan simvastatin tedavisi verildi.

Insanlarda sik goriilen, en ¢ok motorlu tasit kazalarina bagli olarak meydana gelen
diffiiz kafa travmasi ile benzerligi nedeniyle, bu ¢alismada Marmarou ve ark.’nin tanimladigi

kafatasinin saglam kaldig1 kapali kafa travmasi modeli uygulands.'*®
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Kafa travmasina bagli DAH, beyin ve beyin sap1 boyunca aksonlarda morfolojik ve
fonksiyonel hasarla karakterizedir ve beyaz cevherde diffiiz dejenerasyona yol acar.'*
Travmay1 takiben gelisen primer beyin hasarinda DAH’in karakteristik 6zellikleri olarak,
sisen aksoplazmaya ait amorf-belirgin bir sekle sahip olmayan ve retraksiyon toplar1 olarak
adlandirilan, beyaz cevher icerisine dagilmis aksonal parcalanmalar goriiliir.'® Bu calismada,
rat beyin dokularmin histopatolojik incelemesinde, tedavi uygulanmayan travma grubundaki
ratlarda, daha once tanimlanan DAH bulgulart ile uyumlu olarak noronal hasar (Resim-7),
perindral vakuolizasyon, retraksiyon ball olusumu ve DAH (Resim—7), vaskiiler konjesyon,
0dem olusumu (Resim—8) ve intraserebral kanama (Resim—10) gozlendi.

HMG-KoA rediiktaz inhibitorleri olan statinler koroner arter hastaliklari ve serebral
vaskiiler hastaliklarda morbidite ve mortaliteyi azaltan kan lipid diizeylerini diisiiriicii ilaglar
olarak gelistirilmistir."*> Lipid diizeylerini diisiiriicii etkilerine ek olarak statinlerin vaskiiler
inflamasyonun baskilanmasi trombosit agregasyonunun ve trombozun engellenmesi ve
endotelde NO iiretiminin artirilmasi gibi ¢ok sayida yararl etkisi de gosterilmistir.''®'?%!%
Cok yonlii etkilere sahip olan statinlerin, TBH’dan sonra sekonder vaskiiler hasari, trombozu

ve lezyon hacmini azalttiklari ileri siiriilmektedir.'*®

Ayrica statinlerin inme atagindan sonra
ndrogenezi, sinaptogenezi ve anjiogenezi artirdiklari, 6énemli derecede ndrolojik iyilesme
sagladiklari bildirilmistir.'"” Bu nedenle kafa travmasindan sonra gelisen sekonder hasarda
statinlerin koruyucu olup olmadiklarinin ve olas1 koruyucu etkilerinin hangi mekanizma ile
ortaya ¢iktiginin arastirilmasi, gelisen beyin hasarinin akut doneminde tedaviyi hedefleyen
yeni bir klinik yaklagim getirilebilir.

Calismamizda ratlarda deneysel olarak olusturulan kapali diffiiz kafa taramasi
modelinde statinlerin akut donemdeki etkilerini arastirmak amaciyla travmadan 3 saat sonra
Img/kg dozunda i.p. olarak simvastatin tedavisi verilmistir. Doku dagilimi1 ve metabolizmasi
farklilik gosteren ¢ok sayida statin tiirevi arasinda simvastatin daha fazla lipofilik 6zellige
sahip ve KBB’ni en iyi gegebilen statin oldugu igin segilmistir.'> Daha 6nce yapilan in vivo
caligmalarda  statinler = mikromolar  konsantrasyonlarda  kullanmilmis  ve  diisiik
konsantrasyonlardaki (0,01-0,1 umol/L) atorvastatinin endotel hiicrelerinde ajiogenezi
uyardig1, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise (> 0,1 umol/L) antianjiogenik etki gosterdigi
saptanmistir. Statinlerin anjiogenez iizerine farkli etkilerinin kismen doza bagl olabilecegi
ileri siirilmiistiir.'” Ratlarda deneysel olarak olusturulan travma modellerinde yapilan
calismalarda diisiik doz (Img/kg) ve yiiksek doz (37,5 mg/kg) simvastatin tedavisi verilmis;
bu caligmalarin ¢ogunda travmadan sonra 14-35 giin boyunca tedaviye devam

edilmistir."**'*!
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Yapilan in vitro ¢aligmalarda ise simvastatinin etkilerinin doza bagimli olabilecegi
ileri siirlilmiis; degisik stirelerde verilen, farkli dozlardaki simvastatin tedavisinin etkileri
incelenmis ve degisik sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada travmadan sonra akut donemde
tek ve diisiik doz simvastatinin etkilerini arastirmak amaciyla ratlarda deneysel olarak
olusturulan travmadan 3 saat sonra 1mg/kg dozda simvastatin tedavisi verilmistir.

Bu calismada, deneysel olarak olusturulan travmanin ve sonrasinda akut donemde
verilen simvastatin tedavisinin deneklerin fizyolojik parametrelerinde (Tablo—2, Tablo-3) ve
serum kolesterol (TK, LDL-K, HDL-K) diizeylerinde (Tablo 6) istatistiksel olarak anlaml
bir degisliklige neden olmadig1 goézlendi.

Kafa travmasindan sonra ortaya ¢ikan TBH’da gelisen sekonder hasarin onemli bir
bileseni olan oksidatif hasar sirasinda, gecis elementlerinin veya redoks potansiyeline sahip
elementlerin varliginda 6zellikle hidrojen peroksitten Fenton reaksiyonu olarak bilinen bir
reaksiyonla daha potent bir ROT olan OH’ iiretilmektedir. Bu radikalin yar1 émrii ¢ok kisa
olmakla birlikte bulundugu ortamdaki kimyasal bilesiklerle veya yapilarla kolayca reaksiyona
girerek hasar olusturabilecek kapasitededir.'*® Hidroksil radikalleri 6zellikle membranlarda
bulunan ¢oklu doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek LP’ye neden olmakta, membranin
ic boyutlu yapisint degistirmekte, membran i¢inde lokalize olan ve tasiyici, reseptdr veya
yapisal fonksiyon goren proteinlerin fonksiyonlarini etkilemekte, membranin gecirgenligini
degistirmekte ve secici gegirgen ozelligini yok etmektedir.'* SSS’de travma sonras1 ROT ve
LP olusumunun fizyopatolojik 6nemi ile ilgili cok sayida arastirma yapilmistir. Hall ve ark.
tarafindan 1993 yilinda yapilan bir calismada ratlarda deneysel akut kafa travmasi
olusturulmus ve OH" radikali diizeyleri spektrofotometrik yontemle 6lgiilmiistiir.'” OH’
radikallerinin travmadan hemen sonra artmaya basladig1 ve 1 saat sonra en iist diizeye ulastigi
gosterilmistir. Sonug¢ olarak OH’ radikallerinin vaskiiler endotelde hasar olusturdugu ve
KBB’yi bozarak beyin membranlarinda LP’yi baglatti1 bildirilmistir. Smith ve ark. ratlarda
olusturduklar1 deneysel akut kafa travmasindan 5 dk. sonra KBB hasarinin belirgin oldugunu
ve buna paralel olarak LP olusmasinda anahtar rol oynayan OH’ radikali diizeylerinin arttigini
gostermislerdir. '

Yapilan ¢aligmalarda, lipid peroksidasyonunun yikim iiriinii ve 6nemli bir gostergesi
olan doku MDA diizeylerinin deneysel kapali kafa travmasindan sonra akut donemde arttig1
gosterilmistir.'*”'*® Willmore ve Rubin tarafindan yapilan bir calismada ratlarda MDA’ nin
doku diizeyleri ile fokal 6dem arasinda bir paralellik oldugu gésterilmistir.'* Calismamizda

da daha once yapilan calismalara benzer sekilde TBH’da ortaya ¢ikan oksidatif stresin kaniti
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olarak ratlarin serumunda ve beyin dokusunda Slgiilen MDA diizeylerinin travma grubunda
arttig1 (p< 0,05) gozlendi.

Travma sonucu beyinde antioksidan mekanizmalar arasi1 dengelerin bozulmasi ile
aciga cikan ROT un olusturdugu LP, sekonder beyin hasarinin énemli nedenlerinden birisidir.
Travmatik iskemi sonrasi olusan noronal hasari onlemek ve norolojik olumsuz sonuglar
diizeltmek i¢in ROT f{iretimini veya dagilimini azaltmak gerekmektedir. SSS’de travma veya
iskemi sonrasi, ROT onleyicilerin tedavi edici etkileri ile klinik ve histopatolojik iyilesme
saglandig1 bilinmektedir.

Deneysel akut kafa travmasindan sonra, OH' radikallerinin KBB hasarina neden
oldugunun gosterildigi calismada, travmadan sonra verilen lipid peroksidasyon inhibitorii olan
trilazad mesylate’in OHe radikalleri konsantrasyonunu ve KBB’nin gegirgenligini azaltarak
membran lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.'*® Beyinde bu tiir hasarlarin
oniline gecmek i¢in bircok ajan denenmistir. Bunlarin en 6nemlilerinden biri E vitaminidir."°
E vitamini, yapisinda bulundurdugu hidroksil grubu nedeniyle elektron alip verme 6zelligi
kazandigindan dolay1 antioksidan karakterli bir vitamin olarak bilinmektedir. Ayrica
yapisinda bulunan uzun hidrokarbon zinciri ve halkasal yapilar nedeni ile daha ¢ok lipidlere
benzediginden biitlin lipid yapilarini, yani membranlart kolayca gecebilmekte veya
membranlarin yapisi i¢ine lokalize olabilmektedir. Oksidatif strese oldukca yatkin olan lipid
yapilarini, membranlarda oksidatif stres sonucu olarak gelisebilecek LP’na Kkarsi
korumaktadir.'*?

(Calismamizda travmadan 3 saat sonra verilen tek doz simvastatin tedavisi ile travma
grubundaki ratlarin beyin dokusu ve serumunda MDA diizeylerinin azaldig1 (p<0,05)
gozlendi. Literatiir taramasinda TBH’da statinlerin MDA diizeyleri {lizerine etkilerinin daha
once arastirilmadigi saptandi. Bu nedenle ¢alismamizda ilk kez simvastatinin travmatik beyin
hasarinda artan oksidatif stresin hiicresel diizeyde bir belirteci olan lipid peroksidasyonunu
azalttig1 gosterilmis oldu.

Ratlarin serum ve beyin dokusunda 6lgiilen TAK diizeyi ve beyin dokusunda 6lgiilen
antioksidan enzim SOD aktivitesinin travma grubunda sham grubu ile karsilastirildiginda
azaldig1, simvastatin verilen grupta ise arttigi gozlendi. Ancak TAK diizeyleri ve SOD
aktivitesi acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Daha
once yapilan bir ¢alismada ratlarda olusturulan deneysel akut kapali beyin travmasindan sonra

' Deneysel kafa travmasi

beyin dokusunda SOD aktivitesinin azaldigi gozlenmistir."
modellerinde beyin dokusunda TAK Ol¢limiiniin  yapildigi caligmalara literatiirde

rastlanmamistir. Calismamizda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmasa da,
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travmadan sonra ortaya ¢ikan oksidatif stres sonucu artan ROT un ortadan kaldirilmasi igin
kullanilan antioksidan mekanizmalar nedeniyle, travma grubunda TAK diizeyleri ve SOD
aktivitesinin azaldigin1 sdyleyebiliriz. Ayrica ¢alismamizda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmasa da simvastatinin beyin dokusunda ve serumdaki TAK diizeyleri
ve SOD aktivitesinde artis sagladigi da gozlendi. Travmatik beyin hasarinda statinlerin ¢ok
sayida yararhi etkilerini gosteren calismalar olmasina karsin beyin dokusunda antioksidan
enzim aktiviteleri ve TAK {izerine etkilerinin incelendigi c¢alismalara literatiirde
rastlanmamistir. Ancak daha 6nce yapilan deneysel calismalar, kardiyovaskiiler hastaliklarda
statinlerin lipid profilini diizeltici etkilerinin disinda, direkt damar koruyucu etkileri oldugu;
aorta endotelinde, diiz kas hiicrelerinde ve kardiyak miyozitlerde NADPH oksidaz aktivitesine
bagli siiperoksit anyon olusumunu azalttigi bildirilmistir.">'> Statinlerin ROT olusumunu
onlemesinin mekanizmasi, NADPH oksidazin sitozolden membrana tranlokasyonunu ve Rac-
GTPaz aktivasyonunu inhibe ederek NADPH oksidaz aktivitesini engelledigi seklinde
aciklanmustir.">* Haendeler ve ark. ise endotel hiicre kiiltiiriinde yaptiklari in vitro calismada,
statinlerin, O,” ve H,O, molekiillerini baglayan ve metabolize edebilen tioredoksinin S-
nitrozilasyonunu artirip posttranskripsiyonel aktivitesini diizenleyerek hiicre i¢i ROT
diizeylerini diistirdiigiini ileri siirmiislerdir.'” Sonugta SSS disindaki dokularda, 6zellikle
endotel hiicrelerinde yapilan in vitro ¢alismalarin sonuglarina gore statinlerin antioksidan
etkinligi de oldugu soylenebilir.

Kafa travmasindan kisa siire sonra olugsmaya baslayan ve hizla ilerleyen beyin 6demi,
bir¢ok patolojik siirecin baglamasina neden olmaktadir. Bunlardan en 6nemlilerinden biri de
hi¢ kuskusuz damarsal yapilarin baski ile daralarak hipooksijenasyona ve sonugta anoksiye
neden olmasidir. Beyin travmaya maruz kaldiginda, serebral otoregiilasyon bozulmakta ve
kiigiik serebral arterler genislemekte, kapiller hidrostatik basing artisiyla kan plazmasi
interselliiler alana gegerek beyinde dolagim bozuklugu meydana gelmektedir. Dolayisiyla
travma sonrasinda ard1 sira meydana gelen olaylar kismen iskemi tablosuna benzemektedir.'>®

Kafa travmasindan sonra serebral kan akiminin azalmasi ile olusan hipoksik/iskemik
durum, ilerleyen ndéron hasarima ve KBB’nin bozulmasina katkida bulunan o6nemli bir
faktordiir.””” Hipoksik durumlarda KBB’nin bozulmas: multifaktoriyeldir ve nedenleri
arasinda beyin dokusunda VEGF, NO ve inflamatuar sitokinlerin artis1 yer alir. VEGEF,
hipoksik durumlarda SSS’de astrositler tarafindan eksprese edilen anjiogenik bir biiylime
faktoriidiir ve reseptorleri olan VEGFRI1 ve VEGFR2’ye baglanarak fizyolojik ve patolojik

4

durumlarda anjiogenezisi  diizenler.'” Hipoksi, VEGF geninin transkripsiyonunun

diizenleyicisi olan hipoksiyle indiiklenen faktor—la’yr (HIF-1a) uyarir. HIF-1la, VEGF
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geninin 5’-ucuna komsu bdlgesinde yer alan hipoksiye yanit elementine baglanir ve genin

158

transkripsiyonunu artirir. — HIF-1a ayrica iNOS’un transkripsiyonel aktivatoriidiir ve NO

106
olusumunu arttirir.

Ayrica vaskiiler permeabiliteyi arttiran faktor olarak da bilinen VEGF
serebral 6deme yol agar. Clinkii VEGF’e yanit olarak olusan damarlar normalden fazla
sizintilidir ve beyin 6demini artirarak iskemiye bagli hasart ilerletmektedir. Daha 6nce yapilan
bir caligmada, inme atagindan 48 saat sonra iskemik ratlara rekombinant human VEGF
verilmesinin serebral mikrovaskiiler plazma perfiizyonunu artirdigi ve fonksiyonel nérolojik
iyilesme sagladig1 gosterilmistir.'® Ancak inme atagindan 1 saat sonra verilen hVEGF, KBB
sizintisini, hemorajik dontisiimleri artirmis ve iskemik hasarin ilerlemesine neden olmustur.
Bu bulgular iskemik beyin dokusunda VEGF artisinin serebral mikroperfiizyonu ve KBB
sizintisint artirarak iki yonlii rol oynadigini gostermektedir. Bu bilgiler 1s1ginda hasarli beyin
dokusunda VEGF’in travmadan sonra erken donemde (1 saat sonra) artisinin KBB sizintisini
artirarak 6deme neden olabilecegi, ge¢c donemde ise (48 saat sonra) anjiogenezisi artirarak
ndrolojik iyilesme saglayabilecegi sonucu ¢ikmaktadir.

VEGF, NO sentezini ve salimmini uyararak vaskiiler permeabiliteyi arttirir. Beyin
hasarindan sonra akut donemde VEGF inhibisyonunun KBB permeabilitesini azalttig:
gosterilmistir."” Yapilan ¢alismalarda, serebellumda hipoksiye yanit olarak VEGF ve NO
diizeylerinde artis oldugu, deneysel travmatik beyin hasarinda VEGF ve reseptorlerinin
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir,'** '%!

(Calismamizda, daha Once yapilan benzer ¢alismalarin sonuglari ile uyumlu olarak
ratlarin beyin dokusu ve serumunda 6l¢lilen VEGF ve NO diizeylerinin travmaya yanit olarak
arttig1 saptandi (p<0,05). VEGF diizeylerindeki artis, kafa travmasindan sonra serebral kan
akiminin azalmasi sonucunda gelisen hipoksiye yanit olarak uyarilan HIF-1o tarafindan
transkripsiyonunun artirilmasi ile agiklanabilir. NO diizeylerindeki artig ise travmadan sonra
ekspresyonu artan VEGF tarafindan eNOS ekspresyonunun uyarilmasina ve hiicre igi
kalsiyum artisina yol agan glutamata baglh eksitotoksisitenin NOS aktivitesini artirmasina
baglanabilir.”""”

Normal metabolizma sirasinda L-arjininden, NOS tarafindan sentezlenen NO
molekiilii, beyinde KBB’nin islevlerinde gorevli iyonlarin ve diger molekiillerin transportunu
diizenleyerek bir¢cok biyolojik mekanizmada rol alir. Ancak, TBH’dan sonra o&zellikle
kalsiyumdan bagimsiz bir form olan iNOS’un sentezledigi NO zararh etkilere sahiptir. NO,
KBB’nin permeabilitesini artirarak sekonder beyin hasarina ve vazojenik 6deme katkida

bulunur. Vazodilatasyon ve kan akimimin artmasina yol agmasinin yaninda, eNOS’un

VEGF’in uyardigi vaskiiler hiperpermeabilitede 6nemli rol aldigi ileri siiriilmiistiir.'®
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Terpolilli ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada TBH’dan sonra, yeni bir NOS inhibitorii
olan 4-amino-tetrahydro-L-biopterine verilmesinin iNOS olusumunu inhibe ettigi beyin
O6demi olusumunda ve uzun donem ndrolojik disfonksiyonda belirgin azalma sagladigi
gozlenmistir.”>  Yapilan deneysel ¢alismalarda NO sentez inhibisyonunun, melatonin,
minosiklin ve simvastatinin hipoksinin indiikledigi KBB hasarini azalttig1 bildirilmistir.'*
Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, deneysel kafa travmasindan sonra ratlarin beyin
dokusu ve serumunda artan VEGF ve NO diizeylerinin verilen simvastatin tedavisi ile
azaldigin1 gostermektedir (p<0,05). Anjiogenik bir faktdr olarak bilinen VEGF’in hasarli
beyin dokusundaki artisinin ge¢ donemde yararli oldugu ve anjiogenezisi artirarak norolojik

iyilesme saglayabilecegi gosterilmistir.'®*

Ancak beyin hasarinin erken déneminde VEGF
artis, KBB sizintisin1 artirarak 6deme neden olmaktadir. Deneysel kafa travmasi
olusturdugumuz c¢alismamizda, travmadan sonra akut donemde verdigimiz tek doz
simvastatin tedavisinin VEGF ve NO diizeylerini azaltarak, bu faktdrlerin neden olabilecegi
vaskiiler hiperpermeabiliteye bagli beyin 6demi gelisimini dnleyebilecegi diigiiniilebilir.
Ayrica TBH’da, NO’nun siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek oldukca reaktif
nitratlayici tiirler olan ONOO™leri olusturdugu ve ONOOlerin de 6liimciil hiicresel siiregler
olan aminoasitlerin aromatik halkalarinin nitratlanmasina, lipid peroksidasyonuna, ve DNA

kirilmalarima neden oldugu bilinmektedir.*’**°

Calismamizda TBH’da verilen statin
tedavisinin NO diizeylerini diislirerek beyin dokusunu oksidatif stresten korudugu da
sOylenebilir.

Statinler, kolesterol diisiiriicii etkilerinden bagimsiz cok sayida 6zellikleri ile son
yillarda ilgi odagi olmustur. Hayvan ve insanlarda yapilan in vivo c¢alismalarda statinlerin
bobrek ve kalp gibi cesitli organlarda damar koruyucu etkileri oldugu gdsterilmistir.'®*'*
Statinlerin anjiogenetik etkileri ilacin dozuna, deneyde kullanilan endotel hiicre tipine ve
ortama bagli olarak degismektedir. Domuzlarda yapilan deneysel bir ¢alismada, ayni1 doz
simvastatin iskemik bobrekte anjiogenezi arttirirken, erken koroner aterosklerozda patolojik
anjiogenezi azaltmstir.'®"'®* Zhu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ayni doz simvastatinin
spesifik anjiogenik tetikleyicinin etkiledigi intrinsik mekanizmalar1 degistirerek anjiogenezi
artirdigl veya inhibe ettigi gozlenmis; statinlerin anjiogenik etkilerinin, anjiogenik uyarana,
mekanizmalara ve g¢evre kosullarina bagli oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonug, farkli
patolojik kosullarda simvastatin ile tedavi hedeflerinin belirlenmesi ac¢isindan Onem
tasimaktadir. Zhu ve ark. bu calismada simvastatinin hipoksik kosullarda HIF-1

ekspresyonunun diizenlenmesini degistirip yeni damar olusumunda en Onemli anjiogenik

faktor olan VEGF ekspresyonunu uyararak anjiogenezi artirdigini, TNF-a tarafindan uyarilan

65



pro-inflamatuar bir ortamda ise anjiogenezi inhibe ettigini gostermiglerdir. HIF—1a prolil
hidroksilaz domain protein (PHD) gibi oksijen sensorleri ile diizenlenir. Normoksik durumda
PHD, HIF-1a alt birimlerini hidroksilleyerek proteozomal yikim i¢in hedef olmasini saglar.
Akut hipokside PHD inhibe olur ve HIF-1a stabilizasyonuna yol agar.'®

Chen ve ark. TBH sonrasi 1. ve 6. saatlerde oral yolla verdikleri 37,5 mg/kg
simvastatinin bir giin sonra rat beyin dokusunda TLR4/ NF-xB bagimli inflamatuar cevabi
tyilestirdigini gdzlemlemisler ve bu mekanizmanin TBH’da simvastatinin koruyucu etkisinde
rol alan mekanizmalardan biri olabilecegini ileri siirmiislerdir."*' TNF-o, NF-xB aktivasyonu
ile HIF-1a ve VEGF ekspresyonunu artirabilir.'® Wu ve ark. tarafindan yapilan deneysel bir
caligmada ratlara travmadan birgiin sonra baglayip 14 giin siireyle 1 mg/kg oral simvastatin
verilmis ve simvastatinin serum VEGF diizeylerini artirdigi saptanmustir.'”  Bizim
calismamizda ise travmadan 3 saat sonra tek doz (I mg/kg) simvastatin verilmis ve 1 giin
sonra alman doku ve serum orneklerinde travma grubunda artan VEGF ve NO diizeylerinin
azaldig1 (p<0,05) gozlenmistir. Yapilan in vitro g¢aligmalarda, hipoksik kosullar altinda
mikromolar konsantrasyonlardaki atorvastatinin VEGF mRNA’sinin ya da proteininin degil
de VEGF promoterinin transkripsiyonel aktivitesini artirdigt 1uM konsantrasyonlardaki
simvastatinin ise hipoksi indiiklii VEGF protein ekspresyonunu uyardigi saptanmustir.'*>'%’
Bu bulgular, statinlerin VEGF ekspresyonu {izerine farkli etkilerinin statin preparatlarina,
hiicre tiplerine ve hipoksinin derecesine bagli olabilecegini gostermektedir.

Zhu ve ark. simvastatinin, TNF-o tarafindan olusturulan pro-inflamatuar ortamda
VEGF’in inhibisyonuna neden olarak anjiogenezi dnledigini gostermistir.'® Calismamizda da
travmadan 3 saat sonra verilen simvastatin tedavisi, travmatik beyin hasarindan sonra ortaya
cikan inflamasyon ortaminda VEGF diizeylerinde azalmaya neden olmustur. Ayrica yapilan
histopatolojik incelemede, simvastatin tedavisiyle ndronal hasar bulgularinin (Resim—7),
retraksiyon ball olusumunun (Resim—7), diffiiz aksonal hasarin, 6dem olusumunun (Resim—
8), intraserebral kanama alanlarinin (Resim—10) belirgin derecede azaldig1 (p<0.05); vaskiiler
konjesyonun ise azaldig1 ancak travma grubu ile karsilastirildiginda farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1r saptanmistir. Elde ettigimiz bu bulgulara gére TBH’da simvastatin
tedavisinin diffiiz aksonal hasara ait ndropatolojik degisiklikleri azaltarak beyin dokusunda
tyilesme sagladig soylenebilir.

TBH, son yillarda SSS’nin néroinflamatuar bir hastalig1 olarak degerlendirilmektedir.
Beyinde erken inflamasyonun gostergeleri aktive mikroglialarin, nétrofillerin ve 6demin
bulunmasidir.** Calismamizin histopatolojik bulgulari, travma sonrasi inflamatuar yanitin

olustugunu gdostermektedir (Resim—8). SSS’de, TBH’da inflamatuar yanita neden olan
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faktorlerden biri, bizim ¢alismamizda da travma sonrasi gozlenen VEGF artisidir. TBH’nin
erken doneminde VEGF artisinin KKB’nin sizintisim1 artirdigi bilinmektedir ve KBB’nin
gecirimsizliginin bozulmasi, i¢ doku bilesenleri ile devam eden ndroinflamasyon olarak

adlandirilmaktadir.*>'%

VEGF’in, vaskiiler permeabiliteyi artirmasinin yaninda, 16kositlerin
damar duvarina adezyonunu artirmasi ve interselliler ve vaskiiler hiicre adezyon
molekiillerinin  ekspresyonunu uyarmast ile proinflamatuar etkilere sahip oldugu
bilinmektedir.'®® Ayrica TBH’da salinimi artan, ¢esitli immiin ve immiin olmayan hiicrelerden
sistemik ve intratekal {iretilen ve ndroinflamasyona aracilik eden sitokinler ndroinflamatuar
yanitin varhgmin bir gostergesidir.”> Deneysel diffiiz beyin hasar modellerinde, beyin
dokusunda ekspresyon olmadan 24 saat i¢inde proinflamatuar bir sitokin olan TNF-o’nin
hasar alamini infiltre ettigi ve serumda diizeylerinin arttigi gosterilmistir.”® TBH’da oksidatif
stresin kaynagi olarak c¢esitli mekanizmalarla olusumu artan ROT’da proinflamatuar
molekiillerdir. Bu ¢calismada, olusturulan akut beyin travmasindan sonra ortaya ¢ikan oksidatif
stresin hiicresel diizeydeki bir gostergesi olan lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA
diizeylerinde artis gozlendi. Calismamizda, deneysel TBH’da, akut donemde verilen
simvastatin tedavisinin, kolesterol disiiriicii etkilerinden bagimsiz olarak, inflamasyon
ortaminda VEGF ve NO diizeylerini diisiirerek, KBB sizmmtistm ve vaskiiler

hiperpermeabiliteye bagli vazojenik beyin 6demi gelisimini 6nledigi diistiniilebilir.

67



6. SONUC

Calismamizda deneysel kafa travmasi sonrasinda olusan diffiiz beyin hasarini
sinirlayabilmek amaciyla, akut donemde verilen diisiik doz simvastatin tedavisinin
noroprotektif rolii arastirildi. Kafa travmasi olusturulduktan 3 saat sonra verilen 1 mg/kg/i.p.
simvastatinin oksidatif hasarin hiicresel diizeyde bir belirteci olan lipid peroksidasyonunun
son iiriinii olan artmig MDA diizeylerini diisiirdiigli, antioksidan kapasiteyi destekledigi
gozlendi ve lipid peroksidasyonunu simirlayabilecegi diisiliniildii. Ayrica simvastatin
tedavisinin, travma sonrasi artan VEGF ve NO iiretimini azaltarak patolojik anjiogenezi,
serebral 6dem olusumunu 6nledigi ve inflamasyonu baskiladigi; ¢alismamizin histopatolojik
bulgularinin da bu sonucu destekledigi kanisina varildi.

Calismamizin sonuglari, akut travmatik beyin hasarinda, diisiik tek doz simvastatin
tedavisinin lipid peroksidasyon, serebral 6dem olusumu, patolojik anjiogenez ve inflamatuar
yanit gibi noropatolojik ve biyokimyasal degisiklikleri azaltarak sekonder travmatik beyin
hasarina kars1 koruyucu olabilecegini gostermistir. Sonug olarak simvastatinin insanlarda akut

travmatik beyin hasarinin tedavisinde yararl bir segenek olabilecegini diisiinmekteyiz.
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7. OZET

DENEYSEL KAFA TRAVMASINDA SIMVASTATININ
AKUT DONEMDEKI KORUYUCU ETKISi

Amag: Travmatik beyin hasari, primer ve sekonder hasar mekanizmalarini igerir.
Sekonder hasar, saatler veya giinler sonra ortaya ¢ikmakta ve bir¢ok karmasik fizyopatolojik
mekanizmaya bagli olarak olusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, statinlerin kolesterol diisiirticii
etkilerinden bagimsiz, oksidatif stresin ve inflamasyonun baskilanmasi gibi ¢ok yonlii etkileri
oldugu ileri stiriilmistiir. Calismamizda, agir kapali diffiiz beyin travmasi olusturulan ratlara,
travma olusturulduktan sonra akut donemde diisiik, tek doz simvastatin tedavisi verilerek

simvastatinin noroprotektif roliiniin arastirilmasi amaglandi.

Yontem: Erigkin erkek Wistar ratlar sham, travma, travma-+¢dziicii ve travma-+simvastatin
olmak iizere 4 gruba ayrildi. Deneysel olarak olusturulan kafa travmasindan 3 saat sonra
Img/kg simvastatin intraperitoneal olarak enjekte edildi. 24 saat sonra anestezi altinda
intrakardiyak kan ornekleri alinan ratlar sakrifiye edilerek biyokimyasal ve histopatolojik
analizler i¢in beyin dokular1 ¢ikartildi. Deneklerden elde edilen serum orneklerinde total
kolesterol, diisiik dansiteli kolesterol, yliksek dansiteli kolesterol, malondialdehit, total
antioksidan kapasite ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii konsantrasyonlari 6l¢tildii. Doku
homojenatlarinda malondialdehit, vaskiiler endotelyal biliylime faktorii, nitrik oksit, total

antioksidan kapasite diizeyleri ile siiperoksit dismutaz aktivitesi ¢alisildi.

Bulgular: Yapilan histopatolojik incelemede, simvastatin verilmesi ile travma grubu ile
karsilastirildiginda, néropatolojik degisikliklerin azaldigi goriildii. Travmatik beyin hasarmin,
beyin dokusunda malondialdehit, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve nitrik oksit
diizeylerinde ©Onemli bir artisa neden oldugu gozlendi (p<0,05). Simvastatin tedavisi
malondialdehit, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve nitrik oksit diizeylerini belirgin olarak

azaltti (p<0,05). Simvastatin, total antioksidan kapasite diizeylerini ve siiperoksit dismutaz
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aktivitesini travma grubu ile karsilastirildiginda artirmis olsa da, gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml: bir fark bulunamadi.

Sonuc: Calismamizin sonuglart akut travmatik beyin hasarinda, diisiik tek doz simvastatin
tedavisinin lipid peroksidasyon, serebral 6dem olusumu, patolojik anjiogenez ve inflamatuar
yanit gibi noropatolojik ve biyokimyasal degisiklikleri azaltarak sekonder travmatik beyin
hasarina kars1 koruyucu olabilecegini gostermistir. Sonug olarak simvastatinin insanlarda akut

travmatik beyin hasarinin tedavisinde yararli bir secenek olabilecegi diistintildii.

Anahtar sozciikler: Travmatik beyin hasari, diffiiz aksonal hasar, simvastatin, vaskiiler

endotelyal biiytime faktorii, nitrik oksit.
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8. SUMMARY

THE PROTECTIVE EFFECT OF SIMVASTATIN
IN THE ACUTE PHASE OF EXPERIMENTAL HEAD TRAUMA

Background and Aim: Traumatic brain injury involves both primary and secondary
mechanisms of injury. Secondary injury occurs in the hours to days following the primary
insult and is typified by many of physiopathological mechanisms. Previous studies suggested
that statins have pleiotropic effects, that are independent of their capability to lower
cholesterol such as anti-inflammatory, and anti-oxidative effects. In our study, we performed
to assess the neuroprotective role of a single low-dose simvastatin treatment in brain tissue of

rats subjected to closed head trauma when given in acute phase of the trauma.

Methods: Adult male Wistar rats were divided into four groups as sham, trauma, trauma
with vehicle, trauma with simvastatin. Simvastatin was injected intraperitoneally at a dose of
1 mg/kg three hours after the experimental trauma. After 24 hours, intracardiac blood samples
were obtained under anesthesia and than animals were sacrified; brains were collected for
biochemical and histopathological analyses. Malondialdehyde, vascular endothelial growth
factor and total antioxidant status levels were measured in the serum. In the tissue
homogenates malondialdehyde, vascular endothelial growth factor, nitric oxide, total

antioxidant status levels and superoxide dismutase activity were measured.

Results: Upon histopathological evaluation; simvastatin reduced neuropathological
changes in comparison with trauma grup. Traumatic brain injury induced a significant
increase in malondialdehyde, vascular endothelial growth factor and nitric oxide levels
(p<0.05) in brain tissue. Simvastatin treatment markedly reduced malondialdehyde, vascular
endothelial growth factor and nitric oxide levels (p<0.05). Simvastatin increased total
antioxidant status levels and superoxide dismutase activity in comparison with trauma group,

but the differences were not statistically significant.
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Conclusion: The results of our study suggest that, single low- dose simvastatin treatment
reduced neuropathological and biochemical alterations such as lipid peroxidation, cerebral
edema formation, pathological angiogenesis and inflammatory response in acute traumatic
brain injury and it may be protective against secondary traumatic brain injury. Therefore

simvastatin may provide a useful therapeutic option in humans for acute traumatic brain

injury.

Key words: Traumatic brain injury, diffuse axonal injury, simvastatin, vascular

endothelial growth factor, nitric oxide.
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10. RESIMLEMELER LISTESI

Sekil-1. Sekonder hiicre hasarinda gelisen hiicresel mekanizmalar.

Sekil-2. TBH’dan sonra oksidatif hasar mekanizmalari.

Tablo—1. Kafa travmasinda yapilan ¢aligmalar.

Sekil-3. Kafa travmasinda ¢alisilan farmakolojik ajanlarin etki mekanizmalari.
Sekil-4. Mevalonat yolu.

Sekil-5. Simvastatinin molekiiler yapisi.

Resim—1. Orta hatta koronal ve lambdoid siitiirler arasina 10mm ¢apinda 3mm
kalinliginda ¢elik disk konulmasi

Resim-2. Marmarou ve arkadaslari tarafindan tarif edilen akselerasyon travma
modeli.

Resim—3. Deneklerin sirt iistii yatirilarak intrakardiyak kan alinmasi.

Resim—4. Deneklerin dekapitasyon ile beyin ve beyin sapinin bir biitiin halinde
cikarilmasi sonrasi elde edilen doku 6rnegi (S grubundan)

Sekil-6. Doku MDA standart egrisi.

Sekil-7. Serum MDA standart egrisi.

Sekil-8. SOD standart egrisi.

Sekil-9. VEGF standart egrisi.

Sekil-10. NO standart egrisi.

Tablo—2. Deneklerin travma dncesi (0. Saat) 6lgiilen fizyolojik parametrelerinin
gruplar arasi kasilagtirilmas.

Tablo—3. Deneklerin travma sonrasi (24. Saat) dl¢iilen fizyolojik parametrelerinin
gruplar arasi kagilastiriimasi.

Tablo—4. Beyin dokularinin hemotoksilen-eosin ile boyanan histolojik doku
kesitlerinden elde edilen bulgularin gruplara goére dagilima.

Tablo—5. Beyin dokularinin histopatolojik incelemesinden elde edilen yiiksek
skorlarin (skor2 + skor 3) gruplara gére dagilima.

Resim-5. Sham- grubu. Normal noéronal dagilim (H&Ex400).
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Resim—6. Travma+simvastatin: Noronlarda normal histopatolojik bulgular,

seyrek retraksiyon ball olusumu-(H&E400).

Resim-7. Travma grubu: Agir néronal hasar, retraksiyon (DAH)-Skor 3 (H&Ex400).
Resim—8. Travma grubu: Yogun 6dem-Skor 3 (H&Ex200).

Resim—9. Travma-+simvastatin: Odem-Skor 2 (H&Ex200).

Resim—10. Travma grubu: Yogun intraserebral kanama — Skor 3 (H&Ex200).
Tablo—6. Deneklerin serum TK, LDL-K ve HDL-K diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirmasi.

Tablo—7. Beyin dokusu ve serumda 6l¢iilen MDA diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirmasi.

Grafik-1. Serumda 6l¢iilen MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimi.

Grafik-2. Beyin dokusunda 6l¢iilen MDA diizeylerinin gruplara gore dagilimu.
Tablo-8. Beyin dokusunda Slgiilen SOD aktivitesinin gruplar arasi karsilagtirmast.
Grafik-3. Beyin dokusunda dl¢iilen SOD aktivitesinin gruplara gore dagilimi.
Tablo—9. Beyin dokusu ve serumda o6lgiilen TAS diizeylerinin gruplar arasi

karsilastirmasi.

Grafik—4. Beyin dokusu ve serumda dl¢iilen TAS diizeylerinin gruplara gore dagilima.

Tablo—10. Beyin dokusu ve serumda dlgiilen VEGF diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirmasi.

Grafik-5. Beyin dokusu ve serumda 6l¢iilen VEGF diizeylerinin gruplara gore
dagilimu.

Tablo—-11. Beyin dokusunda 6l¢iilen NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmast.

Grafik-6. Beyin dokusunda 6lgiilen NO diizeylerinin gruplara gére dagilimi.
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Norobiyokimyasal Belirteclere Etkisi " adli projenin komisyon tarafindan bu
protokolde gosterilen sekilde desteklenmesidir.

PROJE YONETICISININ GOREVLERI
2. Projenin Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri esaslarina bagl kalarak
sozlesmeye ekli aragtirma projesi 6neri formunda belirtilen program iginde,
sozlesmedeki siire, amag ve sartlara uygun olarak yiirGtilmesi, gelistiriimesi ve
sonuglandinimasindan proje yuriticiisi sorumludur.
Desteklenmesi kabul edilmis projenin amag, kapsam, siire, program ve biitgesinde
komisyonun yazili izni olmaksizin higbir degisiklik yapilamaz.

ARAC, GEREC VE DONATIM
3. Projeye tahsis edilen techizat; proje biitgesi icinde komisyon tarafindan yurt icinden
veya digindan temin edilerek projeye tahsis edilen, sarf malzemesi digindaki,
demirbds niteliginde olan her tiirlli techizat ayniyat kaydina alinarak kullanan kisiye
zimmetlenir, proje bitiminde proje kapsaminda alinan maizeme sagdlam ve kullanilir
bigimde ilgili birimin ayniyat mutemedine teslim edilir.

GELISME RAPORLARI

4. Proje yurltlcust projenin devami sliresinde her alti ayda bir galismalarin gidisi ve
harcama durumlanyla ilgili bir gelisme raporu ve ayrica istenildiginde proje ile ilgiii
ayrintili bilgileri komisyona vermekle yukimlidir. Gelisme raporlan (g nisha olarak
verilir.
Komisyon gerekli gortilirse, komisyon bagkani projeyle ilgili calismalari calisma
yerinde inceleyebilir veya inceletebilir. Bu durumda proje yiiriitlicisi proje ile ilgili
her tlrll teknik, idari ve mali bilgileri ve belgeleri incelemeye hazir bulundurmak ve
incelemeyi kolaylagtiracak biitiin yardimlarn yapmakla gérevlidir.

KESIN RAPOR
5. Proje yOneticisi projenin sona ermesini izleyen g ay igerisinde tim arastirma
sonuglarini iceren kesin raporu komisyona verir. Ayrica arastirma devam ederken
bilimsel toplantilara sunulan bildiri metinleri ile varsa ara yayinlarin birer 6rnedi de
sunulur. Proje sonuglari ile ilgili yayin yapilmamis ise hazirlanan bilimsel makale ve
daha sonra yayinlanmis ya da kabul edilmis seklinin bir nishasi kesin rapora eklenir.
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GUVENLIK ONLEMLERI

6. Proje yoneticisi, proje yerinde kazalar onleme ve saglk sartlan bakimindan gerekli
her tirlG glivenlik 6nlemlerinin ainmasindan sorumliudur.

GIZLILIK
7. Proje yoneticisi, proje ile ilgili olarak elde edilecek bilgilerinin gizliliginin korunmasi
bakimindan komisyona kargi sorumludur. Ulusal guvenlik, milli ekonomi ve (lke
¢ikarlan aleyhine kullanilabilecek proje sonuglarn Gzerinde proje yiritlcisi ve
yardimcisi arastiricilar tarafindan haber ya da beyanat verilemez ve yayin yapilamaz.

PERSONEL
8. Projede calisacak yardimci personel ile arastiricilar proje yoneticisi tarafindan segilir.

MUTEMET ELI ILE HARCAMALAR
9. Harcamalar proje yoneticisi ya da yetkili kilnan kisi tarafindan alinacak avanstan,

kanitlayici evrak karsihdi yapilir. Verilen bu avansin usulline uygun mahsubu
yapilmadan yeniden avans verilemez.

PATENT HAKLARI
10. Komisyonca desteklenmek sureti ile ele alinan bu projenin sonucunda 17.7.1963
tarih ve 278 sayih kanunun 2/a maddesine gore bir ihtira meydana gelirse bu ihtira
ayni kanunun 21. maddesi uyarinca Diizce Universitesi ‘ne ait olacaktir. Ancak Diizce
Universitesi bu ihtiradan dolay! usuliine uygun olarak istihsal edecegi patenti satma
yahut kiralama yoluyla elde edecegi bedel yahut kiranin %30u ihtiray! yapan veya
yapanlara verilecektir.

TELIF HAKLARI )
11. Projeden elde edilen bilimsel sonuglarin telif hakki Duzce Universitesi ‘ne aittir.

DESTEK MIKTARI
12. Projeyi desteklemek amaci ile komisyon tarafindan aynintilan protokolde ekli
arastirma  projesi 6neri formunda gosterilen toplam 3.947,62 TL.
(Ugbindokuzyiizkirkyedi Tiirk Lirasi Altmusiki Kurus) destek saglanacaktir.

ODEMENIN KESILMESI

13. So6zlesme geregince yapilan ©6demelerin, proje amag ve programini sozlesme
sarlarinin  uygun olarak kullaniimadigi; gelisme raporlarinin istenen aynntih
bilgilerden, yapilan incelemelerden anlasilirsa veya proje gelisme raporlan yapilan
hatirlatmaya ragmen zamaninda veriimez ise baskaca ihbara lizum kalmadan
sdzlesme geregince yapilan 6demeler her zaman durdurulabilir. Baska talepler sakli
kalmak Uzere verilmig arag, gereg ve donatim derhal geri alinir ve komisyonca gerekli
gorildigu takdirde proje gudumlu olarak bagka bir arastiniciya veya arastirma
grubuna verilebilir. Projenin bu yolla sonuglanmasi ile saglanacak yararlardan proje
ile iligkisi kesilenler higbir hak talep edemezler.

YAZIM KURALLARI
14. Projenin kesin raporu, ilgili “Enstiti Tez Yazim” kurallan dikkate alinarak yazilacaktir.

YURURLUK SURESI
15. Bu protokol 05.01.20089 tarihinden 05.01.2010 tarihine kadar yurirliiktedir.
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%5 SOZLESMENIN UZATILMASI

16. S6zlesme siresinin uzatilmasi, uzatmanin proje yoneticisi tarafindan sozlesme

stresinin bitimi tarihinden iki ay oOnce komisyona teklif edilmesine ve uygun
gorilmesine baghdir. Proje ile ilgili olarak yurt igi ya da yurt disindan satin alinmasi
ongoriilen malzemenin saglanmasindan dolayl gegen zaman proje siresine eklenir.

ADRES DEGISiKLIGI
17. Bu protokol ile ilgili yazigma ve tebligat is adresine veya bildirecek adrese yapilir.

Proje yurutiiclsii adresini degistirdigi takdirde bunu en geg 10 gun iginde komisyona
bildirmeye mecburdur. Adres degisikligi bildirilmezse eski adrese génderilen yazi ve
tebligat o adrese yapilmig sayilir.

SOZLESME GIDERLERI

18. Sozlesme giderleri Diizce Universitesi tarafindan denir.
YETKiLI MERCI

19. Anlasmazlik halinde yetkili merci Diizce Mahkeme ve Icra daireleridir.

e

PROJE YURUTUCUSU
Dog. Dr. Ozlem YAVUZ
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