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. OZET
DENEYSEL KAFA TRAVMASINDA TAKROLIMUS’UN
HiISTOPATOLOJIK ETKINLIGININ ARASTIRILMASI
Dr. Ali ATADAG
Uzmanlik Tezi, Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. ibrahim ERKUTLU

Haziran 2021, 44 Sayfa

Amag: Calismamizda Deneysel kafa travmasi olusturulan sicanlarda, bir
immunsupresif ajan olan Takrolimus’un (FK506) olusacak sekonder beyin hasarina
karsi koruyucu etkisini arastirmak amaclanmistir. Sekonder beyin hasari, beyin
dokusunda olusacak gliosizin GFAP boyanmasi sonrasi Immun Reaktivite Skoru (IRS)
ile degerlendirilmistir.

Materyal ve Metod: Bu deneyde 40 adet Sprague-Dawley tipi 250-350 gr agirliginda
10-12 haftalik sicanlar cinsiyet secimi yapiimaksizin kullaniimistir. Her grupta 8 sican
olacak sekilde 5 gruba ayrilan denekler, uygun sartlarda kafa travmasi
olusturulduktan 1 ay sonra sakrifiye edilerek beyinleri en blok olarak cikarildi ve
histopatolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Tim gruplarin histopatolojik IRS degerleri Kruskal Wallis varyans analizi ile
degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda istatistiki farklarin oldugu gozlendi. Daha
sonra ikili gruplar seklinde Mann Withney — U ile yapilan karsilastirmada IRS
degerinin en fazla Tedavi grubunda arttigl (p<0,05) fakat Negatif Kontrol, Pozitif
Kontrol ve Taslyici gruplarinda artmasina ragmen istatistiki anlam ifade etmedigi
gozlendi. Sham grubunda ileri derece bir histopatolojik reaksiyon skorunun en az
oranda goruldigu tespit edildi.

Sonug: lyilesme beklentimiz olan grupta yani FK506 verilen grupta travmatik
alandaki gliozisin diger kontrol gruplarina goére istatistiki olarak belirgin olarak artis
gosterdigi gorildi. Bu durum FK506’nin heniiz agiklanamayan bir mekanizma ile
gliozisi engelleyemedigi hatta arttirdigini géstermektedir. Sonu¢ olarak, FK506
immunosupresif ajaninin  beklenin aksine beyindeki travma sonrasi hasari
azaltmadigl, aksine gliozisi arttirdigl ortadadir.

Anahtar Kelimeler: Kafa travmasi, Takrolimus, FK506, Gliozis, Sekonder Beyin
Hasari



IV. ABSTRACT
TACROLYMUS IN EXPERIMENTAL HEAD TRAUMA
RESEARCH OF HISTOPATHOLOGICAL EFFECTIVENESS
Dr. Ali ATADAG
Dissertation, Department of Neurosurgery
Dissertation Advisor: Prof. Dr. ibrahim ERKUTLU

June 2021, 44 Pages

Purpose: In our study, we aimed to investigate the protective effect of Tacrolimus
(FK506), an immunosuppressive agent, against secondary brain damage in rats with
experimental head trauma. Secondary brain injury was evaluated by the Immun
Reactivity Score (IRS) after GFAP staining of gliosin that will occur in the brain tissue.

Material and method: In this experiment, 40 Sprague-Dawley rats weighing 250-
350 g were used without gender selection. The subjects, divided into 5 groups with
8 rats in each group, were sacrificed 1 month after head trauma under appropriate
conditions, their brains were removed en bloc and evaluated histopathologically.

Findings: When histopathological IRS values of all groups were evaluated by Kruskal
Wallis analysis of variance, it was observed that there were statistical differences
between all groups. Later, in the comparison made with Mann Withney - U as
paired groups, it was observed that the IRS value increased the most in the
Treatment group (p <0.05), but it did not make statistical significance although it
increased in Negative Control, Positive Control and Carrier groups. It was found that
an advanced histopathological reaction score was the least in the sham group.

Conclusion: It was observed that gliosis in the traumatic area increased significantly
in the group in which we expected recovery, namely the group given FK506,
compared to the other control groups. This situation shows that FK506 cannot
prevent or even increase gliosis by an unexplained mechanism. In conclusion, it is
clear that FK506 immunosuppressive agent does not reduce post-traumatic damage
to the brain contrary to expectations, but rather increases gliosis.

Key Words: Head trauma, Tacrolimus, FK506, Gliosis, Secondary Brain Injury
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TBH: Travmatik Beyin Hasari

B.T: Bilgisayarli Tomografi
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1. GiRiS

Travmatik beyin hasari ¢cok sik gozlenen, hayati tehdit eden ve kalici organ
tehdidine sebebiyet veren bir hastalik grubudur. Travma sonrasi birincil hasar (beyin
kanamasi, kafatasi cokmesi, aksonlarda kopma v.b.) olduktan sonra hizl bir sekilde
ikincil hasar (mikroskopik islevsel dokularda yirtilma, sinir htcrelerinin 6limi,
kalsiyum ve diger molekiler bagimli hasar, beyin dokusunun sismesi v.b.) denilen
stirecler baslamaktadir (4,6). Heniz tip bilimi bu ikincil hasari 6nleyebilecek ilag ya
da tedbirler konusunda uzun yillardir antiodem ajan olarak kullanilan %20 lik
Mannitol sollisyonu disinda bir farmakolojik tedavi ajanini kullanima sunamamistir.
Takrolimus (FK506) bagisiklik sistemini baskilayan ve organ transplantasyonunda
insana transplante edilen organin reddedilmesini engelleyen immiinosupresif bir
ilactir. Daha o6nceki diffiiz aksonal yaralanma ve travmatik beyin hasan ile ilgili
deneysel calismalarda (1) FK506’nin santral sinir sisteminde koruyucu bir etkisi
oldugunu bildirmistir. Bu etkisini molekiler dizeyde yapmakta (3) ve hiicre
olimunl geciktirmektedir. Bu c¢alismamizda, kint kafa travmali deneklerde
FK506’nin bu etkisini erken dénem verildiginde gosterip gostermedigini beyin
dokusu ortaminda histopatolojik inceleme ile degerlendirdik. (2,5,7,8,9).

Literatlirde (1,3) Takrolimus (FK506) ‘un beyin ve omurilik travmalarinda
deneysel olarak kullanildigi ve faydali olabilecegi belirtilmistir fakat histopatolojik ve
biyokimyasal olarak yapilan ¢alismalarin sayisi tedavi protokollerine gececek kadar
yeterli degildir. 1990’larda heniiz laboratuvar ortaminda kullaniimasina ragmen
2000’li yillarda organ transplantasyonunda artik tedaviye girmesi bu farmakolojik

ajanin bazi beyin ve omurilik ikincil hasarlarinda kullanilma umudunu dogurmustur.

Bu calisma ile erken donemde kafa travmali hastalarda ikincil hasari
onleyebilecek (4) bir takim tedavi protokolleri gelistirebilmek, bu protokollerin
uluslararasi ve ulusal planda yer bulmasi, eger etkinligi tespit edilirse sonuglarinin

oncelikle deneysel olarak rapor edilmesi planlanmistir.

Xi



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Kafa Travmasi
2.1.1. Tanimi

Kafa travmasi, bir dis etken sonucu meydana gelen, yiz veya sach deri
yaralanmasindan agir koma ve oOlime kadar gidebilen bir klinik tablodur. Kafa
travmasi sonrasi beyinde gecici veya kalici olarak meydana gelen biling durumu
eksikligi, duyusal, motor veya psikolojik bozukluk ise travmatik beyin hasari (TBH)
olarak adlandirilir. Kafa travmalari, glinlik yasamda agir ve istenmeyen sonuglari
olan cerrahi ve medikal bir problemdir. Bu kazalarin engellenmesi, acil tedavisi ve

tedavi sonrasi rehabilitasyonu bliylk zorluklar icermektedir.
2.1.2. Epidemiyojisi

Kafa travmalari diinyada cocuk ve gencg eriskin o6liimlerinin en onemli
nedenlerindendir. 2018 yilinda yapilan bir calisma diinyada yillik yaklasik 70 milyon
kisinin TBH gecirdigi ve bunlarin % 81’inin hafif, % 11’'inin orta ve % 8’inin ciddi
diizeyde oldugunu bildirmektedir (10). Ulkemizde 2009 yilinda yapilan bir ¢calismada
acil servise kafa travmasi sikayetiyle yapilan basvurlarin %66 erkek, %34 kadin hasta
oldugu, yas gruplarina gore ise %22 ¢ocuk, %30 geng, eriskin hasta basvurusu
oldugu gorilmastir. Kafa travmasi olusumunda %40 ile diisme ve %37 ile trafik
kazalari en sik nedenleri olusturmaktadir (11). Diger nedenler darp, atesli silah

yaralanmalari, ev is ve spor yaralanmalari olarak siralanabilir.
2.1.3. Tarihgesi

Kafa travmasi ile ilgili bilinen ilk incelemeler milattan 6nce 2800 yilinda
Misirli hekim imhotep tarafinca yapilmistir. Misirli hekim kafa travmalarini tedavi

edilir, tedavi edilebilir ve tedavi edilemez olarak (g sinifa ayirmistir (12).

Anadoluda yapilan kazilarda Van — Dilkaya bolgesinde milattan 6nce 8. ylzyilda
yasayan Urartilar dénemine ait ilging bir arkeolojik kesfe ulasiimistir. Onii¢ adet burr

hole delindikten sonra bir kesici yardimiyla kranitomi yapilmis bir kafatasi



bulunmustur. 11*6 cm ebadinda olan ve operasyon sonrasi tekrar yerine konulan
serbest kemik flebin orta meningeal arteri ¢aprazladigl géz O©nine alininca

muhtemelen bir epidural hematomu bosaltmak igin yapildigi distinilmektedir (13).

Avrupada Hippocrates (M.0.460-355), Cornecius Celcus (M.S. 1. yizyil), Galen
(M.S.131-201) gibi hekimler trepanasyonu tedavi amaci ile kullanmislardir. ibn-i sina
9. yuzyillda tedavi amach trepanasyon onermistir (13). Arap cerrahi Abulcasis
M.S.11. yuzyilda ozellikle ¢okme kiriklarini trepanasyonla tedavi etmistir (14).
Ambroise Pare, 1510°da Fransa kral Il.Henri’ nin travmatik orbita Ustl kafa ici
hematom ameliyatini yapmistir (14). Berengorius Bologna Universitesi'nde bir
profesor olan Capri’li Jacop, 1518'de kafa travmalari Gizerine ilk kitabini yazmistir. Bu
kitap sadece norosirlrji konulari Gzerine yazilmis ilk kitaptir (15). Hounsfield’in
1970°li yillarda Bilgisayarli Tomografiyi (BT) gelistirmesiyle intrakranial lezyonlara

yaklasimda buiylk bir gelisme yasanmistir (14).
2.2. Kafa Travmalarinin Siniflandiriimasi

Siddetine gore kafa travmalari Glaskow Koma Skalasi (GKS) kullanilarak ¢

gruba ayrilir (Tablo 1)(16,17).

Tablo 1 : Glaskow Koma Skalasi (16)

Go6z Agma Motor Yanit Verbal Yanit

Spontan 4 Spontan 6 Spontan 5

S6zel uyari ile 3 Agriyi lokalize etme 5 Konfilize 4

Agriliuyaranile |2 Agridan kagma 4 Anlamsiz kelimeler | 3

Cevap yok 1 Dekortike pozisyon 3 Anlamsiz sesler 2
Deserebre pozisyon 2 Tepki yok 1
Cevap yok 1




2.2.1. Hafif Siddette Kafa Travmasi

Glaskow koma skorlamasi 14-15 olan hastalari kapsar. Kafa travmalarinin
yaklasik %80’i hafif siddette travmatik beyin hasari ile sonuclanir. Kafa travmasi
sonras! gecici bir amnezi veya diger norolojik fonksiyonlarda kisa siireli — gecici bir
duraklama gorilebilir. Bu tarz bir beyin hasarinda BT bulgularinda cerrahi miidahale

gerektirecek patolojik bir lezyonla neredeyse hig karsilagilmamaktadir (16).

2.2.2. Orta Siddette Kafa Travmasi

Glaskow koma skorlamasi 9-13 ve arasi olan hastalari kapsar. Genelde uyku
hali, emirlere itaatte azalma goralir. BT bulgularinda fraktirler, diffiz aksonal
hasar, intraparankimal, ekstraparankimal hemorajiler gorilebilir. Bu hastalarda
ilerleyen saatlerde mutlaka kontrol BT ile kafa ici yer kaplayici lezyon takibi
yapiimalidir (7,8). Kafa travmali hastalarin %10'unda orta siddette TBH gorildigu
ve bunlarda %40 oraninda BT bulgusu pozitifligi, %8’inin operasyon ihtiyaci oldugu

saptanmistir (19,20).

2.2.3. Agir Siddette (Ciddi) Kafa Travmasi

GKS 3-8 olan hastalar bu grupta yer alirlar. Kafa travmasi gegirenlerin %10'u
agir siddette TBH’na maruz kalirlar. Mortalitesi yaklasik olarak %35 oraninda olup
vakalarin %25'i cerrahi mudahaleye ihtiya¢ gosterir (19,20). Agir siddette TBH
geciren hastalarda ozellikle sekonder beyin hasarina yonelik dnlemler almak ve

tedavi dizenlemek hayati 6nem tasir.
2.3. Kafa Travmasinin Fizyopatolojisi

Travmatik beyin hasari kafa travmasi sonrasi beynin fonksiyonlarinda olusan
gecici veya kalici bir takim islevsel bozulma tablosudur. Kafa travmasi sonrasi TBH
olusmasina neden olan primer ve sekonder beyin hasari olmak lizere 2 mekanizma

mevcuttur. Kafa travmasinda darbenin neden oldugu birincil hasar kaginilmazdir



ancak kafa travmali kisilerde tani ve tedavideki amag, ikincil beyin hasarina neden

olacak olaylari en aza indirmektir (21).
2.3.1. Primer Beyin Hasari

Travmadan sonra direkt etki ile olusan hasarlardir. Akson yirtilmalari,
parankim laserasyonu, diffiz aksonal hasar (DAH), epidural, subdural, subaraknoid
hematomlar, intraserebral hematomlar, ¢cokme fraktirli gibi travma esnasinda
olusan beyin hasarina baghdir (22). Diffliz ve fokal olmak Uzere ikiye ayrilir. Klinik

pratikte diffliz aksonal hasar ve fokal hasarlar gogunlukla birlikte gorulirler (23).
2.3.1.1. Fokal Hasarlar
2.3.1.1.1. Kranium Frakiirleri

Kafa kaidesinde veya konveksitede meydana gelebilir. Lineer fraktiir,

diastazis, cokme fraktiirli veya kaide fraktlirti seklinde gorilebilir.

Lineer Fraktiirler:

Agir kafa travmali hastalarin yaklasik % 62’sinde lineer fraktir gorilir. Tim
kranium fraktirlerinin %80’ini olusturur. Erken dénem en sik komplikasyonu
epidural hematom olup, gec donemde leptomeningeal kiste neden olabililer (24,25).
Konveksite kiriklarinin %17’si kaideye uzanim gosterir (25).

Cokme Fraktiirleri:

Agir kafa travmali hastalarin %11’inde ¢okme fraktiri gorilebilir. Skalpin
saglam oldugu, dural penetrasyon olmayan ¢okme fraktirleri basit ¢cokme, skalpin
yaralandigl ancak duranin saglam oldugu fraktirler agik ¢okme frakturleri, skalp
yaralanmasina ¢oken kemigin parankime girerek esilk ettigi durumlara ise komplike
¢okme fraktirl olarak isimlendirilir (25).

Kaide Fraktiirleri:

Agir kafa travmali hastalarin %4’tinde gorulir. %17 oraninda konveksite
fraktlrlerinin devami seklindedir. Kraniyal sinirlerin kaide fraktirliniin yerlesim
yerine gore yaralanma ihtimali gézden kagirilmamalidir. Otore ve rinore kaide

fraktirlerinde dikkat edilmesi gereken semptomlardir (25, 26).



2.3.1.1.2. intrakranial Hemorajiler

Epidural Hematom:

Genelde lineer fraktiir alaninin altindaki arterial kanamalar nedeniyle kemik
ve dura arasinda olusur. En sik temporal bdlgede eriskinde (%75) goralir (25).
Pediatrik grupta fraktir olmaksizin da gorilebilir. Pediatrik grupta vendz kaynakh
epidural hematom siktir. Oksipital, frontal, temporal veya posterior fossa
bolgelerinde benzer oranlarda olabilir (27). Yasla birlikte duranin Ust yapraginda
kemige olan yapisikhk arttig icin yashlarda epidural hematom gelismesi nadirdir
(28). Epidural hematomlu hastalarda Jacobson tarafindan tanimlanan siddetli
travmayi takiben bayilma ve sonrasinda gecici bir iyilik hali, ve sonrasinda tekrar
kotilesmeyle giden ‘lucid interval’ denilen bir klinik tablo gorilebilir. Tanisinin hizh

konulmasi ve acil cerrahi iyi bir sonug icin olduk¢a onemlidir (29).

Subdural Hematom:

Kafa travmasini takiben araknoid ile dura arasinda gelisen, kopri venlerin
yirtilmasi sonucu olusan kanama cesididir. Beynin akselerasyon- deselerasyonu
sonucu olusur. %30 oraninnda kortikal arter kanamasi sonrasi olabilir (30). ilk 3 giin
icerisinde tani konulan subdural hematomlara (SDH) akut SDH, 3-14 giin arasinda
subakut SDH, 21 giinden sonra tani konulan SDH’lara kronik SDH adi verilmektedir
(Tablo 2). Subdural hematomlarin %60’ akut subdural hematomlardir ve bunlarinda
%60’I mortal seyreder (31).

Tablo 2: Subdural hematom siniflamasi ve BT bulgulari (31)

Gin icerik BT bulgusu

Akut SDH 0-3 gin Taze kan Hiperdens
Subakut SDH 3-14 giin Pihtili kan izodens

Kronik SDH 14 giin sonrasi Likefiye kan Hipodens

(BT: Bilgisayarh Tomografi, SDH: Subdural hematom)



Subaraknoid Kanamalar:
Kranial ya da spinal bolgede araknoid zar ile pia mater arasindaki beyin
omurilik sivisinin bulundugu subaraknoid bosluga, genellikle arteriel kaynakli olan

kanamalardir (32). En sik nedeni travmalardir (33).

intraserebral Hematomlar:

intraparankimal hematomlar ve ventrikiil ici hematomlar bu gruptadir. %20
oraninda kafa travmasini takiben olusur ve kitle etkisi gosterirler (34). Eriskinlerde
cocuklara nazaran daha sik goriliir. %80 oraninda hipertansiyon, kitle ici kanama,
anevrizmalar ve arteriovendz malformasyonlar gibi nedenlerle olusurlar. Kafa
travmalarinda hematom hacminin 50 cc’den fazla oldugu durumlarda mortalitenin

anlamli sekilde yikseldigi gortlmustir (35).
2.3.1.1.3. Kontiizyonlar

Travma sonrasi beyin parankiminde meydana gelen mikrokanamalar
neticesinde olusan ezilme, ekimoz olarak tanimlanir. Kontlizyonda laserasyondan
farkli olarak pia mater saglam olarak kabul edilir (36). Agir siddette kafa
travmalarindan sonra yaklasik %20-30 oraninda gorilir (37). Genelde cerrahi
midahale gerektirmeyen lezyonlardir ancak birleserek veya blylyerek
intraparankimal hematoma donisebilecegi unutulmamahldir. En sik frontal ve
temporal alanlarda kemige komsu parankimal dokuda meydana gelir. Travmayla
ayni tarafta coup lezyon veya travmanin karsi tarafinda counter-coup lezyon

seklinde gelisebilirler.

2.3.1.2. Diffiiz Hasarlar

Travmatik beyin hasari sonrasinda en sik gérilen tablo diffliz beyin hasaridir.
Konkiizyon ve diffliz aksonal hasar (DAH) seklinde gorilebilir.
2.3.1.2.1. Konkiizyon

Beynin travma sirasindaki akselerasyon — deselerasyonu nedeniyle
aksonlardaki gerilmeye bagl olarak meydana gelen, genelllikle 3 haftadan daha

uzun sliirmeyen, beynin fiziksel, kognitif ve emosyonel fonksiyonlarindaki hafif ve



gecici bozulma olmasi durumudur. Diffiiz aksonal hasarin en hafif formu olarak da
tarif edilebilinir. Genellikle gegici biling bulanikhigi géralar.

2.3.1.2.2. Diffuz Aksonal Hasar

Siddetli kafa travmasi sonrasinda aksonlarda ve miyelin kilifta hasarlanma
veya kopma ile giden beyin ve beyin sapinda beyaz madde hasari sonucu olusan
beyin hasari ¢esididir. Tanisi ancak mikroskobik incelemer sonucunda konulabilir
ancak karakteristik bolgelerde petesiyel kanamalar DAH belirtisi olarak kabul edilir
(22). Lezyonlar ozellikle orta hat yapilarinda; korpus kallozum, internal kapsiil,
Uclncli ventrikul cevresi, forniks, beyin sapi, serebral beyaz cevher, ponto-
mezensafalik bileske ve serebellumdadir (38,39). Lezyonlar BT’de 1-15 mm
ebadinda noktasal hemorajiler seklinde goriilebildigi gibi BT'de her zaman lezyonu
gormek mumkin olmayabilir. Klinigi agir komadan mortaliteye kadar degisiklik
gosterir. Genelde direngli koma halinden sorumlu tutulur. iyilesme durumu
lezyonlarin yerleri ve yayginligi ile dogrudan iliskilidir.

2.3.2. Sekonder Beyin Hasari

Sekonder beyin hasari travmadan dakikalar veya glinler sonra ortaya
cikabilen, gelisen patolojik degisiklige karsi viicudun fizyolojik yaniti nedeniyle
olusan néronal hasardir. TBH sonrasi iyon kanallarinin agilmasi, hticre icine kalsiyum
akisi, serbest radikal baglayicilarinin inaktivasyonu, beyin 6demi ve serbest radikal
olusumu beyin hasarina neden olur (40). Reaktif oksijen tlrevleri (ROT), serbest
radikaller, kalsiyum bagimh hiicre hasari, nérotransmitterler (glutamat, aspartat),
gen aktivasyonu, inflamatuar yanit veya mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle

olusabilir (41,42).

2.3.3. Sekonder Beyin Hasarinda Nérokimyasal Olaylar
2.3.3.1.Eksitotoksisite

Travma sonrasi néronlarda bir eksitator norotransmitter olan glutamat
saliniminda artis olur. Hiicre disi alanda artmis olan glutamat, NMDA (N—-metil-D—
aspartik asit) ve AMPA (a—amino—3—hidroksi—-5—metil-4—isoksazolepropionik asit)

gibi reseptorlerini uyararak hiicre igine sirasiyla sodyum, klor ve kalsiyum girisini



artinir. Bu iyonik dengesizlik ATP bagiml Na/K-ATPaz enzimi ile diizetilmeye c¢alisilsa
da Ca* ile aktive olan lipaz, proteaz ve endoniikleaz gibi enzimlerin metabolik
aktiviteyi bozmasi nedeniyle tam olarak kompanse edilemez. Ca*? ‘nin aktive ettigi
lipaz, proteaz ve endoniikleaz gibi hiicre duvarini ve hiicre elemanlarini yikan

enzimler tarafindan hiicre 6limu indiiklenmis olur (43).

2.3.3.2.0ksidatif Stres ve Radikallerin Etkileri

Hiicre metabolizmasi sonrasi olusabilen veya dogada bulunan nitrik oksit
(NO), peroksinitrit, hidrojen peroksit, stiperoksitler, hidroksil radikalleri, demir gibi
metabolitler, hiicre icinde bir takim serbest radikal reaksiyonlar olusturabilirler. Bu
reaksiyonlar hiicre icinde hizla destriksiyona veya hiicre gecirgenligini bozarak ani
hiicre o6limine neden olabilir. Normal sartlarda insan organizmasi bu tarz
reaksiyonlara karsi kendini koruyabilecek enzimlere sahiptir. Bu savunma
mekanizmasina antioksidan sistem adi verilir. Ancak travma gibi etkenler sonrasi
olusan artmis oksijen/nitrojen tilrevlerine veya demir gibi metabolitlere karsi
hiicrenin kendini savunamamasi durumuna oksidatif stres adi verilir ve bu durum

hiicre 6limune neden olmaktadir.

2.3.3.3. Kalsiyuma Bagli Hiicre Hasari

Sekonder beyin hasarinin en 6énemli nedenlerinden birisi hicre igindeki
kalsiyum miktarinda artma olmasidir. Programlanmis hiicre 6liminiin baslatilmasi
ile iliskilidir. N6ron hasari sonrasi mitokondriyal sisme meydana gelir (44).
Mitokondri icerisinde kalsiyum artisi mitokondri membraninda depolarizasyona ve
hicre membraninda iyon gecis porlarinin agilmasina neden olur. Bdylece
apoptozisin ilk evrelerine gecis baslamistir. Ayrica mitokondriayal fonksiyon
bozuklugu ATP Uretimini de bozarak ATP bagimli iyon kanallarinda disfonksiyona
neden olur (45).
Ayrica aksonlarda kalsiyum artisi sonrasi normalde hiicre igerisinde bulunan ve

bircok fizyolojik gorevi olan kalpain enzimleri asiri aktive olarak impuls iletiminden



sorumlu aksonal proteinleri hedef alirlar ve sinir iletisinde bozulmaya neden olurlar

(46).

2.3.3.4.Enflamasyon

Beyin dokusu kan beyin bariyeri (KBB) nedeniyle hiicrelere karsi gegirgen
degildir (47). Ancak travma sonrasi KBB’de bozulma nedeniyle 6zellikle 16kositlerin
kan beyin bariyerini gecerek beyinde enflamatuar slreclerde rol aldigi yapilan
calismalarla gosterilmistir (48). Beyinde, aktive mikroglialarin, O6demin ve
notrofillerin  bulunmasi enflamasyonu isaret etmektedir. No6roenflamasyon
modellerinden de anlasildigi lizere serbest oksijen radikalleri ve interlokinlerin ana
kaynagi mikrogilalardir (49). Olusan beyin hasarinin siddetine gére TBH sonrasi ilk
24 saatte notrofilik infiltrasyon ve ilk 3-5 gilin arasi makrofajlarin bolgeye intikali
gerceklesir (50).Ancak bazi calismalar bolgeye notrofil infiltrasyonu olmaksizin
periferik makrofaj gocliniin oldugunu gostermistir. Bu farkhligin muhtemelen KBB
deki bozulma siddeti veya kisilerin immun sistem farkhligi ile ilgili oldugu
dislntlmektedir (51). Glial hicreler ve immun sistem hiicrelerinden salinan
interlokinler, TNF-a, siklooksijenaz 2, fosfolipaz A2, prostaglandinler gibi sitokinler
ve KBB’nin bozulmasi sonrasinda artan serebrovaskiler gecirgenlikle birlikte

néroenflamasyon gelismis olur ve beyin 6demi ile devam eder (52).

2.3.3.5.Hiicre Oliimii

Travmatik beyin hasari sonrasi nekroz veya programlanmis hiicre hasari
(apopitoz) nedeniyle hiicre 6limi meydana gelir. Apopitoz, hiicrelerin pargalanmasi
icin endojen hicresel enzimlerin aktif katilimini gerektiren programlanmis hiicre
Olim sireci olarak tanimlanmaktadir (53,54). Bu sire¢ hiicre volim kaybini,
endoplazmik retikulumun dilatasyonunu, sitoplazmik organellerin ve niikleer
kromatinin  yogunlagsmasini  icermektedir. Bu asamadan sonra hicresel
komponentler birer membran ile kaplanarak vezikiller haline getirilirek apopitotik
cisim adini alirlar ve fagosite edilirler (53). Apopitozun baslatilmasinda birkag yol

mevcut olup bunlardan biri mitokondri tarafindan kontrol edilir ve mitokondride



yerlesmis apopitoz proteaz aktive edici faktorl (APAF-1) ve kaspaz-9’u igerir. Bu yol
sitokrom-c tarafindan aktive edildiginde APAF-1, pro-kaspaz-9’u aktifler. Kaspaz-8 ve
kaspaz-9 mitokondri icin en 6nemli kaspazlardir (53,55, 56, 57).

Santral sinir sistemi icinde apopitozla ilgili oncelikli diger bir enzim kaspaz-
3’tlr. Yapilan deneysel caismalarda, kaspaz-3’Gn memeli beyinlerinde morfogenetik

hiicre 6limleri sirasinda dnemli rol Ustlendigi gosterilmistir (55, 56, 57).

2.4. Takrolimus (FK506)
FK506 olarak da bilinen takrolimus, organ transplantasyonunda allogreft

rejeksiyonundan korunmak igin kullanilan bir makrolid immunsipresandir (Sekil

1)(58).

i -0
OHOH
0 O 0

Sekil 1: Takrolimusun molekil yapisi (58)

Streptomyces tsukubaensis’den izole edilen takrolimus inflamasyon sirasinda
notrofilleri reglle eden mikst lenfosit reaksiyonunun ve T lenfositler tarafindan
interlékin-2 (IL-2), interlékin-3 (IL-3), interldkin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-5), 3 gama-
interferon, Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Tumor

Necrosis Factor-alfa (TNF-alfa) saliniminin inhibisyonuna neden olur (59). FK5086,
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Ca*? bagimh sinyal transdiiksiyon yolunu sitiprese ederek, IL-2’nin aracilik ettigi T
helper hiicrelerinin proliferasyonunu ilerleterek immunsipresan 6zelligini gosterir
(60).

Bu ilaglar etkilerini immunofilinler olarak adlandirilan, sitokinlerin yeni bir
ailesi ile baglanarak gosterirler (61). Bu yoldaki hiz kisitlayici enzimler bir kalsiyum-
kalmodiilin bagimli protein fosfataz olan, kalsinorin (fosfataz—2B)’dir. Takrolimus,
FK506 baglayici protein (FKBPs) olarak adlandirilan intraselliiler protein ailesinden
12 kD bir imminofilin olan FKBP12’ye baglanarak kalsindrini (CaN) inhibe eder.
Primer olay; takrolimus ve FK506 baglayici protein (FKBP12)'nin bir kompleks
olusturarak kalsindrine baglanmasi ve fosfataz aktivitesini inhibe etmesidir (60, 62).

FK506’nin kendisi siklosporinle (kalsinorin inhibisyonu yoluyla etki eden diger
bir imminosupresan) karsilastirildiginda yaklasik 100 kat daha aktiftir ancak
toksisitesi daha azdir (63, 64).

Takrolimus sitozolik hedef proteini FKBP (FK506- binding protein)’e yiiksek
afinite ile, ozellikle FKBP-12’ye, baglanarak kalsinorini bloke eder. Takrolimusun
kalsinorini inhibe etmesi, immin ve inflamatuar cevapta rol oynayan sitokinlerin,
lenfokinlerin (IL-2, IL-3, IL-4, TNF-alfa, IFN) ve adhezyon molekillerinin olusumunu
baskilar(65, 66).

FK506 yiiksek lipofiliktir, farmakokinetik 6zelligi kisinin yag doku oranina
gore degisir. Oral biyoyaralanimi %22’dir ve pik konsantrasyona bir ile dort saatte
ulasir (67). Karaciger metabolik sisteminde CYP-3A (sitokrom-3A) enzim ailesi ile ilk
gecis eliminasyonuna ugrar ve metabolitleri safra ile atilir, ancak %1-3 kadari idrarda

bulunur (68).

2.5. Dimetil Sulfoksit (DMSO)

DMSO ilk kez Alexander Saytzeff tarafindan 1867’de bulunmus ve Swanson
tarafindan 1985 yilinda dipolar, aprotik ¢6zlict olarak tarif edilmistir. DMSO renksiz,
berrak olup +18 °C donan dipolar, aprotik ve higroskopik bir ¢oézlctidir. DMSO cilt
ve mukozalarla temas sonrasi hizla viicutta neredeyse tiim dokulara ve hatta hiicre

organellerine kadar penetre olur ve bu penetrasyonun hizi DMSO’nun
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konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Penetrasyon sirasinda biyomembranlarda geri
donlisuimli minimal degisiklikler olugsmaktadir. DMSO’nun biyotransformasyonu
karaciger ve bobrekte olup, siilfoksit rediiktaz enzimi ile dimetil stlfide donisdr.
DMSO'nun vicuttaki yarilanma 6mri yaklagik 11-14 saattir. Dipolar 6zelligi nedeni
ile hidrojen baglarindaki hidrojen protonlarini (H+) ve ayrica ortamdaki hidroksil (-
OH) radikallerini baglayici etkiye, metaboliti olan dimetil silfit ise serbest oksijen
radikal baglama 6zelligine sahiptir. Bu nedenle de hidrofilik ve 7 lipofilik karaktere
ayni anda sahip olup, bircok madde icin, 6zellikle bircok protein ve steroid i¢in giicli
solvent roll oynar. Boylece lipofilik membranlar dahil bircok biyolojik bariyer DMSO
icin gecirgen olabilmektedir. Tim bu oOzellikleri dogrultusunda in vivo topikal
ve/veya intravaskiler uygulamada DMSO ve metaboliti dimetil stlfidin antioksidan,
antiinflamatuvar, hiicre koruyucu, radyoprotektif ve antiiskemik etkileri
mevcuttur.(69)

Viicutta olusan dimetil silfidin sedatif ve hemolitik yan etkileri vardir. DMSO
intravaskuler yolla 1g/kg alti dozda uygulandiginda genelde infliizyon yerinde
intravaskiler hemoliz ve lentikiler degisiklikler disinda belirgin sistemik yan etki
olusturmaz. Deney hayvanlarinda yiksek dozlarda hepatotoksisite ve nefrotoksisite
olusturdugu gosterilmistir  (69). Kronik kullanimda deri reaksiyonlarindan
intravaskiiler hemolize kadar genis bir spektrumda yan etkileri ortaya cikar. in vivo
ve in vitro ¢alismalarda intravaskiiler hemoliz kanitlanmis olup, bu etki DMSO
konsantrasyonu, verilis hizi ve osmolalitesi ile dogru orantilidir (70). intravendz
uygulamalarda DMSO’nun trombositler tzerinde antiagregan etkisi oldugu ve fibrin
olusumunu azalttig, buna karsilik endotel Ulzerinde koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir.  Ancak %20’den az konsantrasyonlarda ve yavas intravenoz

uygulamalarda bu etkiler azalmaktadir.(70)

2.6. Mannitol
Mannitol hipertonik ve hiperosmolar bir ajan olup molekil agirhigr 182
daltondur. Alti karbonlu ve alti hidroksil grubu iceren basit bir sekerdir. Beyin

o6deminin tedavisinde kafa ici basincini azaltmak i¢in en fazla kullanilan ajandir (71
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Kafaici basinci dustrici etkisinin baslamasi 1-5 dakika arasindadir. Maksimum etkisi
20-60 dakikadir. 0,25 gr/kg mannitol dozunun bazi hastalarda KiB’1 azaltmada yeterli
oldugu gosterilmistir. Ancak doz 1 gr/kg’a kadar cikilabilir. Onceki yiiksek doz daha
sonraki dozun etkinligini azaltir. Bunun igin en ufak etkin dozu kullanmak gerekir.
Mannitolun etkinligi lup Uzerinden etki eden diiretiklerin kullanimi ile birleGtigi
zaman sinerjik olarak artar. Serum ozmolaritesi 320 mOsm/L oldugu sirece etkilidir.
Bu dizeyin Uzerinde bobrek yetmezligi ve sistemik asidoz meydana gelebilir.
Mannitol diliretik etki mekanizmasi su sekilde gerceklesmektedir: Mannitol
glomeriilerden suzildikten sonra proksimal tibullerden gecerken reabsorbe
edilmez, filtratin osmolaritesinin yiikselmesine ve sodyum konsantrasyonunun
diismesine neden olur, boylece suyun reabsorpsiyonunu azaltir; su ile birlikte Na* ve

Cl iyonlarinin reabsorpsiyonu da azalir (Sekil 2: Mannitolliin’ molekiler yapisi)(74).

CH,OH
HO——H
HO——H
H——OF
H——OF
CH,OH

Sekil 2: Mannitolin Molekiler Yapisi

13



Mannitoliin intrakranial basing diisiiriicii etkisinin olasi mekanizmalar::

BOS yapimini azaltir, BOS’un emilimini arttirir. Boylece intraventrikiler
hacim azalir (75). Ekstravaskuler araliktan intravaskiler araliga suyu ¢ekerek beynin
su icerigini azaltirak ve kan viskozitesini azaltarak intrakranial vazokonstriksiyon
olusturup beyin kan volimini duslirerek intrakranial basinct duslrir(76).
Hemodinamik agidan vazodilatatér bir ajan oldugundan beyin kan akiminda
otoregiilasyonla hem direkt hem de indirekt degisikliklere yol agar (77). Beyin
cerrahi  hastalarinin ~ kortikosteroid  kullanimina  sekonder  hiperglisemi,
dehidratasyon veya gastrointestinal sistem kanamasi, BUN artisi gibi sebeplerle
osmolarite artisina meyilli olduklari bilindiginden bu hastalara laboratuar tetkikler

yapilmaksizin mannitol verilmemesinin uygun olacagi belirtilmektedir. ( 78, 79).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu deneysel calisma, Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Merkezi’de (GAUNDAM) yapilmis ve histolojik preparatlar Gaziantep Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dal laboratuarlarinda degerlendirilmistir. Calisma igin
Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurul Baskanhg’ndan 09.10.2018
tarih, 73 protokol no ve 2018/23 karar no ile onay alinmistir. Kullanilan denekler
GAUNDAM’dan temin edilmistir. Calismada 40 adet erkek, Sprague-Dawley tipi,
250-350 gragirliginda 10-12 haftalik sicanlar  kullanilmistir.  Sicanlar  calisma
suresince oda isisinda (20 + 2 °C) ve 12’ser saatlik aydinlik / karanlk ortaminda
tutulup, standart pelet sican yemi ile beslenerek, suya serbestce ulasabilmeleri
saglandi. Calismaya baslamadan Once sicanlar bir hafta sireyle bu ortamda izlendi
ve ortama uyum saglamalari gozlendi. Deneyde Beyin ve Sinir cerrahisi Anabilim Dali

cerrahi deney aletleri, deneysel kafa travmasi diizenegi kullanilmistir.

3.1. Kafa Travmasi Modeli
Kafa travmasi, Marmarou ve arkadaslari tarafindan tarif edilen Marmarou

impakt akselasyon modeli ile olusturuldu (Sekil 3) (80).

—

Bregma

Lateral christae ﬂ y

P
- O

Lambda ‘ I“ A —

—d)

Sekil 3: Marmarou Kafa Travmasi Modeli (80)
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3.1.1. Anestezi
intraperitoneal yolla verilen 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar 50 mg/ml
10 ml flakon, Pfizer, istanbul) ve 5 mg/kg ksilazin (Rompun %2 soliisyon, 50 cc.

flakon, Bayer, istanbul) ile sicanlarda gerekli sedasyon saglanildi (Resim 1).

Resim 1: intraperitoneal anestezi uygulanmasi
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3.1.2. Ratlarin Travmaya Hazirlanmasi
intraperitoneal anestezi islemi sonrasi deneklerin sedasyonu agrili uyaran ile
kontrol edildi. Yeterli sedasyona ulasan deneklerin kafalari tras edildikten sonra

Povidon iyot ile cerrahi temizlik yapildi (Resim 2).

Resim 2: Sacli derinin tras edilmesi

Daha sonra anteriror - posterior planda sach deri
acilarak coronal, sagittal ve lambdoid sitiirler ile bregma ortaya konuldu (Resim 3).
Kafatatasinin kirlmasini engellemek amaciyla steril yuvarlak 1 cm capindaki ve 1 mm

kalinhgindaki metal plaka bu acikliga yerlestirilerek denek basinin sag yari kismi Kafa
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Travmasi Cihazi altina yerlestirildi. Sican kafalarinin altina akselerasyonu saglamak

ve gene gibi kafa alt dokularini korumak amagli stinger bir yastikgik yerlestirildi.

Resim 3: Koronal ve sagittal sitirlerin ortaya konmasi

3.1.3. Travmanin Olusturulmasi

Pleksiglas malzemeden mamilve 2 cm ¢apindaki bir situn icinden 450 gr
agirhgindaki agirlik 1 metre yikseklikten 1 kez olmak kaydi ile serbest diismeye
birakilarak kafa travmasi olusturuldu (Resim 4)(80,81,82). Travma sonrasi

cilt sttire edilerek kapatildi. Travma sonrasi 6len sican olmadi.
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Resim 4: Kafa Travmasi Olusturma Aleti (80)

3.2. Deney Gruplarinin Planlanmasi
Her grupta 8 adet denek olmak Uzere 5 grupta toplam 40 adet denek

kullanildi. Denekler posttravmatik 30. giinde sakrifiye edildi ve beyinleri cikarilarak
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%10’luk formaldehitte tespit edildi. Deney gruplarinin olusturulmasi asagida ifade

edilen sekilde diizenlendi:

3.2.1. Sham kontrol grubu ( 1.Grup, n:8):
Bu gruba herhangi bir kiint kafa travmasi uygulanmadi ve kafa cildi agilip

kapatilarak cerrahi simiilasyon yapildi.

3.2.2. Negatif kontrol grubu ( 2.Grup, n=8):
Bu gruba da kiint kafa travmasi uygulandi fakat hicbir tedavi protokolii
verilmedi. Bu gruptan amag¢ FK506'nin ve onun ¢ozicusliniin etkilerinin

degillenebilmesini saglamak idi.

3.2.3. Pozitif kontrol grubu (3.Grup, n=8):

Bu gruba dakint kafa travmasi uygulanarak ardindan travmayr hemen
takiben ilk 1. saatte tedavi protokolii olarak 0,571 gr/kg %20’lik Mannitol soltisyonu
toplam 1 ml volim olacak sekilde kuyruk veni kanilasyonu araciligi ile 15 dakika

boyunca intravenoz inflizyon tek doz olarak seklinde uygulandi (Resim 5).

3.2.4. Vehicle (Tasiyici) kontrol grubu (4.Grup, n=8 ):

Bu gruba yine kint kafa travmasi uygulandi ve taslyici/¢6ziici madde olarak
tedavi ve pozitif kontrol grubu ile ayni volimde Dimethyl sulfoxide(DMSO) travmayi
hemen takiben ilk 1. saatte tedavi grubundaki ¢oziici olarak kullanildigi miktar
hesaplanarak toplam 1 ml icinde olacak tarzda vyani tedavi ile ayni
volimde kuyruk veni kanilasyonu aracilig ile intravenoz inflizyon ve tek doz

olarak olarak uygulandi.

3.2.5. Tedavi grubu (5.Grup, n=8) :
Bu gruba kiint kafa travmasi uygulandi ve travmayi takiben ilk 1. saatte
tedavi protokolii olarak 3 mg/kg Takrolimus, Dimethyl sulfoxide icinde ¢ozilerek

toplam 1 mlvolim olacak sekilde, kuyruk veni kanilasyonu araciligl ile tek doz
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olarak uygulandi. Bu protokol kafa travmali bir hastanin en erken 1 saat icinde acile

basvurabilecegi mantigindan hareket ile planlanmistir.

Resim 5: Mannitol inflizyonu

3.3. Histopatolojik Degerlendirme:

Sakrifikasyon sonrasi sigan beyinlerinin timi numune olarak alindi (Resim 6).
Dokular %10 tamponlu formaldehit iginde 48 saat tespit edildi. Doku 6rnekleri takip
cihazina konuldu. Takip cihazinda dehidratasyonu saglamak igin sirayla %70, %80,
%90 ve %100’ lik alkollerden gegirildi. Seffaflastirma igin doku 6rnekleri birer
saatten 2 kere ksilolden gecirildikten sonra parafine alistirma igin 2,5 saat saf
parafinde bekletildi. Doku takip cihazindan alinan érnekler Leica Eg1150H parafin
istasyonunda saf parafine gomiilerek parafin bloklar elde edildi. Elde edilen parafin
bloklardan 4 mikron kalinhginda kesitler alindi. Hazirlanan kesitler 30 dakika 70 °C
etivde birakildiktan sonra 2 saat ksilende tutularak  deparafinize
edildi. Ornekler dereceli alkol serilerinden (%100, %95, %75 ve %50) gecirilerek

dehidrate edildi. Doku kesitlerinin bir kismi Hematoksilen & Eozin (H-E) ve NeuN
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(néronal nikleer antijen) ile boyandiktan sonra dereceli alkol serilerinden

gecirilerek dehidrate edildi (Resim 7).

Resim 6: Sakrifikasyon sonrasi gikarilan beyin 6rnekleri

Resim 7: Hematoksilen - Eozin boyama sonrasi preparatlar

3.4. immiinohistokimya
Sigan beyinlerine ait travmatik doku iceren ve doku takip artefakti igermeyen

uygun parafin bloklar, immunohistokimyasal incelemede kullanilmak amaci ile kesit
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almak igin segildi. Her parafin bloktan elde edilen 4 mikron kalinhgindaki kesitler,
polyllisine kapli lam Gzerine alindi. Lamlar ilk olarak 37°C'de, 15 dakika etiivde
bekletildi. Sonrasinda ise GFAP (Glial Fibriller Asit Protein) ve H&E (Hemotoksilen
Eozin) ile otomatik boyama cihazinda (Ventana Bench Mark Ultra, SN: 316054)
immunohistokimyasal boyama islemi yapildi. Boyanan tim kesitler Nicon Eclipse
E600 1sitk mikroskopu altinda, boyanma yayginhigi ve siddeti acisindan bir patolog
tarafindan degerlendirildi (Resim 8).

Patolojik preparatlar; gliosis (GFAP ile), konjesyon, 6dem, enflamasyon ve piknozis
degerleri g6z 6nine alinarak degerlendirildi (Tablo 5). Gliozis; Immun Reaktivite

Skoru (IRS) kullanilarak hesaplandi (Tablo 3).

Tablo 3: Immun Reaktivite Skoru

immiin Reaktivite Skoru (IRS)

A: B: IRS Score
Pozitif Hiicrelerin Yiizdesi Boyanma Yogunlugu (AxB)
0= Pozitif hiicre yok 0= Boyanma yok 0-1 = Negatif
1= %10‘dan daha az 1= ZayIf reaksiyon 2-3 = Zay/f pozitif
Pozitif hiicre ( + pozitif)
2= %10-50 Pozitif hiicre 2= Orta reaksiyon 4-8 = Orta pozitif
( ++ pozitif)
3= %51-80 Pozitif hiicre 3= Siddetli reaksiyon 9-12 = Gugll pozitif
( +++ pozitif )
4= %80’den daha fazla
Pozitif hiicre

(A:Pozitif Hiicrelerin Yizdesi, B: Boyanma Yogunlugu, GFAP: Glial Fibriler Asidik
Protein, IRS:immiin Reaktivite Skoru, IRS Skor’u (AxB) : 0-12 arasinda olusmaktadir.)
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Sham Kontrol Grubu Negatif Kontrol Grubu
x 100 biiyiitme - GFAP boyama x 100 biiyiitme - GFAP boyama

Pozitif Kontrol Grubu Tastyic1 Grup
x 100 biiytitme - GFAP boyama x 100 biiyiitme - GFAP boyama

Tedavi Grubu
x 200 biiyiitme - GFAP boyama

Resim 8: Deney gruplarina ait GFAP boyali preparatlar
(GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein)
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3.5. Kullanilan istatistiki Yontem ve Analiz:

Oncelikle deneklerden elde edilen verilerin normal dagilima uyup uymadig
ve parametrik test varsayimlarini saglayip saglamadigi, homojen
olup olmadigi, normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov -
Smirnovtesti, Levene testi ve deskriptif istatistikler ile tespit edildi. Normal
dagilima uyan veriler ortalama +/- standart sapma ile, uymayanlar ise ortanca+/-
standart hataile ifade edildi. Tim bu sonuglar iginde p<0.05sart degerini
saglayanlar istatistiki olarak anlamli kabul edildi. Tim bu istatistiki o6lctimler
icin icin SPSS for Windows V.22 programi kullanildi. Deneklerden elde edilen sirekli
degiskenler ile ilgili degerlerin gruplar arasl
karsilastiriimasi Kruskal Wallis Varyans Analiziile vyapilarak  oncelikle  gruplar
arasinda istatistiki bir fark olup olmadigi tespit edildi. Daha sonra gruplar arasinda
farklihklar olan oOlciimlerde; travma oncesi ve sonrasi bagimli gruplarin 2'li
kombinasyonlar tarzinda karsilastirmasi  Wilcoxon signed rank Testiile yapild.

Bagimsiz gruplararasi farkhliklar ise Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. istatistiki sonuglar

Tam gruplarin histopatolojik IRS degerleri (Tablo 6) Kruskal Wallis varyans
analizi ile degerlendirildiginde tim gruplar arasinda istatistiki farklarin oldugu

gozlendi. (p<0,05). (Tablo 4).

Tablo 4: IRS degerleri Kruskal Wallis varyans analizi

IRS_ORANI
Chi-Square 31.772
df 4
Asymp. Sig. .000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: grup

Daha sonra ikili gruplar seklinde Mann Withney — U ile yapilan karsilastirmada IRS
degerinin en fazla Tedavi grubunda arttigi (p<0,05) fakat NK, PK ve Taslyic
gruplarinda artmasina ragmen istatistiki anlam ifade etmedigi gozlendi (Tablo 6).
Sham grubunda histopatolojik reaksiyon skorunun en az oranda goéruldigu tespit
edildi. llgin¢g olan FK506 immunosupresif ajani alan deneklerde beklenenin aksine,
travma alaninda degil, travmanin karsi tarafinda (kafa tabanindaki counter-coup
alanda) reaksiyon ve dolayisiyla gliozisin daha fazla oldugu go6zlendi. Tim

histopatolojik bulgular Tablo 5’da 6zetlenmistir.
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Tablo 5: Deneklerin Histopatolojik Degerlendirilme Puanlari

Immun Reaktivite Skoru*

Konjesyon | Odem inflamasyon Piknozis Boyanma Yogunlugu Pozitif Hucrelerin Yuzdesi Gliozis (IRS)
Score
Sham 1 0 0 Fark yok Fark yok 1 %15 (2 puan) 1*2=2
Sham 2 0 0 Fark yok Fark yok 1 %5 (1 puan) 1*1=1
Sham 3 0 0 Fark yok Fark yok 1 %5 (1 puan) 1*1=1
Sham 4 0 0 Fark yok Fark yok 1 %5 (1 puan) 1*1=1
Sham 5 0 0 Fark yok Fark yok 1 %5 (1 puan) 1*1= 1
Sham 6 0 0 Fark yok Fark yok 1 %10 (2 puan) 1*2= 2
Sham 7 0 0 Fark yok Fark yok 1 %5 (1 puan) 1*1= 1
NK 1 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %25 (2 puan) 2*2= 4
NK 2 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %25 (2 puan) 2*2= 4
NK 3 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %25 (2 puan) 2*%2= 4
NK 4 +3 3 Fark yok Fark yok 2 %20 (2 puan) 2*%2= 4
NK 5 +3 3 Fark yok Fark yok 2 %25 (2 puan) 2*%2= 4
NK 6 +3 3 Fark yok Fark yok 2 %20 (2 puan) 2*%2= 4
NK 7 +3 3 Fark yok Fark yok 2 %20 (2 puan) 2*%2= 4
NK 8 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %15 (2 puan) 2*%2= 4
PK 1 +2 1 Fark yok Fark yok %20 (2 puan) 2*%2= 4
PK 2 +3 1 Fark yok Fark yok 2 %20 (2 puan) 2*%2= 4
PK 3 +2 2 Fark yok Fark yok 2 %20 (2 puan) 2*%2= 4
PK 4 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %20 (2 puan) 2*%2= 4
PK 5 +2 2 Fark yok Fark yok 2 %20 (2 puan) 2*%2= 4
Tasiyici 1 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %30 (2 puan) 2*2= 4
Tastyici 2 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %30 (2 puan) 2*2= 4
Tasiyici 3 +3 2 Fark yok Fark yok 2 %35 (2 puan) 2*2= 4
Tastyici 4 +3 3 Fark yok Fark yok 2 %30 (2 puan) 2*2= 4
Tasiyic 5 +3 3 Fark yok Fark yok 2 %35 (2 puan) 2*2= 4
Tasiyici 6 +3 3 Fark yok Fark yok 2 %30 (2 puan) 2*2= 4
Tedavi 1 +1 2 Fark yok Fark yok 3 %90 (4 puan) 3*4= 12
Tedavi 2 +2 2 Fark yok Fark yok 3 %80 (4 puan) 3*4= 12
Tedavi 3 +2 2 Fark yok Fark yok 3 %90 (4 puan) 3*4= 12
Tedavi 4 +1 2 Fark yok Fark yok 3 %90 (4 puan) 3*4= 12
Tedavi 5 +2 2 Fark yok Fark yok 3 %80 (4 puan) 3*4= 12
Tedavi 6 +2 3 Fark yok Fark yok 3 %90 (4 puan) 3*4= 12
Tedavi 7 +1 2 Fark yok Fark yok 3 %85 (4 puan) 3*4= 12
Tedavi 8 +2 2 Fark yok Fark yok 3 %90 (4 puan) 3*4= 12
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Tablo 6: IRS degerleri Mann Withney-U test sonuglar1

Grup 1-2 Grup 1-3 Grup 1-4 Grup 1-5 Grup 2-3 Grup 2-4 Grup 2-5 Grup 3-4 Grup 3-5 Grup 4-5
Mann-Whitney U .000 .000 .000 .000 17.500 21.000 .000 15.000 .000 .000
Wilcoxon W 28.000 28.000 28.000 28.000 32.500 42.000 28.000 36.000 15.000 21.000
z -3.435 -3.071 -3.261 -3.595 .000 .000 -3.742 .000 -3.464 -3.606
Asymp.  Sig. (2- | .001 .002 .001 .000 1.000 1.000 .000 1.000 .001 .000
tailed)
Exact.Sig.[2*(1- .001° .003 .001P .000P 1.000° 1.000° .000° 1.000° .002° .001°

tailed Sig.)]
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5. TARTISMA

Travmatik beyin hasari (TBH), % 30-50 gibi yliksek bir 6lim oranina sahiptir.
Ozellikle ikincil yaralanma, yaralanma alanini ve ciddiyetini belirleyen en énemli
faktorlerden biridir. TBH, kalsiyum dizensizligi ve inflamasyon gibi komplikasyonlara
neden olabilirken, néronlarda ve glial hiicrelerde hiicre igi kalsiyum asiri yiiklenmesi,
hiicre 6liimine yol acan ortak bir son yoldur. Asiri hiicre ici kalsiyum, inflamasyonu
baslatmak, serbest radikaller olusturmak ve sitoskeletal hasari indiklemek icin

cesitli biyokimyasal yollari isaret eder (102,103).

Kalsin6rin (CaN), su anda Ca2 + / CaM'ye bagh oldugu bilinen tek serin-
treonin fosfatazdir ve dogrudan Ca2 + tarafindan diizenlenir. Hiicresel sinyallesme
slirecleri sirasinda CaN, aktive edilmis T hicresinin (NFATc) niikleer faktoriniin
sitoplazmik alt biriminin defosforilasyonunu indikler, bu da baska bir alt birimle
(NFATN) birlestigi cekirdege ilerlemesine izin verir. Bu kompleks daha sonra
transkripsiyonu  yukari regiile etmek ve c¢oklu hiicre fonksiyonlarinin
diizenlenmesine katilmak icin interldkin-2 (IL-2) dahil olmak Uzere coklu sitokin
genlerinin promoterleri ile birlesir (104). Bununla birlikte, bu aktiviteler

imminosupresor FK506 tarafindan inhibe edilirler (105,106).

FK506, oldukga etkili ve diisiik toksisiteye sahip bir immiinsiipresandir.
Organ nakli yapilan hastalarda ilk secenek olarak Siklosporin A yerine yaygin olarak
kullaniimaktadir. FK506, CaN aktivitesini ve NFATc defosforilasyonunu inhibe eden
bir kompleks olusturmak icin FK506 baglayici protein 12 (FK BP12) ile birlesir.
Dolayisiyla IL-2 ve interldkin-3 (IL-3), interferon-y (IFN-y) ve timor nekroz faktori-a
(TNF-a) dahil olmak (izere diger sitokinlerin ekspresyonunu etkiler ve T hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe ederek ve bagisiklik yanitlarini azaltir (107,108).

Bir diger konu da beynin travmaya ve diger bircok patolojik hakarete

tepkileri, dGnemli astrosit reaksiyonlarini icerir (83, 84). Glial fibriller asidik protein
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(GFAP) ilk olarak 1971 yilinda izole edilen, merkezi sinir sistemi hiicre iskeletinin
onemli bir bolimuni olusturan ve sadece glial hiicrelerde bulunan bir proteindir.
GFAP, S100PB gibi astro-glial hasar icin bir biyo-belirtectir. S100B'dan farkli olarak
GFAP, felcten TBH'ya kadar herhangi bir beyin hasarindan sonra salinan beyne 6zgii
bir proteindir (85). GFAP, olgun astrositlerin ve diger glial hiicrelerin hiicre
iskeletinin bir pargasini olusturan ancak Santral Sinir Sistemi (SSS) disinda
bulunmayan, astroglial hasarin bir belirteci olan, bir tip lll ara filamenttir. Glioza
neden olan ve ardindan GFAP'I diizenleyen SSS hasari, GFAP'I beyin hasari taramasi
icin cekici bir aday biyobelirtec haline getirir. Son calismalar, beyin hasari sonrasi
yukseltilmis GFAP'' veya ariza {Urlnlerini (GFAP-BDP) belgelemistir. Yetiskin
hastalarda hafif, orta veya siddetli TBH'dan sonra hem Beyin Omurilik Sivisi’daki
(BOS) hem de serumdaki bu yiksek GFAP dizeyleri, cocuklarda da TBH buylklig
ve sonuglari ile iliskilidir (86,87,88).

Astrositlerin aktivasyonu ve buna bagh olarak gelisen reaktif glioz,
norotravma dahil olmak {izere merkezi sinir sisteminin bircok patolojik
hastaliklarinda gorulmektedir (83). Bu tir travmalarda GFAP immiino-
reaktivitesinde bir artis oldugu kabul edilir. Reaktif astrositoz genellikle GFAP
immun boyama ile tanimlanir ve artan sayida yogun sekilde boyanmis siirecler ile
genislemis hiicreleri gosterir (89). Bu tiir yaralanmalarin hassas bir belirteci olmasi
kabul edilmekle birlikte GFAP immiinoreaktivitesinde hafif bir artis, genellikle

normal boyama modelinden ayirt etmek zordur (90).

Cok sayida deneysel calisma, FK506'nin TBH'yl izleyen erken evrede
norotrofik ve noro-koruyucu etkiler gosterdigini zaten gostermistir (107,108).
Ancak, bu etkilerin altinda yatan mekanizma belirsizligini korumaktadir. Bazi
calismalar, FK506 aktivitesinin immunofilin FKBP52'ye bagli oldugunu ve islevini
steroid hormon (SRE) yolu ve hiicre disi sinyalle dizenlenen kinaz (ERK) yolu

aracihgiyla gosterdigini ileri sirmdistir (109,110).

Bu arada bircok arastirma kortikal yaralanmanin yakinindaki perifokal

gliozise odaklanmistir (91, 92, 93). N6rotravmalarda yaralanmadan bir ay sonra,
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kapsamli ve ilerleyen noéronal hiicre kaybi olmaktadir ve néronal hicre kaybinin
meydana geldigi bolgede (yani kortikal lezyonun cevresinde) gecici bir astrosit
tepkisi olusmaktadir (94, 95, 96). SSS travmasinda vimentin yukari regiilasyonunun
tam islevi bilinmemektedir, ancak GFAP ve vimentin glial skar olusumunda 6rtiisen
islevlere sahip gibi gorlinmektedir, clinkil yalnizca hem GFAP hem de vimentinde
gen eksikligi olan fareler nérotravma sonrasinda zayiflatilmis glial skar reaksiyonlari

sergilemektedir (97).

Bizim c¢alismamiz, klinik kullanimda olan Takrolismus  (FK506) isimli
immunosupresan ajanin, bahsedilen gliozis ve hasari engelleme potansiyeli var
midir sorusunu cevaplamak icin baslamistir. Clnkl bu ajan genel olarak immiin
sistemi hiicresel ve molekiler yolaklardan baskilamakta ve inflamasyon sireclerini
geciktirmektedir. Bu ylzden de transplantasyon cerrahisi sonrasinda
kullaniimaktadir (98, 99, 100). Takrolimus, esas olarak interlokin 2 (IL-2)
transkripsiyonunun inhibisyonuna neden olarak T lenfosit aktivasyonunu inhibe
eder, bunun sonucu olarak immiunsupresif etkiyi saglar. Literatirde bazi transplant
vakalarinda her ne kadar solid organi korumasi ve organ rejeksiyonununda
engelleme gosterse de SSS’de istenmeyen etkilerinin olabilecegi de bildirilmistir
(101). Dolayisi ile calismamizda transplantasyonda kullanilan bu ajanin; travmatik
beyin hasari sonrasi ikincil hasari ve gliozisi nasil etkiledigi ve koruyucu bir

farmakolojik ajan olup olamayacaginin arastirilmasi planlandi.

Hipotezimizin merkezinde konumlandirdigimiz FK506 ajaninin; 0&zellikle
travma sonrasi erken dénemde verilerek, sekonder beyin hasarini olusmadan
dnlenmesi amaclanmistir. Ozellikle bu ilacin giinliik hayatta rutinde transplantasyon
hastalarinda siklosporine tercih edilmesi, daha potent olmasi ve yan etkilerinin
nispeten daha az olmasi tercih sebebimiz olmustur. Literatlrde ¢ok sayida ¢alisma
siklosporinin ve FK506” nin hem deneysel periferik sinir hem de beyin travmalarinda

olumlu etkilerinin oldugunu bildirmesine ragmen bu ilaglar glinlik pratikte
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kullanima girememistir. Bu durum FK506’nin segtigimiz senaryoya uygun bir
farmakolojik ajan olabilecegini fakat heniz yeterli alt yapinin yani sebep sonug
iliskisinin  olmadigini  gostermektedir. Literatirde barbitlirat, aquaporinler,
antiplateletler gibi bircok ajan calisiimasina ragmen heniz mannitol ve benzeri

birkag ajan disinda rutinde kullanilabilen ilag bulunmamaktadir (111,112).

Daha once gliosiz slreglerinin tespitinde hem klinik de hem de deneysel
calismalarda kullanilan GFAP immunohistokimyasal isaretgisinin bu calismada IRS
skorlama sistemiyle degerlendirilmesi sonrasi gruplar IRS skor sistemi ile
puanlanarak nicel élciimler edilerek karsilastirildi. ilging olarak iyilesme beklentimiz
olan grupta yani FK506 verilen grupta travmatik alandaki gliozisin diger kontrol
gruplarina gore istatistiki olarak belirgin olarak artis gosterdigi gorildi. Bu durum
FK506’nin henliz aciklanamayan bir mekanizma ile gliozisi engelleyemedigi hatta

arttirdigini géstermektedir.

Halihazirdaki hayvan deneyi modellerinin ¢coklugu, devamli yeni metodlarin
tariflenir olmasi ve standardizasyondaki eksiklikler bize kafa travmasi modeli
Uzerinde literatlriin ortak bir konsensis Uzerinde anlasamadigini gostermektedir

(113,114).

Dolayisi ile bu ¢alisma her ne kadar literatiir destekli bir model kullansa da
yukaridaki nedenlerden dolayr eksikleri olabilecektir. Ayrica travma
standardizasyonu disinda; verilecek ajanin dozu, verilme sekli, baslangic zamani,
sliresi gibi parametreler hentiz kesinlik kazanmamis olmasi bu modelimizde beklenti

icinde oldugumuz ilacin etki etmemesinin bir nedeni olabilir.
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Literatlirde TBH sonrasi verilen FK506 ile beyin hasarinin azalmadigini
gosteren pek calisma olmasa da Shin ve arkadaslarinin diyabetik sicanlara
takrolimus vererek yaptiklari calismada, takrolimus ile tedavi edilen sicanlarda
lokomotor aktivitede azalma ve belirgin depresif davranis gozlendi. Ayrica bu
calismada takrolimus tedavisi ile y-aminoblitirik asit ve serotonin reseptorlerinin
MRNA seviyelerinde 6nemli duslsler goézlenmistir (114). Bobrek veya karaciger
transplantasyonu yapilmis ve takrolimus tedavisi almis hastalara beyin fonksiyonu,
yapisi ve enerji metabolizmasinin degerlendirilmesi icin bilissel testler, manyetik
rezonans gorintiileme ve tim beyin 31-fosfor manyetik rezonans spektroskopisi
yapilan bir calismadaki veriler de karaciger ve bobrek naklinden sonra uzun vadede
bilissel bozulma oldugunu gostermektedir (115). Ayrica bazi calismalar daha
kapsaml ve geri donlisii olmayan beyin hasarina iliskin kanitlar ortaya koymustur
(116). Wijdicks ve arkadaslarinin yaptigi calisma ise takrolimus seviyesi ile
norotoksisite gelisimi arasinda net bir iliski gostermemis olsa da, takrolimus
dozunun azaltilmasi veya ilacin kesilmesi genellikle norolojik semptomlarin
gerilemesine yol actig gorilmustiir (117). Butin bunlar farkli sebeplerle verilen
FK506 tedavisinin beyin hasarini artirdigini disiindirmekte ve calismamizi da

desteklemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug¢ olarak, FK506 immunosupresif ajaninin beklenin aksine beyindeki
travma sonrasi hasari azaltmadigi, aksine gliozisi arttirdig ortadadir. Bu ve bunun
benzeri immun sistemin istenmeyen tepkilerinin geciktirici oldugu bilinen ajanlarin;
beyin travmasi alaninda daha ¢ok deneysel ¢alismalar yapilarak; farkli ilag doz ve
semalari, farkli travma modelleri ve daha ¢ok sub-gruplarin kullanildigi deneysel
calismalara ihtiya¢ oldugu bir gercektir. Bu nedenle fizyopatolojik mekanizmalari

aciklamak igin daha ileri galismalara ihtiyag vardir.
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