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DENEYSEL KAFA TRAVMASINDA TAKROLİMUS’UN 

HİSTOPATOLOJİK ETKİNLİĞİNİN ARAŞTIRILMASI  

Dr. Ali ATADAĞ  

Uzmanlık Tezi, Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. İbrahim ERKUTLU  

Haziran 2021, 44 Sayfa  

Amaç: Çalışmamızda Deneysel kafa travması oluşturulan sıçanlarda, bir 
immunsupresif ajan olan Takrolimus’un (FK506) oluşacak sekonder beyin hasarına 
karşı koruyucu etkisini araştırmak amaçlanmıştır. Sekonder beyin hasarı, beyin 
dokusunda oluşacak gliosizin GFAP boyanması sonrası Immun Reaktivite Skoru (IRS) 
ile değerlendirilmiştir. 
Materyal ve Metod: Bu deneyde 40 adet Sprague-Dawley tipi 250-350 gr ağırlığında 
10-12 haftalık sıçanlar cinsiyet seçimi yapılmaksızın kullanılmıştır. Her grupta 8 sıçan 
olacak şekilde 5 gruba ayrılan denekler, uygun şartlarda kafa travması 
oluşturulduktan 1 ay sonra sakrifiye edilerek beyinleri en blok olarak çıkarıldı ve 
histopatolojik olarak değerlendirildi.  
Bulgular: Tüm grupların histopatolojik IRS değerleri Kruskal Wallis varyans analizi ile 
değerlendirildiğinde tüm gruplar arasında istatistiki farkların olduğu gözlendi. Daha 
sonra ikili gruplar şeklinde Mann Withney – U ile yapılan karşılaştırmada IRS 
değerinin en fazla Tedavi grubunda arttığı (p<0,05) fakat Negatif Kontrol, Pozitif 
Kontrol ve Taşıyıcı gruplarında artmasına rağmen istatistiki anlam ifade etmediği 
gözlendi. Sham grubunda ileri derece bir histopatolojik reaksiyon skorunun en az 
oranda görüldüğü tespit edildi.  
Sonuç: İyileşme beklentimiz olan grupta yani FK506 verilen grupta travmatik 
alandaki gliozisin diğer kontrol gruplarına göre istatistiki olarak belirgin olarak artış 
gösterdiği görüldü. Bu durum FK506’nın henüz açıklanamayan bir mekanizma ile 
gliozisi engelleyemediği hatta arttırdığını göstermektedir. Sonuç olarak, FK506 
immunosupresif ajanının beklenin aksine beyindeki travma sonrası hasarı 
azaltmadığı, aksine gliozisi arttırdığı ortadadır. 

Anahtar Kelimeler: Kafa   travması, Takrolimus, FK506, Gliozis, Sekonder Beyin 
Hasarı 
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IV. ABSTRACT 

TACROLYMUS IN EXPERIMENTAL HEAD TRAUMA 

RESEARCH OF HISTOPATHOLOGICAL EFFECTIVENESS  

Dr. Ali ATADAĞ 

Dissertation, Department of Neurosurgery 

Dissertation Advisor: Prof. Dr. İbrahim 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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1. GİRİŞ 
 

 

Travmatik beyin hasarı çok sık gözlenen, hayatı tehdit eden ve kalıcı organ 

tehdidine sebebiyet veren bir hastalık grubudur. Travma sonrası birincil hasar (beyin 

kanaması,  kafatası çökmesi, aksonlarda kopma v.b.) olduktan sonra hızlı bir şekilde 

ikincil hasar (mikroskopik işlevsel dokularda yırtılma, sinir hücrelerinin ölümü, 

kalsiyum ve diğer moleküler bağımlı hasar, beyin dokusunun şişmesi v.b.) denilen 

süreçler başlamaktadır (4,6). Henüz tıp bilimi bu ikincil hasarı önleyebilecek ilaç ya 

da tedbirler konusunda uzun yıllardır antiödem ajan olarak kullanılan %20 lik 

Mannitol solüsyonu dışında bir farmakolojik tedavi ajanını kullanıma sunamamıştır. 

Takrolimus (FK506) bağışıklık sistemini baskılayan ve organ transplantasyonunda 

insana transplante edilen  organın reddedilmesini engelleyen immünosupresif bir 

ilaçtır. Daha önceki diffüz aksonal yaralanma ve travmatik beyin hasarı ile ilgili 

deneysel çalışmalarda (1) FK506’nın santral sinir sisteminde koruyucu bir etkisi 

olduğunu bildirmiştir. Bu etkisini moleküler düzeyde yapmakta (3) ve hücre 

ölümünü geciktirmektedir. Bu çalışmamızda, künt kafa travmalı deneklerde 

FK506’nın bu etkisini erken dönem verildiğinde gösterip göstermediğini beyin 

dokusu ortamında histopatolojik inceleme ile değerlendirdik. (2,5,7,8,9). 

Literatürde (1,3) Takrolimus (FK506) ’un beyin ve omurilik travmalarında 

deneysel olarak kullanıldığı ve faydalı olabileceği belirtilmiştir fakat histopatolojik ve 

biyokimyasal olarak yapılan çalışmaların sayısı tedavi protokollerine geçecek kadar 

yeterli değildir. 1990’larda henüz laboratuvar ortamında kullanılmasına rağmen 

2000’li yıllarda organ transplantasyonunda artık tedaviye girmesi bu farmakolojik 

ajanın bazı beyin ve omurilik ikincil hasarlarında kullanılma umudunu doğurmuştur. 

Bu çalışma ile erken dönemde kafa travmalı hastalarda ikincil hasarı 

önleyebilecek (4) bir takım tedavi protokolleri geliştirebilmek, bu protokollerin 

uluslararası ve ulusal planda yer bulması, eğer etkinliği tespit edilirse sonuçlarının 

öncelikle deneysel olarak rapor edilmesi planlanmıştır. 

 



 

 

1 

 

2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Kafa Travması  

2.1.1. Tanımı 

Kafa travması, bir dış etken sonucu meydana gelen, yüz veya saçlı deri 

yaralanmasından ağır koma ve ölüme kadar gidebilen bir klinik tablodur. Kafa 

travması sonrası beyinde geçici veya kalıcı olarak meydana gelen bilinç durumu 

eksikliği, duyusal, motor veya psikolojik bozukluk ise travmatik beyin hasarı (TBH) 

olarak adlandırılır.  Kafa travmaları, günlük yaşamda ağır ve istenmeyen sonuçları 

olan cerrahi ve medikal bir problemdir. Bu kazaların engellenmesi, acil tedavisi ve 

tedavi sonrası rehabilitasyonu büyük zorluklar içermektedir. 

2.1.2. Epidemiyojisi 

Kafa travmaları dünyada çocuk ve genç erişkin ölümlerinin en önemli 

nedenlerindendir. 2018 yılında yapılan bir çalışma dünyada yıllık yaklaşık 70 milyon 

kişinin TBH geçirdiği ve bunların % 81’inin hafif, % 11’inin orta ve % 8’inin ciddi 

düzeyde olduğunu bildirmektedir (10). Ülkemizde 2009 yılında yapılan bir çalışmada 

acil servise kafa travması şikayetiyle yapılan başvurların %66 erkek, %34 kadın hasta 

olduğu, yaş gruplarına göre ise %22 çocuk, %30 genç, erişkin hasta başvurusu 

olduğu görülmüştür. Kafa travması oluşumunda %40 ile düşme ve  %37 ile trafik 

kazaları en sık nedenleri oluşturmaktadır (11). Diğer nedenler darp, ateşli silah 

yaralanmaları, ev iş ve spor yaralanmaları olarak sıralanabilir. 

2.1.3. Tarihçesi 

Kafa travması ile ilgili bilinen ilk incelemeler milattan önce  2800 yılında 

Mısırlı hekim İmhotep tarafınca yapılmıştır. Mısırlı hekim kafa travmalarını tedavi 

edilir, tedavi edilebilir ve tedavi edilemez olarak  üç sınıfa ayırmıştır (12).   

Anadoluda yapılan kazılarda Van – Dilkaya bölgesinde milattan önce 8. yüzyılda 

yaşayan Urartılar dönemine ait ilginç bir arkeolojik keşfe ulaşılmıştır. Onüç adet burr 

hole delindikten sonra bir kesici yardımıyla kranitomi yapılmış bir kafatası 
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bulunmuştur. 11*6 cm ebadında olan ve operasyon sonrası tekrar yerine konulan 

serbest kemik flebin orta meningeal arteri çaprazladığı göz önüne alınınca 

muhtemelen bir epidural hematomu boşaltmak için yapıldığı düşünülmektedir (13).  

Avrupada Hippocrates (M.Ö.460-355), Cornecius Celcus (M.S. 1. yüzyıl), Galen 

(M.S.131-201) gibi hekimler trepanasyonu tedavi amacı ile kullanmışlardır. İbn-i sina 

9. yüzyılda tedavi amaçlı trepanasyon önermiştir (13). Arap cerrahı Abulcasis 

M.S.11. yüzyılda özellikle çökme kırıklarını trepanasyonla tedavi etmiştir (14).  

Ambroise Pare, 1510’da Fransa kralı II.Henri’ nin travmatik orbita üstü kafa içi 

hematom ameliyatını yapmıştır (14). Berengorius Bologna Üniversitesi'nde bir 

profesör olan Capri’li Jacop, 1518'de kafa travmaları üzerine ilk kitabını yazmıştır. Bu 

kitap sadece nöroşirürji konuları üzerine yazılmış ilk kitaptır (15). Hounsfield’in 

1970’li yıllarda Bilgisayarlı Tomografiyi (BT) geliştirmesiyle intrakranial lezyonlara 

yaklaşımda büyük bir gelişme yaşanmıştır (14).  

2.2. Kafa Travmalarının Sınıflandırılması 

Şiddetine göre kafa travmaları Glaskow Koma Skalası (GKS) kullanılarak üç 

gruba ayrılır (Tablo 1)(16,17). 

Tablo 1 : Glaskow Koma Skalası (16) 

 Göz Açma Motor Yanıt Verbal Yanıt 

Spontan 4 Spontan 6 Spontan 5 

Sözel uyarı ile 3 Ağrıyı lokalize etme 5 Konfüze 4 

Ağrılı uyaran ile 2 Ağrıdan kaçma 4 Anlamsız kelimeler 3 

Cevap yok 1 Dekortike pozisyon 3 Anlamsız sesler 2 

  Deserebre pozisyon 2 Tepki yok 1 

  Cevap yok 1   
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2.2.1. Hafif Şiddette Kafa Travması 

Glaskow koma skorlaması 14-15 olan hastaları kapsar. Kafa travmalarının 

yaklaşık %80’i hafif şiddette travmatik beyin hasarı  ile sonuçlanır. Kafa travması 

sonrası geçici bir amnezi veya diğer nörolojik fonksiyonlarda kısa süreli – geçici bir 

duraklama görülebilir. Bu tarz bir beyin hasarında BT  bulgularında cerrahi müdahale 

gerektirecek patolojik bir lezyonla neredeyse hiç karşılaşılmamaktadır (16). 

 

2.2.2. Orta Şiddette Kafa Travması 

Glaskow koma skorlaması 9-13 ve arası olan hastaları kapsar. Genelde uyku 

hali, emirlere itaatte azalma görülür. BT bulgularında fraktürler, diffüz aksonal 

hasar, intraparankimal, ekstraparankimal hemorajiler görülebilir. Bu hastalarda 

ilerleyen saatlerde mutlaka kontrol BT ile kafa içi yer kaplayıcı lezyon takibi 

yapılmalıdır (7,8).   Kafa travmalı hastaların %10'unda orta şiddette TBH görüldüğü 

ve bunlarda %40 oranında BT bulgusu pozitifliği,  %8’inin operasyon ihtiyacı olduğu 

saptanmıştır (19,20). 

 

2.2.3. Ağır Şiddette (Ciddi) Kafa Travması 

GKS 3-8 olan hastalar bu grupta yer alırlar. Kafa travması geçirenlerin %10'u 

ağır şiddette TBH’na maruz kalırlar.  Mortalitesi yaklaşık olarak %35 oranında olup 

vakaların %25'i cerrahi müdahaleye ihtiyaç gösterir (19,20). Ağır şiddette TBH 

geçiren hastalarda özellikle sekonder beyin hasarına yönelik önlemler almak ve 

tedavi düzenlemek hayati önem taşır. 

2.3. Kafa Travmasının Fizyopatolojisi 

Travmatik beyin hasarı kafa travması sonrası beynin fonksiyonlarında oluşan 

geçici veya kalıcı bir takım işlevsel bozulma tablosudur. Kafa travması sonrası TBH 

oluşmasına neden olan primer ve sekonder beyin hasarı olmak üzere 2 mekanizma 

mevcuttur. Kafa travmasında darbenin neden olduğu birincil hasar kaçınılmazdır 
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ancak kafa travmalı kişilerde tanı ve tedavideki amaç, ikincil beyin hasarına neden 

olacak olayları en aza indirmektir (21). 

2.3.1. Primer Beyin Hasarı 

Travmadan sonra direkt etki ile oluşan hasarlardır. Akson yırtılmaları, 

parankim laserasyonu, diffüz aksonal hasar (DAH), epidural, subdural, subaraknoid 

hematomlar, intraserebral hematomlar, çökme fraktürü gibi travma esnasında 

oluşan beyin hasarına bağlıdır (22).  Diffüz ve fokal olmak üzere ikiye ayrılır. Klinik 

pratikte diffüz aksonal hasar ve fokal hasarlar çoğunlukla birlikte görülürler (23). 

2.3.1.1. Fokal Hasarlar 

2.3.1.1.1. Kranium Frakürleri 

Kafa kaidesinde veya konveksitede meydana gelebilir. Lineer fraktür, 

diastazis, çökme fraktürü veya kaide fraktürü şeklinde görülebilir. 

Lineer Fraktürler:  

Ağır kafa travmalı hastaların yaklaşık % 62’sinde lineer fraktür görülür. Tüm 

kranium fraktürlerinin %80’ini oluşturur. Erken dönem en sık komplikasyonu 

epidural hematom olup, geç dönemde leptomeningeal kiste neden olabililer (24,25). 

Konveksite kırıklarının %17’si kaideye uzanım gösterir (25).  

Çökme Fraktürleri:  

Ağır kafa travmalı hastaların %11’inde çökme fraktürü görülebilir. Skalpın 

sağlam olduğu, dural penetrasyon olmayan çökme fraktürleri basit çökme, skalpin 

yaralandığı ancak duranın sağlam olduğu fraktürler açık çökme fraktürleri, skalp 

yaralanmasına çöken kemiğin parankime girerek eşilk ettiği durumlara ise komplike 

çökme fraktürü olarak isimlendirilir (25).  

Kaide Fraktürleri: 

Ağır kafa travmalı hastaların %4’ünde görülür. %17 oranında konveksite 

fraktürlerinin devamı şeklindedir. Kraniyal sinirlerin kaide fraktürünün yerleşim 

yerine göre yaralanma ihtimali gözden kaçırılmamalıdır. Otore ve rinore kaide 

fraktürlerinde dikkat edilmesi gereken semptomlardır (25, 26). 
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2.3.1.1.2. İntrakranial Hemorajiler  

Epidural Hematom: 

Genelde lineer fraktür alanının altındaki arterial kanamalar nedeniyle kemik 

ve dura arasında oluşur. En sık temporal bölgede erişkinde (%75) görülür (25). 

Pediatrik grupta fraktür olmaksızın da görülebilir. Pediatrik grupta venöz kaynaklı 

epidural hematom sıktır. Oksipital, frontal, temporal veya posterior fossa 

bölgelerinde benzer oranlarda olabilir (27). Yaşla birlikte duranın üst yaprağında 

kemiğe olan yapışıklık arttığı için yaşlılarda epidural hematom gelişmesi nadirdir 

(28). Epidural hematomlu hastalarda Jacobson tarafından tanımlanan şiddetli 

travmayı takiben bayılma ve sonrasında geçici bir iyilik hali, ve sonrasında tekrar 

kötüleşmeyle giden ‘lucid interval’ denilen bir klinik tablo görülebilir. Tanısının hızlı 

konulması ve acil cerrahi iyi bir sonuç için oldukça önemlidir (29). 

 

Subdural Hematom: 

Kafa travmasını takiben araknoid ile dura arasında gelişen, köprü venlerin 

yırtılması sonucu oluşan kanama çeşididir. Beynin akselerasyon- deselerasyonu 

sonucu oluşur. %30 oranınnda kortikal arter kanaması sonrası olabilir (30). İlk 3 gün 

içerisinde tanı konulan subdural hematomlara (SDH) akut SDH, 3-14 gün arasında 

subakut SDH, 21 günden sonra tanı konulan SDH’lara kronik SDH adı verilmektedir 

(Tablo 2). Subdural hematomların %60’ı akut subdural hematomlardır ve bunlarında 

%60’ı mortal seyreder (31). 

Tablo 2: Subdural hematom sınıflaması ve BT bulguları (31) 

 Gün İçerik BT bulgusu 

Akut SDH 0- 3 gün            Taze kan Hiperdens 

         Subakut SDH 3-14 gün            Pıhtılı kan İzodens 

           Kronik SDH      14 gün sonrası          Likefiye kan Hipodens 

(BT: Bilgisayarlı Tomografi, SDH: Subdural hematom) 
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Subaraknoid Kanamalar: 

Kranial ya da spinal bölgede araknoid zar ile pia mater arasındaki beyin 

omurilik sıvısının bulunduğu subaraknoid boşluğa, genellikle arteriel kaynaklı olan 

kanamalardır (32). En sık nedeni travmalardır (33). 

 

İntraserebral Hematomlar: 

İntraparankimal hematomlar ve ventrikül içi hematomlar bu gruptadır. %20 

oranında kafa travmasını takiben oluşur ve kitle etkisi gösterirler (34). Erişkinlerde 

çocuklara nazaran daha sık görülür. %80 oranında hipertansiyon, kitle içi kanama, 

anevrizmalar ve arteriovenöz malformasyonlar gibi nedenlerle oluşurlar. Kafa 

travmalarında hematom hacminin 50 cc’den fazla olduğu durumlarda mortalitenin 

anlamlı şekilde yükseldiği görülmüştür (35). 

2.3.1.1.3. Kontüzyonlar 

Travma sonrası beyin parankiminde meydana gelen mikrokanamalar 

neticesinde oluşan ezilme, ekimoz olarak tanımlanır. Kontüzyonda laserasyondan 

farklı olarak pia mater sağlam olarak kabul edilir (36). Ağır şiddette kafa 

travmalarından sonra yaklaşık %20-30 oranında görülür (37). Genelde cerrahi 

müdahale gerektirmeyen lezyonlardır ancak birleşerek veya büyüyerek 

intraparankimal hematoma dönüşebileceği unutulmamalıdır. En sık frontal ve 

temporal alanlarda kemiğe komşu parankimal dokuda meydana gelir. Travmayla 

aynı tarafta coup lezyon veya travmanın karşı tarafında counter-coup lezyon 

şeklinde gelişebilirler.  

2.3.1.2. Diffüz Hasarlar 

Travmatik beyin hasarı sonrasında en sık görülen tablo diffüz beyin hasarıdır. 

Konküzyon ve diffüz aksonal hasar (DAH) şeklinde görülebilir. 

2.3.1.2.1. Konküzyon 

Beynin travma sırasındaki akselerasyon – deselerasyonu nedeniyle 

aksonlardaki gerilmeye bağlı olarak meydana gelen, genelllikle 3 haftadan daha 

uzun sürmeyen, beynin fiziksel, kognitif ve emosyonel fonksiyonlarındaki hafif ve 
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geçici bozulma olması durumudur. Diffüz aksonal hasarın en hafif formu olarak da 

tarif edilebilinir. Genellikle geçici bilinç bulanıklığı görülür.  

2.3.1.2.2. Diffüz Aksonal Hasar 

Şiddetli kafa travması sonrasında aksonlarda ve miyelin kılıfta hasarlanma 

veya kopma ile giden beyin ve beyin sapında beyaz madde hasarı sonucu oluşan 

beyin hasarı çeşididir. Tanısı ancak mikroskobik incelemer sonucunda konulabilir 

ancak karakteristik bölgelerde peteşiyel kanamalar DAH belirtisi olarak kabul edilir 

(22).  Lezyonlar özellikle orta hat yapılarında; korpus kallozum, internal kapsül, 

üçüncü ventrikül çevresi, forniks, beyin sapı, serebral beyaz cevher, ponto-

mezensafalik bileşke ve serebellumdadır (38,39). Lezyonlar BT’de 1-15 mm 

ebadında noktasal hemorajiler şeklinde görülebildiği gibi BT’de her zaman lezyonu 

görmek mümkün olmayabilir. Kliniği ağır komadan mortaliteye kadar değişiklik 

gösterir. Genelde dirençli koma halinden sorumlu tutulur. İyileşme durumu 

lezyonların yerleri ve yaygınlığı ile doğrudan ilişkilidir. 

2.3.2. Sekonder Beyin Hasarı 

Sekonder beyin hasarı travmadan dakikalar veya günler sonra ortaya 

çıkabilen, gelişen patolojik değişikliğe karşı vücudun fizyolojik yanıtı nedeniyle 

oluşan nöronal hasardır. TBH sonrası iyon kanallarının açılması, hücre içine kalsiyum 

akışı, serbest radikal bağlayıcılarının inaktivasyonu, beyin ödemi ve serbest radikal 

oluşumu beyin hasarına neden olur (40). Reaktif oksijen türevleri (ROT), serbest 

radikaller, kalsiyum bağımlı hücre hasarı, nörotransmitterler (glutamat, aspartat), 

gen aktivasyonu, inflamatuar yanıt veya mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle 

oluşabilir (41,42).  

 

2.3.3. Sekonder Beyin Hasarında Nörokimyasal Olaylar 

2.3.3.1.Eksitotoksisite 

Travma sonrası nöronlarda bir eksitatör nörotransmitter olan glutamat 

salınımında artış olur. Hücre dışı alanda artmış olan glutamat, NMDA (N–metil–D–

aspartik asit) ve AMPA (α–amino–3–hidroksi–5–metil–4–isoksazolepropionik asit) 

gibi reseptörlerini uyararak hücre içine sırasıyla sodyum, klor ve kalsiyum girişini 
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artırır. Bu iyonik dengesizlik ATP bağımlı Na/K-ATPaz enzimi ile düzetilmeye çalışılsa 

da  Ca+2 ile aktive olan lipaz, proteaz ve endonükleaz gibi enzimlerin metabolik 

aktiviteyi bozması nedeniyle tam olarak kompanse edilemez. Ca+2 ‘nin aktive ettiği 

lipaz, proteaz ve endonükleaz gibi hücre duvarını ve hücre elemanlarını yıkan 

enzimler tarafından hücre ölümü indüklenmiş olur (43). 

 

2.3.3.2.Oksidatif Stres ve Radikallerin Etkileri 

Hücre metabolizması sonrası oluşabilen veya doğada bulunan nitrik oksit 

(NO), peroksinitrit, hidrojen peroksit, süperoksitler, hidroksil radikalleri, demir gibi 

metabolitler, hücre içinde bir takım serbest radikal reaksiyonlar oluşturabilirler. Bu 

reaksiyonlar hücre içinde hızla destrüksiyona veya hücre geçirgenliğini bozarak ani 

hücre ölümüne neden olabilir. Normal şartlarda insan organizması bu tarz 

reaksiyonlara karşı kendini koruyabilecek enzimlere sahiptir. Bu savunma 

mekanizmasına antioksidan sistem adı verilir. Ancak travma gibi etkenler sonrası 

oluşan artmış oksijen/nitrojen türevlerine veya demir gibi metabolitlere karşı 

hücrenin kendini savunamaması durumuna oksidatif stres adı verilir ve bu durum 

hücre ölümüne neden olmaktadır. 

 

2.3.3.3. Kalsiyuma Bağlı Hücre Hasarı 

Sekonder beyin hasarının en önemli nedenlerinden birisi hücre içindeki 

kalsiyum miktarında artma olmasıdır. Programlanmış hücre ölümünün başlatılması 

ile ilişkilidir. Nöron hasarı sonrası mitokondriyal şişme meydana gelir (44). 

Mitokondri içerisinde kalsiyum artışı mitokondri membranında depolarizasyona ve 

hücre membranında iyon geçiş porlarının açılmasına neden olur. Böylece 

apoptozisin ilk evrelerine geçiş başlamıştır. Ayrıca mitokondriayal fonksiyon 

bozukluğu ATP üretimini de bozarak ATP bağımlı iyon kanallarında disfonksiyona 

neden olur (45). 

Ayrıca aksonlarda kalsiyum artışı sonrası normalde hücre içerisinde bulunan ve 

birçok fizyolojik görevi olan kalpain enzimleri aşırı aktive olarak impuls iletiminden 
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sorumlu aksonal proteinleri hedef alırlar ve sinir iletisinde bozulmaya neden olurlar 

(46). 

 

2.3.3.4.Enflamasyon 

Beyin dokusu kan beyin bariyeri (KBB) nedeniyle hücrelere karşı geçirgen 

değildir (47).  Ancak travma sonrası KBB’de bozulma nedeniyle özellikle lökositlerin 

kan beyin bariyerini geçerek beyinde enflamatuar süreçlerde rol aldığı yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir (48). Beyinde, aktive mikrogliaların, ödemin ve 

nötrofillerin bulunması enflamasyonu işaret etmektedir. Nöroenflamasyon 

modellerinden de anlaşıldığı üzere serbest oksijen radikalleri ve interlökinlerin ana 

kaynağı mikrogilalardır (49). Oluşan beyin hasarının şiddetine göre TBH sonrası ilk 

24 saatte nötrofilik infiltrasyon ve ilk 3-5 gün arası makrofajların bölgeye intikali 

gerçekleşir (50).Ancak bazı çalışmalar bölgeye nötrofil infiltrasyonu olmaksızın 

periferik makrofaj göçünün olduğunu göstermiştir.  Bu farklılığın muhtemelen KBB 

deki bozulma şiddeti veya kişilerin immun sistem farklılığı ile ilgili olduğu 

düşünülmektedir (51). Glial hücreler ve immun sistem hücrelerinden salınan 

interlökinler, TNF-α, siklooksijenaz 2, fosfolipaz A2, prostaglandinler gibi sitokinler 

ve KBB’nin bozulması sonrasında artan serebrovasküler geçirgenlikle birlikte 

nöroenflamasyon gelişmiş olur ve beyin ödemi ile devam eder (52).  

 

2.3.3.5.Hücre Ölümü 

Travmatik beyin hasarı sonrası nekroz veya programlanmış hücre hasarı 

(apopitoz) nedeniyle hücre ölümü meydana gelir. Apopitoz, hücrelerin parçalanması 

için endojen hücresel enzimlerin aktif katılımını gerektiren programlanmış hücre 

ölüm süreci olarak tanımlanmaktadır (53,54). Bu süreç hücre volüm kaybını, 

endoplazmik retikulumun dilatasyonunu, sitoplazmik organellerin ve nükleer 

kromatinin yoğunlaşmasını içermektedir. Bu aşamadan sonra hücresel 

komponentler birer membran ile kaplanarak veziküller haline getirilirek apopitotik 

cisim adını alırlar ve fagosite edilirler (53). Apopitozun başlatılmasında birkaç yol 

mevcut olup bunlardan biri mitokondri tarafından kontrol edilir ve mitokondride 
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yerleşmiş apopitoz proteaz aktive edici faktör1 (APAF-1) ve kaspaz-9’u içerir. Bu yol 

sitokrom-c tarafından aktive edildiğinde APAF-1, pro-kaspaz-9’u aktifler. Kaspaz-8 ve 

kaspaz-9 mitokondri için en önemli kaspazlardır (53,55, 56, 57).  

Santral sinir sistemi içinde apopitozla ilgili öncelikli diğer bir enzim kaspaz-

3’tür. Yapılan deneysel çaışmalarda, kaspaz-3’ün memeli beyinlerinde morfogenetik 

hücre ölümleri sırasında önemli rol üstlendiği gösterilmiştir (55, 56, 57). 

 

2.4. Takrolimus (FK506) 

FK506 olarak da bilinen takrolimus, organ transplantasyonunda allogreft 

rejeksiyonundan korunmak için kullanılan bir makrolid immunsüpresandır (Şekil 

1)(58). 

 

 

 

Şekil 1: Takrolimusun molekül yapısı (58) 

 

 

Streptomyces tsukubaensis’den izole edilen takrolimus inflamasyon sırasında 

nötrofilleri regüle eden mikst lenfosit reaksiyonunun ve T lenfositler tarafından 

İnterlökin-2 (IL-2), interlökin-3 (IL-3), interlökin-4 (IL-4), interlökin-5 (IL-5), 3 gama-

interferon, Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Tumor 

Necrosis Factor-alfa (TNF-alfa) salınımının inhibisyonuna neden olur (59).  FK506, 
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Ca+2 bağımlı sinyal transdüksiyon yolunu süprese ederek, IL-2’nin aracılık ettiği T 

helper hücrelerinin proliferasyonunu ilerleterek immünsüpresan özelliğini gösterir 

(60). 

Bu ilaçlar etkilerini immünofilinler olarak adlandırılan, sitokinlerin yeni bir 

ailesi ile bağlanarak gösterirler (61).  Bu yoldaki hız kısıtlayıcı enzimler bir kalsiyum-

kalmodülin bağımlı protein fosfataz olan, kalsinörin (fosfataz–2B)’dir. Takrolimus, 

FK506 bağlayıcı protein (FKBPs) olarak adlandırılan intrasellüler protein ailesinden 

12 kD bir immünofilin olan FKBP12’ye bağlanarak kalsinörini (CaN) inhibe eder. 

Primer olay; takrolimus ve FK506 bağlayıcı protein (FKBP12)’nin bir kompleks 

oluşturarak kalsinörine bağlanması ve fosfataz aktivitesini inhibe etmesidir (60, 62). 

FK506’nın kendisi siklosporinle (kalsinörin inhibisyonu yoluyla etki eden diğer 

bir immünosupresan) karşılaştırıldığında yaklasık 100 kat daha aktiftir ancak 

toksisitesi daha azdır (63, 64).  

Takrolimus sitozolik hedef proteini FKBP (FK506- binding protein)’e yüksek 

afinite ile, özellikle FKBP-12’ye, baglanarak kalsinörini bloke eder. Takrolimusun 

kalsinörini inhibe etmesi, immün ve inflamatuar cevapta rol oynayan sitokinlerin, 

lenfokinlerin (IL-2, IL-3, IL-4, TNF-alfa, IFN) ve adhezyon moleküllerinin oluşumunu 

baskılar(65, 66). 

FK506 yüksek lipofiliktir, farmakokinetik özelliği kişinin yağ doku oranına 

göre değişir. Oral biyoyaralanımı %22’dir ve pik konsantrasyona bir ile dört saatte 

ulaşır (67). Karaciger metabolik sisteminde CYP-3A (sitokrom-3A) enzim ailesi ile ilk 

geçiş eliminasyonuna uğrar ve metabolitleri safra ile atılır, ancak %1-3 kadarı idrarda 

bulunur (68). 

 

2.5. Dimetil Sülfoksit (DMSO) 

DMSO ilk kez Alexander Saytzeff tarafından 1867’de bulunmuş ve Swanson 

tarafından 1985 yılında dipolar, aprotik çözücü olarak tarif edilmiştir. DMSO renksiz, 

berrak olup +18 °C donan dipolar, aprotik ve higroskopik bir çözücüdür. DMSO cilt 

ve mukozalarla temas sonrası hızla vücutta neredeyse tüm dokulara ve hatta hücre 

organellerine kadar penetre olur ve bu penetrasyonun hızı DMSO’nun 



 

 

12 

 

konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. Penetrasyon sırasında biyomembranlarda geri 

dönüşümlü minimal değişiklikler oluşmaktadır. DMSO’nun biyotransformasyonu 

karaciğer ve böbrekte olup, sülfoksit redüktaz enzimi ile dimetil sülfide dönüşür. 

DMSO'nun vücuttaki yarılanma ömrü yaklaşık 11–14 saattir. Dipolar özelliği nedeni 

ile hidrojen bağlarındaki hidrojen protonlarını (H+) ve ayrıca ortamdaki hidroksil (-

OH) radikallerini bağlayıcı etkiye, metaboliti olan dimetil sülfit ise serbest oksijen 

radikal bağlama özelliğine sahiptir. Bu nedenle de hidrofilik ve 7 lipofilik karaktere 

aynı anda sahip olup, birçok madde için, özellikle birçok protein ve steroid için güçlü 

solvent rolü oynar. Böylece lipofilik membranlar dahil birçok biyolojik bariyer DMSO 

için geçirgen olabilmektedir. Tüm bu özellikleri doğrultusunda in vivo topikal 

ve/veya intravasküler uygulamada DMSO ve metaboliti dimetil sülfidin antioksidan, 

antiinflamatuvar, hücre koruyucu, radyoprotektif ve antiiskemik etkileri 

mevcuttur.(69) 

Vücutta oluşan dimetil sülfidin sedatif ve hemolitik yan etkileri vardır. DMSO 

intravasküler yolla 1g/kg altı dozda uygulandığında genelde infüzyon yerinde 

intravasküler hemoliz ve lentiküler değişiklikler dışında belirgin sistemik yan etki 

oluşturmaz. Deney hayvanlarında yüksek dozlarda hepatotoksisite ve nefrotoksisite 

oluşturduğu gösterilmiştir (69). Kronik kullanımda deri reaksiyonlarından 

intravasküler hemolize kadar geniş bir spektrumda yan etkileri ortaya çıkar. İn vivo 

ve in vitro çalışmalarda intravasküler hemoliz kanıtlanmış olup, bu etki DMSO 

konsantrasyonu, veriliş hızı ve osmolalitesi ile doğru orantılıdır (70). İntravenöz 

uygulamalarda DMSO’nun trombositler üzerinde antiagregan etkisi olduğu ve fibrin 

oluşumunu azalttığı, buna karşılık endotel üzerinde koruyucu etkileri olduğu 

gösterilmiştir. Ancak %20’den az konsantrasyonlarda ve yavaş intravenöz 

uygulamalarda bu etkiler azalmaktadır.(70) 

 

2.6. Mannitol 

Mannitol hipertonik ve hiperosmolar bir ajan olup molekül ağırlığı 182 

daltondur. Altı karbonlu ve altı hidroksil grubu içeren basit bir şekerdir. Beyin 

ödeminin tedavisinde kafa içi basıncını azaltmak için en fazla kullanılan ajandır (71 
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Kafaiçi basıncı düşürücü etkisinin başlaması 1-5 dakika arasındadır. Maksimum etkisi 

20-60 dakikadır. 0,25 gr/kg mannitol dozunun bazı hastalarda KİB’ı azaltmada yeterli 

olduğu gösterilmiştir. Ancak doz 1 gr/kg’a kadar çıkılabilir. Önceki yüksek doz daha 

sonraki dozun etkinliğini azaltır. Bunun için en ufak etkin dozu kullanmak gerekir. 

Mannitolun etkinliği lup üzerinden etki eden diüretiklerin kullanımı ile birleĢtiği 

zaman sinerjik olarak artar. Serum ozmolaritesi 320 mOsm/L olduğu sürece etkilidir. 

Bu düzeyin üzerinde böbrek yetmezliği ve sistemik asidoz meydana gelebilir. 

Mannitol diüretik etki mekanizması şu şekilde gerçekleşmektedir: Mannitol 

glomerülerden süzüldükten sonra proksimal tübüllerden geçerken reabsorbe 

edilmez, filtratın osmolaritesinin yükselmesine ve sodyum konsantrasyonunun 

düşmesine neden olur, böylece suyun reabsorpsiyonunu azaltır; su ile birlikte Na+ ve 

Cl- iyonlarının reabsorpsiyonu da azalır (Şekil 2: Mannitolün’ moleküler yapısı)(74). 

 

 

Şekil 2:  Mannitolün Moleküler Yapısı 
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 Mannitolün intrakranial basınç düşürücü etkisinin olası mekanizmaları: 

BOS yapımını azaltır, BOS’un emilimini arttırır. Böylece  intraventriküler 

hacim azalır (75). Ekstravasküler aralıktan intravasküler aralığa suyu çekerek beynin 

su içeriğini azaltırak ve kan viskozitesini azaltarak intrakranial vazokonstriksiyon 

oluşturup beyin kan volümünü düşürerek intrakranial basıncı düşürür(76). 

Hemodinamik açıdan vazodilatatör bir ajan olduğundan beyin kan akımında 

otoregülasyonla hem direkt hem de indirekt değişikliklere yol açar (77). Beyin 

cerrahi hastalarının kortikosteroid kullanımına sekonder hiperglisemi, 

dehidratasyon veya gastrointestinal sistem kanaması, BUN artışı gibi sebeplerle 

osmolarite artışına meyilli oldukları bilindiğinden bu hastalara laboratuar tetkikler 

yapılmaksızın mannitol verilmemesinin uygun olacağı belirtilmektedir. ( 78, 79). 
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3. MATERYAL VE METOD 

 

Bu deneysel çalışma, Gaziantep Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma 

Merkezi’de (GAÜNDAM) yapılmış ve histolojik preparatlar Gaziantep Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı laboratuarlarında değerlendirilmiştir. Çalışma için 

Gaziantep Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurul Başkanlığı’ndan 09.10.2018 

tarih, 73 protokol no ve 2018/23 karar no ile onay alınmıştır. Kullanılan denekler 

GAÜNDAM’dan temin edilmiştir. Çalışmada 40 adet erkek, Sprague-Dawley tipi, 

250-350 gr ağırlığında 10-12 haftalık sıçanlar  kullanılmıştır. Sıçanlar çalışma 

süresince oda ısısında (20 ± 2 ºC) ve 12’şer saatlik aydınlık / karanlık ortamında 

tutulup, standart pelet sıçan yemi ile beslenerek, suya serbestçe ulaşabilmeleri 

sağlandı. Çalışmaya başlamadan önce sıçanlar bir hafta süreyle bu ortamda izlendi 

ve ortama uyum sağlamaları gözlendi. Deneyde Beyin ve Sinir cerrahisi Anabilim Dalı 

cerrahi deney aletleri, deneysel kafa travması düzeneği kullanılmıştır. 

 

3.1. Kafa Travması Modeli 

Kafa travması, Marmarou ve arkadaşları tarafından tarif edilen Marmarou 

impakt akselasyon modeli ile oluşturuldu (Şekil 3) (80).   

 

 
Şekil 3: Marmarou Kafa Travması Modeli (80) 
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3.1.1. Anestezi 

İntraperitoneal yolla verilen 50 mg/kg ketamin hidroklorür (Ketalar 50 mg/ml 

10 ml flakon, Pfizer, İstanbul) ve 5 mg/kg ksilazin (Rompun %2 solüsyon, 50 cc. 

flakon, Bayer, İstanbul) ile sıçanlarda gerekli sedasyon sağlanıldı (Resim 1). 

 

 

 
 

Resim 1: İntraperitoneal anestezi uygulanması 
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3.1.2. Ratların Travmaya Hazırlanması 

İntraperitoneal anestezi işlemi sonrası deneklerin sedasyonu ağrılı uyaran ile 

kontrol edildi. Yeterli sedasyona ulaşan deneklerin kafaları traş edildikten sonra 

Povidon İyot ile cerrahi temizlik yapıldı (Resim 2).  

 

 

Resim 2: Saçlı derinin traş edilmesi 
 

 

Daha sonra anteriror - posterior planda saçlı deri 

açılarak coronal, sagittal ve lambdoid sütürler ile bregma ortaya konuldu (Resim 3). 

Kafatatasının kırlmasını engellemek amacıyla steril yuvarlak 1 cm çapındaki ve 1 mm 

kalınlığındaki metal plaka bu açıklığa yerleştirilerek denek başının sağ yarı kısmı Kafa 
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Travması Cihazı altına yerleştirildi. Sıçan kafalarının altına akselerasyonu sağlamak 

ve çene gibi kafa alt dokularını korumak amaçlı sünger bir yastıkçık yerleştirildi. 

 

 

 

Resim 3: Koronal ve sagittal sütürlerin ortaya konması 

 

3.1.3. Travmanın Oluşturulması 

Pleksiglas malzemeden mamül ve 2 cm çapındaki bir sütun içinden 450 gr 

ağırlığındaki ağırlık 1 metre yükseklikten 1 kez olmak kaydi ile serbest düşmeye 

bırakılarak kafa travması oluşturuldu (Resim 4)(80,81,82). Travma sonrası 

cilt sütüre edilerek kapatıldı.  Travma sonrası ölen sıçan olmadı. 
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Resim 4: Kafa Travması Oluşturma Aleti (80) 

 

3.2. Deney Gruplarının Planlanması 

Her grupta 8 adet denek olmak üzere 5 grupta toplam 40 adet denek 

kullanıldı. Denekler posttravmatik 30. günde sakrifiye edildi ve beyinleri çıkarılarak 
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%10’luk formaldehitte tespit edildi. Deney gruplarının oluşturulması aşağıda ifade 

edilen şekilde düzenlendi:  

 

3.2.1. Sham kontrol grubu ( 1.Grup,  n:8):   

Bu gruba herhangi bir künt kafa travması uygulanmadı ve kafa cildi açılıp 

kapatılarak cerrahi simülasyon yapıldı.   

 

3.2.2. Negatif kontrol grubu ( 2.Grup, n=8):   

Bu gruba da künt kafa travması uygulandı fakat hiçbir tedavi protokolü 

verilmedi. Bu gruptan amaç FK506’nın ve onun çözücüsünün etkilerinin 

değillenebilmesini sağlamak idi.   

 

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

Bu gruba da künt kafa travması uygulanarak ardından travmayı hemen 

takiben ilk 1. saatte tedavi protokolü olarak 0,571 gr/kg %20’lik Mannitol solüsyonu 

toplam 1 ml volüm olacak şekilde kuyruk veni kanülasyonu aracılığı ile 15 dakika 

boyunca intravenöz infüzyon tek doz olarak şeklinde uygulandı  (Resim 5). 

 

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

Bu gruba yine künt kafa travması uygulandı ve taşıyıcı/çözücü madde olarak 

tedavi ve pozitif kontrol grubu ile aynı volümde Dimethyl sulfoxide(DMSO) travmayı 

hemen takiben ilk 1. saatte tedavi grubundaki çözücü olarak kullanıldığı miktar 

hesaplanarak toplam 1 ml içinde olacak tarzda yani tedavi ile aynı 

volümde kuyruk veni kanülasyonu aracılığı ile intravenöz infüzyon ve tek doz 

olarak olarak uygulandı.   

  

3.2.5. Tedavi grubu (5.Grup, n=8) :   

Bu gruba künt kafa travması uygulandı ve travmayı takiben ilk 1. saatte 

tedavi protokolü olarak 3 mg/kg Takrolimus, Dimethyl sulfoxide icinde çözülerek 

toplam 1 ml volüm olacak şekilde, kuyruk veni kanülasyonu aracılığı ile tek doz 
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olarak uygulandı. Bu protokol kafa travmalı bir hastanın en erken 1 saat içinde acile 

başvurabileceği mantığından hareket ile planlanmıştır.   

 

Resim 5: Mannitol infüzyonu  

 

3.3. Histopatolojik Değerlendirme:   

Sakrifikasyon sonrası sıçan beyinlerinin tümü numune olarak alındı (Resim 6). 

Dokular %10 tamponlu formaldehit içinde 48 saat tespit edildi. Doku örnekleri takip 

cihazına konuldu. Takip cihazında dehidratasyonu sağlamak için sırayla %70, %80, 

%90 ve %100’ lük alkollerden geçirildi. Şeffaflaştırma için doku örnekleri birer 

saatten 2 kere ksilolden geçirildikten sonra parafine alıştırma için 2,5 saat saf 

parafinde bekletildi. Doku takip cihazından alınan örnekler Leica Eg1150H parafin 

istasyonunda saf parafine gömülerek parafin bloklar elde edildi. Elde edilen parafin 

bloklardan 4 mikron kalınlığında kesitler alındı. Hazırlanan kesitler 30 dakika 70 ºC 

etüvde bırakıldıktan sonra 2 saat ksilende tutularak deparafinize 

edildi. Örnekler dereceli alkol serilerinden (%100, %95, %75 ve %50) geçirilerek 

dehidrate edildi. Doku kesitlerinin bir kısmı Hematoksilen & Eozin (H-E) ve NeuN 
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(nöronal nükleer antijen) ile boyandıktan sonra dereceli alkol serilerinden 

geçirilerek dehidrate edildi (Resim 7).  

 

 

 

Resim 6: Sakrifikasyon sonrası çıkarılan beyin örnekleri 

 

Resim 7:  Hematoksilen - Eozin boyama sonrası preparatlar 

 

 

 

3.4. İmmünohistokimya  

Sıçan beyinlerine ait travmatik doku içeren ve doku takip artefaktı içermeyen

 uygun parafin bloklar, immunohistokimyasal incelemede kullanılmak amacı ile kesit
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 almak için seçildi. Her parafin bloktan elde edilen 4 mikron kalınlığındaki kesitler, 

polyllisine kaplı lam üzerine alındı. Lamlar ilk olarak 37°C'de, 15 dakika etüvde 

bekletildi. Sonrasında ise GFAP (Glial Fibriller Asit Protein) ve H&E (Hemotoksilen 

Eozin) ile otomatik boyama cihazında (Ventana Bench Mark Ultra, SN: 316054) 

immünohistokimyasal boyama işlemi yapıldı. Boyanan tüm kesitler Nicon Eclipse 

E600 ışık mikroskopu altında, boyanma yaygınlığı ve şiddeti açısından bir patolog 

tarafından değerlendirildi (Resim 8). 

Patolojik preparatlar; gliosis (GFAP ile), konjesyon, ödem, enflamasyon ve piknozis 

değerleri göz önüne alınarak değerlendirildi (Tablo 5). Gliozis; Immun Reaktivite 

Skoru (IRS) kullanılarak hesaplandı (Tablo 3). 

 

 

Tablo 3: Immun Reaktivite Skoru  
 

İmmün Reaktivite Skoru (IRS)  

A: 
Pozitif Hücrelerin Yüzdesi 

B: 
Boyanma Yoğunluğu 

IRS Score 
(AxB) 

0=   Pozitif hücre yok 0= Boyanma yok 0-1 = Negatif 

1=    %10‘dan daha az 
Pozitif hücre 

1= Zayıf reaksiyon 2-3 = Zayıf pozitif 
( + pozitif) 

2= %10-50 Pozitif hücre 2= Orta reaksiyon 4-8 = Orta pozitif 
( ++ pozitif) 

3=   %51-80 Pozitif hücre 3= Şiddetli reaksiyon 9-12 = Güçlü pozitif 
( +++ pozitif ) 

4=  %80’den daha fazla 
Pozitif hücre 

  

  
(A:Pozitif Hücrelerin Yüzdesi, B: Boyanma Yoğunluğu, GFAP: Glial Fibriler Asidik 

Protein, IRS:İmmün Reaktivite Skoru, IRS Skor’u (AxB) : 0-12 arasında oluşmaktadır.) 
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Sham Kontrol Grubu 

x 100 büyütme - GFAP boyama 

 

Negatif Kontrol Grubu 

x 100 büyütme - GFAP boyama 

 

 

Pozitif Kontrol Grubu 

x 100 büyütme - GFAP boyama 

 

 

Taşıyıcı Grup 

x 100 büyütme - GFAP boyama 

 

Tedavi Grubu 

x 200 büyütme - GFAP boyama 

 

 

Resim 8: Deney gruplarına ait GFAP boyalı preparatlar 

(GFAP: Glial Fibriler Asidik Protein) 
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3.5. Kullanılan İstatistiki Yöntem ve Analiz:   

Öncelikle deneklerden elde edilen verilerin normal dağılıma uyup uymadığı 

ve parametrik test varsayımlarını sağlayıp sağlamadığı, homojen 

olup olmadığı, normal dağılıma uyup uymadığı Kolmogorov –

 Smirnovtesti, Levene testi ve deskriptif istatistikler ile tespit edildi. Normal 

dağılıma uyan veriler ortalama +/- standart sapma ile, uymayanlar ise ortanca+/-

standart hata ile ifade edildi. Tüm bu sonuçlar içinde p<0.05 şart değerini 

sağlayanlar istatistiki olarak anlamlı kabul edildi. Tüm bu istatistiki ölçümler 

için için SPSS for Windows V.22 programı kullanıldı. Deneklerden elde edilen sürekli 

değişkenler ile ilgili değerlerin gruplar arası 

karşılaştırılması Kruskal Wallis Varyans Analizi ile yapılarak öncelikle gruplar 

arasında istatistiki bir fark olup olmadığı tespit edildi. Daha sonra gruplar arasında 

farklılıklar olan ölçümlerde; travma öncesi ve sonrası bağımlı grupların 2’li 

kombinasyonlar tarzında karşılaştırması Wilcoxon signed rank Testi ile yapıldı. 

Bağımsız gruplararası farklılıklar ise Mann-Whitney U testi ile değerlendirildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. İstatistiki sonuçlar 

Tüm grupların histopatolojik IRS değerleri (Tablo 6) Kruskal Wallis varyans 

analizi ile değerlendirildiğinde tüm gruplar arasında istatistiki farkların olduğu 

gözlendi. (p<0,05). (Tablo 4). 

 

 

Tablo 4: IRS değerleri Kruskal Wallis varyans analizi 

 

 

 

 

Daha sonra ikili gruplar şeklinde Mann Withney – U ile yapılan karşılaştırmada IRS 

değerinin en fazla Tedavi grubunda arttığı (p<0,05) fakat NK, PK ve Taşıyıcı 

gruplarında artmasına rağmen istatistiki anlam ifade etmediği gözlendi (Tablo 6). 

Sham grubunda histopatolojik reaksiyon skorunun en az oranda görüldüğü tespit 

edildi. Ilginç olan FK506 immünosupresif ajanı alan deneklerde beklenenin aksine, 

travma alanında değil, travmanın karşı tarafında (kafa tabanındaki counter-coup 

alanda) reaksiyon ve dolayısıyla gliozisin daha fazla olduğu gözlendi. Tüm 

histopatolojik bulgular Tablo 5’da özetlenmiştir. 
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Tablo 5: Deneklerin Histopatolojik Değerlendirilme Puanları 

          Immun Reaktivite Skoru*  

  Konjesyon
  

Ödem
  

İnflamasyon  Piknozis  Boyanma Yoğunluğu  Pozitif Hücrelerin Yüzdesi  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  2  %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  

                 

Taşıyıcı 1  +3  2  Fark yok  Fark yok  2  %30 (2 puan)  2*2=  4  

Taşıyıcı 2  +3  2  Fark yok  Fark yok  2  %30 (2 puan)  2*2=  4  

Taşıyıcı 3  +3  2  Fark yok  Fark yok  2  %35 (2 puan)  2*2=  4  

Taşıyıcı 4  +3  3  Fark yok  Fark yok  2  %30 (2 puan)  2*2=  4  

Taşıyıcı 5  +3  3  Fark yok  Fark yok  2  %35 (2 puan)  2*2=  4  

Taşıyıcı 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 değerleri Mann Withney-U test sonuçları 

 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-

tailed) 

.001 .002 .001 .000 1.000 1.000 .000 1.000 .001 .000 

Exact.Sig.[2*(1-

tailed Sig.)] 

.001b .003b .001b .000b 1.000b 1.000b .000b 1.000b .002b .001b 
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5. TARTIŞMA 

 

Travmatik beyin hasarı (TBH), % 30-50 gibi yüksek bir ölüm oranına sahiptir. 

Özellikle ikincil yaralanma, yaralanma alanını ve ciddiyetini belirleyen en önemli 

faktörlerden biridir. TBH, kalsiyum düzensizliği ve inflamasyon gibi komplikasyonlara 

neden olabilirken, nöronlarda ve glial hücrelerde hücre içi kalsiyum aşırı yüklenmesi, 

hücre ölümüne yol açan ortak bir son yoldur. Aşırı hücre içi kalsiyum, inflamasyonu 

başlatmak, serbest radikaller oluşturmak ve sitoskeletal hasarı indüklemek için 

çeşitli biyokimyasal yolları işaret eder (102,103).  

Kalsinörin (CaN), şu anda Ca2 + / CaM'ye bağlı olduğu bilinen tek serin-

treonin fosfatazdır ve doğrudan Ca2 + tarafından düzenlenir. Hücresel sinyalleşme 

süreçleri sırasında CaN, aktive edilmiş T hücresinin (NFATc) nükleer faktörünün 

sitoplazmik alt biriminin defosforilasyonunu indükler, bu da başka bir alt birimle 

(NFATn) birleştiği çekirdeğe ilerlemesine izin verir. Bu kompleks daha sonra 

transkripsiyonu yukarı regüle etmek ve çoklu hücre fonksiyonlarının 

düzenlenmesine katılmak için interlökin-2 (IL-2) dahil olmak üzere çoklu sitokin 

genlerinin promoterleri ile birleşir (104).  Bununla birlikte, bu aktiviteler 

immünosupresör FK506 tarafından inhibe edilirler (105,106).  

FK506, oldukça etkili ve düşük toksisiteye sahip bir immünsüpresandır. 

Organ nakli yapılan hastalarda ilk seçenek olarak Siklosporin A yerine yaygın olarak 

kullanılmaktadır. FK506, CaN aktivitesini ve NFATc defosforilasyonunu inhibe eden 

bir kompleks oluşturmak için FK506 bağlayıcı protein 12 (FK BP12) ile birleşir. 

Dolayısıyla IL-2 ve interlökin-3 (IL-3), interferon-γ (IFN-γ) ve tümör nekroz faktörü-α 

(TNF-α) dahil olmak üzere diğer sitokinlerin ekspresyonunu etkiler ve T hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe ederek ve bağışıklık yanıtlarını azaltır (107,108). 

Bir diğer konu da beynin travmaya ve diğer birçok patolojik hakarete 

tepkileri, önemli astrosit reaksiyonlarını içerir (83, 84). Glial fibriller asidik protein 
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(GFAP) ilk olarak 1971 yılında izole edilen, merkezi sinir sistemi hücre iskeletinin 

önemli bir bölümünü oluşturan ve sadece glial hücrelerde bulunan bir proteindir. 

GFAP, S100β gibi astro-glial hasar için bir biyo-belirteçtir. S100β'dan farklı olarak 

GFAP, felçten TBH'ya kadar herhangi bir beyin hasarından sonra salınan beyne özgü 

bir proteindir (85). GFAP, olgun astrositlerin ve diğer glial hücrelerin hücre 

iskeletinin bir parçasını oluşturan ancak Santral Sinir Sistemi (SSS) dışında 

bulunmayan, astroglial hasarın bir belirteci olan, bir tip III ara filamenttir. Glioza 

neden olan ve ardından GFAP'ı düzenleyen SSS hasarı, GFAP'ı beyin hasarı taraması 

için çekici bir aday biyobelirteç haline getirir. Son çalışmalar, beyin hasarı sonrası 

yükseltilmiş GFAP'ı veya arıza ürünlerini (GFAP-BDP) belgelemiştir. Yetişkin 

hastalarda hafif, orta veya şiddetli TBH'dan sonra hem Beyin Omurilik Sıvısı’daki 

(BOS) hem de serumdaki bu yüksek GFAP düzeyleri, çocuklarda da TBH büyüklüğü 

ve sonuçları ile ilişkilidir (86,87,88).  

Astrositlerin aktivasyonu ve buna bağlı olarak gelişen reaktif glioz, 

nörotravma dahil olmak üzere merkezi sinir sisteminin birçok patolojik 

hastalıklarında  görülmektedir (83).  Bu tür travmalarda GFAP immüno-

reaktivitesinde bir artış olduğu kabul edilir. Reaktif astrositoz genellikle GFAP 

immün boyama ile tanımlanır ve artan sayıda yoğun şekilde boyanmış süreçler ile 

genişlemiş hücreleri gösterir (89). Bu tür yaralanmaların hassas bir belirteci olması 

kabul edilmekle birlikte  GFAP immünoreaktivitesinde hafif bir artış, genellikle 

normal boyama modelinden ayırt etmek zordur (90). 

Çok sayıda deneysel çalışma, FK506'nın TBH'yı izleyen erken evrede 

nörotrofik ve nöro-koruyucu etkiler gösterdiğini zaten göstermiştir (107,108). 

Ancak, bu etkilerin altında yatan mekanizma belirsizliğini korumaktadır. Bazı 

çalışmalar, FK506 aktivitesinin immünofilin FKBP52'ye bağlı olduğunu ve işlevini 

steroid hormon (SRE) yolu ve hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz (ERK) yolu 

aracılığıyla gösterdiğini ileri sürmüştür (109,110). 

Bu arada birçok araştırma kortikal yaralanmanın yakınındaki perifokal 

gliozise odaklanmıştır (91, 92, 93). Nörotravmalarda yaralanmadan bir ay sonra, 
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kapsamlı ve ilerleyen nöronal hücre kaybı olmaktadır ve nöronal hücre kaybının 

meydana geldiği bölgede (yani kortikal lezyonun çevresinde) geçici bir astrosit 

tepkisi oluşmaktadır (94, 95, 96). SSS travmasında vimentin yukarı regülasyonunun 

tam işlevi bilinmemektedir, ancak GFAP ve vimentin glial skar oluşumunda örtüşen 

işlevlere sahip gibi görünmektedir, çünkü yalnızca hem GFAP hem de vimentinde 

gen eksikliği olan fareler nörotravma sonrasında zayıflatılmış glial skar reaksiyonları 

sergilemektedir (97). 

Bizim çalışmamız, klinik kullanımda olan Takrolismus  (FK506) isimli 

immunosupresan ajanın, bahsedilen gliozis ve hasarı engelleme potansiyeli var 

mıdır sorusunu cevaplamak için başlamıştır. Çünkü bu ajan genel olarak immün 

sistemi hücresel ve moleküler yolaklardan baskılamakta ve inflamasyon süreçlerini 

geciktirmektedir. Bu yüzden de transplantasyon cerrahisi sonrasında 

kullanılmaktadır (98, 99, 100). Takrolimus, esas olarak interlökin 2 (IL-2) 

transkripsiyonunun inhibisyonuna neden olarak T lenfosit aktivasyonunu inhibe 

eder, bunun sonucu olarak immünsüpresif etkiyi sağlar. Literatürde bazı transplant 

vakalarında her ne kadar solid organı koruması  ve organ rejeksiyonununda 

engelleme gösterse de SSS’de istenmeyen etkilerinin olabileceği de bildirilmiştir 

(101).  Dolayısı ile çalışmamızda transplantasyonda kullanılan bu ajanın; travmatik 

beyin hasarı sonrası ikincil hasarı ve gliozisi nasıl etkilediği ve koruyucu bir 

farmakolojik ajan olup olamayacağının araştırılması planlandı. 

Hipotezimizin merkezinde konumlandırdığımız FK506 ajanının; özellikle 

travma sonrası erken dönemde verilerek, sekonder beyin hasarını oluşmadan 

önlenmesi amaçlanmıştır. Özellikle bu ilacın günlük hayatta rutinde transplantasyon 

hastalarında siklosporine tercih edilmesi, daha potent olması ve yan etkilerinin 

nispeten daha az olması tercih sebebimiz olmuştur. Literatürde çok sayıda çalışma 

siklosporinin ve FK506’ nın hem deneysel periferik sinir hem de beyin travmalarında 

olumlu etkilerinin olduğunu bildirmesine rağmen bu ilaçlar günlük pratikte 
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kullanıma girememiştir. Bu durum FK506’nın seçtiğimiz senaryoya uygun bir 

farmakolojik ajan olabileceğini fakat henüz yeterli alt yapının yani sebep sonuç 

ilişkisinin olmadığını göstermektedir. Literatürde barbitürat, aquaporinler, 

antiplateletler gibi birçok ajan çalışılmasına rağmen henüz mannitol ve benzeri 

birkaç ajan dışında rutinde kullanılabilen ilaç bulunmamaktadır (111,112).  

Daha önce gliosiz süreçlerinin tespitinde hem klinik de hem de deneysel 

çalışmalarda kullanılan GFAP immunohistokimyasal işaretçisinin bu çalışmada IRS 

skorlama sistemiyle değerlendirilmesi sonrası gruplar IRS skor sistemi ile 

puanlanarak nicel ölçümler edilerek karşılaştırıldı. İlginç olarak iyileşme  beklentimiz 

olan grupta yani FK506 verilen grupta travmatik alandaki  gliozisin diğer kontrol 

gruplarına göre istatistiki olarak belirgin olarak artış gösterdiği görüldü. Bu durum 

FK506’nın henüz açıklanamayan bir mekanizma ile gliozisi engelleyemediği hatta 

arttırdığını göstermektedir.   

Halihazırdaki hayvan deneyi modellerinin çokluğu, devamlı yeni metodların 

tariflenir olması ve standardizasyondaki eksiklikler bize kafa travması modeli 

üzerinde  literatürün ortak bir konsensüs üzerinde anlaşamadığını göstermektedir 

(113,114) . 

Dolayısı ile bu çalışma her ne kadar literatür destekli bir model kullansa da 

yukarıdaki nedenlerden dolayı eksikleri olabilecektir.  Ayrıca travma 

standardizasyonu dışında; verilecek ajanın dozu, verilme şekli, başlangıç zamanı, 

süresi gibi parametreler henüz kesinlik kazanmamış olması bu modelimizde beklenti 

içinde olduğumuz ilacın etki etmemesinin bir nedeni olabilir.  
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Literatürde TBH sonrası verilen FK506 ile beyin hasarının azalmadığını 

gösteren pek çalışma olmasa da Shin ve arkadaşlarının diyabetik sıçanlara 

takrolimus vererek yaptıkları çalışmada, takrolimus ile tedavi edilen sıçanlarda 

lokomotor aktivitede azalma ve belirgin depresif davranış gözlendi. Ayrıca bu 

çalışmada takrolimus tedavisi ile γ-aminobütirik asit ve serotonin reseptörlerinin 

mRNA seviyelerinde önemli düşüşler gözlenmiştir (114). Böbrek veya karaciğer 

transplantasyonu yapılmış ve takrolimus tedavisi almış hastalara beyin fonksiyonu, 

yapısı ve enerji metabolizmasının değerlendirilmesi için bilişsel testler, manyetik 

rezonans görüntüleme ve tüm beyin 31-fosfor manyetik rezonans spektroskopisi 

yapılan bir çalışmadaki veriler de karaciğer ve böbrek naklinden sonra uzun vadede 

bilişsel bozulma olduğunu göstermektedir (115). Ayrıca bazı çalışmalar daha 

kapsamlı ve geri dönüşü olmayan beyin hasarına ilişkin kanıtlar ortaya koymuştur 

(116). Wijdicks ve arkadaşlarının yaptığı çalışma ise takrolimus seviyesi ile 

nörotoksisite gelişimi arasında net bir ilişki göstermemiş olsa da, takrolimus 

dozunun azaltılması veya ilacın kesilmesi genellikle nörolojik semptomların 

gerilemesine yol açtığı görülmüştür (117). Bütün bunlar farklı sebeplerle verilen 

FK506 tedavisinin beyin hasarını artırdığını düşündürmekte ve çalışmamızı da 

desteklemektedir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Sonuç olarak, FK506 immunosupresif ajanının beklenin aksine beyindeki 

travma sonrası hasarı azaltmadığı, aksine gliozisi arttırdığı ortadadır. Bu ve bunun 

benzeri immun  sistemin istenmeyen tepkilerinin geciktirici olduğu bilinen ajanların; 

beyin travması alanında daha çok deneysel çalışmalar yapılarak; farklı ilaç doz ve 

şemaları, farklı travma modelleri ve daha çok sub-grupların kullanıldığı deneysel 

çalışmalara ihtiyaç olduğu bir gerçektir. Bu nedenle fizyopatolojik mekanizmaları 

açıklamak için daha ileri çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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