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1. GIRIS VE AMAC

Travmatik beyin hasarli hastalarin yogun bakim iinitesi takibinde klinik,
radyolojik ve elektofizyolojik veriler prognozu degerlendirmede katki saglasa bile
kesin bir prognostik belirteg giinlimiizde heniiz bulunamamistir. Mikrornalar
kiigiik, 19-28 niikleotidden olusan, protein sentezini posttranskripsiyonel diizeyde
regiile eden, endojen, kodlanmayan RNA molekiilleridir. MikroRNA biyogenezi
cekirdekte ve sitoplazmada olmak iizere iki basamakta gergeklesir. Bu
basamaklarda 6zellesmis molekiiller gorev yapmaktadir. Bunlardan en spesifik
olanlar1 RNaz III ailesinden olan Drosha enzimi ve kofaktorii Pasha (DGCRS),
tagima reseptorii olan Exportin5, yine RNaz III ailesine ait bir enzim olan Dicer
endoniikleazi, kararli zincir segilimini saglayan Argonaute proteinidir. MikroRNA
sentezinde gorev alan molekiillerin islevlerini dogru yapamamalari halinde sentezi
hedeflenen mikroRNA’nin da fonksiyonunun bozuldugu bilinmektedir.

Son yillarda mikroRNA’lar g¢esitli hastaliklarda biyobelirte¢ olarak
aragtirtlmaktadir. Yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalar, travmatik beyin hasarinda
diizeyleri Olciilen, prognostik ve diagnostik agidan degerli bir¢ok mikroRNA
gostermistir. Ancak travmatik beyin hasarli hastalarda mikroRNA biyogenez
komponentlerinin seviyeleriyle ilgili veriler kisithdir.

Calismamizda Akdeniz Universitesi Anestezi Yogun Bakim Uniteleri’ne
kabul edilen ve travmatik beyin hasar1 gelisen 21 hastanin travma sonrast ilk
saatlerde ve 72. saatte alinan kan Orneklerinden Dicer, Drosha, DGCRS,
Exportin5 ve Argonaute2 seviyelerinin oOlgiilmesi ve kontrol grubu ile
karsilastirilmas1 planlanmaktadir. Calismanin kontrol grubunu travma nedeni ile
yogun bakimda takip edilen fakat beyin hasar1 tanisi olmayan 21 hasta
olusturacaktir. Erken (travma sonrasi ilk saatler) ve ge¢ (72. saat) donemde
Olciilen protein diizeylerinin farkli olup olmadiginin saptanmasi ve bu degisimin
prognoza etkisinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir.

Travmatik beyin hasarli hastalarda Dicer, Drosha, DGCRS, Exportin5 ve
Argonaute2 ekspresyonlarimin  kontrol grubu ile karsilastirildiginda farkli
bulunacagin1 ve bu komponentlerin travmatik beyin hasarli hastalarin prognoz

takibinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

Travmatik beyin hasart (TBH) eksternal bir kuvvet neticesinde beyinde

meydana gelen patolojik degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (1).

2.1. Tarihge

Kafa travmalan ile ilgili ilk rapor MO. 2800 yillarinda yasayan Misirli
hekim Imhotep’e aittir ve kafa travmalarmi tedavi edilir, edilebilir, edilemez
olarak {i¢ gruba ayirmistir. Yiizyillar sonra bugiinde, bu gruplandirma gecerlidir,
ancak tedavi edilemez kafa travmalar1 orani ¢ok daha aza inmistir (2,3).

Inka Imparatorlugu mezarlarinda bulunan kafataslarinin  incelenmesi
trepenasyonlarin (basit cerrahi araglar kullanarak kafatasina delik ag¢mak)
baslangigta batil nedenler daha sonra tedavi amaghh kullanildigini
diisiindiirmektedir. Avusturya ve Fransa’da cilali tag devrine ait mezarda bulunan
kafataslarinin %10’unda trepanasyon belirtileri goriilmistiir. Avrupa’da tedavi
amac ile ilk trepanasyonlar Hipokrat (MO.460-355), Cornecius Celcus (MS. 1.
yiizyil), Galen (MS.131-201) gibi eski Roma doktorlar1 tarafindan kullanilmistir.
Ibni Sina (Avicenna) MS. 9. yiizyilda trepanasyonu dnermistir. Abulcasis MS. 11.
yiizyilda Ozellikle ¢okme kiriklart ve birlesik kiriklarini trepanasyonla tedavi
etmistir. Anadolu’da erken bronz c¢aginda Kiiltepe yoresinde yasamis Asurlarin
trepenasyon yaptiklart arkeolojik caligsmalarda ortaya ¢ikarilmistir (4).

Capri’li Jacop, 1518°de kafa travmalari iizerine ilk kitabin1 yazmistir. Bu
kitap sadece norosirurji konulari lizerine yazilmis ilk kitaptir. 16. yiizyilda Fransiz
Jean L. Petit kommazyon, kontiizyon ve kompresyon ayrimimni yaparken, Ingiliz
Pervical Pott kranyoserebral travmalarda, kap degil onun i¢inin 6nemli oldugunu
yani kafatasinin degil, beynin 6nemini vurgulamistir. Tonnis ve Lcew Kafa
Travmasi Patofizyolojisi’ni 19 yiizyilda yazmislardir. Russell Symond, Cairs KT
sonrast kafa ici basmng artigim (KIBAS) gozlemleyerek tedavi amaciyla
dekompresyon fikrini ortaya atmislardir. 20 yy’da Tuebber ve Luria’nin
norofizyolojik TBH’nin, Teasdale ve Jenet 1974’de Glaskow Koma Skalasi
(GKS) skorunu tanimladilar (3).



2.2. Epidemiyoloji

TBH giiniimiizde diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunu ve sosyoekonomik
problem haline gelmistir. Geng eriskinlerde mortalite ve morbiditenin baglica
nedenleri arasinda gelmektedir. Motorlu tasitlarin kullaniminin artmasi ise TBH
insidansinin artmasinin 6nemli nedenlerindendir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
2003 yilinda yaklasik 1.565.000 TBH vakasindan 1.224.000’i acil servis
basvurusunda, 290.000’i hastane basvurusunda bulunmus ve 51.000’i olimle
sonuglanmistir. Avrupa’da ise 330 milyon kisiden her yil yaklasik 7.775.000 yeni
TBH vakasi bildirilmektedir (5). 2020 yilinda diinya ¢apinda TBH’nin ¢ogu
hastaligt geride birakarak oOlim ve sakatligin major nedeni olacagi
varsayllmaktadir (5). Tirkiye’de ise yillik 700-800.000 TBH vakasi goriiliirken,
bu hastalarin 250.000°i hospitalize edilmektedir (6).

Kafa travmalarinin insidansi sosyo-ekonomik seviye farkliliklarina, yas, irk
ve cinsiyete gore degisim gostermektedir. Yapilan arastirmalarda 15-25 yas
grubunun risk yiizdesinin fazla oldugu goriiliirken, insidans 25-60 yas grubunda
diisme egilimine girmekte, 60 yasindan sonra ise tekrar yiikselmektedir.
Kadin/erkek orani 1/2-1/2.8 oraninda degismektedir. Gelismekte olan toplumlarda
kafa travmasi goriilme orani daha siktir (7).

TBH’nin %42’sinden ve TBH sonucu oliimlerin %60-75inden trafik
kazalar1 sorumludur. Cocukluklarda TBH bisikletten veya yiiksekten diisme
seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Biiyiik bir boliimii ev ¢evresinde meydana gelen
hafif siddetteki yaralanmalar genellikle yiiksekten diismelere baghdir, ¢ocuk ve
yaghilarda siktir. Spor yaralanmalar ise genellikle genglerde olmakta ve daha az
ciddi komplikasyonlar gelismektedir. Futbol, hokey, binicilik, dagcilik ve motor
sporlarinda ciddi kafa travmasi sikligi artmaktadir (8).

TBH sonrasinda yas, pupiller reaktivite, motor fonksiyon ve bilgisayarl
tomografi gibi klinik parametrelerin  biitiinlestirilmesi  ile klinik seyir
ongoriilebilmektedir. Ancak bu degiskenler yalnizca orta derecede sensitivite ve
spesifite saglamaktadir (9,10).

Travmatik beyin hasarmnin klinik klasifikasyonu genellikle bilin¢ diizeyini
degerlendiren Glaskow Koma Skalasi (GKS) skoru yapilmaktadir. GKS g

komponentin (gbz, motor ve verbal skala) reaktivite skorunun toplamindan (min:3



- max:15) olusmaktadir (11). Motor komponent agir hasarlarin ayrimini saglarken
g6z ve sozel komponent orta ve hafif siddetli hasarlarda belirleyici olmaktadir.
GKS skorlamasima gore hafif TBH 14-15, orta TBH 9-13 ve agir TBH ise 3-8
olarak tanimlanmaktadir. GKS ile klinik siddetin degerlendirilmesini kisitlayan

faktorler ise hastane basvurusu dncesi sedasyon uygulamasi ve paralizidir (5).

2.3. Travmatik Beyin Hasar1 Simiflamasi

TBH'yi kategorize etmenin klinige gore, hasarlanma mekanizmasina gore,
patofizyolojisine gore, patoanatomisine gore, prognoz ve tedavisine goére gibi

bir¢ok yolu tanimlanmustir (12, 13, 14)

2.3.1. Klinik Siddetine Gore Travmatik Beyin Hasar1 Siniflamasi

En yaygin kullanilan siniflama yontemidir. Glasgow Koma Skoru (GKYS) ile
tanimlanir (Tablo 2.1). GKS g6z, motor ve verbal yanita gore degerlendirilmistir
(15).

GKS 14-15 olanlar hafif, 9-13 aras1 olanlar orta, 8 ve asagis1 ise ciddi
travmatik beyin hasarinin varligina isaret eder (13, 15, 16, 17).

GKS tekrarlanabilir, objektif, kolay uygulanabilir ve prognoz belirlemede
prediktif degeri yiiksek bir degerlendirme yontemidir, ancak hipoksi ve
toksikasyondan etkilenir, sedatize, entiibe, periorbital travma nedeniyle goziinii
acamayan, ekstremitelerini kirik nedeniyle hareket ettiremeyen hastalari
degerlendirmede yetersizdir ve beyin sapi reflekslerinin degerlendirmesini g6z

ardi eder (13,15,18).

Tablo 2.1. Glaskow Koma Skalas1 Skoru (15)

Goz Motor Verbal
Spontan acik (4) Emirlere uyuyor (6) Oryante (5)
Sozel uyaranla agik (3) Agriy1 lokalize eder (5) Konfiize (4)
Agri ile agik (2) Agri ile ¢eker (4) Uygunsuz kelimeler (3)

Go6z agma hareketi yok (1) | Agriya fleksiyon yanit (3) | Anlamsiz sesler (2)
Agriya ekstansor yanit (2) | Yanit yok (1)
Yanit yok (1)




2.3.2. Hafif Siddette Travmatik Beyin Hasar1

Travmatik beyin hasari siddeti GKS’ye gore smiflandirilmistir. Hafif
travmatik beyin hasari, kafa travmasi sonrasi norolojik fonksiyonlarda kisa siireli
ve gecici bir duraklama ile sonuglanan, biling kaybinin da eslik edebildigi beyin
hasaridir. Travmatik beyin hasari olan hastalarin ¢ogu bu grupta yer alir, GKS 14-
15 olan hastalar1 kapsar. Bu grup igerisinde cerrahi miidahale gerektiren, hayati
tehdit eden lezyon saptanma orani %l'den azdir, acil servislerde bu grubu
tanimlayabilmek i¢in hafif siddette TBH i¢in risk simiflandirmasina gidilmistir.
Hafif siddette TBH “diisiik risk’, ‘orta risk’ ve ‘yiiksek risk’ olarak alt gruplara
ayrilmistir. Diisiik risk grubu GKS’si 15 olup, asemptomatik olan, eslik eden
baska bir yaralanmasi, kusmasi, biling degisikligi, hafiza ve oryantasyon kaybi,
travma Oncesi bilinen yiliksek risk faktorii olmayan, pupillerin normal, bas
agrisinin varsa hafif oldugu veya hi¢ olmadigi, anamnezin net alinabildigi,
Onemsiz mekanizma ile 24 saatten kisa siire once olusmus hastalar1 kapsar. Bu
grupta intrakraniyal hematom goriilme riski %0,1°den azdir. Orta risk grubu
GKS’si 15 olup, kisa siireli biling kayb1, posttravmatik amnezi, kusma, bas agrisi,
intoksikasyon durumlarindan bir veya daha ¢ogunu barindiran hastalar1 kapsar. Bu
grupta %1.3 arasinda cerrahi ihtiyacit olan intrakraniyal hematom saptanmasi
nedeniyle BT cekilmesi onerilmistir. GKS’si 14-15 olan, fokal norolojik defisiti
bulunan, kafatasi tabanmi kirigi, pupiller asimetrisi, multipl travmasi, ciddi agrili
celdirici yaralanmasi bulunan, klavikulanin {izerindeki seviyelerde travma
maruziyetinin bulgulari, biling kaybi olan, posttravmatik konflizyonu veya
amnezisi, kusmasi olan, posttravmatik ndbet geciren, anamnezi gilivenilir
olmayan, ¢ocuk istismar1 siiphesi olan, yakin dénemde ila¢ veya madde alimi
Oykiisii olan, anamnezde kanama bozukluklari, antikoagiilasyon kullanimi, bilinen
norolojik hastaligi, epilepsisi olan, 60 yas lizerindeki hafif siddette TBH olgular1
yiiksek riskli olarak tanimlanmistir. Bu grubun %10’unda cerrahi gerektiren

intrakraniyal hematom saptanmistir (15,16).



2.3.3. Orta Siddette Travmatik Beyin Hasar1

Kafa travmali hastalarin %10'unda orta siddette TBH goriildigi
saptanmistir. GKS 9 ile 13 arasindadir. Izole orta siddetli TBH mortalitesi
%20’den azdir, ancak %50 kadari uzun donem sakatlik yasar. Orta siddette
TBH’nin %40 oraninda BT bulgusu verdigi, %8’ nin operasyon ihtiyact oldugu
saptanmustir (15,16).

2.3.4. Ciddi Siddette Travmatik Beyin Hasar1

Acile hayatta iken basvuran kafa travmasi vakalarinin %10’u ciddi siddette
TBH’dir, GKS’si <8 olarak tanimlanmigtir. Mortalite yaklasik olarak %35
oraninda olup, vakalarin %25' cerrahi girisime ihtiya¢ duymustur. Tiim ciddi
travmatik beyin hasar1 saptanan hastalara BT ¢ekilmesi ve operasyon yapilabilen

merkeze transfer edilmesi onerilmistir (15,16).



2.4. Patofizyoloji

Kafa travmasi vakalarindaki artisa ragmen bu hastalardaki mortalite
oraninin son 20 yilda ciddi bir diisiis gostermesi, kafa travmasi patofizyolojisinin
son donemde daha net olarak ortaya konabilmesine baglanabilir (Sekil 2.1).
Mortalitedeki bu diisiisii, morbidite oranlarinda diisiisiin izlemiyor olmasi da
heniiz kafa travmasi ve sonrasindaki siire¢ hakkinda ortaya konulmasi gereken

daha birgok ayrintinin varligini gostermektedir.

Primer Beyin Hasan

Sekonder Beyin Hasan

e, hicresel enerji yetersizligi

inflamasyon

BBB: Kan beyin bariyeri, SKA: Serebral kan akimi, SPB: Serebral perfiizyon basinci, IKB:
Intrakranial basing

Sekil 2.1. Primer ve sekonder hasar patofizyolojisi (19)



2.4.1. Primer Hasar

Travma sonrasi beyinde gelisen hasar primer ve sekonder hasar olmak {izere
iki gruba ayrilmaktadir. Primer hasar travma aninda olusan ve mekanik kuvvet
neticesinde gelisen doku deformasyonu olarak tanimlanmaktadir. Bu
deformasyonlar direkt olarak damarlar, ndronlar ve prosesleri, glia, mikroglialari

fokal, multifokal ya da diffiiz sekilde zarar verebilmektedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Primer hasar ozellikleri

1. Vaskiiler hasarlanma (fokal, multifokal, diffiiz)
Intraserebralhemoraji
Diffiizvaskiiler hasar
Subduralhemoraji
Ekstraduralhemoraji (epiduralhemoraji)
Subaraknoid kanama

Noronal hasarlanma (fokal, multifokal veya diffiiz)

Aksonal hasarlanma (fokal, multifokal veya diffiiz)

Kontiizyon

gk |w N

Laserasyon

2.4.1.1. Epidural hematomlar (EDH)

Siklikla pterion noktasinda temporal kemigin en ince oldugu parcadan
kirilmast sonucunda %60 oraninda orta meningeal arter kaynakli, nadiren
Ozellikle posterior fossada vendz kaynakli kanamalardir. Epidural hematomun
erken cerrahi islemi sadece hayat kurtarmaz ayni zamanda derlenmenin hizh
olmasini saglar (20). Agir TBH ile bagvuran hastalarin %20’sinde mortalite ile

sonuglanan epidural hematomlar gézlenmistir (21).

2.4.1.2. Akut subdural hematomlar

Travmatik ya da serebral atrofiye sekonder koprii venlerin hasarindan veya
kortikal arterlerden kaynaklanmaktadir. Agir TBH olan hastalarin %24’{inde, tiim
travmatik beyin hasarinin %10-20’sinde goriilmekle beraber %50’den %90’a

varan oranda mortaliteye sahip olan fokal intrakraniyal lezyondur (21).



2.4.1.3. Kontiizyonlar veya intraserebral hematomlar

Agir TBH olgularmin %20-30’unda goriliir, genellikle intraserebral
vaskiiler yapilarin yaralanmasina bagli frontal ve temporal loblarda parankimin
hasarlandig1, parankimin i¢ine ya da etrafina olan yavas, ¢ok sayida mikro boyutta
kanamalardir. Travma esnasinda piaaraknoid membranin kontlizyon alani
etrafinda torsiyona ugramasi ile olusur, ¢ogu zaman subdural hematomla bir

aradadirlar (21).

2.4.2. Sekonder Hasar

Sekonder hasar ise primer hasardan sonra hipoksi, hiperkapni, hipotansiyon,
kafa i¢i basincinin artmasit ve hiperglisemi gibi faktorlerin zaman iginde
olusturdugu hasardir (Tablo 2.3). Kafa travmalarinda tedavi sekonder hasari
Oonlemeye yonelik olup sekonder beyin hasarmin Onlenmesi morbidite ve

mortaliteyi dnemli 6l¢iide azaltmaktadir (22).

Tablo 2.3. Sekonder hasar nedenleri (22)

Sistemik Intrakranial
Hipoksi Kafa i¢i basing artig1
Hipotansiyon Hematom
Anemi Konviilsiyon
Hipo/hiperkarbi Enfeksiyon
Ates Vazospazm
Hipo/hiperglisemi
Hiponatremi

Kafa travmasinin ilk donemi travmanin olusturdugu dogrudan doku hasari,
beyin kan akimi ve beyin metabolizmasinda olusan hasar ile karakterizedir. Bu
donemde anaerobik glikoliz nedeniyle laktik asit birikimi, membran
gecirgenliginde artis ve Odem olusur. Anaerobik glikoliz yeterli enerji
saglayamayip var olan ATP depolar1 da tiikenince, ATP’ye bagimh ¢alisan iyon
pompalar1 hasar goriir. Bu patofizyolojik kaskadin ikinci asamasinda glutamat,
aspartat gibi eksitator norotransmitterlerin asiri salinimi, N- metil-D aspartat,
voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum kanallarinin aktivasyonuyla terminal membran
aktivasyonu olusur. Sodyum ve kalsiyumun siirekli hiicre i¢ine akisi hiicrelerin

Olimiine neden olan intraseliiler siiregleri baglatir. Hiicre i¢i kalsiyum, lipid



peroksidaz, proteaz ve fosfolipazlari aktive ederek intraselliiler serbest yag asidi
ve serbest radikallerin konsantrasyonunu arttirir. Ayrica hiicre i¢i translokaz ve
endoniikleaz gibi maddelerin aktivasyonu hiicre membrant ve DNA’ya hasar

vererek nekroz ya da apopitozise neden olur (22).

2.4.3. Beyin Odemi

Klinik tabloyu agirlagtiran diger bir faktor, travma sonrasi akut donemde
goriilen beyin 6demidir. Travma sonrasinda, 24 saat igerisinde ¢ekilen beyin
tomografisinde dikkat ¢eker. Tomografideki bulgular ventrikiillerde kii¢tilme, 3.
ventrikiiliin ve beyin sap1 etrafindaki sisternlerin goriilmemesidir. Bu tomografi
bulgulari, intrakaraniyal basincin arttigini gosterir. Travma sonrasinda gelisen
beyin O0deminde serebral kan akiminin artisina bagli ortaya ¢ikan beyin
konjesyonu s6z konusudur. Travma sonrasi beyin 6demi vazojenik, sitotoksik,
hidrostatik veya hiposmotik sekillerde goriilebilir.

Vazojenik 6dem en sik goriilen beyin 6dem seklidir. Beyin kapiller
endotelial hiicrelerinin permeabilitesinin artmasi, yani kan beyin bariyerinin
bozulmasi sonucu vaskiiler boliimden ekstraseliiler sahaya dogru albumin gibi
makromolekiillerin si1zdigr ve bunu izleyen donemde beyin parankiminin i¢ine
suyun girdigi 6dem seklidir. Beyaz cevherde su ve sodyum seviyesinin artmasina
karsilik K seviyesinde diismesi s6z konusudur. Benzer degisiklikler serebral
kortekste de olmakla birlikte, korteksle su artmasi ve K azalmasi daha diisiik
orandadir. Vazojenik 6demde astrositler hem gri hem de beyaz cevherde siser.

Sitotoksik 6dem hiicre membranindaki sodyum ve potasyum pompalarinin
uygunsuz fonksiyon goérmesi sonucu hiicre metabolizma yetersizligine bagh
gelisir. ATP’ye bagli Na pompasi yetmezligi nedeniyle Na hizla hiicre igine
toplanirken bunu izleyen donemde osmotik dengeyi korumak i¢in suyun hiicreye
girdigi, vazojenik 6demden farkli olarak kapiller permeabilitenin bozulmadig: bir
o0dem seklidir. Sitotoksik 6demde beyaz cevherdeki su ve iyon terki vazojenik
O6dem i¢in belirtilen oranlara uygunluk gosterirken, kortekste sadece sodyum artigi
saptanmustir (23).

Osmotik 6dem KBB saglam olmasima karsin, uygunsuz osmotik gradient

sonucu asir1 su birikmesine bagli gelisir.
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Hidrostatik 6dem akut hipertansiyonda, artmis basmcin direkt olarak
serebral kapillere iletilmesi sonucu kapiller vazodilatasyon gelismesi ve proteinsiz
transudanin ekstraselliiler sahaya ge¢isi ile gelisen bir 6dem seklidir. Hidrostatik
0demin bagka Ornegi periventrikiiler 6dem ile birlikte olan hipertansif
hidrosefalustur. Bu durumda beyaz cevherdeki sivi birikimi vazojenik

o6demdekine benzerken, proteinden yoksundur (23).

2.4.4. intrakraniyal Basin¢ (IKB) Artisina Bagh Beyin Hasar1

Beyin hasarinda (BH), 6zellikle TBH'da prognozu etkileyen faktorlerden
biri de IKB’dir. Kafatas1 boslugu sabit bir hacme sahiptir ve degistirilemez, buna
“Monro-Kellie Doktrini” denir (24). Kafa i¢i hacmini beyin dokusu (%80), beyin
omurilik s1visi (%10) ve serebral kan hacmi (%10) olusturur. Bu kompartmanlarin
birinde artma oldugunda diger kompartimanlardan bir ya da birkacinda azalma
olmaktadir. Beyin bu kompanzasyon yeterliligini kaybettiginde IKB artis1 olur.
IKB’nin normal degerleri eriskinlerde 20 mmHg olup, bu degerin iizeri artmis
IKB olarak degerlendirilmektedir (25).

Kafa travmalarindan sonra gelisen IKB artis1 kafa travmasina bagl mortalite
ve morbiditenin 6nemli nedenlerinden biridir. TBH’l1 hastalarin yarisindan
fazlasinda hospitalizasyonlarmin bir déneminde IKB 20 mmHg ve iizerindeki
degerlere yiikselmektedir (26). ilk &lgiilen IKB degeri 40 mmHg ve iizerinde olan
hastalarda mortalite %69 olarak bildirilmistir (27).

Beyin dokusunun fonksiyonlarini yerine getirmesi i¢in oksijen ve glukoz
gibi gerekli metabolitler serebral kan akimi (SKA) ile saglanmaktadir. SKA
birgok faktor tarafindan kontrol edilmektedir. Otoregiilasyon, serebral
metabolizma, metabolik ve noronal faktorler bunlardan  birkagidir.
Otoregiilasyonda SKA’y1 olusturan komponentler serebral perfiizyon basinct
(SPB) ve serebral vaskiiler direngtir (SVD). IKB serebral perfiizyon basincinin bir
komponenti olup, SKA’in1 belirlemede rol oynamaktadir.

SKA= SPB / SVD olarak formiile edilirken;

SPB= Ortalama Arteryel Basing - (iKB + Serebral Vendz Basing) olarak

Olciilebilmektedir.
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Bu durumda IKB artis;, SKA’y1 azaltarak serebral dolasimi bozmakta ve
beyin hasarmin artmasina neden olmaktadir (25,27). Bu nedenle TBH olan

hastalarda IKB'yi azaltmay1 amaglayan tedaviler uygulanmaktadir.

2.5. Kafa Travmalarinda Yaralanma Sekilleri

2.5.1. Kraniyal Kemik Kiriklari

Kraniyum elastikiyetinin deformasyonu sonucu olusmaktadir. Kraniyal
kemik, kafaya gelen darbeler sonucu kirilarak darbenin siddetini absorbe eder
boylece serebral dokunun hasarin1 azaltmada rol almaktadir. Kraniyal kemik
kiriklar sik goriilmelerine ragmen ¢ogu kez beraberinde ciddi beyin yaralanmasi
bulunmamaktadir. Ayrica ciddi beyin hasar1 ile sonuglanan yaralanmalarda
kraniyal kemik kirig1 eslik etmeyebilir. Kraniyal kemik kiriklar1 3 ana baglikta
siniflandirilmaktadir;

- Lineer kiriklar,

- Cokme kiriklari,

- Kafa taban kiriklari.

2.5.2. Fokal Yaralanmalar

Kafa travmasi sonrasi goriilen lokalize harabiyetle karakterize makroskobik
hasar1 ifade etmektedir. Travma sonrasi erken donemde en 6nemli amag, cerrahi
olarak tedavisi miimkiin olan bu lezyonlar1 gecikmeden ortaya koyabilmektir.
Fokal yaralanmalar 2 ana baslikta siniflandirilmaktadir;

- Kontlizyon,

- Intrakraniyal kanamalar.

2.5.3. Diffiiz Yaralanmalar

Hem fonksiyonel hem yapisal karakterde olup, yaygin ve genis beyin
hasarmi kapsamaktadir. Olusum mekanizmasinda, hizli kafa hareketleri
(akselerasyon ve deselerasyon) sonucu beynin biiyiik bir kisminda fonksiyon
kayb1 yer almaktadir. Diffiiz yaralanmalar 2 ana baglikta siniflandirilmaktadir;

- Konkiizyon,

- Diffiiz aksonal yaralanma (5).
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2.6. Kafa Travmalarinda Yaralanma Mekanizmalar

1. Temas (kontak) ile ger¢eklesen kafa travmast,

2. Akselerasyon-deselerasyon ile gergeklesen kafa travmasi.

Bu darbe mekanizmalari, beyinde ii¢ ¢esit fiziksel olaydan birinin veya

birka¢inin olugsmasina yol agmaktadir;
a) Kompresyon (ezilme, ¢okme),
b) Gerilme,

¢) Yirtilma, ayrilma.

Tablo 2.4. Kafa travmasinin tipleri (5)

A) Temas Yaralanmalari

B) Akselerasyon Yaralanmalari

1. Kraniyumu deforme eden yaralanmalar
a. Lokal : - Kemik kiriklart
e Lineer
o (Cokme
e Epidural hematom
¢ Kup kontiizyon
b. Uzak: Kubbe veya kaide kiriklari
2. Sok dalgas1 yaralanmalar1
a. Kontur  kup (counter
kontiizyon
b. Intraserebral hematom

coup)

1. Yiizey gerilmeleri

Subdural hematom
Kontur kup kontlizyon
Derin zorlanma
Konkiizyon sendromlari
Diffiiz aksonal yaralanma

2.7. Travmatik Beyin Hasarinin Radyolojik Siniflamasi (28,29)

o Kemik fraktiirleri

e Epidural hematom

e Subdural hematom

e Subaraknoid kanama

e Intraparankimal hemoraji
e Serebral kontiizyon

e Interventrikiiler hemoraji

e Fokal veya diffiizaksonal hasar
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2.8. Travmatik Beyin Hasarinda Hiicre Oliimii Mekanizmalari

Noronal hiicre Olimii, travma gibi patolojik sartlarda disfonksiyone
hiicrelerin ¢ikarilmasinin yani sira SSS’nin normal gelisimi i¢in gereklidir. Ancak
asirt  hiicre kaybi1 akut ve kronik norodejeneratatif hastaliklarin temelini
olusturmaktadir. TBH sonrasi nekroz ve programlanmis hiicre 6liimii (apopitozis)
olarak iki tiir hiicre 6liimii meydana gelir. Apopitozis, TBH sonrasi néronal hiicre

oliimiinde kotii prognozla iliskili bulunmustur (30).

2.8.1. Nekroz

Ekstitatuar aminoasit norotransmitterlerin asir1 salinimi ve metobolik
yetersizlikle birlikte, siddetli mekanik veya iskemik -hipoksik doku harabiyetine
yanit olarak olusur. Takiben fosfolipazlar, proteazlar ve lipidperoksidazlar
biyolojik zar1 otoliz ederler. Geriye kalan hiicre artiklar1 antijen olarak bilinip

enflamatuar islemlerle uzaklastirilir, yerine skar dokusu birakir (30).

2.8.2. Apopitoz

Normalde fizyolojik bir siiregtir. Embriyonik gelisim safhalarinda gesitli
doku ve organlarin olusumu sirasinda o dokuyu veya orgami olusturacak
hiicrelerin molekiiler temelleri olan bir uyariyla yasamsal faaliyetlerine son
vermelerine, yani programlanmis hiicre 6liimiine verilen isimdir. Apopitozisde bir
hiicrenin erimesi kendi igerisinde olusan bir durumdur (31).

Fosfatidilserinin translokasyonu, niikleer zarlarin lizisi, kromatin yogunlugu
ve DNA parcalanmasi ile seyreden olaylar ilerleyici zar biitliinligiiniin
bozulmasini tetikler. Nekroza benzer sekilde yogunlagmis intraselliiler materyaller
(apoptotik cisimler) biiziilen kiiglilen hiicreden eksitotik mekanizmalarla
uzaklastirthirlar. TBH’da nekrotik ve apoptotik hiicre 6limii kontuze alanlarda
yaralanma sinir bolgesi ve subkortikal bolgelerde tespit edilmistir (32,33).

TBH da apopitoza giden astrositik hiicreler erken postravmatik dénemde,
yeterli ATP yapimimin saglandigi fizyolojik membran potansiyelli ortaminda
morfolojik olarak saglamdir. Primer travmay: takip eden saatler veya giinler

icerisinde apopitoz belirgin hale gelir. Interlokin cevirici ailesinin spesifik
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proteazini temsil eden kaspazlarin ardisik aktivasyonu ve etkisizlestirilmesi
programlanmis hiicre 6liimiiniin en 6nemli mediatorleridir (34).

Kaspazlar apopitotik hiicre 6liimii esnasinda 6nemli rol oynayan multigen
ailesinden olusan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kelime olarak "Cysteine
Aspartate Specific Prote ASEs- CASPASE"dan tiiretilmistir. Hiicre o6liimii
sirasinda meydana gelen pek ¢ok selliiler ve morfolojik degisimler, bu enzimlerin
rol oynadig1 birtakim siirecler neticesinde gelisir (35). Apoptozun isaretleri olan
morfolojik degisiklikler (membran tomurcuklanmasi, kromatinde yogunlasma,
niikleer parcalanma) spesifik substratlari kaspaz bagimli hiicre bdliinmesine
gerektirir (30).

Kaspaz aracili apopitozisin aktivasyonunda {i¢c ayr1 yolun varlig
bilinmektedir;

1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apopitozis,

2. Hiicre yiizey reseptorleri aracilifi ile tetiklenen apopitozis,

3. Endoplazmik retikulum aracili apopitozis.

Apoptoz embriyonik gelisim, doku homeostazisi, ya da bagisiklik, savunma
gibi hayatin temel siire¢ler icinde yer almaktadir. Kanser ve dejeneratif
bozukluklara katkida bulunurlar. Adenohipofizin ektodermden (Ratkhe Kesesi)
farklilagmasi tamamen bir apoptotik siire¢ sonucudur. Gelisimin erken evrelerinde
adenohipofizdeki apoptotik faaliyetler aktif Kaspas-3 ile gosterilmistir (36).
Apopitozis, beyin ve omurilik zedelenmesi modellerinde programlanmis hiicre
Olimii temel bir mekanizmasi olarak karakterize edilmistir. Nekrozun aksine,
apoptotik hiicre oliimii yaygin gecikmeli vedaha uzun siireli oldugu TBH
hastalarin plazma ve BOS o6rneklerinde pro-apopitotikproteinlerle gosterilmistir.
Oligodentrositlerdeki gecikmis apoptotik hasar immiinohistokimyasal analizlerle
de gosterilmistir (37).

Agir TBH sonras1 BOS’nda pro-apoptotik (sFas, kaspaz-3) ve anti-apoptotik
(bcl-2), proteinlerinin uzun bir siire aktive oldugu, dzellikle Kaspaz-3 aktivasyonu
derecesinin, yaralanmanin ciddiyetine bagli olabilecegi gosterilmistir. Bu ii¢
molekiildeki paralel artiglar, post-travmatik beyin 6demi, ikincil hiicre yikimi ve
kronik hiicre kaybi patofizyolojisinde apopitozda rolii gosterilmis ve post-

travmatik tedavi edici miidahaleler i¢in yeni hedef olarak onerilmistir (38).
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Son zamanlarinda TBH magdurlarinda yasa bagli norodejeneratif
hastaliklarin sikliginda artis goriilmiis; patogenezinde eksitoksitite, apoptozis,
inflamatuar olaylar, demiyelinizasyon, beyaz cevher patolojilerinin yani sira
azalmis nérogenez sorumlu tutulmustur (37).

Is1 sok proteinleri (HSP); adlar1 “1s1” ile anilmakla birlikte sentezlenmeleri
soguk ve sicak soku, travma, hiperosmotik basing, kimyasal maddeler, pestisitler,
agir metaller, oksijen azlig1 veya yoklugu, besin azligi veya yoklugu gibi stres
faktorlerinde de artmaktadir. Bu yilizden HSP’ler “stres proteinleri” olarak da
bilinmektedir. Belirtilen stres faktorlerin etkisinin molekiiler seviyede
belirlenmesinde isaretleyici olarak genellikle bu proteinler kullanilir (39).

Merkezi sinir sistemindeki inflamasyon genellikle iskemi, travma,
enfeksiyon ve diger noronal yaralanmalara eslik eder. Artik bagisiklik sisteminin
mikroglia aktivasyonu, 16kosit iyilestirme ve sitokin salgilanmasina bagl ndronal
hiicre 6limiinde major bir rol oynadigi kabul edilmektedir.

Beyin hasarini takiben immiin yanittaki HSP’lerin katilimi inflamatuar
durumu diizeltmek ic¢in bir girisim olarak goriilebilir. HSP’ler, molekiil
biiyiikliigiine gore cesitli aileleri kapsamaktadir. En c¢ok ¢alisilanlardan biri Hsp-
70°dir. Hsp70’nin c¢ogunlukla intraselliiler kompartmanda mevcut oldugu ve
tekrar katlanan veya toplanan proteinler olarak islev goren bir molekiiler saperon
olarak etki gosterdigi diigiiniilmektedir (30,40).

Zhang ve ark. tavsan agir kafa travmasi modelinde, travmadan 4 saat sonra
lezyon ¢evresinde belirgin lezyondan uzakta daha az kontrol gurubuna gore
anlamli Kaspaz-3 ve Hsp70 pozitif immiinohistokimya boyamay1 gostermisler;
agir travma sonrasi erken asamasinin bir 6zelligi ve yaralanma zamanini tahmin
etmek i¢in uygulanabilir oldugunu bildirmislerdir (41).

Wang ve ark. sigan diiffiiz aksonal injury modelinde hipokampus HSP-70
mRNA’sinin, RT-PCR amplifikasyonu daha sonra agaroz jel elektroforezi ile
DAH sonrasi 4. saatte saptanmis, 24 saatte maksimuma ulagsmis ve 48 saat sonra
dismiistiir (42).

TBH sonrasi salinan katekolaminler nérojenik pulmoner 6dem ve myokard
iskemisine neden olabilir. Ek olarak, katekolaminle indiiklenmis myosit

disfonksiyonu ve inflamatuar cevaplar ndrojenik stunned myokard sendromuna
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neden olabilir. Bu durum noérolojik aracili ve EKG degisiklikleri, ylikselmis
kardiyak troponin koroner iskemi olmaksizin ventrikiiler disfonksiyonla
karakterize geri doniistimlii bir kardiyak hasardir. Kardiyojenik pulmoner 6dem ve
non-hemorajik sistemik hipotansiyon siklikla TBH sonras1 gelismekte olup,
yiiksek mortaliteyle iliskilidir. Hasara cevap olarak ndronlar ve glial hiicreler
proinflamatuar sitokin tiretir ve lokal ve sistemik inflamatuar cevaba neden olur.
Otonomik ve noroendokrin yolaklarin bozulmasi ise infektif komplikasyonlarla
iliskili olan immiinsupresyona neden olabilirler (5).

Endokrin ve elektrolit anormallikleri, o6zellikle sodyum ve glukoz
dengesinin bozulmasi, hipotalamik-pitiiiter-adrenal aks disfonksiyonu ve buna
sekonder adrenal yetmezlik TBH sonrasinda sik goriiliir. Ileri yas, diffiiz aksonal
hasar, siddetli serebral 6dem, travmatik vazospazm ve kafa tabani kiriklar1 risk

faktorlerini olusturmaktadir (5).

2.9. Yogun Bakim Yonetimi

TBH’nin yogun bakim yonetimi, hasarlanmis beyine yonelik miidahalelere

ek olarak titiz genel yogun bakim destegini de icermektedir.

2.9.1. Kardiyovaskiiler ve Respiratuar Destek

Hipotansiyon, gecici ataklar1 da dahil olmak iizere kotii ndrolojik sonuclarla
iliskilidir. Bu nedenle 6nlenmeli ya da gelistiyse hizlica tedavi edilmelidir.
Ovolemi izotonik kristalloidlerle saglanmalidir. Hipotonik soliisyonlar serebral
O0demi kotiilestirebilecegi icin bu sivilarin uygulanmasindan kac¢inilmalidir.
Vazopressorlere, yeterli sivi resiisitasyonu yapilmasina ragmen serebral
perfiizyonu idame ettirmek i¢in ihtiya¢ duyulabilir ve genellikle norepinefrin
kullanilir. Invaziv olmayan kardiyak output monitorizasyonu sivi durumunu
optimize etmek i¢in yararl olabilir.

Pnomoni ve akut akciger hasari gibi pulmoner komplikasyonlar TBH
sonrasinda siktir ve agresif olarak tedavi edilmelidir. Yiiksek tidal voliimle
ventilasyon, beyin hasari sonrasi akut akciger hasar1 gelisimi acisindan major bir
risk faktoriidiir. Akciger koruyucu ventilasyon stratejisi TBH hastalar1 igin

gereklidir. Pozitif ekspiryum sonu basmcinin ilimli seviyeleri (<15 cmH;0)
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intrakraniyal basmci anlamli olarak yiikseltmezler. Hiperkapni serebral
vazodilatasyon ve intrakranial basingta yiikselmeye neden olur. Buna karsilik
hipokapni ise serebral vazokonstriiksiyon neticesinde serebral iskemiyle
sonuglanir. Bu nedenle normokapninin korunmasi Onerilmekte ve rutin

hiperventilasyon IKB kontroliinde artik kullanilmamaktadir.

2.9.2. Analjezi ve Sedasyon

Yeterli sedasyon IKB’yi kontrol altinda tutmak, serebral metabolik ihtiyaci
ve hasarli beynin iskemiye olan toleransini azaltmak icin agir TBH hastalarinin
yonetiminde anahtar bir komponenttir. Propofol, IKB’yi efektif olarak azaltmasi
ve hizl titre edilebilen sedasyon seviyelerine imkan vermesi nedeni ile siklikla
kullanilir. Infiizyon hizi 4 mg/kg/saat’i asmamalidir. Midazolam total propofol
dozunu azaltmak amaciyla tedaviye eklenebilir. Sedasyon kesintileri yiiksek
IKB’li hastalara uygun degildir. Analjezi genellikle parasetamol ve fentanil gibi
opioid inflizyonlariyla saglanmaktadir. Noromuskuler bloker ajanlar rutin olarak
kullanilmamalidir  fakat refrakter intrakranial hipertansiyonlu hastalarda

disiiniilebilir.

2.9.3. Elektrolit ve Endokrin Bozukluklar

Sivi ve elektrolit anormallikleri, 6zellikle sodyum dengesinin bozulmasi,
tan1 ve tedaviye sistematik bir yaklagim kullanilarak yonetilmelidir (Tablo 2.2).
Hiper ve hipoglisemi kétii sonuglarla iligkilidir ve bu nedenle dnlenmelidir. Hem
sik1, hem de gevsek glisemik kontrol TBH sonras1 zararlidir. Orta derecede glukoz
konsantrasyonlari (7.0 - 10.0 mmol/litre) hedeflenmelidir.

Pitiiiter yetmezlik taramasi yiiksek riskli hastalarda ve agiklanamayan
hiponatremi veya hipoglisemi durumunda ya da uzun sireli yiiksek doz
vazopressOr ihtiyact olan hastalarda disiiniilebilir. Hidrokortizon refraktor
hipotansiyon i¢in gerekli olabilir ve hiponatreminin sebat etmesi durumunda

tedavi mineralokortikoidlerle desteklenebilir.
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2.9.4. Genel Destekleyici Onlemler

Anemi: Restriktif transfiizyon stratejileri TBH’I1 hastalarda, hasarli beynin
iskemiye olan duyarliligi nedeniyle uygun olmayabilir. Ancak TBH sonrasi
transflizyonu  baslatmak icin  optimal hemoglobin  seviyesi  heniiz
tanimlanmamustir.

Koagiilopati: Koagiilasyon bozukluklar1 iic TBH hastasindan birinde
gelismekte ve hem hipokoagiilasyon hem de hiperkoagiilasyon durumu
gozlenmektedir. Sebepler 1yl tanimlanmamis fakat biiyiik miktarda doku faktorii
salinmasi, degigmis protein C homeostazi ve trombosit fonksiyon bozuklugu ile
iliskilendirilmistir. Islevsel analizler ve tromboelastometri, koagiilasyon
bozuklugunun derecesini ve en uygun tedaviyi belirlemek i¢in rutin laboratuar
testlerinden daha faydali olabilir.

Sempatik hiperaktivite: Beyin sapindaki inhibitdr merkezlerin bozulmasi,
siklik ajitasyon, distoni, ates, tasikardi, hipertansiyon ve terlemeyle karakterize
paroksismal sempatik hiperaktiviteye neden olabilir. Tedavi; opioidler (6zellikle
morfin), beta adrenoreseptor antagonistleri ve santral etkili alfa 2 adrenoreseptor
agonistlerini (klonidin, deksmedetomidin gibi) icermektedir. Haloperidolden
kaginilmalidir.

Nobetler: Erken posttravmatik ndbetler (7 giin i¢inde) TBH sonrasi
%20’den daha fazla hastada gbozlenmektedir. Nobet aktivitesinin agresif olarak
tedavi edilmesi gerekmektedir. Ancak profilaktik antikonviilzan ilaglarin
nobetlerin erken baglangicinin 6nlenmesinde efektif olduguna veya bu ajanlarin
gec posttravmatik nobet insidansini azalttigina dair yiiksek kalitede kanit
bulunmamaktadir. Fenitoin noébet profilaksisinde sik kullanilmaktadir fakat
fenitoinin olumsuz yan etkileri ve ilag etkilesim profili nedeniyle levetirasetam ilk
basamak ila¢ olarak popiiler hale gelmeye baslamistir. Eger profilaksi
uygulaniyorsa, antikonviilzanlar nobeti olmayan hastalarda 7 giinden daha uzun
stire kullanilmamalidir.

Diger destekleyici onlemler: TBH hastalar stres iilseri riski altindadir ve
siklikla bozulmus gastrointestinal motiliteye sahiptir. Erken enteral beslenme
onerilmekte ve laksatif kullannmi1 IKB artisina neden olabilecek olan

konstipasyonun dnlenmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Yatak baginin 30° - 45°
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elevasyonu IKB’1 ve ventilator iliskili pndmoni riskini azaltir. Derin ven tromboz
riski TBH sonras1 yiiksektir. Yogun bakim iinitesine giristen itibaren fiziksel
profilaksi yontemlerine ek olarak, 24 saatlik klinik ve radyolojik stabilitenin

ardindan farmakolojik tromboprofilaksi tavsiye edilmektedir.

2.9.5. intrakranial ve Serebral Perfiizyon Basincina Yonelik Yonetim

Hematom, serebral 6dem ve hidrosefali intrakraniyal hipertansiyona neden
olabilir. Yénetim IKB’m 6nceden belirlenmis bir esik degerin (< 20-25 mmHg)
alinda idame ettirilmesine odaklanmistir. Ancak artik primer olarak IKB
kontroliinden ¢ok, beyin perflizyonunun ve beyin korumasinin siirdiiriilmesi igin
cok yonlii bir yaklagima vurgu yapilmistir. Serebral perfiizyon basinci (SPB) orta
arter basinci ve IKB arasindaki farktir. SPB’nin dogru 6l¢iimii icin arteriyel basing
transdiiseri IKB 6l¢iimii igin referans olan seviye ile aym olmalidir (tragus
seviyesi). Kalp seviyesinde kan basinci 6l¢iimii, yatak basi yiikseltildiginde hatali
olarak ytiksek hesaplanmis bir SPB ile sonuglanr.

SPB 60 ile 70 mmHg arasinda hedeflenmesi Onerilmektedir. Sistemik kan
basincini arttirmak icin sivi ve vazopressor uygulamasina bagli gelisen akut
akciger hasari ile ilgili komplikasyon riski nedeniyle 70 mmHg’den daha yiiksek
CPP'ye ulasma rutin girisimlerinden kagimilmalidir. Serebrovaskiiler reaktivite

TBH sonrasi bozulabilir.

2.9.6. Intrakranial Hipertansiyon Yonetimi

20 mmHg’yr asan IKB koti sonuglarla iliskilidir. Ancak IKB
monitorizasyonu rehberliginde tedavi yonetimini destekleyen kesin kanitlar
mevcut degildir.

2016’da yayinlanan Brain Trauma Foundation kilavuzlari; tiim kurtarilmasi
muhtemel ve anormal BT bulgusu olan agir TBH tanili hastalarda ya da normal
BT bulgusu varliginda yasin 40’1n iistiinde olmasi, motor durug veya hipotansiyon
(SKB < 90 mmHg) bulgularindan en az iki tanesinin varligi halinde IKB
monitorizasyonunu dnermektedir.

IKB diisiirme stratejileri genellikle en giivenli ve ilk basamak tedavilerle

baglamak tizere adim adim uygulanir (Tablo 2.5).
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Hiperosmolar tedavi: Yillardan beri hiperosmolar tedavi intrakraniyal
hipertansiyon tedavisinde onemli bir yer kaplamaktadir. Mannitol (0.25-1 g/kg)
yiikselmis IKB’m akut tedavisinde Onerilmektedir. Mannitoliin yan etkileri
hipotansiyon ve tekrarlayan uygulamalar sonrasinda fazla artmis serum
osmolaritesini igermektedir. Monitorize IKB artislarinda mannitol en sik
kullanilan ajan olmasia ragmen IKB monitorizasyonu olmayan ve transtentoryal
herniasyon ve progresif norolojik bozulma bulgular1 olan hastalarda kullanimi
kisitlandirilmalidir. Hipertonik salin, direkt olarak osmotik diiirezi indiiklemeden
serum osmolaritesini arttirmaktadir. Ayrica mannitolle karsilastirildiginda
potansiyel hemodinamik, vazoregulatuar ve immiinolojik avantajlara sahiptir.
Ancak hiperosmolar salinin optimal osmolar ylikleme ve uygulama modu (bolus
veya siirekli infiizyon) hakkinda kesin bir tanimlama mevcut degildir. Mannitol ve
hipertonik salini karsilagtiran ¢esitli ¢alismalar yapilmig fakat hangisinin daha

efektif oldugu kesinlestirilememistir.

Cerrahi miidahale: Genisleyen intrakraniyal hematomlar, Kitle etkisini ve
IKB’1 azaltmak igin bosaltilabilir ve sekonder hasari simirlayabilir. Kemik flebini
yerlestirmemek, ileri donemde beyin sismesinin etkilerini minimize etmek igin bir
secenek olarak diisiiniilebilir. Bir ventrikiiler kateter araciligiyla beyin omurilik
stvisinin  drenaji, hasar sonrasi ilk 12 saatte GKS skoru 6’nin altinda olan
hastalarda diisiiniilmelidir. Sekonder dekompressif kraniyektomi; refrakter IKB
yiiksekligi tedavisinde kafatasinin biiyiik bir alaninin ¢ikarilmasi ve duranin

ac¢ilmasidir.

2.9.7. Terapotik Hipotermi ve Normotermi

Terapotik hipotermi, preklinik ¢alismalarda en etkili noroprotektan olarak
bulunmustur ancak klinik ¢alismalarda sonuglar iizerinde ayn1 etki
gosterilememistir.

Ates, TBH sonras1 sik goriilmekte ve genel olarak kotii klinik sonuglarla
iligkilendirilmektedir. Ates disiiriilmesi sonucunda beyin metabolizmasinin
tyilestigine dair kanitlar mevcut olup TBH sonrasi potansiyel noroprotektif etkisi

nedeni ile normotermi saglanmasi oneriler arasindadir.
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2.9.8. Noroprotektif Tedaviler

Preklinik ve erken klinik ¢alismalarda umut vadeden tedaviler gosterilmis
olmakla birlikte bu tedavilerin yararlar1 prospektif klinik ¢alismalarla
kanitlanmamustir. Preklinik deneylerde progesteronun inflamasyonu azalttigi,
antiapopitotik oldugu ve hiicre proliferasyonunu indiikledigi gézlenmis ancak orta
ve agir TBH’l hastalarla yapilan faz 3 klinik caligmalarda sagkalimi ya da
norolojik sonuglar1 iyilestirdigi gosterilememistir. Eritropoetin; endotelyal
hiicrelere, noéronlara ve glial hiicrelere faydali olabilecek non-hemopoetik
mekanizmalara sahiptir. Preklinik calismalarda gosterilen ndroprotektif etkisi
randomize kontrollii ¢aligmalarda gosterilememistir (19).

TBH’da giincel monitorizasyon Onerileri ve vital bulgularin esik degerleri

Tablo 2.6 ve Tablo 2.7°de gosterilmistir.
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Tablo 2.5. Giincellenmis tedavi onerileri (43)

Dekompresif
kraniektomi

Level 2a

GKS (genisletilmis) skoru ile takip edilen sonuglar agisindan
bakilirsa; diffiiz hasarli olan (kitlesi yok) ciddi TBH
hastalarinda travmadan 6 ay sonra 1 saatlik periyotta 15
dakikadan uzun siire IKB 20 cmHg ve iizerinde olan
hastalarda ilk asama tedavilerinin ardindan bifrontal DCC
onerilmemektedir. Ancak bu uygulamanin IKB azaltti1 ve
YBU yatis siiresini kisalttig1 goriilmiistiir

Ciddi TBH olan hastalarda genis frontotemporal DCC’nin
(12x15 cm or 15 cm ¢aptan az olmayan) daha kiigiik
frontotemporal DCC’ye oranla mortaliteyi daha ¢ok azalttig
ve norolojik iyilesmede daha etkili oldugu goriilmiistiir

Tim bu veriler RESCUEicp c¢alismasindan toplanmustir.
Giincellemelere https://braintrauma.org/coma/quidelines
adresinden ulasilabilir

Profilaktik
hipotermi

Level 2b

Yaygin hasar1 olan hastalarda kisa donem (ilk 2.5 saat) ve
uzun donem (hasardan 48 saat sonra) hipotermi
onerilmemektedir

Hiperosmolar tedavi

Onceki kilavuzdaki (3.) veriler mevcut standartlara uygun
delillere gore desteklenmemektedir

Transtentoryal herniasyon bulgusu olan ancak IKB
monitorizasyonu heniiz  yapilmamis hastalarda veya
ekstrakranial sebeplere bagli olmayan progresif norolojik
bozulmas1 olan hastalarda mannitol kullanimi
sinirlandirilmalidir

Serebrospinal  sivi
drenaji

Level 3

Ekstraventrikiiler drenaj (EVD) sisteminden siirekli Bos
drenaji  yapilarak sistem sifirlanmasi aralikli  drenaj
yapilmasindan daha etkilidir

GKS < 6 olan hastalarda hasardan sonraki ilk 12 saat
boyunca IKB diisiirmek icin Bos drenaji uygulanabilir

Ventilasyon
terapileri

Level 2b

Uzun siireli profilaktik hiperventilasyon uygulayarak
PaCO,< 25 mmHg tutmak 6nerilmemektedir

Anestezik, analjezik
ve sedatifler

Level 2b

IKB artis1 olanlarda goriilen EEG’deki burst supresyonlaria
kars1 profilaksilerde barbitiirat kullanimi 6nerilmemektedir
Artmis IKB kontrolii i¢in yiiksek doz barbitiirat kullamlabilir
ancak hastanin hemodinamik stabilitesi gboz Onilinde
bulundurulmalidir

IKB kontroliinde propofol de kullanilabilir ancak mortalitede
ya da ilk altt aylik sonuglarda gelisme gostermez. Ayrica
o6nemli morbiditelere neden olabilir
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https://braintrauma.org/coma/guidelines

Tablo 2.5 (Devam). Giincellenmis tedavi 6nerileri (43)

Steroid Level 1
Onerilmez. Ciddi TBH olan hastalarda yiiksek doz
metilprednizolon  kullanimi ~ mortaliteyi  arttirir  ve
kontrendikedir.

Beslenme Level 2a
Hasardan sonraki 5 ile 7 gilin arasinda bazal metabolik
replasmani saglamak i¢in beslemek mortaliteyi azaltir
Level 2b
Transgastrik jejunal bypass ile ventilator iligkili pnémoni
riski azaltilir

Enfeksiyon

profilaksisi Level 2a

Erken trakeotomi acilmasi mekanik ventilasyon ihtiyacini
azaltmaktadir ancak yarar1 zararindan daha ¢ok olan bir
uygulamadir. Mortaliteyi ve nozokomiyal pnomoniyi
azalttigina dair kanit yoktur

Ventilator iligkili pnémoniyi azaltmak amaciyla oral batikon
kullanim1 6nerilmemektedir. Bu uygulama akut respiratuar
distres sendromuna neden olabilir

Level 3

EVD i¢in antibiyotikli kataterlerin kullanilmas1 kateter
iligkili enfeksiyonlar1 nleyebilir

Derin ven trombozu
(DVT) profilaksisi

Level 3

DMAH veya unfraksiyone heparin, mekanik profilaksilerle
kombine olarak kullanilabilir. Ancak intrakranial kanamanin
artma riski vardir

Beyin hasar1 stabil olan hastalarda intrakranial kanama
riskine gore agir basan bir yarar varsa varis ¢oraplarma ek
olarak farmakolojik profilaksi diistiniilebilir

DVT profilaksisinde kullanilacak olan ajanin dozu veya
zamanlamasi ile ilgili Onerileri destekleyecek yeterli veri
bulunmamaktadir

Stroke profilaksisi

Level 2A

Geg posttravmatik stroke’u oOnlemek igin fenitoinin ve
valproatin profilaksik kullanimi 6nerilmez

Tedavinin yarar1 zararindan fazla olacagi disiiniiliirse
fenitoinin kullanimi erken posttravmatik stroke (<7 giin)
oranini azaltmak i¢in kullanimi Onerilir ancak erken donem
posttravmatik stroke’un kotii sonuclarla ilgisi yoktur
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Tablo 2.6. Giincellenmis monitorizasyon dnerileri (43)

IKB monitorizasyonu

Level 2B

Hastanede ve yaralanma sonrasi ilk haftalik siirecte
mortaliteyi  azaltmak i¢in agr TBH’li hastalarin
yonetilmesinde IKB monitorizasyonundan elde edilen
bilgilerin kullanilmas1 6nerilir

Resiisitasyon sonrast GKS 3-8 arasi olan, anormal BT
bulgular1 olan ve kurtarilabilir biitiin hastalarda KB
monitorizasyonu olmalidir. Anormal BT bulgulan
hematom, kontiizyo, ddem, herni ve basi altinda bazal
sisternalart icermektedir

SPB monitorizasyonu

Level 2B

Kilavuzlara dayali tavsiyelerde 2 haftalik mortaliteyi
azaltmak icin agir TBH olan hastalarda SPB
monitorizasyonu kullanimi 6nerilmektedir

Tleri serebral
monitorizasyon

Level 3

Juguler bulb monitorizasyonu ile elde edilen arter ve ven
arast oksijen basing farkini kaynak alarak yapilan tedavi
kararlarinin travma sonrasi 3-6 aylik mortaliteyi azalttigi ve
sonuclar gelistirdigi diigiiniilmektedir

Tablo 2.7. Giincellenmis esik degerler (43)

Kan basinc esik degeri

Level 3

50-69 yas arasindaki hastalarda SKB > 100 mmHg tutmak,
15-49 yas ve >70 yas olanlarda SKB 110 mmHg ve
tizerinde tutmak mortaliteyi azaltmak ve sonuglari
iyilestirmek i¢in Onerilir

IKB esik degeri

Level 2B

IKB degeri 22 mmHg’dan vyiiksek olanlarda tedavi
endikedir. Bu degerin iizerinde mortalite artmaktadir

Level 3

IKB degeri, klinik bulgular ve beyin BT bulgular
kombinasyonu ile tedavi sekline karar verilebilir

SPB esik degeri

Level 2B

SPB hedefi 60-70 mmHg arasindadir. Minimum deger (60
veya 70 mmHg) net degildir ve hastanin otoregiilasyon
durumuna baglidir

Level 3
SPB 70 mmHg’dan biiyiik tutmak igin asir1 sivi ve

vazopressor  yiikklemesinden kagiilmalidir.  Solunum
yetmezligi riski vardir

Tleri serebral
goriintiileme

Level 3

Juguler venéz saturasyonun %350’den diisiik olmasindan
mortaliteyi azaltmak ve sonuclar1 iyilestirmek adina
kaginmak gerekir

25




2.10. Kafa Travmasinda Prognoza Etki Eden Nedenler

TBH’da prognoz tahmini hala klinikte karsilasilan sorunlardan biridir. Su
ana kadar bir¢ok nedenin sonucu etkiledigi ortaya konulmustur. Yas, cinsiyet,
yaralanma nedeni, zaman, radyolojik ve bilgisayarl1 tomografi bulgulari, kan
basinci, kafai¢i basing, kan gazlari, solunum hiz1 ve hacmi, pupil boyutu ve 151k
yaniti, beyin kan akimi, beyin oksijen metabolizmasi, beyin sifti, uyarilmis
potansiyel gecikmesi, amplitiidii, GKS skoru, okiilosefalik yanit, okiilovestibiiler

yanit, ekstremite kuvveti gibi veriler bu amagla siklikla ¢alisilmaktadir (44).

Yas

Kafa yaralanmalarinda, yaralanmanin ciddiyeti disinda belki de sonug
tizerinde tek basina en 6nemli etken olarak bildirilmektedir. Mevcut kanitlar artan
yas ile TBH sonrasi kotiilesen sonug¢ arasinda siirekli bir iliski oldugunu
gostermektedir. Yas 6liim egrisi 60’11 hatta baz1 ¢aligmalarda 40’11 yaslardan sonra

6liimiin anlamli olarak arttigin1 gostermektedir (44,45,46,48).

Cinsiyet
Yapilan tiim calismalarda, kafa yaralanmasi1 erkeklerde daha sik
goriilmesine ragmen, cinsiyet farkliliginin sonu¢ agisindan 6nemli bir farklilik

yaratmadigi bildirilmektedir (10,47,49).

Irk
Bazi iilkelerden bildirilen ¢aligmalarda 1k farkliligi degerlendirilmekte ve

rklar arasinda sonug lizerinde farkliliklar oldugu bildirilmektedir (47,50).

Yaralanma Nedeni

Kafa yaralanmasimin nedeni ve meydana gelis sekli de sonucu tahmin
etmede ipucu vermektedir; 6rnegin diismelerde trafik kazalarina kiyasla daha ¢ok
kanama goriilmekte ve penetran kafa yaralanmalarinda sonug kiint yaralanmalara
kiyasla daha kotli olmaktadir (44). Bir¢ok calismada yaralanma nedeni ile kafa
yaralanmali olgularin sonu¢ durumu arasinda giiglii iliski oldugu gozlenirken
(10,50,51,52), yaralanma nedenlerinin sonug¢ iizerinde fark olusturmadigini

bildiren ¢alismalar da mevcuttur (49,50).
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Entiibasyon Gereksinimi ve Kan Basinc1 Degerleri

Acil hava yolu temini gerektiren BH’l1 olgularda 6liim oraninin yiiksek
oldugu bildirilmektedir. Kafa yaralanmasi sonrasi erken dénemde ortaya cikan
oksijenlenme azlig1 ve diisiik tansiyon arteryel (TA) degerlerinin kotii sonuglar ile
dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir (53-57).

Butcher ve ark. (53) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, BH’I1 olgularda,
sistolik kan basincinin 90-120 mmHg arasinda oldugu olgularda bu degerlerden
daha diisiik veya yiiksek olarak gozlendigi diger olgulara kiyasla prognozun daha
iyi oldugu saptanmustir.

Oksijen yetmezligi ve kan basincr diisiikligliniin birlikte goriildiigii BH It
olgularda bunlardan yalnizca birinin goriildiigii olgulara kiyasla sonucun daha

kotii oldugu bildirilmektedir (54).

Norolojik Muayene Bulgular:

Kafa yaralanmali olgularin acil servise giristeki norolojik muayene bulgulari
sonu¢ tahmini agisindan ¢ok onemli bilgiler vermektedir. Yapilan ¢alismalarda tek
ya da cift tarafli 151k refleksi (IR) kaybi1 kot sonug ile iligkili bulunmustur
(48,49,55,57,58,59).

Glasgow Koma Skalasi

Kafa yaralanmali olgularin biling diizeyini degerlendirmede kullanimi
yaygin kabul goren Teasdale ve Jennett tarafindan gelistirilen GKS, gelistiricileri
tarafindan derinlemesine test edilmis olup, gozlemciler arasi hata en az olacak
sekilde parametreleri belirlenmistir (11). G6z agma (4 puan), motor yanit (6 puan)
ve sozel (5 puan) olmak iizere ii¢ boliimde toplam 15 iizerinden puanlanan GKS,
entlibe olgularda so6zel yanit veya periorbital 6demli olgularda géz agma gibi
yanitlarin degerlendirilmesindeki giicliige ragmen, tlimiiyle veya en Onemli
belirtecin motor yanit olarak belirlenmesi ile sonu¢ tahmini tizerinde etkin bir arag

oldugu vurgulanmaktadir (48,52,55,56,59-63).
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Radyolojik Bulgular

Kafa yaralanmas1 sonrasinda kafatasi ve igerigindeki yapilarda olusan doku
yaralanmalarinin olgularin sonucu iizerindeki etkilere ait ¢alismalarda ozellikle
kafa i¢i yaralanmalarin 6nemi vurgulanmaktadir (10,48,56,58,60-64).

Marshall ve ark.’nin (65) 1991 yilinda kafa yaralanmali olgulardaki BT
bulgularin1 siniflamasi ile bu siniflama sonu¢ tahmininde yaygin olarak
kullanilmistir (60,64). Bazi calismalarda ise her bir BT bulgusunun ayri ayri
sonug iizerine etkisi arastirllmistir (10,55,56,62). Bu ¢alismalarda hem Marshall
siiflamasinin, hem de yalniz basina ele alinan yaralanmaya bagli subaraknoidal
kanama (SAK) ve orta hat yapilarinda itilme olusturan lezyonlarin epidural
kanama (EDK), akut subdural kanama (SDK), beyin i¢i kanamalar (BIK) ve beyin

ddeminin (BO) sonug iizerindeki etkileri gdsterilmistir.

(")zgeg:mis

Kafa yaralanmasi Oncesi hastanin mevcut olan sistemik hastaliklari,
ventrikiiloperitoneal sant gibi kafa ic¢i cihazlar, gecirilmis inme ve benzeri
yaralanma Oncesi hasarlar sonucu onemli derecede etkilemektedir. Bu gibi
durumlari olan gorece hafif yaralanmali olgularda beklenenden daha kétii sonuglar

ortaya ¢ikmaktadir (44).

Eslik Eden Yaralanmalar

Kafa yaralanmalarina siklikla diger viicut boliimlerine ait yaralanmalar eslik
etmektedir. Karasu ve ark.’1 (66) kafa yaralanmali olgularda %34 oraninda ek
viicut bolgesi yaralanmasi goriildiigiinii belirtirken, Okten ve ark.’1 (58) bu oram
%44,8 olarak bildirilmektedir. Yapilan uluslararasi bir ¢caligmada kafa dis1 agir

yaralanma bulgusu varliginin sonug lizerinde etkili oldugu gosterilmistir (10).

Ameliyat

Kafa yaralanmali olgularin yaklasitk 9%10’unda cerrahi  girisim
gerekmektedir (66,67). Cerrahi girisimin tek basina ele alindiginda sonug iizerine
etkili olmadig1 yoniinde bildiri mevcut olup (60), 6zellikle kitle etkisine yonelik
cerrahi girisim yapilan olgular ayr1 degerlendirildiginde ameliyatin sonug lizerinde

etkin oldugu da bildirilmektedir (10,68).
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Infeksiyon
Kafa yaralanmali olgularda hastane infeksiyonlarmin 6liim sikligini, enfekte

olmayan olgulara gore 5 kat artirdig1 bildirilmektedir (69,70).

2.11. MikroRNA

MikroRNA (miRNA) yaklasik 22 (genelde 20-24 niikleotid) niikleotid
uzunlugunda tek iplik¢ikli RNA molekiilii tiiriidiir ve gen ekspresyonun
diizenlenmesinde rol oynar. lyi tanimlanmus iki tane kiigiik RNA tipi
bulunmaktadir; miRNA’lar ve short interfering RNA (siRNA)’lar. ilk kesfedilen
kiigik RNA miRNA’dir (71). mRNA parcalanmasi veya translasyon inhibisyonu
ile gen ekspresyonunu diizenleyen, kiigiik kodlamayan RNA’larin bir sinifi olan
miRNA’larin  kesfiyle normal gelisim siireci ve hastaliklardaki rollerinin
arastirilmasi, onlar1 yeni bir biyobelirte¢ sinifi yapmaktadir. miRNA'lar genom
tizerinde protein kodlayan intron veya ekzon bdlgeleri ve protein kodlamayan
bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine
translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir. insan genomunda
miRNA'lar1 kodlayan vyiiksek seviyede korunmus yiizlerce gen bdlgesi
kesfedilmistir. Su an itibariyle, insan genomunda 1000’in iizerinde miRNA
tanimlanmistir (71,72). ilk mikroRNA, Lee ve calisma arkadaslari tarafindan 1993
yilinda Victor Ambros laboratuvarinda yuvarlak solucan olan Caenorhabditis
elegans’ta lin-4 olarak adlandirdiklar1 genin higcbir protein kodlamamasina kargin
22 niikleotid uzunlugunda kiiciik bir RNA transkribe etmesiyle rapor edilmistir
(73,74). Ancak bulunan bu genetik materyal i¢gin miRNA terimi ilk defa 2001
yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir (74,75).

mMIRNA’lar birbirini izleyen {i¢ basamakli islem sonucunda meydana gelir.
[lk basamakta miRNA genlerinden primer mMiRNA (pri-miRNA)’larin
transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci basamakta pri-miRNA’lar prekiirsér miRNA
(pre-miRNA)’lara niikleus iginde doniistiiriiliir. Uciincii ve son basamakta olgun
mMiRNA’larin sitoplazma i¢inde olusumu gergeklesir (73-76).

miRNA’lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz Il enzimi
tarafindan genomik DNA’dan sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), "cap" ve
"poli A" kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir. miRNA’lar fonksiyonlarini
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kendi niikleotid dizilerini, komplimenter hedef genleri tanima 6zelligi sayesinde
gergeklestirirler. Ayrica, miRNA’larin her birinin birden fazla mRNA’nin
ekspresyonunu diizenleyebildigi ve mRNA’larin her birinin de birden fazla
miRNA tarafindan hedeflenebildigi bilinmektedir (73,77,78).

mMiRNA’larin hiicre proliferasyonu ve apopitoz gibi birgok biyolojik siirecte
etkili anahtar molekiiller olduklar1 bugiin artik agik bir sekilde bilinmektedir.
mMiRNA’lar, hedefledikleri mRNA’nin molekiiler diizeydeki 6zelliklerine gore
onkogenik veya timor siipresor 6zellik kazanabilirler.

miRNA terimi ilk kullanildigi glinden beri normal ve malign
hematopoezdeki roliinii anlamak i¢in biiylik ¢apta calismalar yapilmis ve
sonucunda dnemli gelismeler kaydedilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda bu
kiigiik molekiillerin hematopoezde farklilagsma, ¢cogalma ve apopitoz (programli
hiicre oliimii) gibi ¢ok O6nemli hiicresel olaylarda kritik 6neme sahip oldugu
gosterilmistir (79,80).

miRNA’larin kanserden inflamasyona kadar ¢ogu hastalikla iliskili oldugu
bildirilmistir. miRNA’lar periferal kanda RNAaz aktivitesinden korundugu icin
fizyolojik ve patolojik siiregte iyi bir biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri
bildirilmistir (81,82).

2.12. MikroRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi c¢ekirdekte ve sitoplazmada olmak iizere iki basamakta
gerceklesir (Sekil 2.2). Bu basamaklarda o6zellesmis molekiiller gorev
yapmaktadir. miRNA’larin transkripsiyonlar: genomik DNA iizerinden, genellikle
RNA polimeraz II tarafindan gerceklestirilir. Primer transkript olan 5’cap ve poli
A kuyruklarma sahip pri-miRNA, RNaz I[Il ailesinden Drosha enzimi ve
kofaktorii Pasha (DGCRS8)’dan olusan mikroprosesor kompleks tarafindan
kesilerek 60-70 niikleotitlik stem-loop iceren oncii miRNA elde edilir (pre-
miRNA). DGCRS8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8) ¢ift iplikli RNA
baglayici bir proteindir. Baz1 miRNA’larin Drosha-DGCRS8 basamagini atlayarak,
cok kisa intronlardan splicing ile olustugu bilinmektedir. Pre-miRNA ¢ekirdek

membraninda bulunan Exportin5 (XPOS) aracilifiyla enerji bagimli olarak
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cekirdekten sitoplazmaya taginir. Bu asamada GTP (RanGTP) kullanilmaktadir
(83).

Sitoplazmaya gegen pre-miRNA, Dicer-TRBP [transaktivasyon-sorumlu
(TAR) RNA baglayict protein] ile Kkatalizlenir ve yine RNaz Il ailesinden bir
enzim olan Dicerl (Dicer) tarafindan yaklasik 22 niikletoitlik bir dupleks
olusturacak sekilde kesilir. Olusan bu dupleks molekiil hem olgun miRNA’yi,
hem de antisens miRNA’y1 icermektedir. Kilavuz miRNA olarak adlandirilan bir
zincir RISC (RNA-induced silencing complex)’e yiiklenir ve miRISC veya
miRNPs (miRiboniikleoprotein) olarak adlandirilir. RISC, 5’ ucu daha kararli olan
zincir segilimini saglayan katalitik komponent olan Argonaute2 (Ago2) proteinini
de icermektedir. Anti-kilavuz veya antisens miRNA ipligi ise serbest kaldiktan
sonra sindirilir. miRNA RISC’i, baz eslesmesi sayesinde tanidigi, hedefi olan
mRNA’nin 3> UTR bolgesine yonlendirir. miRNA ve mRNA arasindaki bu
tanima olayr miRNA’nin 5° ucundaki 6-8 niikleotitlik seed bolgesi ile kurulan
miikemmel eslesme sayesinde gergeklesir. miRNA-mRNA etkilesimi sonrasinda
hedef mRNA’nin protein ekspresyonu translasyonel baskilama, mRNA
degradasyonu veya uncapping ve deadenilasyon ile hizlandirilan mRNAdecay’i
sonucu gerceklesebilir (83).

miRNA ve mRNA arasinda miikkemmel veya miikemmele yakin bir dizi
komplementasyonu olmasi durumunda RISC kompleksinde bulunan Ago2
proteini hedef mRNA’nin degradasyonunu saglar. Miikemmel bir eslenme
olmadig1 durumlarda ise yine Ago’nun etkisi ile ribozom mRNA’ya baglanamaz
ve hedef molekiiliin translasyonu baskilanmis olur. miRNA’nin maturasyonu
sirasinda gorev yapan bu molekiiller etkin miRNA aktivasyonu i¢in hatasiz is

gérmek zorundadir (83).
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Sekil 2.2. miRNAbiyogenezi (84)

2.13. Kafa Travmasi ve MikroRNA

Insanlarda TBY ’nin siddet ve prognoz agisindan smiflandirilmast ilk olarak,
GKS kullanilarak yapilmistir. GKS’ye gore; GKS: 14-15; Hafif, GKS: 9-13; Orta,
GKS: 3-8; Agir olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. Hafif kafa travmasi, 30
dakikadan kisa siiren biling kaybt ve 24 saatten kisa siiren amneziyle
karakterizedir. Tiim kafa travmalarinin %75-90’lik kismini hafif kafa travmasi
kapsamaktadir (85). Kafa travmalarinin biiyiikk kismimi kapsamasina ragmen
tanisal amacli goriintiileme yontemlerinin kullanimi son derece simirhidir. Bu
nedenle hafif kafa travmalarinin tanisinda anlamli olabilecek spesifik biyomarker
arama ¢alismalar1  yapilmaktadir. Bu amacgla c¢alisilan  biyokimyasal
parametrelerden biri de miRNA’dir. miRNA yiiksek seviyede korunan DNA
bolgelerinden kodlanan fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, yaklasik 20-
24 niikleotid uzunlugunda, kiiglik RNA molekiilleridir. Bu protein kodlamayan

RNA molekiilleri kendi niikleotid dizilerinin tamamlayicisi olan hedef
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MRNA’lara baglanip translasyonel baskilama veya mRNA yikimi ile
transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunun diizenlenmesini gergeklestirir.
miRNA'lar bu yolagi kullanarak hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi ve
hiicre 6liimii gibi hemostatik siireglerde 6nemli roller oynamaktadir. Son yillarda
kafa travmasinda da anlamli olabilecek miRNA tiplerine yonelik ¢ok¢a calisma
yapilmaktadir. Ancak bu c¢alismalarin biiyilk kismimi hayvan c¢aligmalar
olusturmaktadir. Bu konuda yapilan insan ¢alismalari sinirli diizeydedir. Kafa
travmast ve miRNA diizeyi arasindaki iliskiyi arastirmaya yonelik yapilan kisitl
sayida insan caligmasi mevcuttur (86). Yapilan tiim calismalar az sayida insan
calismasin1 kapsamaktadir. Kafa travmasi sonrasi siddet ve prognoz agisindan
anlam ifade edebilecek miRNA tiplerine yonelik yapilan insan ¢aligmasinda
mMIRNA-425-p, -21, -93, -191 -499,-328, -362-3p, -451, -486a tiplerinin kafa
travmasinda artan diizeyleri kafa travmasinin siddetini ve prognozunu belirlemede
kullanilabilecegi yoniinde degerlendirilmis ve bu konuda yapilacak caligmalara

ihtiyag oldugunu gostermistir (Sekil 2.3) (86).

wrat || mmaz |

mR93 || mRi623p | ; ]
miR-191 ] miR-30d | miR33s | miR-362-3p |
miR499 || miR45] | mR9 | miR30d
miR-151-5p | miR486 | miR191 | miR4S1
miR-195 || miRs05* | miR499 || miR486
miR-20a ’ miR92s | miR-151-5 | miR-505*
miR328 ||  miR-16 | miR195 | miR-92a
mild TBI | miR20a | miR-765
miR-425-p 1 severe TBI
 miRSQ2 | miR23b
miR-23b miR-16
N miR-92a
~—

Sekil 2.3. Hafif ve agir kafa travmasinda artan ve azalan miRNA tipleri (86)

Calismalarda miRNA diizeylerine travma sonrast c¢esitli donemlerde
plazma, BOS ve serumdan bakilmis olup, ¢esitli miRNA tiirlerinin arttig1 ya da
azaldig tespit edilmistir (Tablo 2.8) (87).
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Tablo 2.8. TBH’l1 hastalarin BOS ve kanlarindan ¢aligilan miRNA profilleri (87)

Sample of - Injury Time points Up- or
TBI patients Related miRNAs severity after TBI downregulated References
. mild and within
MiR-765 severe 24 up
. ithin (Redell et
mild w u
miR-16, miR-92a min P al, 2010)
Plasma severe 2h down
mild,
miR-142-3p, moderate . (Mitra et al.
MiR-423-3p and arival down 2017)
severe
miR-9 Severe NA down (Patz etal.,
BOS miR-451 Severe NA up 2013)
miR-328, miR-362-3p, within (Bhomia et
miR-451, miR-486 severe 48h up al., 2016)
miR-1255B, miR-151-
5p, miR-194,
miR-195, miR 199a-
3p, miR-20a, miR-27a,
L MR-\ miidand | within
30d,miR-328,  miR- up
362-3p,miR-381, miR- | Moderate | 12n
486,
miR-505%, miR
625* miR-638, miR-
92a,miR-451 (Bhomia et
miR-1291, miR- al., 2016)
130b,miR-151-5p,
miR-195,miR-19a,
Serum miR-20a,miR-296,
miR-29¢,miR-30d, within
miR-328,miR-339- Severe 48h up
3p,miR-362-3p, miR-
486,miR-505*, miR-
579,miR-601,  miR-
660,miR-9%, miR-
92a,miR-451
MiR-425-5p, mMR-502 | mild Z]Eh down
miR-21 severe j;?gh up (Di Pietro
etal. 2017)
0-1h,
miR-335 severe 4-12h, up
48-72h

Calismamizda, travmatik beyin hasarli hastalarin, periferik kan 6rneklerinde
miRNA islenmesinde gorevli komponentlerden Dicer, Drosha, DGCRS,
Exportin5 ve Argonaute2’nin mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinin
Olclilmesi ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu seviyelerin farkli
bulunmasinin tanisal deger tasiyabilecegini gostermek hedeflenmistir. Ayrica bu
komponentlerin hasar sonrasinda klinik seyrin ongoriilebilmesi agisindan yeni

aday biyobelirtegler olabilecegini gostermek amaglanmaistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma Akdeniz Universitesi Bilimsel ~Arastirma Projeleri
Koordinasyon birimi tarafindan desteklenmistir. Ayrica, Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 01.03.2017 tarih ve 139 sayili
karar ile “bilimsel ve etik acisindan sakinca olmadigi” onay:r alinmistir (Ek 1).

Calismamizda Akdeniz Universitesi Hastanesi Anestezi Yogun Bakim’ina
kabul edilen, travma nedenli beyin hasarina ugramis, GKS skoru 8 ve alt1 olan
(agir travmatik beyin hasar1), 18 yas ve iistii 21 hasta incelenmistir. Travma
sonrast hastalarda epidural hematom, subdural hematom, intraserebral hematom,
mikrohemorajiler, kontlizyo, diffiiz veya fokal aksonal hasar, laserasyon veya
subaraknoid kanama saptanmasi ile hastalar travmatik beyin hasarli kabul
edilmistir. Caligmaya dahil edilen hastalarin ilk donem &rnekleri hastane
basvurusu sonrasi 4-6. saatte periferik kanlarindan alinmstir.

Ik 6rneklerin alinmasindan sonraki 72. saatte ikinci kan érnekleri alinmustir.
Geg donem kan orneklerinin posttravmatik 72. saatte alinmasinin nedeni, yapilan
hayvan ¢aligmalarinda kan-beyin bariyerinin protein gegirgenliginin bifazik olarak
travmadan 4-6 saat ve 2-3 giin sonra arttiginin gosterilmis olmasidir (88,89).

Calismanin kontrol grubunu, travmaya maruz kalmig, fakat klinik veya
radyolojik beyin hasari, amnezi, senkop veya ndrolojik muayenesinde defisiti
olmayan 18 yas ve istii 21 hasta olusturmustur. Kontrol grubundan da vaka
grubuyla ayn1 zamanlarda periferik kan ornekleri alinmistir. Alkol, madde veya
ilag¢ bagimlilig1 olan, bilinen ndrolojik veya psikiyatrik hastalik dykiisii olan, daha
onceden intrakranial operasyon Oykiisii ve neoplazik hastaliklara sahip olan

hastalar ve travma nedenli opere edilen hastalar ¢alismadan dislanmaistir.
3.1. Periferik Kan Orneklerinden RNA Izolasyonu ve Real-Time PCR

(Gerc¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Hedef Molekiillerin Gen

Ekspresyon Profillerinin Calisiimasi
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RNA ornekleri BIONEER Marka Accuzol Total RNA Ekstraksyon kiti

kullanilarak asagida sirali verilen protokol kullanilarak elde edildi (Sekil 3.1).
1. 250 pl EDTA’l tam kan 6rnegi tiipe alindi. 750 pl Accuzol ilave edildi. Elle

karistirildi.

2. Bu karigima 200 pl Kloroform eklenip, 15 saniye vorteks yapildi, 10 dakika

buz kalibmna kondu.

3. 4°C -15 dakika-12.000 rpm’de santrifiij edilip, Stipernetant kismu (iistte kalan
sivi, plazma+lokosit) yeni 1.5’luk tiipe aktarildi, tortu olmamasina dikkat
edildi.

4. Siipernetant’a 500 ul izopropanol eklenip elle karistirildi. 10 dakika buz

kalibina kondu.

5. 4°C-10 dakika-12.000 rpm santrifiij edildi. Ustteki siipernatant kismi

dokiildii. Kurutma kagidi ile iistteki sivi kurutuldu.

Yikama iglemi i¢in %70-80’lik etanol 1000 ul eklendi. Elle karistirildi.

~N o

kisim dokiilire katildi.

4°C -7 dakika-12.000 rpm santrifiij edildi. RNA pelletler dipte kalir, iistteki

8. Pelletlere 50 ul RNaz Free Water eklenip, pelletler bu sivida ¢6ziindii. Miktar

ve kalite tayini 2 ul RNA 6rnegi ile konsantrasyon degerleri 6lgiilerek yapilan
260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri ile A260/A280 formiiliiyle

hesaplanan RNA Ornekleri kullanilacagi zamana kadar -70, -80°C’de

muhafaza edildi.

RMA Ekstraksiyonu
= = =
Tam Kan +AccuFol + Chloroform Supernatant
» s
Spin Spin Spin
L l l v
+ |lsopropancl Supernatant RMAYIkama ve Topag Alma DEPC-5u

L.

Sekil 3.1. RNA izolasyon basamaklari
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Tim o6rneklerin RNA izolasyonlarinin tamamlanmasinin ardindan -70,
-80°C’de muhafaza edilen RNA’lar Thermo Fisher High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kiti ile asagida verilen protokol uyarinca cDna’ya ¢evrildi (Tablo
3.1).

Tablo 3.1. cDNA protokolii

Icerik Hacim
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primer 2 ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1l
Nuclease-Free H,O 4.2 pl
Toplam 10 pl

Omek sayisma gore toplam hakim belirlendi ve 2X RT master mix
hazirlandi. Vaka ve kontrol grubu 6rnekleri i¢in10 ul RNA ve 10 ul 2X RT master
mix kullanilarak reaksiyon hazirlandi ve bu reaksiyon tiipleri asagida verilen

sartlarda RT-PCR (Reverse Transkriptaz-PCR) reaksiyonuna konuldu (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Reverse Transkriptaz-PCR reaksiyon sartlari

Termal Protokol Basamak 1 Basamak 2 Basamak 3 Basamak 4
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika o0

RT-PCR sonucu elde edilen cDNA orneklerinin saflik ve miktar tayinleri
Denovix Marka QFX Model Florometre, dsDNABroadRangeAssay Kit ile
Elde cDNA’larin  saflik  derecesinin

edildi.

Olciildi. edilen uygunlugu ve

konsantrasyonlarin  yeterliligi  tespit Konsantrasyonlar  6rneklerin

yogunluguna gore esitlendi.
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3.2. DICER1 (Dicer), Drosha, DGCR8, XPO5 (Exportin5) ve AGO?2
(Argonaute2) Spesifik Primerleri ile Real Time-PCR Gen Ekspresyonlarinin

Cahisilmasi

Gen ckspresyon c¢alismasinda en 6nemli basamaklardan biri olan spesifik
primerlerin dizi dizayni literatiirden alinan referans ile kullanmis oldugumuz Q-
PCR cihazinin 6zelliklerine uygun olarak yapildi (Tablo 3.3). Referans olarak da
insan GAPDH kullanildi. Primer setlerinin, %20-80 oraninda Guanin (G) —
Sitozin (C) igermesine, Ozellikle G ile benzer ¢alisan niikleotitlerden ve probun 5’
ucuna G bazi gelmemesine, segilen dizide G’den ¢ok C bazi olmasina, melting
temperature (Tm) sicakliginin 65-85 C° arasinda olmasma dikkat edildi

(90,91,92).

Tablo 3.3. Spesifik gen bolgesi ¢ogaltmak igin kullanilan primer dizileri

Primer Setleri Sekanslar
DGRCS F: GCAAGATGCACCCACAAAGA
R: TTGAGGACACGCTGCATGTAC
AGO?2 F: TCGCACTATCACGTCCTCTG
R: ATGGCTTCCTTCAGCACTGT
DICERI F: TACCCCGTTCCCCTGTGCGA
R:TCGGAGGCCTCTTCTTGCTGCT
DROSHA F: TTCCCTCCCTTGGCCCAGCTT
R:CTATAAAAGGCTCTCGGGCCGC
XPO5 F: CACAACGAGAGGTGATGAG
R:AAGGTGAGAAGACGGAACAGAG

Buna gore Q-PCR deneylerimizde GreenStar gPCR Pre-Miks ve primer
setleri kullanildi. Primerin gen bdlgelerini arttirip azaltmast SYBER GREEN
boyasinin serbest halde DNA iizerine baglanmasiyla olusan sinyalin, FAM filtresi
kullanilarak floresan miktarmin dl¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Uygun PCR
kosullarinda primerin hedef bolge iizerine baglanmasi ve uzamasiin ardindan
yeni zincir olusmaya baslar. DNA zincir sentezi uzadikga ve her bir dongiide {iriin
miktar arttik¢a floresan 1s1ma da ona bagl olarak artmaya devam eder. Kullanilan
primer dizileri uygun ve uyumlu oldugu siirece ilgili gen bolgesi ¢cogalir, tek bir
baz degisikligi bile gen bolgesinin tamaminin ¢ogalmasini engelleyecegi ve
sonraki dizinin bolgeyi cogaltmasina izin vermeyecegi i¢in; ayni diziye sahip

olmayan gen bolgelerinde farkli amplifikasyon egrileri elde edilir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Bolgeye spesifik primerler i¢in amplifikasyon egrileri

Bir onceki basamakta elde edilen cDNA lar uygun konsantrasyonlara
seyretilerek ticari kit protokoline gore (BIONEER K-6253 Accupower 2X
GreenStar Master Mix) fRealTime PCR ¢aligmasi yapildi.

Ticari olarak kullanima hazir bu miksler, PCR kosullar i¢in gerekli tiim
materyali igerisinde bulundurmakta ve kullanict sadece primer ve Ornek
cDNA’sm1 ekleyerek kullanmaktadir ve calismamizda asagidaki protokoller

uygulanmistir (Tablo 3.4 ve Tablo 3.5).

Tablo 3.4. Real Time PCR protokolii

Icerik Voliim Konsantrasyon
2X Master Mix 12 ul
Ornek 3ul 100 ng/ul
Primerler 2 ul (F+R) 1 pmole/ul her biri igin
Distile Su 3 ul

Toplam 20 ul
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Tablo 3.5. Sicaklik protokolii

Adimlar Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Pre-Denaturation 95°C 5dk
Denaturation 95°C 15sn
Annealing 60°C 30 sn 40 cycle
Extension 72°C 1dk
Final Extension 24°C 1dk

Tablo 3.4 ve Tablo 3.5: Syber Green Master Miks ile hazirlanan reaksiyon
hacmi bilegenleri ve uygulanan PCR sartlar

Hazirlanan miksler, optik seffaf filme kapli 0,2 ml’lik PCR tiipleri icerisinde
(BIONEER Marka ExiSpin Model Vortex-Mixer cihazi ile homojenligi
saglandiktan sonra) BIONEER Marka ExiCycler96 Model Q-PCR cihazina
yerlestirildi. Deneylerin amplifikasyon kosullari, (SyberGreen Master Mix igin
gerekli sicaklik, siire ve dongli sayilar1) zaten BIONEER (Cihazlari, Master
Mix’leri ve Primer-Prob’larin {reticisi) tarafindan optimize edildigi i¢in
calismalardan olumlu sonuglar alindi.

Optimizasyonun kontrolii ve teyidi i¢in BIONEER Marka ExiCycler96
Model Q-PCR cihazinda kullandigimiz spesifik primerlere 6zel ¢alisma analizleri

yapildi.

Standart Egrileri

Standart olarak kullanilan &rneklerin egimi, PCR amplifikasyonunu tahmin
etmek icin yaygin olarak kullanilir. Caligmamizda Standart egri yontemini
kullanarak mutlak miktar belirleme, bilinen bir miktara dayali bilinmeyenler
Ol¢iip, Once standart bir egri olusturduk; daha sonra bilinmeyenleri standart
egriyle karsilastirdik (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Standart amplifikasyon egrilerinin analizi

Standart Dogrusu

Standart dogru olusturmak, PCR i¢in en az miktarda dogrulama gerektirir.
Standart dogrunun verimliligi %100’e ne kadar yakin ise giivenirliliginden o
kadar emin olunur. Standart, hedef sekansin nispeten yiliksek konsantrasyonuna
sahip olmalidir, boylece bircok diliisyon basamaginda bir dilliisyon serisi
olusturabilir. Bdoylelikle standart seyreltilir ve kaliteli standart ornekleri elde
edilir. Biz de qPCR calismasinda Ornekleri kullanarak bir standart dogru
olusturduk (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Standart dogru analizi

Melting Curve-Primer Kontrolii

Erime egrisi analizinin amaci, primerlerimizin belirli bir PCR iiriini
verdigini ve spesifik olmayan bir amplifikasyon olmadigim1 kontrol etmektir.
Birden fazla egri, spesifik olmayan amplifikasyon (dimerlesme oldugunu)
gosterir. Primerlerin dogru galistigindan emin olmak i¢in melting curve (erime

egrisi) basamagini PCR’a ekledik ve primerlerin kontrolii sagladik (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Spesifik erime egrisi analizi

SYBR Green yontemiyle yapilan Q-PCR’in baslangicinda ortamda tek
zincirli cDNA molekiilli, primerler ve reaksiyon tampon ¢ozeltisi iginde SYBR
Green boyas1 bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest cDNA molekiilii tek zincirli
oldugu i¢in ¢ok az bir floresan 1s1ma yapmaktadir. Primerler baglanip uzama
basladiginda ise SYBR Green, ¢ift zincirli cDNA’nin arasina girerek floresan
yayilimi baglatmaktadir. Baslangigtaki dongiilerde zayif olan floresan sinyal;
olusan ekspresyona bagli olarak belirli sayida c¢ogaltim sonrasinda ilerleyen
dongiilerde hizla artmaya baslamaktadir. Bu artis miktar1 Q-PCR cihazinin 2D-
CCD kamerasinin algilayabildigi miktara ulastiginda Ct (Esik Degeri) olarak
algilanmakta ve analiz yazilim1 bu degerleri kullanarak sonu¢ vermektedir.

** Ct (Treshold Cycle): Floresan degerlerinin esik degerini gegtigi noktadir.
Sistemin PCR ile ¢ogalan iiriinde ki floresan miktarinin artisin1 farketmeye
basladigi ve PCR iiriiniiniin log-lineer fazda eksponensiyal olarak artmaya

basladig1r zamandir. ACT ise hedef ve referans i¢in esik degeri farkini verir.

43



Calismamizda da Standart dogru analizi ile ulasilan Ct degerleri referans
alindi. Kontrol ve hasta grubu Ct degerleri yorumlanarak, delta Ct, delta delta Ct
degerleri hesaplanarak hedef molekiillerin gen ekspresyon diizeyleri i¢in sonuglar
elde edildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Ct (TresholdCycle) analizi

3.3. Periferik Kan Orneklerinden Protein izolasyonu ve Western Blot

Yontemi ile Hedef Molekiillerin Protein Ekspresyon Profillerinin Calisiimasi

Tim kan 6rnekleri 2500 g’de 5 dk santrifiij edildi ve pellet kismi alinarak

tiim protein analiz islemleri i¢in kullanildi.

Protein Miktar Tayini

Denovix DS-11 cihazi ile protein miktar1 6l¢giildii. Denovix DS-11 cihazi
temel olarak DNA/RNA ve proteinlerin miktarlarin1 ve kalitesini tespit etmek i¢in
kullanilir. izole edilmis DNA ve RNA kontaminasyonunu onlemek ve elde

edilmis kiymetli stogu harcamamak ic¢in ¢ok az miktarda 6rnegin kullanilmasi
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onemlidir, bu nedenle mikro hacimli spektrofotometreler 0,5-1 pL gibi ¢ok az

miktarda 6rnek kullanir.

Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Denovix DS-11 cihazi ile yapilan 6l¢iim sonrasi elde edilen protein miktar
degerine ve transfer sonrasi kullanilacak deteksiyon (Kemiluminesans /
Kromojenik) yontemine gore jele yiikleyeceginiz protein miktar1 belirlendi.

10 ul protein mikrosantrifiij tiipiine ilave edildi. 5 ul 2 pul SampleReducing
Agent ve 3 ul Ddh20 eklendi. Toplamda 20 pl bir karisim olusturuldu (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Karisim igerigi

Sample (30-60 ng) X ul

4x LDS SampleBuffer 5ul

10x SampleReducing Agent 2 ul

Ddh20 Ornege gore tamamlanur.
TOPLAM 20 pl

Hazirlanan o6rnekler 70°C’de 10 dk boyunca denatiire edildi. Denatiire

edilen ornekler 2 dakika buz {lizerine alinarak sogumasi saglandi.

3.4. Hoefer SE260 Dikey Jel Sistemi Kullanim (Bis-Tris Jel ile

Kullanimi)

1. Hoefer dikey jel sistemi tanki igerisine yerlestirildi. %4-12’lik Bis-
TrisGradient jeli (Invitrogen, NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel, CaT:
NP0321BOX, Lot:120471) plastik ambalajindan ¢ikartilip, jel kaseti tizerinde
yer alan beyaz bant sokiildii ve jel kuyucuklarini bozmadan jel taragi
dikkatlice ¢ikarildi.

2. Jel kasetinin algak kismi Hoefer’a bakacak sekilde dikey jel sistemi tanki
icerisine yerlestirildi. Diger tarafa diger Jel kasetini algak kism1 BufferCore’a
bakacak sekilde yerlestirildi.

3. Jel sikistirma aparatin1 dikey jel tanki yerlestirilip herhangi bir dengesizlik

engellendi.
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. 20x MES Running Buffer’dan (Thermo Fisher, B0002) 25 ml alip bir
meziir’eklendi ve iizerine 475 ml distile su ekleyerek 1X MES buffer’a
sulandirildi.

. Hazirlanan running buffer ile ilk once buffercore icinde kalan iist buffer
odasint jel kuyucuklarinin iizerini 0,5 cm gegene kadar dolduruldu. Kalan
buffer alt buffer odasina ilave edildi.

. Ornekleri yiiklemeden &nce 200 ul’lik pipete temiz bir pipet ucu takildi ve
kuyucuklar pipetaj yapilarak temizlendi.

. Jel kasetinde yer alan kuyucuklardan en basta ki ve sondakine 5 ul
marker(NZY Colour Protein Marker II)yiiklendi.

. Kalan kuyuculara hazirlanan protein 6rneginden 20ul protein 6rnegi yiiklendi.

Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra,
Dikey jel sisteminin kapagimi kapatilip, elektrot kablolarini renk kodlarina
gore glic kaynagina baglandi.
. Ornekler 110V°da 55 dakika yiiriitiildii.
. Yiriitme islemi sonunda jel glic kaynagi ve dikey jel sisteminin elektrot
kablolarin1 gii¢ kaynagindan ¢ikarilip kapagi acildi. Jel sikistirma aparati
cikarildiktan sonra jel kaseti ¢gikarildi.
. Jel kaseti, jel bigagi kullanilarak kenar baglantilar1 kopartilarak agildi. Jelin
tarak ksumlar1 ve alt tarafinda ki kalin jel kesilerek uzaklastirildi. Icerisinde
distile su bulunan bir kap igerisine dikkatlice atildi.
. Blotlama kisminda HOEFER TE70XP Sistemi kullanildi. Blotlama icin
membran istiine dikkatli bir sekilde jel, jelin lizerine blotlama kagidi
yerlestirildi. Cihazin kapagi dikkatlice kapatildi. Cihaza blotlama bilgileri
girildi ve kisa bir siire sonra islem tamamlandi.
. Membran dikkatli bir sekilde distile su icerisine alind.
. Not: Bu asamadan sonra membranin artik tersi diizii oldugu icin diiz tarafi
kursun kalem ile numaralandirilma yapildu.
. Bu asamadan sonra Western Breeze Kit kullanildi(Anti-Dicer antikoru
(rabbit), Anti-Drosha antikoru (rabbit), Anti-DGCR8 antikoru (rabbit), Anti-
Exportin5 antikoru (rabbit), Anti-Argonaute2 antikoru (rabbit)).
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10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

Bloklama igin; diliient A: 2 ml, Diltient B: 3 ml, Distile su: 5 mL eklenir ve
90 dk yavas shakerda bekletilir ya da bloklama igin pbsle hazirlanan %2’lik
pbs-bsa karigimi kullanildi.

Bu asamadan sonra membran 20 ml distile su ile 2x5 dk yikandi.

Primer antikorlar datasheetinde belirtilen oranda sulandirildi.

Orn: Connexxin1:500

Orn: Wwox1:500

Orn: GAPDH 1:500

Antikorlar1 sulandirmak i¢in DiliientA: 2 ml, DiliientB: 1 ml, Distile su: 7ml
+ 20 pl primer antibody eklenerek gece boyu bekletildi.

Membran 3x5 dk distile su ile hizli shakerda yikandiktan sonra tizerine 10 ml
sekonder antikor eklendi ve 45 dk yavas karistiricida bekletildi.

Daha sonra membran 3x5 dk 20 ml Antibody Wash ile hizli karistiricida
yikandi.

a) 2X2 dk 20 ml distile su ile hizli karistiricida yikandi.

b) 5 ml Chromogenic substrate eklendi ve yavas karistiricida inkiibe
edildi. 1-60 dk arasinda mor bantlar goriilmeye baslandi.
Kemiluminesans goriintiileme i¢in 2.375 ul subtrate ve 0.125 pl
enhancer mix yapilarak membrana eklendi ve cthazda goriintiilendi.

c) 2x2 dk 20 ml dwater ile hizli karigtiricida yikandi.

d) Elde edilen sonuglar GeneTools programiyla analiz edilir.

Hedef gen bolgesine spesifik primerlerle birlikte reaksiyona katilan ve yesil

floresan 151ma veren SYBER Green probu araciliiyla cihaz iizerinde Olgiilen

floresan 151ma degerlerinin 3 teknik tekrar iizerinden Ct degeri ortalamasi alindi

ve referans gen olarak kullanilan (pozitif kontrol) referans gen ile normalize

edildi. Burada primer dimerleri ile spesifik amplikon 1simalar1 egri sabitesi baz

alinarak standart egri kiyaslamasi ile ayrildi. Normalizasyonla, karsilagtirmali

kuantifikasyon i¢in AACt (= Fold Change: mRNA ekspresyon seviyelerindeki kat

degisimi) aritmetik formiilii ile hesaplandi (93).
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ACT=CT (hedef)-CT (referans, i.e., GAPDH) AACT= ACT (6rnek)-ACT (kontrol)

2-AACT (Endojen referansa gére normalize edilen hedef gen miktarindaki kat artisi)

2—-AACT metodu kullanilarak normalize gen ekspresyonlar1 ve ekspresyon
degisimleri hesapland. Istatistiksel analizlerde normalize edilmis gen ekspresyon
degerleri kullanild1. Istatistiksel analiz i¢in Ki-kare testi, bagimli 6rneklem t testi

ve korelasyon analizi kullanildi. P degeri 0.05’ten kiiciik olanlar anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya agir TBH’l1 (hasta grubu) 21 ve travmaya maruz kalan fakat
beyin hasar1 olmayan 21 kontrol grubu hastasi olmak {iizere 42 kisi dahil
edilmistir.

Hasta grubunun yas ortalamasi ortalama 40.2 [(18-73)*19], kontrol
grubunun ise 53.8 [(27-86)+20.7] bulunmustur.

Hasta grubunun % 76.2’sini erkekler olustururken, % 23.8’ini kadin cinsiyet
olusturmustur. Kontrol grubunda ise % 66.7 erkek, % 33.3 kadin cinsiyet vardir.

Hasta grubunda yaralanma nedeni olarak en sik arag disi trafik kazasi (ADTK)
(% 52.4), ikinci siklikta arag ici trafik kazas1 (AITK) (% 28.6) iigiincii siklikta ise
diisme (% 19) bulunmustur. Kontrol grubunda ise en sik diisme (% 76.2), ikinci
siklikta AITK (% 14.3), iigiincii siklikta ise ADTK (% 9.5) saptanmustir.

Hasta grubunda 13 hasta ASA T statiisiindeyken (% 61.9), kontrol grubunda
8 hasta ASA | (% 38) olarak saptanmustir.

Hastalarin demografik veriler agisindan cinsiyet ve 0Ozgegmislerinde
istatistiksel anlamli fark saptanmazken, gruplar arasinda yas ve travma nedenleri

anlamli olarak farkli bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol gruplarinin sosyodemografik 6zellikleri

Demografik ozellikler Hasta grubu Kontrol grubu p degeri
Yas 40.2+19 53.8+20.7 0.03
Cinsiyet (K/E) 5/16 7/14 0.50
Boy (cm) 171+7.6 171+10.8 0.94
Kilo (kg) 72+10.8 75+11.3 0.46
Travma cinsi 0.001

ADTK 11 2

AITK 6 3

Diisme 4 16
Ozgecmis 0.12

Ozellik yok 8 13

ASA | 13 8

Hasta grubunda giris GKS skorlar1 ortalama 6.1+1.7, 30 giinliik takipten
sonra ise ortalama 11.9+4.3 saptanmistir. Hasta grubunda her iki zaman diliminde
GKS skorlar1 arasinda artis agisindan anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Kontrol
grubundaki tiim hastalarin hastaneye kabul ve 30 giin sonrasinda hesaplanan GKS

skoru 15°ti.
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Tablo 4.2. Hasta grubu TresholdCycle (CT) degerleri

DICER1 DROSHA XPO5 DGRC8 AGO02 DICER1 DROSHA XPO5 DGRC8 AGO02

H1-1 19,77 19,3 30,39 22,55 27,9 H2-1 22,78 24,48 30,04 32,23 32,41
H1-2 24,68 21,82 33,63 28 33,05 H2-2 26,56 26,35 33,79 25,17 32,53
H1-3 24 21 32,49 34,55 29,53 H2-3 28,02 26,53 35,7 19,1 35,13
H1-4 22,91 22,49 33,64 31,61 30,85 H2-4 23,04 23,32 32,25 20,13 31,69
H1-5 25,13 17,67 27,57 33,33 17,17 H2-5 25,32 23,07 32,18 25,06 31,08
H1-6 26,99 19,83 24,1 24,06 20,11 H2-6 20,02 24,69 30,71 24,3 *

H1-7 28,74 25,22 3549 36,15 33,9 H2-7 28,27 24 34,19 234 31,04
H1-8 26,67 24,02 35,52 32,29 34,43 H2-8 26,88 19,03 31,48 18,42 32,89
H1-9 24,98 24,39 34,51 28,32 33,57 H2-9 26,01 22,35 32,2 26,23 33,25
H1-10 25,03 30,96 34,11 36,75 19,27 H2-10 23,54 21,53 33,68 20,13 25,9
H1-11 25,35 25,72 36,72 27,61 34,16 H2-11 22,26 21,26 29,47 19,8 24,11
H1-12 26,44 2459 323 27,19 20,07 H2-12 * 27,11 31,19 18,41 37,88
H1-13 21,5 19,35 30,83 36,31 19,03 H2-13 26,58 20,99 29,02 31,06 20,52
H1-14 28,02 26,35 33,13 26,12 30,22 H2-14 27,02 24,32 32,03 20,5 31,29
H1-15 25,89 24,54 32,52 24,5 31,34 H2-15 26,42 20,5 32,06 19,77 32,44
H1-16 25,68 27,57 37,04 27,52 32,8 H2-16 23,46 20,57 31,46 21,09 32,43
H1-17 20,72 22,02 3434 * 30,21 H2-17 16,52 20,22 28,48 21,68 27,72
H1-18 23,86 2032 27,37 20,88 21,93 H2-18 19,86 21,77 29,76 20,88 26,22
H1-19 26,57 24,58 32,42 20,67 34,09 H2-19 26,57 26,43 32,64 28,27 32,17
H1-20 19,76 25,78 34,3 22,43 26,92 H2-20 20,1 21,25 29,19 20,96 23,91
H1-21 16,78 19,64 38,16 32,7 24,88 H2-21 21,86 21,21 29 20,3 20,45

(H1: Travma giinii, H2: Travma sonras1 72. saat)
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Tablo 4.3. Kontrol grubu TresholdCycle (CT) degerleri

K1-1
K1-2
K1-3
K1-4
K1-5
K1-6
K1-7
K1-8
K1-9
K1-10
K1-11
K1-12
K1-13
K1-14
K1-15
K1-16
K1-17
K1-18
K1-19
K1-20
K1-21

DICER1
25,24
17,29
26,32
29,89
19,46
26,59
28,26
27,41
19,66
19,23

19
27,22
27,03
21,03
22,77
27,41
25,49
24,35
22,74
23,92
25,78

24,28
19,98
24,74
26,72
19,57
25,33
26,36
26,68
20,56
18,77
16,82
26,04
26,52
19,33
20,55
26,13
22,26
22,55
22,78
21,41
22,15

DROSHA XPO5

29,44
30,11
31,53
29,24
33,44
34,32
27,59

25,9
27,12
30,06
26,54
32,93
31,49
29,55
27,83
27,33
29,94

34,5
33,19
30,14
33,24

DGCRS8

30
29,67
36,76
18,94

36,7
36,95
19,25
23,95
31,42
22,36
18,17
27,73
36,67
18,37

36,7
19,07
33,18
20,14

35,1
35,05
31,89

AGO2

26,93 K2-1
29,09 K2-2
31,52 K2-3
17,74 K2-4
30,49 K2-5
36,84 K2-6
18,27 K2-7
27,67 K2-8
15,9 K2-9
17,08 K2-10
14,98 K2-11
31,84 K2-12
29,51 K2-13
K2-14
K2-15
32,82 K2-16
33,24 K2-17
38,63 K2-18
32,42 K2-19
32,79 K2-20
29,69 K2-21

DICER1

23,85

21,1
2391
21,72
26,54
25,66
26,52
23,77
19,48
20,33
19,68
26,38
22,98
19,27
22,76
24,12
24,01
26,14
29,65
23,98
20,99

DROSHA XPO5

23,49
22,06
22,06
22,06
22,46

17,4

26,1
26,07
18,94
19,72
18,69
26,61
21,91
19,02
20,39
24,41
25,53
24,09
27,42

23,6
22,26

27,33
30,52
27,37

30,12
28,43

33,7
32,84
30,27
28,65
27,39
31,33
27,86
28,45
27,52
33,34
33,41
32,69
24,65
32,61
33,23

DGCRS8
37,68
41,39

29,2
18,26
17,11
21,19
34,51
35,86
19,03
21,23
20,05
32,24
37,07
24,18
39,29
20,02
18,99
20,61
39,02
29,14
32,61

AGO2

35,31

19,5

27,3
23,68
19,86
17,38
31,52
26,43

22,1
22,26
18,41
20,66
19,82
18,54
19,12

35,2

32,8
32,08
32,96
30,86
23,73

(K1: Travma giinii, K2: Travma sonrasi 72. saat)
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Hasta grubunda travma sonrasi 4-6. saatte ve travmadan 72 saat sonrasinda
Ol¢iilen normalize gen ekspresyonlart arasinda (Dicer p:0.13; Drosha p: 0.41;
Exportin5 p:0.18; DGCR8 p:0.29; Argonaute2 p:0.57) anlamli fark goriilmemistir
(Sekil 4.1).

HASTA GRUBU CT DEGERLERI
35
30
25

HH1

15 M H2

10

DICER DROSHA XPO5 DGCR8 AGO2

(H1: Travma sonras1 4-6. saat, H2: Travma sonrasi 72. saat) (p> 0.05)

Sekil 4.1. Hasta grubu TresholdCycle (CT) ortalamalarinin karsilastirmasi

Kontrol grubunda travma sonrasi 4-6. saatlerde ve 72 saat sonra odlgiilen
normalize gen ekspresyon diizeyleri arasinda (Dicer 0.74; Drosha p: 0.98;
Exportin5 p: 0.78; DGCR8 p: 0.17; Argonaute p: 0.94) anlaml fark
bulunmamustir (Sekil 4.2).

KONTROL GRUBU CT DEGERLERI
35

30

25

20
HK1

15

L K2
10

DICER DROSHA XPO5 DGCR8 AGO2

(K1: Travma sonrasi 4-6. saat, K2: Travma sonrasi 72. saat) (p> 0.05)

Sekil 4.2. Kontrol grubu TresholdCycle (CT) ortalamalarinin karsilagtirmasi
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Dicer, Drosha, Exportin5, DGCR8 ve Argonaute2 hem normalize gen
ekspresyon diizeyleri, hem de kat artislar1 agisindan hasta ve kontrol gruplari

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).

KONTROL VE HASTA GRUBU GiRi$ CT DEGERLERI
35

30

25

20
HK1

15 MH1

10

DICER DROSHA XPO5 DGCR8 AGO2

(K1: Kontrol grubu, H1: Hasta grubu) (p> 0.05)

Sekil 4.3. Hasta ve Kontrol grubu travma sonrasi 4-6. saat TresholdCycle (CT)
ortalamalarinin karsilagtirmasi

KONTROL VE HASTA GRUBU 72. SAAT CT DEGERLERI

35

30

25

20
K2

15 HH2

10

DICER DROSHA XPO5 DGCR8 AGO2

(K2: Kontrol grubu, H2: Hasta grubu) (p> 0.05)

Sekil 4.4. Hasta ve Kontrol grubu travma sonrasi 72. saat TresholdCycle (CT)
ortalamalarinin karsilagtirmasi
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Hastalarin klinikleri g6z oniine alinarak yapilan incelemede bir hafta gibi
kisa bir siirede hizli bir iyilesme siireci gosterip yogun bakimdan taburcu olan
hastalar H3, HS5, HS, H13, H20 olarak tespit edilmistir. Bu hastalarin protein
ekspresyon diizeyleri tek tek incelendiginde Dicer ekspresyonunun bu hastalarin
hepsinde arttigi saptanmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Bu hasta grubunda takip
stirecinde Olgiilen parsiyel arteriyel oksijen basinci degerleri ise ortalama 112,8

mmHg (92-177 mmHg) olarak kaydedilmistir.

H DICER1 mdrosha = XPO5 m DGCR8 m AGO2

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

-2,00

-4,00

-6,00

-8,00

-10,00
-12,00 -

Sekil 4.5. Erken donemde yogun bakimdan taburcu olan hastalarin travma sonrasi
4-6. saat protein ekspresyon profilleri

EDICER1 mDROSHA = XPO5 mDGCR8 mAGO2

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00

[V,

-2,00

-4,00

-6,00

-8,00

-10,00

Sekil 4.6. Erken donemde yogun bakimdan taburcu olan hastalarin travma sonrasi
72. saat protein ekspresyon profilleri
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Calismamiza giris GKS skoru 8 ve alt1 olan 21 agir TBH’l1 hasta dahil
edilmistir. Bu hastalardan 11 tanesi 30 giinlin sonunda hafif TBH simifina
yiikselmistir (H2, H3, H4, HS, H7, H8, H9, H13, H16, H20, H21). Sinif degisimi
ile Dicer, Drosha, ExportinS, DGCRS, Argonaute2 gen ekspresyon diizeylerinin
artiglar1 arasinda analiz yapildiginda anlamli bir korelasyon bulunamamigtir
(Dicer p:0.42; Drosha p:0.71; Exportin5 p:0.35; DGCR8 p:0.3; Argonaute2
p:0.41). Ancak bahsi gecen bu 11 hastanin hepsinde Dicer protein ekspresyon
diizeylerinin arttig1, 8 hastada ise Ago2’nin azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.7 ve
4.8). Bu 11 hastada parsiyel arteriyel oksijen basinci degerleri ortalama 106,4
mmHg (77-177 mmHgQ) olarak bulunmustur.

EDICER1 mdrosha =XPO5 mDGCR8 mAGO2

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

-2,00

-4,00

-6,00

-8,00

-10,00
-12,00

Sekil 4.7. 30. giin sonunda hafif TBH kategorisine giren hastalarin travma sonrasi
4-6. saat protein ekspresyon profilleri

EDICER1 mDROSHA mXPO5 mDGCR8 mAGO2

8,00
6,00
4,00

2,00
0,00
-2,00

-4,00
-6,00
-8,00

-10,00

Sekil 4.8. 30. giin sonunda hafif TBH kategorisine giren hastalarin travma sonrast
72. saat protein ekspresyon profilleri
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Calismamizda H18 ve HI19 hastalarinin GKS skorlar1 klinik takipte
kotiilesmistir. Bu hastalarin protein ekspresyon profillerinden Dicer’in azaldigi,

DGCR®&’in ise arttig1 bulunmustur (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

H DICER1 mdrosha = XPO5 mDGCR8 mAGO2

8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
-2,00
-4,00
-6,00
-8,00

Sekil 4.9. GKS skorlar1 kotiillesen hastalarin travma sonrasi 4-6. saat protein
ekspresyon profilleri

m DICER1 = DROSHA = XPO5 mDGCR8 mAGO2

6,00

4,00

2,00

0,00

-2,00

-4,00

-6,00

Sekil 4.10. GKS skorlar1 kdtiilesen hastalarin travma sonrasi 72. saat protein
ekspresyon profilleri

Gen ekspresyon profili protein diizeyinde ekspresyonu gosteren western blot

analizinin sonuglari ile dogrulanmistir.
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5. TARTISMA

Yogun bakim finitesinde agir beyin hasar1 nedeni ile yatmakta olan hasta
sayis1 giinden giine artmaktadir. Bu hastalarin prognoz tahmininde kullanilan
Klinik ve radyolojik parametrelerin yani sira giiniimiize kadar miRNA’lar da bu
amag i¢in pek ¢ok caligmanin hedefi haline gelmistir.

Calismamizda miRNA biyogenezinde rol alan Dicer, Drosha, DGCRS,
Exportin5 ve Argonaute2’nin protein ekspresyon diizeylerinin farklarinin
Olclilmiis ve kontrol grubu ile karsilastirilmasi yapilmistir ancak anlamhi bir fark
bulunamamistir. Calismaya dahil edilen hastalarin 30 giinliik GKS skorlarinda
anlamli artis bulunurken, GKS artis1 ile protein ekspresyon diizeylerin arasinda
belirgin bir iligki saptanamamustir.

Travmatik beyin hasarinda miRNA diizeylerinin olciildiigii klinik ve
deneysel (hayvan, hiicre kiiltiirii ¢alismasi1 gibi) ¢alismalar vardir (94-108). Bu
calismalarda c¢esitli miRNA diizeylerinin arttigi veya azaldigi ve hatta bazi
miRNA’larin travmanin erken doneminde azaldigi ge¢ doneminde ise arttigi
gosterilmistir. Ayrica bu degisikliklerin iyilesme donemine etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle patolojide rol alan miRNA seviyelerinin homeostatik
seviyelere g¢ekilmesi, beyin hasarli hastalarin klinik sonuglarinin iyilestirilmesi
imkan1 sunabilmektedir. Bu miRNA bazli tedavi yontemleri miRNA seviyelerinin
arttirildigr agonizma ya da inhibe edildigi antagonizma yolu ile olabilmektedir
(109-110). Sonug¢ olarak patolojik siirecte rol alan miRNA diizeylerinin
saptanmasimnin  ve modifiye edilmesinin, gelecekte gelistirilecek tedavi
yaklagimlarina 151k tutabilecegi ongoriilmektedir (111).

TBH’da miRNA degisimleriyle ilgili yapilan kisitli sayida klinik ¢aligma
mevcuttur. Bu calismalarda ¢esitli zaman araliklarinda, spesifik miRNA
seviyelerine bakilmistir (86,96,106,112,113,114).

Yang T ve ark.’nin yaptig1 bir klinik ¢alismada, 76 travmatik beyin hasarli
hasta ve 38 kontrol grubu dahil edilmis; travmatik beyin yaralanmasi tanisi
konularak (klinik ve goriintiilleme yontemleri ile) hastaneye yatirilan ve tedavisi
konservatif ya da cerrahi olarak yapilan hastalarda serum miR-93, miR-191 ve

miR-499 diizeyleri yatis sonras1 21 giinliik siire boyunca (2-7 giin, 8-14 giinler ve
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15-21 giinler olmak iizere) kontrol kanlar alinarak Ol¢lilmiistiir. Caligmada,
hastalar GKS’ye gore agir (GKS 3-8), orta (GKS 9-13) ve hafif (GKS 14-15)
olmak iizere 3 gruba ayrilmiglardir. Ayrica klinik sonlanimi belirlemede 9 aylik
siire boyunca izlenen hastalar Glasgow Outcome Skoruna (GOS) gore iyi
sonlanim (GOS=3-5) ve koti sonlanim (GOS=1-2) seklinde 2 gruba
ayrilmiglardir. Calismada, bu 3 miRNA’nin serum seviyeleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda belirgin sekilde arttigi ortaya konmustur. Ayrica, travmanin
siddeti arttikga ve kotli sonlanim gosteren hastalarda bu 3 miRNA’nin serum
seviyeleri anlamli olarak artmig bulunmustur (112).

Redell ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada travmatik beyin yaralanmasi sonrast
erken donemde (ilk 24 saatte) hastalar travma ciddiyetini belirlemede kullanilan
Glasgow Koma Skalas1 (GKS)’na gore agir (GKS <8) ve hafif (GKS > 12) olmak
tizere iki gruba ayrilmislardir. Calismada, agir kafa travmali hastalarda miRNA
subtiplerinden serum mMIRNA-16, miRNA-92a ve mIRNA-765 diizeylerinde
anlamli artis oldugu gosterilmistir. Ayni ¢aligmada hafif kafa travmali hastalarda
MIRNA-765 diizeyleri degisiklik gostermez iken; miRNA-92a ve miRNa-16
diizeyleri kontrol grubuna gore; anlamli olarak artmis bulunmustur. Bu baglamda,
travmatik beyin yaralanmasi sonrasi travma ciddiyetini degerlendirmede sozii
edilen mi-RNA subtiplerinin iyi bir marker olabilecegi ileri stiriilmiistiir (106).

MikroRNA’larin yani sira miRNA biyogenezinde rol oynayan molekiillerin
beyin dokusunda ve noral kok hiicrelerde incelendigi calismalar bulunmaktadir.
Dicer ve DGCRS silinmesine bagli serebellumda noral prekiirsor hiicrelerde DNA
hasar1 ve apopitoz gorilmiistiir. Bu sonu¢ da miRNA biyogenez yolagim
potansiyel bir tedavi hedefi haline getirmektedir (115). Dicer eksikligine bagh
olgun miRNA yoklugunun ise santral sinir sisteminde ve diger organlarda
malformasyona neden oldugu deneysel caligmalar mevcuttur (116). Ratlarda
gecici orta serebral arter okliizyonu sonrasi Drosha, Dicer, DGCRS8 ve Exportin 5
seviyelerinin degismedigi gosterilmistir (117). Noral kok hiicrelerde DGCR8
proteininin silinmesine bagli DNA replikasyonu, protein translasyonu, hiicre
siklusu progresyonu ve DNA hasar tamirinin azaldig1 gosterilmistir (118). Dicer
ve DGCRS’in farede yetersiz ekspresyonunun sinaptik protein ekspresyonunda,

sinaptik iletimde, 6grenme ve hafizada degisimlere neden oldugu gdsterilmistir
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(119,120). Ayrica Dicer ekspresyonu bozuk olan farelerle yapilan ¢aligmalarda
ndronal farklilasmanin ve apopitozun arttig1 ek olarak beynin ¢esitli bolgelerinde
(korteks, serebellum, hipokampus) anomalilerin gelistigi bulunmus (121).

MikroRNA islenmesinde gorev alan komponentlerin basta kanser olmak
tizere bircok hastalikla ve klinik seyirle bagdastirildigi yayinlar bildirilmistir
(83,122-126). Ek olarak nérolojik hastaliklarla da iligkilendirildigi ¢alismalara da
rastlanmaktadir (127,128,129).

McKiernan ve arkadaslarinin hipokampal sklerozlu temporal lob epilepsi
tanil1 hastalarin beyin dokusunda yaptig1 ¢aligmada ise kontrol grubuna gore Dicer
diizeylerinin diisilk, AGO diizeylerininse yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica
Dicer diizeyinin azalmasina bagl olarak, ayni hasta grubunda incelenen 380 olgun
mikroRNAnin %54’iniin ekspresyon diizeylerinin azaldigin1 ve %21’inin ise
tespit edilemedigini bildirmislerdir (127).

He ve arkadaglarimin depresyon tanili hastalar1 ve saglikli goniilleri
karsilagtirdig: bir ¢alismada ise DGCRS genindeki varyasyonun depresyon riskini
belirgin olarak arttirdig1 bildirilmistir (128).

Jafari ve arkadaslarinin, multiple sklerozlu hastalarin kan orneklerinden
Drosha, Dicer ve DGCRS diizeylerinin bakildig1 calismada, bu protein
diizeylerinin hastalarda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundugu tespit
edilmistir (129).

TBH’da sekonder hasar nedenlerinden biri hipoksidir. Hipoksinin agir
TBH’dan sonra morbidite ve mortaliteyi arttirdigit ve kognitif fonksiyonlari
kotiilestirdigi bircok ¢calismada kanitlanmastir (55,130,131).

Hipoksinin miRNA biyogenezinde bir¢ok noktada etki ettigine dair veriler
mevcuttur (132) (Sekil 5.1). Wu ve ark.’lar1 yaptiklar1 deneysel bir g¢alismada,
hipoksinin tip | kollajen prolil-4-hidroksilaz araciligiyla Ago2’nin birikmesine yol
actigim gostermisler (133). Ibrahim ve ark.’lar1 ise farelerde hepatoselliiler kanser
modeli olusturduklart bir deneyde, kanserli hiicrelerde hipoksiye bagli gelisen
Dicer down-regiilasyonunu (azalmis ekspresyonu) gostermislerdir (134). Meme
kanseri hiicreleri ile yapilan bagka bir ¢alismada da yine benzer sekilde hipoksiye
maruz kalan hiicrelerde Dicer mRNA ve protein seviyelerinde belirgin bir azalma

saptanmig (135). Over kanseri olusturulan farelerde yapilan bir calismada,
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hipoksik sartlarda ekspresyonu artan miRNA 630’un Dicer’1 inhibe ettigini ve
anti-miR-630 ve anti-vaskiiler endotelyal growth faktér kombinasyon tedavisinin
Dicer ekspresyonunu arttirdigini ve timor biiylimesi ve metastazini azalttigi
gosterilmis (136). Bu veri sayesinde hipoksi aracili patofizyolojik siireclerde yeni

terapotik yaklagimlarin gelistirilebilecegi Ongoriilebilir.

Hypoxia

/ THIF \
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K NUCLEUS / CYTOPLASM

Sekil 5.1. MiRNA biyogenezinin hipoksi aracili regiilasyonu (132)

mMRNA Degradation
Translational Repression

Calismamizda hem 1 haftada taburcu olan (H3, H5, H8, H13, H20) ve hem
de agir TBH sinifindan hafif TBH sinifina yiikselen hastalarda (H2, H3, H4, H5,
H7, H8, H9, H13, H16, H20, H21) Dicer ekspresyonlarinin belirgin bir sekilde
arttigini gozlemledik. Kisa donemde yogun bakimdan taburcu olan hastalarda bir
sekonder hasar faktorii olan hipoksinin mevcut olmadigi géz 6niine alindiginda bu
hastalarda Dicer’in hiicresel anlamda beyin dokusunda makul bir sekilde islevini
yerine getirdigi ve klinik seyrin buna bagli olarak iyilestigi sonucuna varilabilir.
Ayrica agir TBH smifindan hafif TBH sinifina yiikselen 11 hastanin 8’inde (%72)
Ago?2 protein ekspresyon diizeylerinin azaldigini tespit ettik ve bu veri de hipoksi
varliginda Ago2’nin arttigin1 gosteren ¢aligmalarla uyumludur.

Travmatik beyin hasarli hastalar1 klinik siniflamasi ve takibinde GKS skoru
uzun yillardir kullanilan bir yontemdir. GKS skorunun bir defaya mahsus
Olclilmesinin kisitliliklart mevcuttur ve bu nedenle aralikli olarak Olgiilmesi

gerekmektedir (137). Azalan bir GKS skoru, baslangigta diisiik olan bir GKS
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skoruna gore kotii sonuclari tahmin etmede daha basarili iken (138,139),
yiikselme egiliminde olan bir GKS iyilesmis sonuglar1 gostermektedir (137).
Cocuklarda da, GKS skorunda iyilesme sagkalim oranlarini arttirmaktadir (140).

Calismamizda hastalarin prognoz tayini i¢in baglangi¢ ve 30 giin sonra GKS
skorlar1 Ol¢iilmiistiir. Sedasyon ve noromuskiiler blokaj gibi tedaviler GKS
skorunun optimizasyonunu bozdugu icin hastalarin GKS degerlendirmesi bu gibi
tedavilerin  uygulanmadigindan veya uygulandiysa da etki siiresinin
sonlandigindan emin olunduktan sonra yapilmistir.

Calismada TBH’1 oraninin motorlu tasit kazalarinda daha fazla oldugu
bulunmustur. Literatiir tarandiginda uyumlu sonuglarin oldugu c¢alismalar
mevcuttur, ancak diismeye bagli travmalarin TBH epidemiyolojisinde daha sik
oldugunu bildiren yayinlar da vardir (8,141).

Istatistiksel anlaml1 ¢ikan bir diger demografik veri yastir. TBH grubunda
(hasta grubu) yas kontrol grubuna gore anlamli diisiik ¢ikmistir ve bu veri 6nceki
caligmalarla uyumludur (7,8).

Calismamizda travma sonrasi ilk 3 giinde cerrahi gegiren hastalar ¢alismaya
dahil edilmemistir. Boylece hem hasta hem de kontrol grubunda, miRNA
biyogenezinde rol alan proteinlerin diizeylerine etki edebilecek ek faktorlerden
biri elimine edilerek hasta standartizasyonu optimize edilmeye calisilmistir.

Bu calismada 6zgilin olarak tiim miRNA diizeylerini etkileyebilecek olan
sentez proteinlerinin diizeylerine bakilmistir ve literatiir tarandiginda benzer bir
calisma bulunamamastir.

Calismanin kisithliklar1 arasinda 6rneklem sayisinin az olmasi, hastalarin
kisa bir donem (30 giin) sonunda takip edildikten sonra klinik degisimlerinin

kaydedilmesi ve uzun donem sonuglarin ¢caligmaya dahil edilmemesi sayilabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Insan ve deneysel ¢alismalar, kafa travmali hastalarda; travmatik beyin
yaralanmasinin tanisinin, siddetinin ve prognozunun olas1 gdstergeleri icin
serumda ve beyin omurilik sivisinda biyobelirtegler olarak ¢esitli spesifik
mikroRNA’lar1 tanimlamistir. Caligmamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda
agir TBH’l1 hastalarda miRNA biyogenez komponentlerinden Dicer, Drosha,
Exportin5, DGCR8 ve Argonaute2 proteinlerinin ekspresyon degisimleri
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Ancak hasta bazinda ekspresyon
degisimleri incelendiginde agir TBH sinifindan hafif TBH sinifina yiikselerek
belirgin GKS artis1 saptanan hastalarin Dicer ekspresyonlarinin arttigi ve Ago2
ekspresyonunun da bu grupta ¢ogu hastada azaldigi fark edilmistir. Kisa siirede
yogun bakimdan taburcu olan hastalarda ise yine Dicer ekspresyon profilinin
arttig1 gozlemlenmistir.

Literatiir tarandiginda TBH ile miRNA biyogenezinde rol alan proteinler
arasinda iliskiye yonelik klinik bir c¢alismaya rastlanamamistir. Calismamizda
hasta sayisinin az olmasit nedeni ile istatistiksel analizin anlamli olmamasi
beklenen bir sonugtur. Bu nedenle bu konuda daha fazla 6rneklem sayili ileri

caligmalara ihtiyag vardir.
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7. OZET

Yogun Bakimda Takip Edilen Travmatik Beyin Hasarhh Hastalarda
MikroRNA Biyogenezinde Yer Alan Komponentlerin Ekspresyon

Diizeylerinin Prognozla iliskisi

Travmatik beyin hasarli hastalarin yogun bakim initesi takibinde Klinik,
radyolojik ve elektrofizyolojik veriler prognozu degerlendirmede katki saglasa
bile kesin bir prognostik belirteg giliniimiizde henliz bulunamamistir.
MikroRNA’lar  kii¢iik, 19-28 niikleotidden olusan, protein sentezini
posttranskripsiyonel diizeyde regiile eden, endojen, kodlanmayan RNA
molekiilleridir. miRNA biyogenezi ¢ekirdekte ve sitoplazmada olmak {iizere iki
basamakta gerceklesir. Bu basamaklarda Ozellesmis molekiiller gorev
yapmaktadir. Bunlardan en spesifik olanlar1 RNaz III ailesinden olan Drosha
enzimi ve kofaktorii Pasha (DGCRS), tasima reseptorii olan Exportin5, yine RNaz
IIT ailesine ait bir enzim olan Dicer endoniikleazi, kararli zincir seg¢ilimini
saglayan Argonaute proteinidir. MikroRNA sentezinde gdrev alan molekiillerin
islevlerini dogru yapamamalar1 halinde sentezi hedeflenen mikroRNA’nin da
fonksiyonunun bozuldugu bilinmektedir.

Son yillarda mikroRNA’lar ¢esitli hastaliklarda biyobelirteg¢ olarak
arastirtlmaktadir. Yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalar, travmatik beyin hasarinda
diizeyleri Olciilen, prognostik ve diagnostik agidan degerli bir¢ok mikroRNA
gostermistir. Ancak travmatik beyin hasarli hastalarda mikroRNA biyogenez
komponentlerinin seviyeleriyle ilgili veriler kisithidir.

Calismamizda Akdeniz Universitesi Anestezi Yogun Bakim Uniteleri’ne
kabul edilen ve travmatik beyin hasar1 geligsen 21 hastanin travma sonrasi sonrast
4-6. saat ve 72. saatte alinan kan 6rneklerinden Dicer, Drosha, DGCRS8, Exportin5
ve Argonaute2 seviyelerinin Olg¢iilmesi ve kontrol grubu ile karsilagtiriimasi
planlanmaktadir. Caligmanin kontrol grubunu travma nedeni ile yogun bakimda
takip edilen fakat beyin hasari tanisi olmayan 21 hasta olusturacaktir. Erken

(travma sonrasi1 4-6. saatler) ve gec¢ (72. saat) donemde Olgiilen protein
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diizeylerinin farklt olup olmadiginin saptanmasi ve bu degisimin prognoza
etkisinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Calismamizdan elde edilen Ssonucglar dogrultusunda agir TBH’l1 hastalarda
miRNA biyogenez komponentlerinden Dicer, Drosha, Exportin5, DGCR8 ve
Argonaute2 proteinlerinin ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir. Ancak hasta bazinda ekspresyon degisimleri incelendiginde agir
TBH smifindan hafif TBH sinifina yiikselen hastalarin Dicer ekspresyonlarinin
artigit ve Ago2 ckspresyonunun da bu grupta c¢ogu hastada azaldigi fark
edilmigtir. Kisa siirede yogun bakimdan taburcu olan hastalarda ise yine Dicer

ekspresyon profilinin arttig1 gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Travmatik Beyin Hasari, Prognoz, MikroRNA, MikroRNA

Biyogenezi
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8. ABSTRACT

The Relationship Between Prognosis of Expression Levels of Components in
MicroRNA Biogenesis in Patients with Traumatic Brain Injury in Intensive

Care

A definitive prognostic marker has not been found yet, although clinical,
radiological and electrophysiological data contribute to the prognosis of traumatic
brain injury patients. MicroRNAs are small, endothelial, non-coded RNA
molecules consisting of 19-28 nucleotides that regulate protein synthesis at the
post-inflammatory level. The miRNA biogenesis takes place in two steps: the
nucleus and the cytoplasm. Specialized molecules serve in these steps. The most
specific of these are the Drosha enzyme from the RNase Il family and the
cofactor Pasha (DGCRS8), the transport receptor; Exportin5, the Dicer
endonuclease, an enzyme belonging to the RNase Il family; the Argonaute
protein that provides stable chain selection. It is known that if the molecules
involved in microRNA synthesis are not able to function correctly, the function of
the targeted microRNA is impaired.

In recent years microRNAs have been investigated as biomarkers in various
diseases. Clinical and experimental studies have shown many microRNAs that are
valuable in terms of prognostic and diagnostic levels, which are measured in
traumatic brain injury. However, data on the levels of microRNA biogenesis
components are limited in patients with traumatic brain injury.

In our study, it was planned to measure Dicer, Drosha, DGCRS8, Exportin5
and Argonaute2 levels of 21 patients who were admitted to Akdeniz University
Anesthesia Intensive Care Units and who had traumatic brain injury in the 4-6.
hours and 72 hours after the trauma and compared with the control group. The
control group of the study consisted of 21 patients who were followed up in the
intensive care unit due to the trauma but were not diagnosed with brain injury. It
is aimed to determine whether the protein levels measured in early (post-traumatic
4-6. hours) and late (72 hours) period are different and to determine the effect of

this change on prognosis.
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According to the results of our study, the expression changes of Dicer, Drosha,
Exportin5, DGCR8 and Argonaute2 proteins from miRNA biogenesis
components were not found statistically significant in patients with severe TBI.
However, when we investigate the patients one by one, it was noticed that Dicer
expression of the patients who increased from severe TBI to mild TBI class
increased and that the expression of Ago2 decreased in most patients in this
group. It was observed that Dicer expression profile was increased in patients who

were discharged from the intensive care unit in a short time.

Key Words: Traumatic Brain Injury, Prognosis, MicroRNA, MicroRNA
Biogenesis
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