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1. GIRIS ve AMAG

Kafa travmasi, noérosirtrji acillerinde en sik karsilagilan problemlerin baginda
gelmektedir. Kafa travmasindan sonra olugsan Travmatik Beyin Hasari (TBH) modern
tiptaki tim gelismelere ragmen hala 6énemli bir saglik problemi olmaya devam
etmektedir. Travma sonucu Santral Sinir Sisteminde (SSS) ilk olarak primer beyin
hasari meydana gelmektedir. Primer beyin hasari subdural hematom, epidural
hematom, intraserebral hematom gibi kafa i¢i kanamalari, kafatasi kiriklari, skalp
yaralanmasi, beyin kontlizyonu ve laserasyonunu icermektedir. Kafa travmasi
sonrasi beyinde gelisen hasardan primer hasarla beraber sekonder hasar da sorumiu
tutulmaktadir. Sekonder hasar, primer beyin hasarindan saatler ve ya ginler sonra
ortaya cikabilen, bircok farkli fizyopatolojik olaylara bagli bir durumdur. Sekonder
hasarin, TBH olan hastalarda prognozu olumsuz yonde etkiledigi ispatlanmistir.
Sekonder hasarda rol alan mekanizmalar arasinda norotransmitter salinimi, serbest
radikal olusumu, kalsiyum bagimli hlcre hasari, gen aktivasyonu, mitokondrial
disfonksiyon ve enflamasyon yer almaktadir (1). Ayrica eksitatuar reseptorlerin
aktivasyonu, hipermetabolizma, iskemi, membran iyon pompalarinin yetersizligi,
arasidonik asit metabilizmasinda artma, serebral 6dem ve akut beyin sismesi de
sekonder hasara neden olmaktadir (2).

Sekonder beyin yaralanmalari nérokimyasal aracilarla yayilrlar (3). Glutamat
ve aspartat gibi eksitatuar aminoasitler TBH sonrasinda ylkselirler. Hcrelerde
sisme, vakualizasyon ve ndron 6limine yol acgarlar. Klor ve sodyumun hicre igine
girmesine ve dolayisiyla akut néronal sismeye neden olduklari gibi, kalsiyumun da
hicre igine girisine bagl olarak gecikmis hlicre harabiyetine neden olurlar.
Travmatize beyinde artan metabolik gereksinim ve travma sonucu sempato-
adrenomedauller aksis ve seratonerjik sistemin uyariimasinin induklemesi ile meydana
gelen glukoz kullanimindaki yetersizlik beyindeki zarari daha da artirir. Yaralanmanin
siddetini artiran diger biyokimyasal islemler arasinda kalsiyumun hicre icine girisine
olumsuz katkida bulunan, azalan intraseltler magnezyum sayilabilir. Darbeyi takiben
beyin harabiyetinin olusumundan sorumlu patofizyolojik mekanizmalarin nasil
calistigi Ozetlenecek olursa, darbeyi takiben hemen yogun norotransmitter salinimi

meydana gelir (4). Bunlar asetilkolin, katekolaminler ve glutamattir.



Sekonder hasardan sorumlu faktérlerden olan enflamasyon, eksitotoksisite ve
beyin ddemi kafa ici basinci ylkseltmekte ve etkili tedavi edilmezse morbidite ve
mortaliteyi artirmaktadir. Tedavide en sik mannitol, hipertonik salin, hipotermi,
barbitirat komasi ve birtakim anti-enflamatuar ilaclar (TNF-alfa antagonistleri)
kullaniimaktadir. Kafa travma tedavisinin cerrahi tedavi yontemlerinden biri olan
Beyin Omurilik Sivisinin (BOS) bosaltiimasi, etkin bir basing azalmasi olugtururken
travma sonrasi olusan ve ikincil hasara neden olabilen metabolitleri de ortamdan
uzaklastirir (5).

TBH sonrasi ortaya ¢ikan bir takim proinflamatuar sitokinler mikrogilial ve
astrositik aktivasyona sebep olmakta bu aktivasyon da ha sarin siddetini
artirmaktadir. Bu proinflamauar sitokinlerin basinda TNF-alfa, IL-1 ve IL-6
gelmektedir. Bu sitokinler serebral ddeme, kan beyin bariyerinin bozulmasina ve
sekonder noronal hasara yol agarak hasarin giddetini artirirlar (6, 7).

Etanercept, IgG’ye baglanarak etki gbsteren rekombinant TNF-alfa reseptor
protein dimeridir. TNF-alfa antagonisti olmasi sebebiyle kuvvetli antienflamatuar etki
gosterir (Francis et al. 2004).

Yapilan ¢alismalarda; TBH olan hastalarda Etanercept kullaniminin kan beyin
bariyeri disfonksiyonunu, intrakranial nétrofil infiltrasyonunu ve néronal hicre
olumunu azalttigi, tim bunlarin sonucu olarak da hastalarin ndrolojik son durumunda
ciddi iyilesmelere yol actigi gosterilmigstir (8).

Bu calismadaki amacimiz ciddi kafa travmasi gegiren siganlarda Etanercept’in

akut déonemde antiodem, antienflamatuar ve néroprotektif etkilerini incelemektir.

2. GENEL BILGILER

2. 1. Kafa Travmasi

Kafa travmasi, gelismekte olan uUlkelerde ve buyuk kentlerde Ozellikle geng
nufusta 6lum ve sakatliklara neden olan en 6nemli halk saghgdi sorunlarindandir. Ayni
zamanda hastanelerin acil birimlerinde tedavi edilmeye calisilan, 6lim ve sakatlik
oranlari yiiksek olan bir travma grubudur (9,10). Yaklasik 300 milyon kisinin yasadigi
ABD’de her yil yaklasik 1,4 milyon insan TBH gecirmekte, bunlarin 1,1 milyonu

hastanelerin acil polikliniklerine basvurmakta, 235,000 hasta yatiriimakta ve de



50,000 hasta kaybedilmektedir (9). Dinyada ise her yil 10 milyon insan TBH
nedeniyle hastaneye yatiriimaktadir. Gunimuzde dinyada 57 milyon insanin
O0zgecmisinde bir veya daha fazla kez TBH nedeniyle hastaneye yattigi
belirtiimektedir (11).

Turkiye istatistik Enstitisti Kurumu verilerine gére (lkemizde 2008 yilinda
meydana gelen toplam 104.212 6lumla yaralanmali kazada, Olen sayisi 4.236 iken
yarall sayisi 184.468 dir. Ayni rakamlar 2009 yili i¢in 8lUmll yaralanmali toplam kaza
sayisi 111.121, Olen sayisi 4.324 ve yarali sayisi 201.380°dir (Tablo 1) (12). Bu
sonuglardan Ulkemizde her yil dnlenebilir nedenlerle yaklasik 4000-5000 kisinin
yasamini kaybettigi, 150.000-200.000 kisinin de yaralandigi anlasiimaktadir.
Yaralilarinda bir kismi eski isine donemedigi anlasiimaktadir. Bu hastalarin bir kismi
ve bunlarin aileleri hayat boyu devam eden bilissel, ruhsal, duyusal, motor ve diger
bazi eksikliklerle karsilasmaktadir. Butin bu verdigi zararlara ragmen TBH, toplumun
blylk bir kesimi bundan habersiz oldugundan "Sessiz Salgin” olarak da adlandirilir
(9). Maddi agidan da ciddi sonuclar ortaya cikaran TBH'nin yiksek oranda tibbi
giderlere ve is gucl kaybina yol actigi bilinmektedir (11) Hastane kayitlarinin
incelenmesi ile yapilan epidemiyolojik ¢alismalarin sonucunda elde edilen bilgiler, risk
faktorlerinin belirlenmesine, koruyucu ¢alismalarin planlanmasina, ilk girisim ve tedavi
dizenlemelerinin gelistiriimesine fayda saglar.

Mekanik kafa travmasinin etkileri kontizyondan agir koma ve 6lime kadar
degismektedir. TBH'a baglh gelisen o6lumlerin yaklasik %901 ilk 48 saat iginde
gerceklesmekte ve bunun genellikle beyin sapi herniasyonuna ve kontrolstuz Kafaigi
Basing Artisi Sendromuna (KIBAS) bagl oldugu diisiinilmektedir (13,14).

Tablo 1. Trafik kazasi basina ortalama 6lU ve yarali sayisi, Turkiye 2000- 2009 (12)



Trafik kaza sayisi ol varall
Sayisi (%"°) Sayisi (%)
2000 75991 5510 72,51 136 751 1799,57
2001 66 243 4 386 66,21 116 203 1 754,19
2002 65 748 4 093 62,25 116 412 1770,58
2003 67 031 3946 58,87 118 214 1 763,57
2004 77 008 4427 57,49 136 437 1771,73
2005 87 273 4 505 51,62 154 086 1 765,56
2006 96 128 4 633 48,20 169 080 1 758,90
2007 106 994 5 007 46,80 189 057 1 766,99
2008 104 212 4 236 40,65 184 468 1770,12
2009 111121 4 324 38,91 201 380 1812,26

(Olimli, yaralanmali kaza) (Not: Jandarma ve trafik polisi sorumluluk bélgesindeki kazalari kapsar.)

Ulkemizde yapilan bir calismada, 2006 yili boyunca acil poliklinigine kafa
travmasi nedeniyle basvuran 1787 olgudan kliniJe vyatirlan 430 olgu
degerlendirilmis, TBH’nin en sik iki nedeninin yuksekten digsme (%40) ve motorlu
tasit kazalari (%37) oldugu g6zlenmigtir (15).

Serebral doku hasari olusum mekanizmasinda darbe aninda olusan birincil
hasar noéral dokunun yirtilmasi, ezilmesi sonucu olugur ve geri donugsiz, bir
anlamda dokunulamazdir. Bugunki bilgilerimizle onlem almak diginda seyrini
degistirmek olanaksizdir. Dogrudan hasar kontakt ve yansiyan enerji transferini
icermektedir. Bu mekanik zorlanmalarin yani sira birincil hasarin kendisi serebral
vaskiiler yapilarda yirtima ve kopmalara da yol agmaktadir. ikincil hasarin esasini
olusturan hiicresel olaylar déngiisii ise birincil hasarla baslar. ik saatlerde
enflamatuar, eksitotoksik, oksidatif stres,

metabolik, vaskuler ve mitokondriyal mekanizmalarla aktive olur. Bu slregte yer tutan
birincil lezyona yodnelik girisimler, hipoksi ve hipotansiyonun énlenmesi, sivi elektrolit

dengesinin saglanmasi ise ikincil hasari yavaslatir ve/veya durdurabilir. Bu




kanitlanmis bilgiler 1s1ginda ilk saatlerin 6nemi tartismasizdir ve buradan yola ¢ikarak

ikincil hasarin énlenebilir oldugu da sdylenebilir (16).

2.2. Kafa Travmalarinin Siniflandirilmasi
Kafa travmalar Glaskow Koma Skoru (GKS) esas alinarak hafif, orta ve

siddetli olarak siniflandirilir (17,18).

2.2.1. Hafif (Minér) Kafa Travmalari

Hafif kafa travmasi tanimi, ilk kez Rimel ve ark. tarafindan, 1981 yilinda
yayinlanan bir makalede kullaniimigtir (19). Bu makalede, GKS skoru 14 ile 15
arasinda olan, biling kaybi 20 dakikadan kisa surmis ve hastanede yatis slresi 48
saatten daha kisa kafa travmasi olgulari hafif kafa travmasi olarak adlandiriimistir.
Gunumuzde kafa travmasi nedeniyle acil servislere bagvuran hastalarin %80’inden
fazlasi, bu gruba girmektedir (20). Bilgisayarli Tomografinin (BT) yaygin olarak
kullanilmaya baslanmasi ile birlikte, bu hastalara yaklasimla ilgili ¢esitli tartismalar
ortaya ¢cikmistir. Sayica ¢ok fazla hasta olmasi ve bu hastalarin sadece ¢ok kiguk bir
kisminda intrakranyal patoloji bulunmasi nedeniyle, gerek ekonomik gerekse tibbi
acidan, bu hastalarin hepsine BT ¢ekmek mimkin degildir. Bu nedenle birgok
ulkeden, hafif kafa travmal hastalarin hangilerine BT ¢ekmek gerektigi konusunda
calismalar yayinlanmis ve protokoller énerilmistir (21, 22, 23, 24). Her ne kadar
yayinlanan protokollerde, GKS skoru 13 ve 14 olan hastalara yaklagimla ilgili 6neriler
birbirine yakin olsa da, GKS skoru 15 olan hastalar konusunda, halen net bir tavir s6z

konusu degildi (25).

2.2.2. Orta Kafa Travmasi

Hastanin giris GKS 9 ile 13 oldugu zaman orta kafa travmasi olarak
tanimlanmaktadir. Bu hastalar komatéz degildir. Ancak g6z agmada, kelimeleri
konusmada veya komutlari izlemede yetersizlik tanimlanmistir. Orta siddetli kafa
travmall hastalar kafatasi kiriklari, beyin parankiminde kontltizyon ve laserasyonlari ve
ayrica Diffiiz Aksonal Hasari (DAH) igerirler. intrakranyal basing artigl, epidural ve
subdural hematomlar gibi daha sonra geligebilecek komplikasyonlar icin artmig risk

icerirler. Sonugta bu hastalar baslangigta dikkatli arastirmay gerektirirler ve sonraki



takipleri yogun bakim Unitesinde olmalidir. Yasam prognozlari genellikle iyidir, fakat

iyilesme siklikla tanimlanan sekeller ile komplikedir (17, 18).

2.2.3. Ciddi (Agir) Kafa Travmasi

Agir kafa travmasi GKS 8 ve daha disuk olan hastalar icin kullanilir. Bu
hastalar komatoz olarak kabul edilirler. GKS 3 ve 4 olan hastalar kritik yaralanmall
hastalar olarak tanimlanmistir, bunlar GKS 5 ve 8 olanlara gére daha koétl prognoza
sahiptir. Agir Kafa Travmasinda sekonder hasar gelismesini onlemeye yonelik ilk
miidahale olay yerinde baslanmalidir. ilk tetkik ve genel degerlendirme sonrasi tiim
hastalarin takip ve tedavileri yogun bakimda yapiimaldir. Basi ve kitle etkisi olusturan
kanama veya kontlizyonu olan ve dekompreyon gerektiren hastalar vakit gegirmeden
opere edilmelidir. Tedavideki ana prensip sekonder beyin hasari olusumunu
Onlemektir. Hipotansiyon, hipoksi ve intrakraniyal hipertansiyon ile micadele edilerek
serebral perfiizyon ve oksijenasyonun normal dizeylerde tutulmasi saglanmalidir.
Serebral homeostazi dizenleyerek iskemi olusumunu &énlemek tedavinin temelini
olusturur. Tedavide gunUmuzdeki gelismeler dogrultusunda, entubasyonun ve
intrakraniyal basin¢g monitorizasyonun tim agir kafa travmall hastalara uygulanmasi
Onerilmekte, steroid tedavisi ve profilaktik hiperventilasyon uygulamalari ise artik

Onerilmemektedir (17, 18).

2.3. Kafa Travmasinin Fizyopatolojisi
Kafa travmasi sonucu meydana gelen yaralanmalar Primer Beyin Hasari
(birincil yaralanma) ve Sekonder Beyin Hasari (ikincil yaralanma) seklinde iki grupta

siniflandiriimaktadir (17, 18).
2.3.1. Primer Beyin Hasari

Primer Beyin Hasari serebral kontlizyon, intrakranial hematom (epidural,
subdural, subaraknoid), diffiz aksonal yaralanma ve akselerasyon- deselerasyon
sonucu meydana gelir. Kortikal kontlzyonlar kafa kaidesinde kemik yapinin
Ozelliklerine bagli olarak belirli bodlgelerde ortaya ¢ikar. Orbitofrontal ve
anterotemporal bolgeler siklikla etkilenir. Kontluzyonlar, subaraknoid kanama ve
izleyen epileptik ataklarla iligkilidir. intrakranial basing artigi ve fokal sensorimotor

defisitler gorulir (26). intrakranial hematomlar travmadan sonra belirli bir sessiz



periodu olanlarda klinik bozulma ve Olim icin en o6nemli nedendir. Epidural
hematomlar orta meningeal arter yaralanmasi ve temporal kemik skuamdz bdlge
kiriklar ile beraberdir. Epidural hematomlarda; orta meningeal arter kafa kemiklerini
besledidi icin beyin hasari iskemiye degil basinca bagh olarak gelisir. Subdural
hematom, kanin duramater ile araknoid membran arasindaki subdural mesafede
toplanmasidir ve blyuk c¢odunlugu vendz kdkenlidir. Beynin hareketi ile baglantil
lezyonlardir. Orta veya agir kafa travmalarindan sonra olusan intraserebral hematom,
genellikle kitle lezyon olusturur ve ¢cogu travmadan sonra ancak 24 saatte gorunur
hale gelir. Kursun yaralanmalari, perfore yaralanmalar ve depresyon frakturleri gibi
darbenin, kafanin nispeten kiglk bir bdlgesine isabet ettigi vakalarda da intraserebral
hematom goérilebilir (27). Karakteristik bdlgelerde petesiyel kanamalar DAH belirtisi
olarak kabul edilir (26). DAH, TBH nedenlerinin %40-50’sidir. Travmadan sonra suur
kaybinin en dnemli nedenidir. Akselerasyon-deselerasyon ve rotasyonel travmalar en
onemli nedendir. Aksonal gerilme yaralanmalari orta hat dokularda, serebral korteks
parasagittal beyaz cevherde, korpus kallosum, superior serebral pedinkul yaninda ve
pontin-mezensefalik bileskede gorulir (28, 29). DAH, ancak mikroskopik olarak
taninir. DAH; ayni zamanda "sallanan bebek sendromu (shaken baby syndrome)” ve
yuksek hizli carpismalarda gorulebilir. DAH, spor yaralanmalari ile ulasim iligkili
yaralanmalardan kaynaklanan TBH’nin tutarli bir 6zelligidir (30, 31). Warner ve ark.
tarafindan DAH, agirlikli olarak beyaz madde hasari ile karakterize TBH tipi olarak
tanimlanmistir. Travmatik DAH, serebral atrofi ile iligkilendiriise de beyaz madde
hacmi ile afferent ve efferent aksonal yollarin travmatik aksonal yaralanma ile iliskisi
bilinmemektedir (29). Bunun vyaninda, bilissel eksikligin belirli bdlgelerdeki
posttravmatik beyin hacmi ile iligkisi belirsizdir. Yapilan ¢alismada travmatik aksonal
yaralanma belirtecleri ile kortikal ve subkortikal yapilarin hacmi arasindaki iliski ve
ayni zamanda bilissel sonuglarin bdlgesel beyin hacmi arasindaki iligkisi
incelenmistir. Calisma sonuglari, travmatik aksonal yaralanmanin post travmatik

atrofinin birincil mekanizmasi olabilecegini gostermektedir (29).

2.3.2. Sekonder Beyin Hasari
Sekonder beyin hasarinda beyin 6demi, ylksek intrakranial basing ve felg

benzeri intrakranial bulgular olabildigi gibi, hipoksi, hipotansiyon, hiperkapni,



hipertermi, anemi ve elektrolit dengesizlikleri gibi sistemik bulgular da olabilmektedir.
Beyin parenkimindeki birincil hasarin bir tedavisi yoktur. Ancak yukarida sayilan
intrakranial ve sistemik bulgular kontrol altina alindiginda sekonder hasar ciddi
oranda azaltilabilmektedir. Son yillarda, ikincil beyin hasarina dair yapilan klinik ve
laboratuvar arastirmalar daha Once bilinmeyen ve kafa travmasini takip eden
metabolik duzensizlikleri agiklamigtir. Bunlar, daha yeni anlasiimaya baslanan
travmatik beyin hasarinin bazi molekuler ve biyokimyasal mekanizmalari ve eksitator
aminoasitlerin roll; beyindeki serbest radikallerin biyolojisi; sitokinler; néroendorfinler
ve nitrik oksidin etkilerini icermektedir. (17, 18). Kisacasi, sekonder hasarin olusumu,
hastanin primer yaralanmaya yaniti ve yapilan medikal tedaviye baghdir (26).

Travmanin hemen ardindan hipotansiyon (sistolik kan basinci <90 mmHg)
veya arteriyel oksijen basinci <60mmHg olmasi ile morbidite ve mortalite artar.
intrakranial hipertansiyon prognozu kétiilestirir. intrakranial Basing (IKB) takibi siddetli
kafa yaralanmalarinda GKS’nin 3-8 olmasi durumunda, anormal BT veya normal
BT’ye karsin 40 yas ustl olan, siddetli travma geciren, sistolik kan basinci 90 mmHg
altinda olanlarda yapilir (26). Yeterli serebral perflizyon basincinin saglanmasi
hipoksik, hipotansif sekonder etkileri azaltir. Serebral perflizyon basinci = ortalama
arter basinci- intrakranial basinctir. Bu fark sifir oldugunda serebral kan akimi durur.
Serebral Kan Akimi (SKA) 100 gram beyin dokusundan 1 dakikada geg¢en mililitre
cinsinden kan miktaridir ve beyinde bolgesel olarak degisiklik gdsterir. Ortalama SKA;
mikst kortikal akim igin 53 ml/100gr/dk, beyaz cevher i¢cin 100 ml/100gr/dk ve gri
cevher igin 80 ml/100gr/dk’dir (32).

SKA 18 ml/100gr/dk’nin altina dustiginde beyin elektriksel aktivitesi bozulur.
Bu seviyede sinaptik ileti durmakla birlikte hiicre membranina bagh iyon pompalari
gorevlerini surdurdrler. Akim 10 ml/dak /100 g doku'nun altina distiginde ise
transmembran iyon degisimi durur; ekstrasellller sividaki potasyum konstrasyonu,
intrasellller sodyum ve kalsiyum miktari artar ve hicre 6lur. 1 0 - 1 8 ml/dak /100 g
doku arasindaki serebral kan akimi degerleri “penumbral zon= iskemik penumbra”
olarak isimlendirilen bdlgeyi ifade eder ve kisa surede reperfuzyon saglandijinda
kalici hasar olmadan dizelme olur (33). Geng erigkinlerde serebral perflizyon

basincinin 70mmHg olmasi, gocukta 50mmHg olmasi yeterlidir.



Sekonder hasar da prognozu etkileyen en 6nemli faktérlerden olan KB
arttiginda once kan, sonra da BOS kafa ici boslugunu terk eder ve bunlarin terk ettigi
yeri sikismis beyin dokusu doldurur ve herniyasyon tablolari olusur. Kafa
travmalarinda IKB’In normal sinirlarda tutulmasi, mortalite ve morbiditeyi
dislrmektedir. Tim tedavilerde IKB'I azaltmak amaglanmalidir (27). IKB azaltiimasi,
hematomun bosaltilmasi veya serebral 6demde mannitol kullaniimasi seklindedir.
Mannitol beyinden sivi atilmasini saglar. Eksternal ventrikiler direnaj intrakranial
hipertansiyon tedavisinde erken donemde intrakranial volimd azaltir. Ancak
hiperventilasyonla arteryel CO2 nin 30 mmHg altina inmesi serebral kan akimini
azaltarak sekonder iskemiye yol agabileceginden yiikselmis IKB tedavisinde etkisi
kisithdir. Hiperventilasyon, akut nérolojik bozulma ve refrakter iIKB artisinda onerilir.
Ayni durum barbitirat koma tedavisi i¢in de gecerlidir. Ciddi kafa travmali hastalarda
mevcut kanitlarin  blyik codunlugu steroidlerin iyilesmeyi arttirmadigi, KB’
azaltmadigi yonundedir (26).

TBH’nda yaralanmaya yanit olarak hicresel diizeyde glutamat salgilanmasi
AMPA ve NMDA reseptorlerini aktive ederek kalsiyum ve sodyum noronal gegisini
artirir. Sodyum/potasyum oranini saglayabilmek icin ndronal enerji depolari bosalir,
noronal hicre membraninin harabiyeti ile serbest radikaller ve oksidanlar ¢ikar ve
bunlar glutamatin artisina, dénginiin devamina yol acar. intraselliler kalsiyum artigi
ile caspase (proteolitik enzim) gibi enzimler néronal apopitozise yol agar ve bu durum
TBH'nda devam eden engellilik nedenidir (30, 31).

Serebral otoregulasyon sistemik arteryel basing degisikliklerine karsi beynin
kendi gereksinimlerine gore kan akimini dizenlemesi olarak tanimlanabilir. Agir kafa
travmasindan dolay! kaybedilen hastalarin %90’dan fazlasinda beyinde iskemik
hasarlar olusur. iskemi, sekonder beyin hasarlarinin en ¢ok bilinen ve énlenebilir bir
nedenidir. Posttravmatik serebral iskemiden sorumlu faktorlerin basinda ise yuksek

IKB, sistemik arteryel hipotansiyon ve serebral édem gelmektedir (32).

2.4. Sekonder Hiicre Hasarinda Temel Biyolojik Mekanizmalar
TBH sonrasi iyon kanallarinin agilmasi, kalsiyum akisi, serbest radikal
baglayicilarinin inaktivasyonu, beyin 6demi ve serbest radikal olusumu beyin

hasarina neden olur (34).



Batin kafa travmalari degdisik slire¢ ve sonuglara yol acgabilecek birgok farkli
patofizyolojik mekanizmalari (Sekil-1) bagslatabilir. Sekonder hasar saatler veya glinler
sonra gelisir ve kalsiyuma bagimli hiicre hasari, nérotransmitter salinimi, Reaktif

Oksijen Tdarlerinin (ROT) olusumu, gen aktivasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve

enflamatuar yaniti icerir (1).
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Sekil-1. Sekonder hiicre hasarinda gelisen hiicresel mekanizmalar (34).



2.4.1. Beyin Odemi

Beyin 6demi, 6dem olusumunun nedenine ve yerine goére (intrasellliler veya
ekstraselliler) farkh birgok alt gruba ayrilabilir. Travmada olusan 6dem, vazojenik ve
sitotoksiktir. Vazojenik 6dem; kan-beyin bariyerinde bir acikliktan dolayi, serum
proteinlerinin hicre disindan beyin parenkimine sizintisiyla serebral vaskularitenin
yuksek gecirgenliinden meydana gelir. Sitotoksik 6dem, ayrica iskemik 6dem olarak
da bilinir, iskeminin enerji iflasi ve hicresel osmoregllasyon kaybi ile meydana
gelebilen hlcre ici sivinin birikiminden kaynaklanir. Son zamanlarda, in vitro
arastirmalar, eksitator aminoasitler, arasidonik asit, asidozis ve potasyum iyonlarindaki
degisiklikler ile hem vazojenik hem de sitotoksik 6demin ikincil beyin hasarina yol

actigi ortaya ¢ikmistir (35).

2.4.2. Eksitotoksisite ve Kalsiyuma Bagiml Hiicre Hasari

Travma sonucu geligen birincil beyin hasarina baglh yaygin néronal
depolarizasyon, ekstraselliler glutamat artisi ve glikoliz meydana gelir (36,37). Ikincil
iskemi sonucu ise ATP Uretimi azalir, bunun sonucunda homeostazis islevinden
sorumlu transmembran Na/K pompasinin ¢alismasi engellenir. Sonugta ekstrasellller
sodyum seviyesi diser, Na/glutamat kotansportu tersine doéner ve ekstrasellller
glutamat artar. Memran gecirgenligi ve fosfolipaz aktivitelerin artmasi sonucu
hiicrelerden glutamat sizar. intraselliler sodyum yogunlugunun artmasi sonucu
sodyum hucre yuzeyindeki reseptorlere baglanarak kalsiyum kanallarinin agilmasina
ve difuzyonuna neden olur. Bu da hicre igine su girisini artirir. Sonugta sensitif
reseptorler aktive olarak glutamat salinimina neden olur. Bu kér dongu hucre dlimune
neden olur (38,39).

Travmanin  mekanik etkisi elektrolit dengesi degisikliklerine, eneriji
yetersizligine, noéronlarda depolarizasyona neden olur. Ekstrasellller kalsiyum artar.
Merkezi sinir sistem eksitatorleri glutamat ve aspartatt da iceren anormal
norotransmiter salinimi baslar. Surece eklenen biyokimyasal ve ndrokimyasal olaylar
sonucu hizla lipoliz, proteoliz, hlicre membrani bozulmasi, hiicre iskeletinde bozulma
ve fosforilasyon meydana gelir. Her ne kadar travmadan genis Olgekte noronlar ve

fonksiyonel baglantilari etkilenmekteyse de, glial doku ve serebral damarlarin da



etkilenmesi s6z konusudur. Bu nedenle primer serebral travma ile tabloya geg
dénemde eklenen hiicresel apoptoz, sekonder aksototomi, Wallerian dejenerasyonu,
global ve rejiyonal hicresel iskemi birbiriyle baglantiidir. Travmatik ve iskemik
mekanizmalar arasindaki etkilesim, hasarlanma sirecinin gok erken déneminde olusur
(40).

Beyaz ve gri cevherdeki sekonder hasarin ilerlemesinde, anormal kalsiyum
dengesi dnemli rol oynamaktadir. Sinir hiicre hasarinda eksitotoksik hiicre olimd,
programlanmig hicre dluminin bagslamasi ve postsinaptik reseptdr modifikasyonlari
ile iligkilidir. Aksonal hasarda kalsiyum, aksonlar arasindaki baglantinin kesilmesi ile
sonuglanan olaylar kaskadini baglatir. Hem sinir hem de aksonal hasarda hlcreye
fazla kalsiyum girisi erken mitokondriyal sisme ile iligkilidir (41). Mitokondri de fazla
kalsiyum birikmesi kendi membraninda depolarizasyona, membran permeabilite gegis
porlarinin agilmasina ve programlanmis hicre o6luma faktorlerinin  salinisinin
baslamasina neden olur (42). Mitokondriyal fonksiyonun kaybolmasi yalniz kalsiyum
tamponlama kapasitesini elimine etmez, ayni zamanda ATP bagimli iyon pompalarinin
bozulmasi ile sonuglanan kalsiyum akisina katkida bulunur (43).

Beyin travmasini takiben uyarici bir nérotransmitter olan glutamatin hiicre digi
konsantrasyonu artar (44). Presinaptik membrana bagl iyon pompalarinin bozulmasi
ve kalsiyum aracili ekzositoz, néronlardan depolarizasyona bagli glutamat salinimina
neden olur (45). Bu fazla nérotransmisyonun hicre igi kalsiyum konsantrasyonunun
toksik duzeyde artigina katkida bulundugu dusinudlmektedir. Glutamat reseptorleri
kimyasal agonistlerine duyarliliklarina gére AMPA (a-amino- 3-hidroksi-5-metil-4-
isoksazolepropionik asit) veya NMDA (N-metil-D-aspartik asit) reseptorleri olarak
siniflandirilir. Kortikal néronlara travmatik hasar AMPA reseptor agonistlerine artmig
iletim cevabina yol agar. Hasarli néronlarda daha fazla
AMPA reseptor iyon iletimi, gucli hipereksitabilite, hlcre ici serbest kalsiyum
konsantrasyonlarinda artis gorulir ve diger toksik olmayan konsantrasyonlardaki
sentetik glutamat reseptor analoglarina duyarlilik gosterirler (46).

AMPA reseptor duyarsizlasmasinda azalma veya fazla duyarlilik oldugunda,
travmadan sonra sinaptik glutamatin kisa sureli artigina bagli norotoksisite
hipereksitabiliteye, epileptik aktiviteye veya kalsiyuma bagl hlcre sismesine, hicre

hasari ve 6liumune yol acabilir (47). Sinaptik glutamat ile birlestiginde, hasarli glia ve



enflamatuar hticrelerden salinan TNF-a tarafindan kompozisyonu yeniden diizenlenen
AMPA reseptorleri, hasar sonrasi kalsiyumun asiri yiklenmesine yol acgar. Bir
enflamatuar mediatér ve glutamaterjik sinir iletimi arasindaki bu iliski, AMPA
reseptorlerine bagl gecikmis eksitotoksisite icin yeni bir 1sik tutmaktadir (48).
Unterberg ve ark. (49) 2004 yilinda yaptiklari ¢calismalarda travmatik hasarli
dokuda vazojenik ve sitotoksik beyin 6demini artiran maddeler gosterilmistir. Glutamat,
hidrojen iyonlari, potasyum iyonlari, kalsiyum iyonlari, aragidonik asit ve metabolitleri,

serbest oksijen radikalleri, histamin ve kininler bu maddeler arasindadir.

2.4.3. Enflamasyon

SSS’nin dis uyarilara karsi yanit verebildigi son 20 yildir disindimektedir. Bu
zamana kadar beyin dokusu, lenfatik sistemi olmadigi ve Kan Beyin Bariyeri (KBB)
hucreler ve ¢ézinmus maddelere karsi gecirgen olmadigi i¢in "immunolojik agidan
ayricalikl” olarak degerlendiriimekteydi (50). Yapilan caligmalar, TBH'dan sonra
KBB’den immun hdcrelerin 6zellikle de 16kositlerin gé¢l oldugunu gdstermistir (51).
"Imminolojik acgidan ayricalikl” olma teorisinin temelinde olan KBB'nin
gecirimsizliginin  bozulmasi, arttk travmadan sonraki immunolojik olaylarda
kolaylastirici faktor olarak dusinilmekte ve ginimuizde i¢ doku bilesenleri ile devam
eden noéroinflamasyon olarak adlandiriimaktadir (52). SSS’nin kalici hicreleri olan
astrosit ve mikroglia, dusuk dizeyde klas 1 ve 2 major histokompatibilite kompleksleri
eksprese etmenin yaninda sitokin, kemokin ve onlarin reseptorlerini de sentezleyebilir
(50). TBH, son =zamanlarda SSS’nin noroinflamatuar bir hastaligi olarak
degerlendiriimektedir. Beyinde erken inflamasyonun gostergesi aktive mikroglialarin,
noétrofillerin ve 6demin bulunmasidir. Mikroglia, immun reaktif denetleyici bir hiicre gibi
davranir ve patojenlerin tutulmasi, konakgi savunmasi ve doku onarimi igin gereklidir
(53). Travmayi takiben mikroglia periferik makrofajdan morfolojik ve immunolojik
olarak ayirt edilemez hale gelir (54). Sik kullanilan néroinflamasyon modellerinde
mikroglianin interldkinler ve ROT gibi proinflamatuar molekullerin ana kaynagi oldugu
bildirilmigtir (55). Buna kargilik astrositlerin, anjiogeneze yardim eden blylime
faktorlerini salgilayarak, enerji kaynagi azalmis nérona glutamin ve laktat gibi alternatif

enerji kaynaklar saglayarak ve yeni olusan ndronlarin farklilagsmasini destekleyerek



yardimci roli oldugu kabul edilmistir (56). Ne tamamiyla nérotrofik ne de nérotoksik bir
hicre olan mikroglianin sinir blylime faktéri ailesinin nérotrofinlerinin de kaynagi
oldugu gosterilmistir (57). Ayni zamanda astrositlerin glial skar olusumunda roli
oldugu bilinmektedir ve néronlarin canliigi ve aksonal rejenerasyonda tartismali bir
faktordir (58). Deneysel fokal hasarda immun sistemin serebral cevabi tanimlanmissa
da, TBH sonrasi ilk 24 saatte nétrofilik infiltrasyon ve 3-5 giinde makrofajlarla takviye
edilen inflamatuar slrecin gerceklesmesi aslinda beyin kontlzyonuna baghdir (59).
Buna karsilik deneysel diffiz aksonal hasarda, sistemik dolagsimdan akut nétrofil
cevabl olmadan astrosit ve mikroglianin immunaktivasyonu ve periferik makrofajlarin
infiltrasyonu g0sterilmistir. Bu immun reaksiyonlardaki farklilk KBB’'deki degigsik
derecelerdeki bozulmalardan ya da kisinin gosterdigi immun yanittan kaynaklanabilir.
Birgok deneysel TBH arastirmasi fokal hasar modellerine odaklanmakla birlikte
DAH’daki immun yanit son yillarda aydinlanmaya baslamigtir (60). Cesitli immun ve
immun olmayan hucrelerden sistemik ve intratekal Uretilen sitokinler, periferden
hematojen hucrelerin takviyesi, serebrovaskuler gecirgenligin artmasi ve SSS’deki
kalici hacrelerin aktivasyonunun devam etmesi ile néroinflamasyona aracilik ederler
(61). Bu mediatdrler yalnizca

noroinflamatuar yanitin yayllmasindan sorumlu degil ayni zamanda onun varliginin bir
gOstergesidir. Sitokinler hasarla es anlamli degildir. Néroprotektif ve nérotrofik etkileri
gOsterilmis olmakla beraber sinir gelisimi ve normal SSS fonksiyonlarinin strdurilmesi
igin gerekli olduklari da iyi bilinmektedir (50). interlékin 1 (IL—1 Yin zararli etkileri,
fokal hasarda

mikroglialardan, diffiz hasarda néronlar ve travmanin erken dénemlerinde agiga gikan
reaktif astrositlerden eksprese edilen IL-1 reseptoru (IL-1R) aracihdi iledir (60, 62). IL-
1’den kaynaklanan hasar, yalniz sitokinin kendisine bagh degil daha ¢ok TNF-a,
siklooksijenaz-2, fosfolipaz A2 ve prostaglandinleri iceren diger proinflamatuar
sitokinleri aktive etmesi, onlarla sinerjistik etki gdstermesi ve glutamat aracili
eksitotoksisiteyi artirmasina baglidir. TBH’da IL-1 baslica proinflamatuar ve nérotoksik
molekul olsa da astrositlerdeki néron buyume faktérinid uyarmasi ile néroprotektif
Ozellige de sahiptir (63). IL-1 ile devam eden ndroinflamasyonun kétu prognoz ile
iliskili oldugu deneysel olarak gosterilmisti. TBH olan hastalardan serebrospinal

sivilarinda yuksek IL-1 duzeylerine sahip olanlarda Glaskow Koma Skalasi daha



dusuk bulunmustur (64). TNF-a, IL-1 gibi, TBH calismalarinda sadece proinflamatuar
bir sitokin olarak dusutnulirken, son yillarda olasi noéroprotektif 6zellikleri ortaya
cikmaya baslamistir. TNF-a’nin mikroglialarin Gretimini ve hipertrofiye olmalarini
arttirdigi, bu hicresel kaynaklardan parakrin etki ile kendi Gretimini attirdig
bilinmektedir. Ayrica 6zellikle diffliz hasarda 6énemli olan periferik dolagimdan I6kosit
toplanmasini, KBB’nin bozulmasina yol acan proteolitik enzimlerin salinimini ve
astrositik yeniden yapilanmanin ve néronal rejenerasyonun inhibisyonunu destekler
(65). Fokal hasar modelleri, TNF-a'nin etkilerinin yayilan 6zelligini gostermektedir.
Ornegin TNF-a ekspresyonu fokal hasarli farede kontralateral korteks ve
hipokampusta artmis olarak bulunmustur; kontrolli kortikal garpma modellerinde ise
pik serebral 6dem olmadan énce en yiksek dizeyde saptanmistir (66). Buna karsilik
diffiz hasar modelleri beyin dokusunda ekspresyon olmadan 24 saat iginde serum
TNF-a duzeylerinin arttigini gostermistir. Bu da diffuz hasarin ¢ok farkli immudn
yanitlara neden oldugu tartismasina yol agmistir (67) interlékin-6, noéroinflamasyonda
sitokinlerin "dual rolii’ne prototiptir. Periferik ve santral olarak akut faz reaksiyonundaki
rolu iyi bilinmektedir ve endotelden néronlara kadar genis bir kaynaga sahiptir (68).
Spesifik antiinflamatuar  6zellikleri, TNF-a’nin  baskilanmasi ve IL-1RA'nin
indUksiyonunu igerir. Fakat noéroprotektif oOzellikleri néron blylme faktérinin
dretiminin uyariimasina, oksidatif stres ve glutamat aracih toksisiteye karsi savunmayi
ve revaskularizasyonu arttirmasina baghdir (69). Noronlardan, astrositlerden ve
mikroglialardan IL-6 Uretimi SSS’de akut faz reaktanlarinin ana kaynagidir ve
astrositlerin aktivasyonlari IL-6’'ya bagimlidir (70). Reaktif astrogliosis, glial fibriler
asidik protein eksprese eden astrositlerle belirlenir ve TBH'nin hiicresel yanitinda
tarismali bir konudur. Literatirde glial skar olusumunu ve proinflamatuar sitokin
salinimini  strdurdigd veya bozulmus KBB’nin onarimina yardim ettidi kabul
edilmektedir (71). DAH modelinde reaktif astrogliosis, IL-6 mRNA upregulasyonu ile
birlikte ilk 2 saat icinde bas lar ve travmadan sonra 2 hafta devam eder (72).
interldkin-10 (IL-10) ve transforme edici (donistiricl) biyime faktéri beta (TGF- P),
immunsupresif etkileri olan antiinflamatuar sitokinlerdir ve etkilerini TNF-a, IL-1 ve
interferon-Y gibi proinflamatuar sitokinleri inhibe ederek gosterirler (72, 52). IL-10,
santral noéroinflamasyonu azaltirken politravmali hastalarda periferik olarak

immunosupresyona yol acgar. Multitravmali hastalarda bu c¢ok &nemlidir, ¢lnku



sistemik antiinflamatuar yanitlar klinik olarak enfeksiyona yatkinhgi arttirmak gibi
sekonder beyin hasarina katki saglayabilir. Bunun disinda antiinflamatuar sitokinin
kendisi ndroinflamasyona bagh sekonder beyin hasarini azaltabilir. Sitokinlerin
dretiminin beyin dokusunda artmasi lokal sonucu iyilestirirken, sistemik olarak
uretiimesi genel sonucu koétlu etkileyebilmektedir. Bu da intraserebral ve periferal
immunolojik olaylar arasindaki iliskinin dikkat c¢ekici bir 6zelligidir. Lokosit iletisimi ve
gbgindeki rolleri ile bilinen kemokinler, TBH'dan sonra periferik 16kositlerin gogini
baslatirlar. Yapilan ¢alismalarda kemokinlerin intraserebral tretimi gosterilmistir (73).
Kemirgenlerde makrofaj inflamatuar protein-2 olarak bilinen IL-8, nétrofiller igin guglu
bir kemotaktik faktordur ve proteazlar indukleyerek sekonder hasara aracilik etigi
bildirilmistir (74). Siddetli kafa travmasi gegiren hastalarda ilk 6 saat igcinde
serebrospinal sivida IL-8'in Uretiminin arttiyi gosterilmistir. IL-8’in, kemotaksis disinda,
KBB disfonksiyonunu ve néron bayime faktérinun dretimini uyarmak gibi etkileri de
vardir (75). Monosit kemoatraktan protein-1 kan kaynakh monositlerin gé¢l icin ¢ok
onemlidir (76). Diffiz hasar modelinde monosit kemoatraktan protein-1 proteininin
artisl, hasardan sonra 4-16 saat iginde gdsterilmis, ancak immunhistokimyasal
inceleme ile monosit/makrofajlarin perivaskiler gérinimine benzer olarak makrofaj
inflamatuar protein-2 ve akut nétrofilik infiltrasyon goériimemistir (60). Bu nedenle
kemokin salinim sekli néroinflamasyonun bir yonudur ve farkli tip primer beyin hasari
ile ilgili hacresel yanitlari dizenledigi disunilmektedir. GUnimuizde artik SSS’nin
periferik immun infiltrasyona reaktif bir yapi olmadigi ve santral immunoaktivasyonun

periferik immunolojik olaylar etkiledigi digtniimektedir.

2.4.4. Oksidatif Hasar

Oksidatif hasar TBH’da gelisen sekonder hasarin énemli bir bilesenidir.

Beyin dokusu asagida siralanan birgok 6zelligi nedeni ile oksidatif hasara daha
duyarlidir.
1) Beyin dokusunu olugturan hucrelerin membranlar lipid bakimindan diger
organlarin hucrelerinden daha zengindir.
2) Noronlarin membran/sitoplazma oranlari diger huicrelere gére daha buyuktir, yani

oran membran yonune dogru kaymistir.



3) Oksidatif metabolik aktivite oldukg¢a ylksektir.

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

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

6) Periferal hasara yatkin olan uzamis akson morfolojisi ile uyumlu néronlara 6zgu
Ozellikleri vardir.

7) Noronlarin son bdlinmesini tamamlamis olmasi ve dolayisiyla bdlinememesi
hasara ugrayan hicrenin yerine yenisinin gelememesi sonucunu dogurmaktadir, bu da
dokunun hasara daha yatkin hale gelmesine neden olmaktadir.

Batan bu 6zellikleri dolayisiyla oksidatif strese diger doku ve organlardan daha
yatkin olan beyin dokusunun korunma ihtiyaci diger dokulardan daha fazladir (76).

Serbest oksijen radikalleri TBHdan sonra radikal zararin olusumu ve
artmasinda belirli bir &neme sahiptir. Beyin genis lipid icerigi ve ylksek oranl okside
edici metabolizmasiyla birlikte, oksijen radikal aracili hiicresel yikim igin mantiksal bir
hedeftir. Oksijen serbest molekillerin dretimine iliskin ¢esitli yollar bulunmaktadir.
Bunlar arasidonik asit metabolizmasi, mitokondriden kalsiyum nedenli cikis,
katekolaminin oto-oksidasyonu, ekstravaze hemoglobin bozuklugu ve ksantin oksidaz
aktivasyonudur. Oksijen radikallerini yan Urlin olarak Ureten arasidonik asit yolu,
travmatik hasari takip eden serbest radikallerin tahminen en etkin kaynagidir. Eksitator
aminoasit ¢ikisinin neden oldugu kalsiyumun hdcre igine akisi ¢ok sayida zararli
proteazlari ve lipazlari aktive eder (6rnegin fosfolipaz A2, lipooksigenaz ve
siklooksigenaz). Sonug¢ olarak, bu enzimler arasidonik asidi; tromboksan A2,
prostaglandinler, I0kotrienler ve serbest aminoasitlere donugsturdr. Bu bozulma arunleri
serbest oksijen radikalleri Uretir (77).

Hucre zarlar oksidasyona duyarli ve doymamis yag asitlerince zengin olan
fosfolipidleri igerirler. Serbest radikaller, oksijen varliginda doymamis yag asitlerinin
c¢ift baglarini kirarak zincirleme bir reaksiyon meydana getirirler. Yeni olusmus
kimyasal radikaller tikenene kadar bu reaksiyon devam eder. Hucre membran
stabilizasyonu bozulur, permeabilite etkilenir, membran potansiyeli olusturabilme

yetenegi zarar gorur. Hicre icinde asiri kalsiyum birikir ve hicre 8limu olur (78).



2. 4. S. Apoptozis

Beyin hasarindan sonra iskemi ve hucresel o0lumin %50’sinden ve her
durumda da bu sureci baglatan hcre igi ve hlicre disi sinyallerden apoptozis sorumlu
olabilir. Memeli hiicrelerinde baslica iki apoptozis yolu tanimlanmistir; 1) Fas/TNF-R
reseptdér yolu ve 2) Mitokondriyal yol. TBHdaki apoptotik sure¢ igin kesin
mekanizmalar tam belli degildir. Aksonlarda mitokondriyal sitokrom C salinimi Buki ve
ark. tarafindan tanimlanmigtir (41). Genel olarak, mitokondri i¢ zarindan sitozole
salinan sitokrom c, mitokondriye bagl apoptozis yolunu baglatir. Sitozolde sitokrom c,
apoptozis aktive edici faktor-1, kaspaz-9 ve deoksiadenozintrifosfata baglanir ve ardi
sira meydana gelen; kaspaz-3 aktivasyonuna, daha sonra (poliADP-riboz) polimeraz
gibi substratindan ayrilmasina, endonukleazlarin aktivasyonuna ve son olarak
DNA’nin yikilmasina yol agar. Bu nedenle mitokondriden sitokrom ¢ salinimina yol
acan mekanizmalarin  aydinlatimasi akut kafa travmasinda apoptozisin

anlasiimasinda énemlidir (79).

2.S. Deksametazon

Deksametazon glukokortikoid etkisi kuvvetli sentetik bir adrenokortikal
steroiddir. Etkisi ¢cabuk baslar ve kisa surer. Bundan o6turu glukokortikoidlere cevap
veren akut hastaliklarin tedavisi ve kisa sureli steroid tedavisi icin elverislidir.
Deksametazon sitoplazmadaki steroid reseptorlerine baglanarak onlar aktive eder.
Nukleer kromatindeki DNA ile birlesen bu kompleksler hormonlarla kontrol edilen
enzimlerin sentezini saglayan mRNA yapimini stimile eder. Deksametazonun kafa
travmasina bagh beyin 6demi tedavisinde kullaniligi ilk defa 1960l yillarda olmustur.
ileri siriilen etki mekanizmalari; BOS yapimini azaltmasi, serbest radikal olusumunu

azaltmasi ve vaskuler permeabiliteyi duzenlemesi seklindedir (80, 81).

Deksametazonun antiddem etkinliginin yani sira antienflamatuar e tkisi de
mevcuttur. Antienflamatuar etkisini, travma sonrasi olusan lipid peroksidasyonunu

inhibe ederek go6stermektedir (82, 83).



2.6. Etanercept

Etanercept, rekombinan DNA teknolojisi ile Uretilmis, insan tiumor nekrozis
faktor reseptér p75 (TNFR2/p75) ve insan IgG1 -Fc proteininin birlestiriimesi ile elde
edilen bir insan tUmdr nekrozis faktor reseptér p75 -Fc flzyon proteinidir. (Sekil 2)
(84).

Etanercept: Structure

Fc region of Extracellular domain of
human IgG, human p76 TNF receptor

Sekil 2. Eanercept'in kimyasal yapisi (80)

Bir rekombinant dimerik flizyon proteini olan etanercept; iki solubl molekilden
olusmaktadir. Etanercept serumda dolagsan membrana bagh her iki TNF-alfa'yl da
baglayarak biyolojik aktivitesini bloke etmektedir. TNF -alfa makrofajlar basta olmak
uzere diger bazi hicrelerde enflamatuar, immun, enfeksiyoz ve diger zararh
stimuluslara cevap olarak salinan proinflamatuar bir sitokindir. TNF-alfa'nin travma
etkin bir rol oynadigi distunilmektedir (84, 85).

Farmakodinamik &zellikler; Tiumor Nekrozis Faktér (TNF), enflamasyonda
dominant sitokin islevini gorur. Etanercept, TNF’in kompetitif inhibitéru olarak hicre
ylzeyi reseptorlerine baglanmasini engeller ve biyolojik aktivitesini énler. TNF ve
lenfotoksin iki ayri hlicre ylzeyi reseptdrlerine baglanan pro-enflamatuar sitokinlerdir:

55 kilodalton (p55) ve 75 kilodalton (p75) Tumor Nekrozis Faktor Reseptorleri (TNFR).



2.6.1. Etanercept’in Farmakolojik Ozellikleri
ki TNFR de, dogal olarak membrana bagli ve ¢6ziinen formdadir. TNF ve
lenfotoksinlerin biyolojik aktiviteleri hicre ylzeyindeki TNFR’lere c¢apraz bigimde
baglanmalari esasina dayanir. Etanercept gibi ¢ozllen dimerik reseptorler, monomerik
reseptorlere kiyasla TNF'ye daha yiksek bir afinite gdsterirler ve kendi hiicre
reseptorlerine baglanan TNF’'nin ¢ok daha gucli kompetitif inhibitorleridir. Bunlara
ilaveten, dimerik reseptor yapisinda immunoglobulinlerin Fc boélgesinin flizyon yapilar
olarak kullaniimasi, etanercept’in serum yarilanma émrinu uzatmaktadir. Etanercept
etkisini, TNF’nin hicre ylzeyindeki TNFR’lere baglanmasini kompetitif olarak inhibe
ederek, biyolojik aktivitelerini yokedip, TNF'e bagl gelisen hlcresel yanitlarini
Onleyerek gdstermektedir. Ayrica etanercept, TNF’nin dizenledigi veya diger
molekdllerin (6rnegin, sitokinler, adhezyon molekdilleri veya proteinazlar) kontrol ettigi
biyolojik yanitlari da degistirebilmektedir.

Farmakokinetik ozellikleri; Etanercept, subkutan (s.c) enjeksiyonundan sonra
yavas absorbe olur, tek dozda 48 saat icinde maksimum konsantrasyona ulasir.
Mutlak biyoyararlanimi % 76 dir. Haftada iki defa alinan dozda beklenen sabit
konsantrasyonlari tek doz aliminda gdézlenenden iki kat fazla olur. 25’'mg lk tek doz
Etanercept, saglikli géndllilere s.c. olarak uygulandiginda, ortalama maksimum serum
konsantrasyonlari 1.65 + 0.66 Mg/ml ve egri altindaki alan da 235 + 96.6 *g saat/ml
olarak saptanmigtir. Etanercept vlcuttan yavas yavas itrah edilir. Yarilanma omru,
yaklagik 70 saat gibi uzun bir suredir. Hastalara ve gonullilere radyoaktif isaretli
etanercept uygulandiginda idrardan radyoaktivitenin itrah oldugu saptanmasina

ragmen akut bdbrek ve karaciger yetersizliklerinde etanercept



dozunda bir birikme oldugu saptanmamistir. Karaciger ve bobrek
yetersizliklerinde 6zel bir doz ayari yapilmasina gerek yoktur. Farmakokinetik agidan

kadin ve erkek arasinda bir fark yoktur.

2.6.2. Etanercept’in Kullanim Alanlari

Etanercept, yetiskinlerde metotreksat dahil (kontrendike degil ise), hastaligi
modifiye edici antiromatizmal ilaglara yeterli cevap alinamayan durumlarda tek bagina
veya metotreksat ile birlikte aktif romatoid artrit kontrolinde, dnceden metotreksat ile
tedavi edilmemis yetiskinlerde ciddi, aktif ve ilerleyen romatoid artrit kontroltinde,
metotreksata yeterli cevap alinamayan veya metotreksati tolere edemeyen 4-17 yas
aras| ¢ocuklarda aktif poliartikiler tip juvenil kronik artrit tedavisinde, yetiskinlerde
hastaligi modifiye edici antiromatizmal ilaclara yeterli cevap alinamayan durumlarda
aktif ve ilerleyen psoriatik artrit tedavisinde kullanilir. Etanercept’in psoériatik artritli
hastalarda fiziksel fonksiyonu iyilestirdigi ve hastaligin poliartikiler simetrik alt tipinde
radyolojik hasarin ilerleme hizini azalttig1 gosterilmigtir. Etanercept, eriskinlerde
konvansiyel tedaviye vyeterli cevap alinamayan agir aktif ankilozan spondilitin
tedavisinde de endikedir. Ayrica Etanercept, yetiskinlerde siklosporin, metotreksat
veya PUVA gibi sistemik tedaviler ile cevap alinamayan, bu ilaclarin kontrendike
oldugu veya bu tedavileri tolere edemeyen hastalarda, orta siddette veya siddetli
psoriazis vulgaris tedavisinde kullanilir. Ratlarda yapilan bazi ¢alismalarda

Etanercept’in anti- 6dem ve noroprotektif etkilerinin olabilecegi gésterilmistir (84-88).

2.6.3. Etki Mekanizmasi

TNF-alfa adezyon molekullerinin ekspresyonunu regule eder, kandan
sinovyuma lokosit hareketini dizenler. Prostoglandin ve nitrik oksit gibi proinflamatuar
sitokin ekspresyonunu artirir, sinovial fibroblast ve kondrositlerden kartilaj niteligini
bozan matriks metalloproteinaz ve diger enzimlerin salinimini stimile eder, apoptoz
regulasyonuna katkida bulunur.

Osteoklastlarin  aktivasyon ve diferansiyasyonunu stimile ederek kemik

rezorbsiyonunda rol alir (Sekil-3). TNF-alfa antiinflamatuar ve



immunregulator sitokinlerin dengeli durumda kalmasina etkileri olan bir mediatérdur
(89). Etanercept, TNF-alfa’yi baglayip biyolojik aktivitesini bloke ederek antiinflamatuar
ve immunregulatér etki gésterir. Ayrica yapilan son ¢alismalarda, Etanercept’in beynin
enflamatuar cevabini engelleyerek I6kosit infiltrasyonu sonucu olusan sekonder beyin

ve spinal kord hasarini engelledigi gosterilmistir (85)
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Sekil-3. TNF-alfa’nin etki mekanizmasi

3. TRAVMA MODELI

Deneysel kafa travmasi ile TBH olusturulmasinin amaci, klinik travmadaki
fazlarin veya patolojik olaylarin aynisinin patoloji ve/veya tedaviyi gdsterecek sekilde
olusturulmasidir. Ozel bir modelin segilmesi calismanin hedefine gore belirlenmelidir.

Hedefe bakmaksizin, secgilen model asagidaki kriterleri karsilamalidir:

1) Hasar olusturacak mekanik etki kontrol edilebilir, tekrarlanabilir ve o&lgulebilir
olmalidir;

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



benzer olmalidir;

3) Hasarin sonuclari mekanik kuvvetle iligkili olarak morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal olarak veya davranis parametreleri ile 6lctlebilmelidir,

4) Hasari olusturan mekanik kuvvetin yogunlugu ile sonucun siddeti tahmin
edilebilmelidir.

Farkli dislnceler olmasina karsin, kiguk boyutlari ve maliyetinin daha az
olmasi nedeniyle tekrarlanan Olcimler sagladidi icin insan TBH modelinin
olusturulmasinda daha c¢ok siganlar tercih edilmistir (90). Ancak tekrarlanabilir ve
standart hale getirilmis deneysel galismalarda yapilan travmalarda, drnegin gercek
hayatta rastladigimiz arag ici trafik kazasinda veya yiksekten dismede olusan kafa
travmasi disi omurga, batin, toraks travmasi gibi diger travmalar ve kan kaybi gibi
etmenler deneye katilamamakta, bu durum da deneyin gergeklerle olan benzerligini
tartisilir hale getirmektedir. Bu nedenle bir¢cok travma modeli tanimlanmis ve gergcege
yakin olani saptanmaya c¢alisiimigtir. Tanimlanan bu travma modelleri arasinda santral
ve lateral sivi carpma, sert cisimle yaralama, ylksekten agirlik disirme
(akselerasyon), enjeksiyon, lokal gerilim, soguk hasar ve penetran yaralanmalar
sayilabilir (4).

Akselerasyon modelinde, anestezi altinda bir siingerin Gstline yerlestirilip tespit
edilen denegin parietal bolgesinde orta hat Gzerine yapilan insizyon sonrasi konan bir
celik disk tzerine bilinen yiikseklikten, bilinen bir agirlik dugdrilir (Resim 1 ve 2). iki
cesit akselerasyon modeli vardir. Birinde kranyum agilarak travma direk olarak beyine
uygulanir, digerinde kranyum saglam birakilarak travma saglam kafatasi Uzerine
uygulanir. Kafaya agirlik digurerek (akselerasyon) travma olusturma modeli ilk defa
1981 yiinda Feenay ve ark. tarafindan uygulanmigtir. Bu modelde insanda kafa
travmasi sonrasi siklikla gozlenen serebral 6dem, intrakraniyal hipertansiyon ve
serebral kan akimi degisiklikleri daha iyi olusturulmaktadir. Ayrica bu modelde agir
kafa travmasi diizeyine belirgin beyin sapi hasari olusturulmadan ulasilir (91).

Santral ve lateral sivi carpma modelinde genellikle bregma ve lambda arasinda
sol parietal kemik veya temporal kemik Gzerinde 4 mm kraniektomi yapilir. Direk
olarak dura Uzerine, alttaki beyin dokusunda deformasyon olusturacak basingta
enjektorle steril izotonik salin enjekte edilir. Serebral kan akimi ve KBB'i degisiklikleri

yaninda metabolik degisiklikler ve koma ile karakterizedir. Santral sivi ¢arpma



modelinde 6zellikle beyin sapinda aksonal hasar, lateral sivi carpma modelinde ise
hipokampal hasar gdosterilmistir (92).

Sert cisimle yaralama modelinde, cesitli derecelerde koma ile beraber carpma
yerinin altinda parasagital kortekste cesitli blylklikte kontlizyon olusabilir. Enjeksiyon
modellerinde kan veya diger sivilarla kafa icinde hematom olustururken, hematom
altinda genis bir alanda nekroz izlenmistir. Lokal gerilim modelinde, yik veya emme
dogrudan kortekse veya duraya uygulanarak kontlzyon olusturulur. Soguk hasar
modelinde yapilan calismalarda ise hasar bolgesinin merkezinde, ki¢lik bir alanda
nekroz, etrafinda ise vazojenik 6dem gelistigi ve ddemin geligme slresinin insanda
gorilen kafa travmasiyla uyumlu oldugu gésterilmistir. Penetran yaralanmada kesici
aletlerle beyinde defekt olugturulur (93,94).

Bu calismada, insanda kafa travmasi sonrasi siklikla gdézlenen serebral 6dem,
intrakranyal hipertansiyon ve serebral kan akimi degigikliklerinin izlenmesi, agir diffuz
beyin hasari dizeyine belirgin beyin sapi hasari olusturulmadan ulasiimasi nedeniyle
1994 yilinda Marmarou ve ark. tarafindan tanimlanan akselerasyon travma modeli
kullaniimistir. Bu ydntemde anestezi altinda bir singerin Ustlne yerlestirilip tespit
edilen siganin lambda ve bregma arasinda ortahat insizyonu sonrasi 3 mm
yuksekliginde 10 mm capinda celik disk yerlestirilir ve 2 m yuksekten 450 g agirlik
celik diskin Gzerine birakilarak travma olusturulur. Yéntemin diffiiz beyin 6demine yol
actig1 gosterilmistir (95).

Kafa travmasi modellerinin gesitli 6zelliklerini degerlendiren ve karsilastiran
Gennarelli, akselerasyon modelinin, sivi-carpma modeliyle (kranium agilarak beyin
uzerine basingli sivi sikarak olusturulur) birlikte insanda olugan serebral kontlizyonu
en iyi taklit eden modeller oldugunu, yaygin hasar agisindan bakildiginda ise en iyi

yontemin akselerasyon modeli oldugunu belirtmistir (92).



Resim-1: Orta hatta koronal ve lambdoid suturler arasina 10 mm ¢apinda 3 mm kalinhiginda gelik disk

konulmasi



Resim-2: Marmarou ve ark. tarafindan tarif edilen akselerasyon (ylksekten agirlik disurme) travma

modeli.

4. GEREG ve YONTEM



Bu calismada agirliklari 250- 350 g arasinda degisen, daha dnce herhangi bir
deneyde kullaniimamis toplam 40 adet erkek erigkin Spraque - Dawley sicani
kullanildi. Sicanlar Abant izzet Baysal Universitesi, Deneysel Hayvan Arastirma ve
Uretim Laboratuvarindan saglandi. Deney asamasina kadar standart sican yemi ve
cesme suyuyla beslendiler ve 12 saat gece, 12 saat gindiz olacak sekilde kafes
ortaminda tutuldular. Deneylerin gerceklestirimesinde Amerika Birlesik Devletleri,
Ulusal Saglk Enstitisu'nin ortaya koydugu esaslara uyuldu. TUm gruplarda travma
olusturulmasi ve deneyin devami Abant izzet Baysal Universitesi, Deneysel Hayvan
Arastirma ve Uretim Laboratuvarinda gerceklestirildi. Abant izzet Baysal Universitesi
Tip Fakiltesi deney hayvanlari etik kurul alt kurulundan 13.02.2013 tarih ve 2012/62

sayl numarasi ile etik kurul komite onayi alinmistir.

4. 1. Anestezi, Gruplar ve Travmanin Olusturulmasi

Anestezi oncesi tim deneklerin agirliklar tartilarak iP yol ile 50 mg/ kg
ketaminhidroklorur (Ketalar- Parke Davis / Eczacibasi) uygulandi. Kornea refleksi ve
kuyruk sikma yontemiyle anestezi derinligi kontrol edildikten sonra deneklerin travma

oncesi (0. saat) solunum, nabiz ve rektal 1silari gibi fizyolojik degerleri kaydedildi.
Deney hayvanlari rastgele olarak her grupta 10 denek bulunan 4 gruba ayrildi:

Grup 1 (Kontrol grubu, K): Bu gruptaki deneklere kafa travmasi
olusturulmadan ve tedavi verilmeden, fizyolojik parametreleri kaydedildikten 90 saat
sonra ketamin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Dekapite
edilerek beyin doku drnekleri alindi.

Grup 2 (Travma+SF grubu, TS): Kafa travmasi olusturulduktan 30 dakika
sonra Serum Fizyolojik 2 ml/kg dozunda iP olarak 12 saatte bir verildi. 90 saat sonra
ketamin anestezisi altinda intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi. Dekapite edilerek
beyin doku ornekleri alindi.

GRUP 3 (Travmat+Dexametazon grubu, TD):Kafatravmasi
olusturulduktan 30dakika sonra Dexametazon 2 mg/kg dozunda IP

olarak 12
saatte bir verildi. 90 saat sonra ketamin anestezisi altinda intrakardiyak kan alinarak

sakrifiye edildi. Dekapite edilerek beyin doku érnekleri alindi.



GRUP 4 (Travma+Etanercept grubu, TE): Kafatravmasi

olusturulduktan 30 dakika sonra Etanercept 5 mg/kgdozunda IP
olarak 12

saatte bir verildi. 90 saat sonra ketamin anestezisi altinda intrakardiyak kan alinarak

sakrifiye edildi. Dekapite edilerek beyin doku érnekleri alindi.

Travma olusturulacak gruplarda denekler yliz st yatirildi. Orta hatta bregma
ve lambdoid sutir gorilecek sekilde bir cilt insizyonu yapildi. Periost, satirler dnde ve
arkada timu ile ortaya konacak sekilde yana siyrildi. Orta hatta koronal ve lambdoid
suturler arasina 10 mm c¢apinda 3 mm kalinhdinda gelik disk kondu (Resim 3.1 ve
4.1). Takiben siganlar 12x12x43 cm boyutlarindaki stnger bir zemin Uzerine prone
pozisyonda yerlestirildi ve Marmarou'nun tarif ettigi travma aleti pozisyonlandi. i¢ ¢api
19 mm, dis ¢api 25 mm olan bir tipiln icinden 450 g agirhgindaki gelik gubuk 2 metre
yukseklikten birakilarak denegin kafasina c¢arpmasi saglandi. Travmadan hemen
sonra solunumu kaybolan, pupillalari genisleyen ve bazilarinda da ndbet goérilen
denekler (toplam 5 sicanda solunum durmasi, 3 sicanda ndbet goérildi.) hemen
solunum yolu acilarak ve kalp masajl yapilarak reslisutasyon uygulandi, yeterli
dizeyde solunumlari gelene kadar destege devam edildi. Agilan cilt kesileri 2/0 ipek ile
sutlre edildi. Solunumlari dizelen denekler kafeslerine alindi. Travma sirasinda

kaybedilen 2 sigcan yerine yeniden travma yapilarak gruplarin sayisi esit hale getirildi.

4. 2. intraperitoneal Etanercept uygulanmasi

Etanercept 5mg/kg (10mg/kg/giin) IP olarak uygulandi. 72. saate kadar 12
saatte bir dozlar tekrar uygulandi. 90. saatte tim denekler dekapite edilerek beyin ve
beyin sapi bir batin halinde ¢ikarildi (Resim-3). Beyinler %10 formole konularak fikse
edildi.



Resim-3: Deneklerin dekabitasyon ile beyin ve beyin sapinin bir bitin halinde

cikarilmasi sonrasi elde edilen doku 6rnegi (K grubundan)

4.3. Fizyolojik Olgiimler

Ratlarin travma oncesi (0. saat) ve travma sonrasi (24. saat) agirlik, rektal isi,
solunum sayisi ve kalp atim hizi gibi fizyolojik parametreleri kaydedildi. Gruplarin
ortalama degerleri arasinda anlamh bir fark saptanmadi (Tablo-2 ve Tablo-3).
Deneysel olarak olusturulan travmanin ve sonrasinda verilen Etanercept’in tedavisinin
fizyolojik para metrelerde istatistiksel olarak anlamh bir degigliklige neden olmadigi

g6zlendi (p>0,05).



Tablo-2: Deneklerin travma 6ncesi (0. Saat) 6lgulen fizyolojik parametrelerinin gruplar arasi dagilimi.

Degerler ortalama, + Standart sapma olarak verilmistir.

Kontrol Travma+SF Travma+ Travma+
(n=10) (n=10) Dexametazon | Pregabalin
(n=10) (n=10)
Agirlik (g) 303,8 + 10,1 307,5+ 8,1 303,2 + 10,1 302,479
Rektal Isi (oC)| 36,2+0,2 36,2+0,2 36,4 +0,2 36,3+0,2
Solunum 130,8 £ 0,9 132,5+1,0 134,3+ 1,1 1335114
Sayisi
Kalp Atim Hizi| 231,2+4,9 233,4 £ 6,1 2339+ 3,8 2354152

Tablo-3: Deneklerin travma sonrasi (24. Saat) olgulen fizyolojik parametrelerinin gruplar arasi dagilimi.

Degerler ortalama, + Standart sapma olarak verilmistir.

Kontrol Travma+SF Travma+ Travma+
(n=10) (n=10) Dexametazon Etanercept
(n=10) (n=10)
Agirlk (g) | 301,3t99 | 3062%7,3 | 302,85, 303,17 £7,1
Rektal Isi 36.7+0.2 36,1+0,2 36,8+0,3 36,3+0,1
(0C)
Solunum 136,7 £ 0,8 134,31+ 0,7 138,5+ 1,1 137,71 1,2
Sayisi
Kalp Atim 240,4 £ 6,1 2396 £7,3 242,1+4,3 237,5+6,6
Hizi

4. 4. Histopatolojik Degerlendirme

Beyin materyalleri %10 tamponlu formalin ile 48 saat fikse edildikten sonra koronal
eksende dilimlenerek dnden arkaya ikiser dilim érneklenip doku takip islemine alindi.
Sirayla formalin, alkol ve ksilen asamalarinda dehidrate edildikten sonra parafin
bloklari hazirlandi. Parafin bloklardan alinan 5 mikrometrelik kesitlere,
deparafinizasyon ve hidrasyon isleminden sonra hematoksilen eosin boyama ile, anti
caspase-3, anti iBA-1, anti GFAP ve anti Neu N immunhistokimyasal boyamalari,

dreticilerinin  belirttigi sekilde uygulandi. Nikon Eclipse 80i model (Japan) isik



mikroskop ile incelenen preparatlar, Nikon DS-Fi1 model fotograf makinesi atasmani
ile digital ortama aktarildi. Histopatolojik degerlendirmede 6édem varli§i ve siddeti,
enflamasyon varli§i ve siddeti degisken olarak alindi.

Odem varligi parankimde hiicrelerin arasinin agilarak mikrokistik alanlarin
olusmasina gore, 6dem siddeti ise mikroskopta 20 blyutme alaninda édemin %10’un
altinda olmasi 1+, %10-50 arasinda olmasi 2+, %50'nin Uzerinde olmasi 3+ olarak
degerlendirildi. Enflamasyon varligi polimorf niveli I6kosit, lenfosit, plazma hicresi ve

eozinofil varhgi arastirilarak yapildi.

4.5 immunhistokimyasal degerlendirme

immunhistokimyasal olarak elde edilen preparatlar, kiigiik biyiitmede hiicre
zedelenmesi yoénunden etkilenen alanlar tespit edildikten sonra, en ¢ok etkilenen
bdlgelerden blyuk blylutmede (x200) Gger géruntl alinip dijital ortama alindi. GFAP,
IBA ve Caspase 3 ile sitoplazmik, Neun N ile niikleer pozitif boyall hiicre sayisi, dijital
program vasitasi ile counterda sayildi. immin histokimyasal degderlendirmede
Astrositler, mikroglial hlicreler ve ndronlarda olusan hasar varligi ve siddeti, glial
apoptozis varhigi ve siddeti degisken olarak alindi. Glial apoptozis varligi anti Caspase
3 ile sitoplazmik pozitiflik gdsteren glial hiicre varligi arastirilarak, Astrositlerde olusan
hasar anti GFAP (Glial Fibriler Asidik Protein) ile sitoplazmik pozitiflik gésteren hucre
varligi arastirilarak, mikroglial hicrelerde olusan hasar anti Iba-1 (kalsiyum baglayici
adaptoér protein 1) ile sitoplazmik pozitifik gosteren hucre varhgi arastirilarak,
noéronlarda olugan hasar anti NeuN (Néron Spesifik Nukleer Protein) ile nukleer
pozitiflik gdsteren hicre varligi arastirilarak yapildi. Olusan hicre hasarinin siddeti ise
sitoplazmik ve nikleer pozitiflik gésteren hiicre sayisi %10’un altinda olmasi 1+, %10-

50 arasinda olmasi 2+, %50'nin Uzerinde olmasi 3+ olarak degerlendirildi.



4. 6. istatistiki Yéntem
istatistiksel karsilastirmada chi-square tests (ki-kare testi) ve SPSS 15.0 programi

kullanildi. P deg@erinin 0.05’in alti istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5. HISTOPATOLOJIK ve IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Travmali olgularda 6dem ve enflamasyonla birlikte néronal, mikroglial, astrositik hasar
ve glial apoptozis izlendigi, deksametazon verilen grupta 6dem ve enflamasyonda,
etanercept verilen grupta ise tim degiskenlerin belirgin derecede azaldigi dikkati ¢gekti.
Gruplara goére patolojilerin  degerlendirimesi Tablo 4'de  gdrulmektedir.
Kontrol grubunda 10 denekte de 6dem, enflamasyon, mikroglial hlicre
hasari, néronal hasar, astrositik hiicre hasari ve glial apoptizis tespit edilmemistir

(Resim-4).



Resim-4: 6dem, enflamasyon, mikroglial hiicre hasari, néronal hasar, astrositik hiicre hasari ve

glial apoptizisin tespit edilmedigi kontrol grubu.
T + SF grubunda 10 denekte de 1+ seviyesinde 6dem ve enflamasyon tespit
edildi. 8 denekte 2+ mikroglial hucre hasari, 7 denekte 2+ noéronal ve astrositik

hicre hasari, S denekte de 2+ glial apoptozis tespit edildi. (Resim- 5).



Resim-5: Travma + SF grubu; Odem, enflamasyon, mikroglial hiicre hasari, néronal hasar,

astrositik hiicre hasari ve glial apoptizisin goriilmekte oldugu grup.
T + D grubunda 5 denekte 1+ seviyesinde 6dem ve enflamasyon tespit
edildi. 5 denekte 6dem ve enflamasyon tespit edilmedi. 7 denekte 2+ mikroglial
hiicre hasari, 8 denekte 2+ noronal hasar, 7 denekte 2+ astrositik hiicre hasari, 4

denekte de 2+ glial apoptozis tespit edildi (Resim -6).



Resim-6: Travma sonras! dexametazon verilen grup; Odem ve enflamasyon gériilmekle birlikte kontrol
ve T + SF grubuna gore belirgin oranda azalmis oldugu izleniyor. Ancak mikroglial hiicre hasari,

noronal hasar, astrositik hlicre hasari ve glial apoptiziste belirgin bir degisiklik olmadigi izlenmekte.

T + E grubunda 1 denekte 1+ seviyesinde édem ve enflamasyon tespit
edildi. 9 denekte 6dem ve enflamasyon tespit edilmedi. 3 denekte 1 + mikroglial
hicre hasari, 2 denekte 1+ ndronal hasar, 3 denekte 1+ astrositik hicre hasari, 2

denekte de 1 + glial apoptozis tespit edildi (Resim -7).



Resim-7: Travma sonrasi etanercept verilen grup; Odem ve enflamasyonun izlenmedigi,

mikroglial hiicre hasari, néronal hasar, astrositik hiicre hasari ve glial apoptizisin ise belirgin

derecede azaldidi gorilmekte.



Gruplar | Odem Enflamasyon | Mikroglial | Astrositik | Néronal | Glial
hasar hasar hasara | apoptoz
K-1 - - - - - -
K-2 - - - - - -
K-3 - - - - - -
K-4 - - - - - -
K-5 - - - - - -
K-6 - - - - - -
K-7 - - - - - -
K-8 - - - - - -
K-9 - - - - - -
K-10 - - - - - -
T+SF-1 + + ++ ++ ++ -
T+SF-2 + + - ++ ++ ++
T+SF-3 + + ++ - - -
T+SF-4 | + + ++ ++ ++ -
T+SF-5 + + ++ - - -
T+SF-6 + + - ++ ++ ++
T+SF-7 + + ++ ++ ++ -
T+SF-8 + + ++ ++ ++ -
T+SF-9 + + ++ - - -
T+SF- + + ++ ++ ++ ++
10
T+D-1 - - - - ++ -
T+D-2 + + ++ ++ ++ -
T+D-3 + + ++ ++ ++ -
T+D-4 - - ++ ++ ++ ++
T+D-5 - - - - - -
T+D-6 - - ++ ++ ++ ++
T+D-7 + + ++ ++ ++ -
T+D-8 - - - - - -
T+D-9 + + ++ ++ ++ ++
T+D-10 + + ++ ++ ++ -
T+E-1 - - - - - -
T+E-2 - - + + + +
T+E-3 - - - - - -
T+E-4 + + + + - -
T+E-5 - - - - - -
T+E-6 - - - - - -
T+E-7 - - + + + +
T+E-8 - - - - - -
T+E-9 - - - - - -
T+E-10 - - - - - -

Tablo-4: Patoloji sonuglarinin 6zeti (K: Kontrol, T + SF: Travma + Serum Fizyolojik, T + D: Travma +

Dexametazon, T + E: Travma + Etanercept)

Calismamizda 6dem ve enflamasyon dediskenlerine gére travma+SF ve



6. SONUCLAR
travma+deksametazon gruplari arasinda istatiksel olarak anlaml bir farklilik tespit
edlmis (p=0,027), néronal hasar, astrositik hasar ve glial apoptoz degiskenlerine
gore ise anlami bir farkhlik tespit edilmemistir (p>0,05). Travma+SF ve
travma+tetanercept g ruplar arasinda tim degiskenlere godre istatistiksel olarak
anlamli  bir  farklilk izlenmigtir  (p=0,003). Travma+deksametazon ve
travma-+etanercept gruplari arasinda ise 6dem ve enflamasyon degiskenlerine goére
(p=0,032) ve ndronal hasar, astrositik hasar ve glial apoptoz degiskenlerine gére

(p=0,004) istatiksel olarak anlamh bir farklilik tespit edilmigtir.

7. TARTISMA

Cagimizda sik karsilasilan travmalardan biri olan kafa travmalarina bagl
olarak olusan TBH, dldurlucu, sakat birakici, uzun sure tedavi ve bakim gerektiren
patolojik bir durumdur. Travma nedeniyle olusan primer beyin hasarini takiben
ilerleyen dakikalar, hatta glnler iginde ortaya ¢ikan sekonder beyin hasarinin
fizyopatolojik mekanizmasi henlz tam olarak aydinlatilamamig olmakla birlikte, son
yilllarda bazi hiicresel ve biyokimyasal faktorler Gzerinde ¢alismalar yogunlasmistir.
Sekonder hasara neden olan baslica mekanizmalar arasinda kalsiyuma bagimli
hicre hasari, nérotransmitter salinimi, serbest radikal olusumu, gen aktivasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon ve enflamatuar yanit yer almaktadir (1). TBHda
prognozu 6nemli élglide olumsuz etkiledigi gosterilen sekonder beyin hasarina
neden olan faktdérlerin bir kismi tedaviyle ortadan kaldirilarak mortalite ve
morbiditenin azaltiimasi saglanabilir (44).

TBH’da, sekonder biyokimyasal hasari ve hiicre 6limUin0 sinirlayabilmek igin
cesitli farmakolojik ajanlarin etkileri birgok hayvan modelinde c¢aligiimistir. Ancak

hayvan modelinde amit verici noroprotektif



tedavi protokolleri insanlarda uygulandiginda yeterince basari elde
edilememistir. Bazi kavramsal ve metodolojik nedenler hayvan deneylerinin klinige
aktarilmasinda zorluklari artirmaktadir (96). Bu nedenler arasinda, olusturulan
hasarin insanda olusan hasar ile benzerliginin az olmasi, yetersiz ilag dagihmi ve
hayvan caligmalarinda surelerin ¢ok kisa olmasi ya da uygun olmamasi sayilabilir.
Ayrica bu ¢alismalarin yalniz bir mekanizmayi hedef aliyor olmasi en énemli neden
olarak gorulmektedir (97).

Bu calismada deneysel kafa travmasi olusturulan ratlara, travmanin
olusturacadl hasara karsi olasi koruyucu etkilerini arastirmak amaci ile akut
donemde bir TNF-alfa blokeri olan etanercept tedavisi verildi.

insanlarda sik goriilen, en ¢cok motorlu tasit kazalarina bagli olarak meydana
gelen diffiz kafa travmasi ile benzerligi nedeniyle, bu ¢alismada Marmarou ve
ark.’nin tanimladig1 kafatasinin saglam kaldi§gi kapali kafa travmasi modeli
uygulandi (95).

Tumoér Nekrozis Faktor alfa (TNF-alfa), kasektin olarak da adlandirilir ve
bircok normal hucreden, tumor hicresinden ve travmatik hlcrelerden viruslar,
bakteriler, parazitler, sitokinler ve mitojenler olmak Uzere birgok gesitli stimulus ile
uretilir. Solisyonda, TNF -alfa trimerik bir molekildir. Hem transmembran hem de
eriyebilirdir, salgilanan TNF -alfa formlari biolojik aktiftir. TNF-alfa, reseptdrlerinin
ayni zamanda bircok yerde mevcut olma yetenegine bagli, multipl sinyal Uretim
mekanizmalarini aktive etme yetenegi ve ¢ok genis proimflamatuar sitokinleri aktive
etme yetenedine sahip bir sitokindir. Yapilan birgok calismada TNF- alfa’nin
TBHInda 6nemli rol oynadigi, glial, mikroglial, astrositik ve néronal hasara yol actigi
gOsterilmistir (98-102).

TBH'I mikroglial ve astrositik hicre aktivasyonu ve IL-1, TNF-alfa gibi
proinflamatuar sitokinlerin salinmasiyla yakindan iligkilidir (58). Travma sonrasi
salinan ve travmanin major proinflamatuar sitokinlerinden olan TNF - alfa beyin
O6demi ve ndronal hucre hasarinin olusmasinda, kan beyin bariyerinin bozulmasinda
onemli bir role sahiptir. Bu nedenle travma sonrasi artmis TNF-alfa dizeyleri ve
sonuglarinin temel mekanizmasinin anlasiimasi énemlidir (7).

TBH sonrasi iyon kanallarinin agilmasi, hiicre igine kalsiyum akigi, serbest



radikal tutucularinin inaktivasyonu, TNF-alfa aktivasyonu, beyin 6demi ve serbest
radikal olusumu beyin hasarina neden olur (34).

Unterberg ve ark. (49) yaptiklari calismada TBH sonrasi yarali dokuda hem
vazojenik, hemde sitotoksik beyin 6édemini artiran maddeler goéstermislerdir. Bu
maddeler TNFalfa, IL-1, hidrojen iyonlari, potasyum iyonlari, kalsiyum iyonlari,
arasidonik asit ve metabolitleri, serbest oksijen radikalleri, histamin ve kininlerdir.

ikincil beyin hasarina neden olan pek ¢ok etken tanimlanmstir. ikincil beyin
hasarina neden olan surecler sistemik ve kafa i¢i nedenler olarak ikiye ayrilabilir.
Hucresel duzeyde ndronal hucre Olumlerine neden olarak beyin hasari yaratan
bircok biyokimyasal stire¢ mevcuttur.

TNF-alfanin ayrica hlcre iginde asiri kalsiyum birikimine neden oldugu
bunun da serbest radikallerin olusumu ve lipid peroksidasyonu ile sonuglanan stireci
tetiklemekte ayni zamanda da mitokondriyal solunumu engelleyen ve toksik hidroksil
radikallerini olusturan kalmodulin baglantili nitrik oksit sentezinin aktivasyonuna
neden oldugu séylenmistir (102).

Hicre i¢i kalsiyumun ylkselmesi oksidatif fosforilasyonun bozulmasina,
toksik serbest radikallerin olusumuna, hlcresel enzimlerin artmasina ve hucre
metabolizmasinin ¢dzulerek d6limuine neden olur (103).

Etanercept, 1gG Uzerinde bulunan TNF-alfa reseptdr proteinlerine
baglanarak etki gdsteren rekombinant bir TNF-alfa antagonistidir. Bu antagonistik
etkisinden dolayi kuvvetli bir anti-enflamatuar etki gosterir. Birgok romatizmal
hastalikta primer tedavi olarak tercih edilmektedir. Son zamanlarda yapilan
deneysel calismalar etanerceptin TBH'nda faydali olabilecegini gdstermistir.
Etanercept, yuksek molekul agirligi nedeniyle BOS’a gegemez. Ancak TBH’nda kan
beyin bariyeri de bozuldudu igin BOS’a gecip ndronlar, glial hicreler ve mikoglial
hicreler Gzerinde protektif etki, serebral doku Uizerine anti-enflamatuar ve anti-0dem
etki gosterebilmektedir (104).

Yapilan bazi calismalarda etanerceptin beyin ve spinal kordu sekonder
hasardan korumak icin I6kosit infiltrasyonunu engelledigi ve bdylece beynin
enflamatuar cevabini durdugu goésterilmis tir (105, 106).

Yaptigimiz calismada deney hayvani olarak beyin morfolojik yapisinin buyuk



oranda insana benzemesi, dig ortamda direncinin ylksek olmasi, ucuz ve kolay
saglanabilir olmasi nedeniyle sigan secilmistir (90, 103, 104).

Travmatik beyin 6deminde KBB’nin yikilmasi sonucu gelisen vazojenik
ddemin klinik kotulesmede tek basina bir neden olmadigi, buna iskemiyle iligkili
selliler 6demin de katildigi yapilan galismalarda gosterilmistir (98).

TNF-alfa gibi pro-enflamatuar sitokinlerin fazla salinimi da sodyum ve
kalsiyum dengesinin bozulmasina neden olarak iskemik (ya da ndrotoksik) 6demin
olusmasina yol agar (109-112).

Yoo-kyung Kim ve ark. vyaptiklari fokal serebral iskemi/reperfizyon
¢alismasinda orta serebral arter okllizyonu yapilmis ve 24 saat sonra reperflizyon
saglanmis. Oklizyondan 20 dakika dnce 5 mg/kg ip etanercept verilmis. Sonug
olarak butun gruplarda, infarkt hacmi ve beyin 6demini azalttigi ve noéroprotektif
etkisinin oldugu gosterilmistir (102).

Ke-Bing Chen ve ark. sigcanlarda spinal kord yaralanmasinda etanerceptin
noroprotektif etkisini arastirdiklari calismada etanerceptin antienflamatuvar ve
antiapoptotik etkisinin oldugunu, bunun yaninda néronlar ve oligodendroglialar
Uzerine de noroprotektif etkisinin  oldugunu histopatolojik ve biyokimyasal
parametrelerle ortaya koymuslardir. Spinal kord yaralanmasinda etanerceptin
noroprotektif ajan olarak kullanilabilecegini tavsiye etmiglerdir (103,104).

Yaptigimiz galismada édem ve enflamasyon degiskenlerine gore travma+SF
ve travma+deksametazon gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkhlik
vardir (p=0,027), néronal hasar, astrositik hasar ve glial apoptoz degiskenlerine goére
ise anlami bir farkhhk yoktur (p>0,05). Travma+SF ve travma+etanercept gruplari
arasinda tum degiskenlere goére istatistiksel olarak anlamli bir farkliik vardir
(p=0,003). Travma+deksametazon ve travma+etanercept gruplari arasinda ise
6dem ve enflamasyon degiskenlerine goére (p=0,032) ve ndéronal hasar, astrositik
hasar ve glial apoptoz degiskenlerine gére (p=0,004) istatiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir.

Travma+SF grubunda 10 denekte, travmatdeksametazon grubunda 5
denekte, travma+etanercept grubunda ise 1 denekte 6dem ve enflamasyon,

travma+SF grubunda | denekte néronal ve astrositik hasar, travma+deksametazon



grubunda 8 denekte néronal, i denekte astrositik hasar, travma+etanercept
grubunda ise 2 denekte noronal ve astrositik hasar vardir. Ayrica travma+SF
grubunda S denekte 2+ glial apoptoz, travma+deksametazon grubunda 4 denekte
2+ glial apoptoz, travma-tetanercept grubunda ise 2 denekte 1+ glial apoptoz
izlenmistir. Bu durum deksametazonun antienflamatuar ve antiédem etkisi oldugunu,
etanerceptin ise antienflamatuar, antiddem etkilerinin deksametazondan daha
kuvvetli oldugunu, ayrica etanerceptin noéroprotektif etkisinin de oldugunu

gOstermektedir.

8. SONUG

Calismamizda deneysel kafa travmasi sonrasinda olusan diffiz beyin
hasarini sinirlayabilmek amaciyla, akut dénemde verilen etanercept tedavisinin
antiddem, antienflamatuar ve noéroprotektif roli arastirildi. Kafa travmasi
olusturulduktan SO dakika sonra 5 mg/kg ip. Etanercept verildi. Bu doz 12 saatte bir
tekrar ip. 12. saate kadar uygulandi ve 90. saatte denekler dekapite edildi.
Etanerceptin antienflamatuar, antioddem ve néroprotektif etkinliginin oldugu
histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme ile ortaya kondu.

Calismamizin sonucu olarak, akut travmatik beyin hasarinda, etanerceptin
antienflamatuar, antiddem ve noéroprotektif etkisinin oldugu ve travmatik beyin
hasarina karsi koruyucu olabilecegi soylenebilir. Ancak etanercetin bu etkinlerini
arastirmak icin bundan sonraki calismalarda farkli doz ve streler denenebilir.

Sonug olarak etanerceptin insanlarda akut travmatik beyin hasari tedavisinde

yararll bir se¢enek olabilecedini dusinmekteyiz.
9. OZET

DENEYSEL KAFA TRAVMASINDA ETANERCEPT’in AKUT DONEMDEKI
ANTIODEM, ANTIENFLAMATUAR VE NOROPROTEKTIF ETKISi

Amag: Travmatik Beyin Hasari (TBH), primer ve sekonder hasar
mekanizmalarini icerir. Sekonder hasar, saatler veya gulnler sonra ortaya ¢ikmakta

ve birgok karmasik fizyopatolojik mekanizmaya bagli olarak olugsmaktadir. Yapilan



calismalarda etanerceptin beyin ve spinal kordu sekonder hasardan korumak icin
I6kosit infiltrasyonunu engelledigi ve bdylece beynin enflamatuar cevabini durdugu
gOsterilmistir. Calismamizda, agir kapali diffiz beyin travmasi olusturulan siganlara,
travma olusturulduktan sonra akut ddnemde etanercept tedavisi verilerek antiédem,

antienflamatuar ve ndroprotektif etkisinin arastiriimasi amaclandi.

Metod: Bu deneysel hayvan calismasinda agirliklari 250-350 g arasinda
degisen 40 adet erkek erigkin Sprague- Dawley sicani kullanildi. Denekler her
grupta on sican olacak sekilde Kontrol (K); Travma+Serum Fizyolojik (T+SF);
Travma sonrasi dexametazon (T+D); Travma sonrasi etanercept (T+E) gruplarina
ayrildi. Calismada etanercept ve dexametazon izotonik serum ile sulandirilarak
intraperitoneal olarak verildi. Travma+medikasyon sonrasi 90. saatte sicanlar

dekapite edilerek érnekler histopatolojik ve imminohistokimyasal olarak incelendi.

Bulgular: Odem ve enflamasyon degiskenlerine gére Travma+SF ve
travma+deksametazon gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
(p=0,027), néronal hasar, astrositik hasar ve glial apoptoz degiskenlerine gore ise
anlami  bir farklihk olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Travma+SF ve
travma+etanercept gruplari arasinda tim degiskenlere gore istatistiksel olarak
anlamh bir farkhlik tespit edilmistir (p=0,003). Travma+deksametazon ve
travma+etanercept gruplari arasinda ise 6dem ve enflamasyon degiskenlerine goére
(p=0,032) ve ndéronal hasar, astrositik hasar ve glial apoptoz degiskenlerine goére

(p=0,004) istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢: Calismamizin sonuglari; akut travmatik beyin hasarinda, etanercept
tedavisinin enflamasyonu ve &demi, glial apoptozisi, néronal ve astrositik hiicre
hasarini azaltarak sekonder travmatik beyin hasarina kargi koruyucu olabilecegini
gOstermistir. Sonug olarak etanerceptin insanlarda akut travmatik beyin hasarinin

tedavisinde yararli bir segenek olabilecegi dugunulda.

Anahtar sézciikler: Travmatik beyin hasari, ndroprotektif etki, beyin 6demi,

enflamasyon, etanercept.



10. SUMMARY

THE NEUROPROTECTIVE, ANTI-EDEMA AND ANTI-INFLAMMATORY
EFFECTS OF ETANERCEPT IN THE ACUTE PHASE OF EXPERIMENTAL HEAD
TRAUMA

Objective: Traumatic brain injury, includes primary and secondary
mechanisms of injury. Secondary damage, after hours or days, depending on the
emerging and is composed of many complex pathophysiological mechanism. In the
studies that is shown; to protect brain and spinal cord from sekonder injury,
etanercept stops brain inflammatory response preventing leukocyte infiltration. In
our study, rats were created severe closed diffuse brain injury, trauma after the
creation of etanercept in the treatment of acute given anti-edema, anti-inflammatory

and neuroprotective effect was investigated.

Methods: This experimental animal study, the weights from 250 to 350 g
adult male Sprague-Dawley rats ranging from 40 units were used. Subjects were ten
rats in each group so that the control (K), trauma+serum physiological (T+SF);
trauma with dexametazon (T+D); trauma with etanercept (T+E) groups. Etanercept
and dexametazon studies, diluted with saline intraperitoneally. Medication after
trauma 90 h of the rats were decapitated for examples histopathological and

immunohistochemical examination.

Results:  We observed that, there is statistically significant
differences between trauma+SF and trauma+dexametazon groups about edema
and inflamatuar parameters (p=0,027), on the other hand we haven’t seen
significant differences about neuronal damage, astrositic damage ang glial
apoptosis (p>0.05). For all parameters statistically meaningful differences have
been retrieved between trauma+SF and trauma+etanercept groups (p=0,003).
Groups of traumatdexametazon and traumatetanercept related to edema and
inflamatuar parameters (p=0,032) and neurona damage, astrositic damage and glial

apoptosis we obtained statistically significant differences.
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Conclusion: The results of our study; in the acute traumatic brain injury and
traumatic brain injury secondary to trauma etanercept treatment in reducing
inflammation, glial apoptsis, neuronal and astrocytic cell damage may be protective
against the show. As a result of etanercept in the treatment of humans with acute

traumatic brain injury was thought to be a useful option.

Key words: Traumatic brain injury, neuroprotective effect, brain edema,
inflammation and etanercept.
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12. RESIMLEMELER LISTESI

Tablo-1. Tiirkiye Istatistik Kurumunun trafik kazasi basina ortalama &lii ve

yarali sayisi, 2000-2009.

Sekil-1. Sekonder hiicre hasarinda gelisen hiicresel mekanizmalar Sekil-2.
Etanercept’in kimyasal yapis1 Sekil-3. TNF-alfa’nin etki mekanizmasi

Resim-1. Orta hatta koronal ve lambdoid sutiirler arasina 10 mm ¢apinda 3 mm
kalinhiginda gelik disk konulmasi Resim-2. Marmarou ve ark. tarafndan tarif

edilen akselerasyon travma modeli

Resim-3. Deneklerin dekapitasyon ile beyin beyin sapinin bir biitiin halinde

cikarilmasi sonrasi elde edilen doku 6rnegi (K grubundan).

Tablo-2. Deneklerin travma 6ncesi (0. saat) dl¢iilen fizyolojik parametrelerinin

gruplar aras1 dagilimi

Tablo-3. Deneklerin travma sonrasi (24. saat) olgiilen fizyolojik

parametrelerinin gruplar arasi dagilimi

Resim-4. 6dem, enflamasyon, mikroglial hiicre hasari, néronal hasar, astrositik hiicre
hasar1 ve glial apoptizisin tespit edilmedigi kontrol grubu. Resim-5. Travma + SF
grubu; Odem, enflamasyon, mikroglial hiicre hasari, néronal hasar, astrositik hiicre
hasar1 ve glial apoptizisin goriilmekte oldugu grup.

Resim-6. Travma sonrasi dexametazon verilen grup; Odem ve enflamasyon goriilmekle
birlikte kontrol ve T + SF grubuna gore belirgin oranda azalmis oldugu izleniyor. Ancak
mikroglial hiicre hasari, ndronal hasar, astrositik hiicre hasar1 ve glial apoptiziste belirgin
bir degisiklik olmadig: izlenmekte. Resim-7. Travma sonrasi etanercept verilen grup;
Odem ve enflamasyonun izlenmedigi, mikroglial hiicre hasari, ndronal hasar, astrositik
hiicre hasar1 ve glial apoptizisin ise belirgin derecede azaldig1 goriilmekte.

Tablo-4. Patoloji sonuglarinin 6zeti

(K: Kontrol, T+SF: Travma+Serum Fizyolojik, T+D: Travma+Dexametazon, T+E:

Travma+Etanercept)
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15.12.2008 tarihinde uzmanlik egitimime basladim. Iyi derecede ingilizce
bilmekteyim. Egitim slirem boyunca ¢esitli ulusal kongre ve kurslara katildim ve 40
adet yurt ici kongrelerde sunulan bildiride, 1 adet yurt disi kongrede sunulan
bildiride, 2 adet yurt disi ve 9 adet yurt ici dergide makale olarak yayinlanan bilimsel

calismada yer aldim.
1. Etik Kurul Onay.






