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TNF : Tiimor nekroz faktor



GIRIS VE AMAC

Kafa travmasi, insanlik tarihi kadar eski olmasina ragmen, bu giin halen mortalite ve
morbiditenin en 6nemli nedenlerinden biri olarak, ¢ok biiylik sayida insan ve ekonomik
maliyet kaybina yol agmaktadir (1,2). Giiniimiizde teknolojik gelismelere ve insan egitimine
paralel olarak travmalarin Onlenmesine yonelik c¢alismalar siirmektedir. Tip bilimindeki
ilerlemeler 15181nda, beynin biyokimyasal ve histokimyasal yapisi daha iyi anlasilir hale
gelerek kafa travmasinin daha iyi degerlendirilmesi ve daha etkin tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi miimkiin olmaktadir. Kafa travmalari, neden, siklik, yaralanma sekli ve olusum
mekanizmalar1 bakimindan 6nemli farkliliklar gostermektedir. Travmaya bagl olusan beyin
hasar1, etki eden gii¢lerin direk etkisi ile olusan primer (birincil) hasar ve daha sonra gelisen
cesitli metabolik olaylarin zincirleme reaksiyonu sonucu olusan sekonder (ikincil) hasar
seklinde olmaktadir (3). Kafa travmasina bagh primer hasar1 dnlemeye yonelik ¢aligmalar
ancak koruyucu yontemler gelistirmek ve egitim ile olmaktadir. Son yillarda yapilan deneysel
ve klinik ¢aligsmalar daha ¢ok birincil hasari takiben gelisen fizyopatolojik degisikliklere bagl
ortaya ¢ikan sekonder hasar1i Onlemeye yonelmistir.

Serbest radikal salinimi ve hiicre hasar1 sekonder hasarla suglanan Onemli
fizyopatolojik mekanizmalar arasindadir. Bu konuda c¢aligmalar son yillarda giderek
artmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin sekonder hasarlanmada yaptig1 en 6nemli patolojik
siire¢ membran hasar1 sonucu hiicre 6liimii ile biten lipid peroksidasyonudur (4-9).

Bu deneysel calismada, standardize edilmis deneysel kiint kafa travmasi modelinde,

ratlarda serbest oksijen radikallerine bagli olusan sekonder beyin hasarini degerlendirmek ve



antioksidan etkisi bir¢ok sistem iizerinde deneysel calismalar ile gosterilmis N-asetilsistein

(NAC) maddesinin beyni sekonder hasardan koruyucu olasi etkisini arastirmak amaglandi.



GENEL BILGILER

KAFA TRAVMALARININ SINIFLANDIRILMASI

Kafa travmalar1 temel olarak; nedenlerine, mekanizmalarina ve sonuglarma gore
siniflandirilir. Nedenlerine yonelik siniflandirma, epidemiyolojik olarak 6nem tasimakla
birlikte, bu grupta en yaygin neden trafik kazalaridir. Pediatrik yas grubunda yiiksekten ve
bisikletten diismeler, eriskin yas grubunda; saldirilar, intihar girisimleri, spor ve is kazalar1 da
diger onemli nedenleri olusturmaktadirlar (1,2). Mekanizmasina gore siniflandirmada, kafa
travmalart kiint (kapali) ve penetran (acik) yaralanmalar olarak ikiye ayrilirlar. Kiint kafa
travmalar1 en sik rastlanilan tiptir. Genellikle, hareket eden bir objenin kafaya ¢arpmasi ya da
hareket eden kafanin diiz bir ylizeye carpmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. Penetran yaralanmalar
ise, cogu kez diigiik hizli ajanlarla olmaktadirlar. Yiiksek hizli mermiler, yakin mesafede
yaygin bir hasar olusturmakla birlikte, uzak mesafede diisik hizli ajanlar gibi
davranmaktadirlar. Penetran yaralanmalar daima acgik yara seklinde olup, enfeksiyon riski
tasirlar (1). Ciddiyetine gore ise hafif, orta ve agir olarak siniflandirilir. Travma sonucu olusan
beyin hasari; biiyiik oranda ortaya cikan noral ve vaskiiler yaralanmaya baglidir. Bu hasar,
dogrudan etki eden kuvvete bagl olabilecegi gibi, ddem, iskemi ve yer kaplayict lezyon

olusumu gibi sekonder komplikasyonlara bagl olarak da gelisebilir (1).

KAFA TRAVMALARININ FiZYOPATOLOJISI

Travmatik beyin yaralanmalari primer (birincil) ve sekonder (ikincil) olarak iki
kategoriye ayrilir. Primer yaralanma travma aninda ya da travmanin direkt etkisi sonucu beyin
parankiminde ya da akselerayon ve deserelasyon kuvvetlerine bagli uzun beyaz cevher

traktuslarinda meydana gelir. Skalp ve kafatas1 yaralanmalar1 da bu kategori i¢inde yer alir.
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Kiint kafa travmasinda primer beyin yaralanmasi yerel veya yaygin hasar seklinde olusabilir.
Yerel lezyonlar, serebral kontiizyolar, laserasyonlar, hematomlar, beyin sap1 yaralanmalari,
kranyal sinir ve hipofiz sapt yaralanmalarini icerir. Primer yaygin beyin yaralanmalari
serebral konkiizyon ve yaygin aksonal yaralanmay1 kapsar. Sekonder yaralanma ise travmay1
takiben veya ondan belli bir siire sonra baslayan fizyopatolojik olaylar sonucunda olusur.
Primer yaralanmaya yanit olarak dakikalar, saatler veya giinler sonra gelisebilir. Noronal
harabiyet ve hiicre 6liimiine yol agarak klinik kotiilesme olusturur. Sekonder beyin hasari

olusturdugu bilinen durumlar sistemik ve kafa i¢i nedenler olarak ikiye ayrilabilir (10).

Sistemik Nedenler

Ciddi kafa travmasi sonrasi sik olarak ortaya ¢ikan, mortalite ve morbidite iizerinde
oldukca etkili olan sistemik nedenlere bagli beyin hasarlarindan korunmak miimkiindiir.
Deneysel c¢aligmalar ile erken donemde ortaya c¢ikan hipoksi ve hipotansiyonun serebral
perfiizyon ve oksijenasyonun kritik sinirlarin altina inmesine sebep olarak kotii ¢ikis tablosu
olusumunu arttirdig1 dogrulanmistir (10,11).

Hipoksi: Kafa travmalarinda hipoksi mevcudiyetinin mortalite oranin1 %24 ile 50
arasinda artirdig1 gosterilmistir (12).

Hipotansiyon: Acil servislere veya yogun bakim iinitelerine getirilen travmali
olgularin yaklasitk %35’inde sistemik hipotansiyon saptanmistir. Erken donemdeki
hipotansiyonun mortalite oranini iki katina ¢ikardigi gosterilmistir (12).

Hiperkapni: Serebrovaskiiler dilatasyon olusturarak, kafa i¢i basincim1 ve Kkitle
etkisini artirir. Travma sonrast metabolik beyin asidozu ile birliktelik gdsterir. Bir¢ok
arastirmaci bu etkinin norolojik iyilesmeyi kotii yonde etkilediginde birlesmektedir (13).
Bununla birlikte son yapilan caligmalarda, siklikla tedavi amact ig¢in uygulanan kontrollii
hiperventilasyona bagli ileri derecede hipokapninin de esit diizeyde zararli oldugu
gosterilmistir.

Hipokapni: Vazokonstriksiyon, serebral kan voliimiinde ve serebral kan akiminda
azalmaya neden olmaktadir. Serebral kan akimindaki uzun siireli azalma beynin yaralanmis
bolgelerinde iskemi riskini arttirmaktadir. Asirt hipokapni anaerobik metabolizmanin
olustugu yerlerde vazokonsriksiyona yol acarak laktik asidozun artmasina neden olur (14,15).

Hipertermi: Iskemi calismalarindaki hipertermi (39°C’nin iizerinde), eksitotoksik
ndrotransmitterlerin saliniminin artmasi, proteinkinaz C aktivite degisikligi ve iskemik beyin
hasarinin fizyopatolojik etkilerinin artmasi ile goriilmektedir. Deneysel travma c¢alismalarinda

hipoterminin noéroprotektif etkisi ortaya konulmustur (16,17).
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Kafa ici Nedenler:

Beyin sismesi: Kapali kafa travmasi sonrasi1 yaygin beyin sismesinin 20 ila 30 dakika
gibi kisa bir siirede olustugu bildirilmektedir. Bu sismenin nedeni vaskiiler dilatasyon,
serebral 6dem veya her ikisinin birlikteligidir (18).

Beyin 6demi: Beyin dokusunun, su igeriginin artmasi sonucunda total kitlesinin
artmasi ile karakterizedir. Ciddi kafa travmalari1 sonrasi ¢ikis durumunun belirlenmesindeki
onemli faktorlerden biridir (19). Beyin, kan-beyin bariyeri (KBB) tarafindan anatomik ve
fonksiyonel yonden, vaskiiler (arterler, kapillerler ve venler), hiicre i¢i ve dis1 beyin omurilik
stvist (BOS) ve intertisyel sivi olmak iizere li¢ kompartmana ayrilmistir. Son 25 yil iginde
beyin Odemi siniflandirmalar1 ortaya konmustur. Patogenezine gore beyin Odemi
siniflandirmasi vazojenik, sitotoksik, osmotik ve hidrostatik olarak yapilmaktadir (20).

Beyinde lokal bir yaralanma oldugunda, dogrudan etki eden kuvvete bagli KBB’nin
acilmasi, Olen ndral hiicrelerden eksitator amino asit (EAA) ve trombotik materyalden
serotonin salinmasi meydana gelir. Plasma i¢ine yayilan glutamat, serotonin, kallikrein-
kininojen-kinin (KKK) sistem iirlinleri ve yag asitleri 0demin yaralanma c¢evresine
yayllmasina neden olur. Glutamat, kendi salimimin1i daha fazla artirarak hiicre
membranlarindan Na® ve Ca®" gecisininin artmasina, buna bagh hiicre 6demi ve nekroza
neden olur. Serotonin bariyer agikligini artirir ve serebrovaskiiler fonksiyonu bozar. Yag
asitleri hiicresel enerji metabolizmasini bozarak hiicre sismesine ve KKK sistemi bariyer
acikliginin artmasina, hiicre yaralanmasina yol agar. Tiim bu ikincil olaylarin son asamasinda
serbest radikaller ve lizozomal enzim aktivasyonlari olusur (20).

Serebral hiperemi: Travmatik vazoparalizi ve serebral hipervoleminin
serebrovaskiiler genislemeye yol agarak beyin sismesi ve KIB artis1 olusturdugu klinik ve
deneysel olarak gosterilmistir. Ciddi kafa travmalarinda, hipotalamus ve beyin sapindaki
yaralanmaya bagli olusan serebral vazoparalizi, serebral kan akiminin voliim artigin tetikler.
Sonucta, serebral sisme olusmakta, kafa i¢i basing artmakta, serebral perfiizyon basinci
azalmakta ve vendz doniis engellenmektedir (21,22).

Beyin herniasyonlari: Herhangi bir nedene bagh kafa i¢i kitle artis1 (hematom, abse
veya beyin 0demi) beyin herniasyonuna yol agabilir. Bu durum ikincil olarak sikismis
beyinde iskemi olusturarak, tiim elektriksel, metabolik ve biyokimyasal olaylarin bozulmasina
yol agabilir (23).

Artmis kafa i¢i basing: Ciddi kafa travmasi sonrasinda olgularin %72’den fazlasinda

kafa i¢i basing (KIB) artar (23). Kafa travmasi sonrasi artnus KiB ile kétii ¢ikis durumu



arasindaki iliski ¢ok net olarak ortaya konmustur (24). Artmis KIB ile nérolojik kotiilesme
arasindaki iliski ise net degildir fakat serebral kan akimindaki azalma ile iliskisi agiktir.

KiB ve serebral perfiizyon basinci: Genel olarak, KiB’de artma, yer kaplayan
lezyon veya BOS akiminda tikaniklik olmasi sonucunda ortaya g¢ikar. Travmatik beyin
yaralanmasindan sonra, parenkimal kompartman farkli mekanizmalar ile artabilir. En sik
goriilen mekanizma serebral 6demdir. Travma sonrasinda, fizyolojik, iskemik veya
eksitotoksik mekanizmalar ile, genellikle ayn1 anda vazojenik ve sitotoksik 6dem olusur.
Beyin 6demi yalniz kitle etkisi ile KIB’i artirmaz, burada parenkimin viskoelastik durumu ve
kompliansida 6nemlidir. Ciddi kafa travmasi sonrasi olgularin %31’inden fazlasinda basing
otoreglilasyonu biiyiik oranda bozulmus olabilir (25).

KiB, serebral kan akimi ve metabolizma: Deneysel travmatik beyin yaralanmasi
caligmalarinda akut donemde glikolitik mekanizmanin belirgin olarak arttig1 gdsterilmis, oysa
oksidatif metabolizmada degisiklik saptanmamistir. Bu donemi takiben ndrolojik
fonksiyonlarin geri gelmesine kadar olan siirede yaygin serebral metabolik azalma
olugmaktadir. Artmis glikolitik dénem ilk 4 ila 5 giline uzamakta, takiben olusan azalmis
glikolizis donemi 6 ayda sonlanmaktadir. Erken travma sonrast donemde serebral glikolizis
ile serebral kan akimi (SKA) arasindaki anlamli iligki, oksijenin metabolizma orani ile
karsilastirildiginda goriilmemektedir. Mevcut bilgiler kafa travmasi sonrasi SKA ile
metabolizma arasindaki iliskiyi aciklamak icin yeterli degildir. Bu durumun aciklanmasi i¢in
daha ileri ¢aligmalar gerekmektedir (22,26). SKA metabolik ihtiyag i¢in yetersiz ise iskemi
olugsur. Bu nedenle kafa travmasina bagli oliimlerde, beyinde iskemik nekrozu gosteren
noropatolojik bulgular siklikla mevcuttur.

Travma Sonrasi Olusan Nobetler: Travma sonrast ortaya ¢ikan ndbetler, ikincil
hasari tetikleyen 6nemli nedenlerdendir (27).

Kafa ici Enfeksiyonlar: BOS fistiilleri, agik ve penetran kafa yaralanmalari, KiB
monitorlerinin uygulanmasi ve cerrahi girisimler kafa travmalar1 sonrasi kafa i¢i enfeksiyon

i¢in risk faktoriidiir.

TRAVMAYA  BAGLI  BEYIN  HASARININ  NOROKIMYASAL
MEKANIZMALARI

Norokimyasal degisiklikler, temel olarak su bagliklar altinda toplanmistir. 1- Fazla
miktarda EAA salimimi, 2- Enflamatuar sitokinlerin salinimi, 3- Apoptozis, 4- Kalpain

proteolizi, 5- Serbest radikallerin olugumu.



Eksitator Amino Asit Hipotezi

EAA hipotezinin en biiyiik varsayimi; ¢ok sayida norotransmitterlerin saliniminin,
icinde travmanin da bulundugu degisik yaralanmalarda asir1 salinimi ve birikimi ile kesintisiz
hiicre hasar1 baslattigi, Ca®"un hiicre igine girerek hiicre Sliimiine yol agacagi esasina dayanir
(27,28,29). EAA’ler iizerinde en cok calisilanlar, memeli santral sinir sisteminin ana
norotransmitterleri olan Glutamat ve Aspartat’tir. Bunlar sinaptik ge¢isin yonlendirilmesi ve
ndron i¢ine iyon gecisinin kontroliinde rol oynarlar. Bu amino asitler, eksitator iletiden
sorumlu olduklart halde belli kosullarda paradoksal olarak, norotoksisitenin de potansiyel
kaynagidirlar (29,30,31). Travma, iskemi, epilepsi ve benzeri patolojik siirecler sirasinda
EAA salinimi ve buna bagli olarak dncelikle AMPA ve Kainat reseptor kanallar1 yoluyla Na®
hiicre icine girer, hiicrede sisme ortaya ¢ikar. Ikinci asama hiicre i¢ine normalin iizerinde Ca*"
girigidir ki, bu NMDA reseptor kanallar1 araciligiyla gerceklesir (30). Hiicre i¢indeki Ca*"
artis1 lipolitik (lipaz ve fosfolipaz) ve proteolitik (Calpain I ve diger Ca*” bagimh proteazlar)
enzimleri aktive edecektir. Proteolitik enzimlerle hiicre zar1 ve iskeletini olusturan yapilar
yikilirken, lipolitik enzimler ise néron membranindaki fosfolipidleri parcalarlar. Bu olay kisir
bir olay olan aragidonik asit (AA) dongiisiinii baglatir. AA enzimler aracigi ile okside olur ve
prostoglandinler (PG); PGE,, PGD,;, PGF,, PGF,, PGG,, prostasiklin, 16kotrienler ve degisik
hidroksi tilirevlerine doniisiir. Bu siireci takiben olusan serbest radikaller ve lipid

peroksidasyonu sonucu hasar ilerler ve ndronun 6liimii ile sonuglanir (4,30,31).

Sitokinler

Sitokinler (Interleukin-1, Interleukin-6, Interleukin-10) ve timoér nekroz faktér (TNF)
hiicre hasarinda temel rol oynayan veya travma sonrasi hiicre hasarini siirlayan anti-
enflamatuar bilesiklerdir. Kortikosteroid ve prostoglandinlerin, sitokinlerin iiretimini

durdurduklar1 ve kontrollerini bozduklar1 gdsterilmistir (32,33).

Apoptozis

Apoptozis ve hiicre Oliimiiniin programlanmasina olan ilgi son yillarda artmigtir.
Apoptozis histolojik olarak hiicreyi nekroz asamasindan ayiran en 6nemli faktordiir (34).
Plazma membrani ile ¢evrili apoptotik cisimlerin taninmasi, hiicrenin biiziilmesi, kromatinin
yogunlasmasi, niikleusun piknotik hal alip interniikleozomal DNA’nin parcalanmasi, terminal
deoksintikleotid transferazin aracilik ettigi deoksitiridin trifosfatin bozulmasi, apoptoz icin
DNA hasarint gosteren primer standartlardir. Nekroz ve apoptoz arasindaki evreye etki eden

ajanlar mevcuttur. Kafa travmasi sonrasi apoptozisi belirleyici mekanizmalarin varligi
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gosterilebilirse, bunu engelleyecek farkli tedavilerin olabilecegi ve hiicre Oliimiiniin

durdurulabilecegi diisiiniilmektedir (35).

Kalpain Proteolizi

frreversibl noronal hasar gelisiminde, Ca*"un hiicre i¢ine girisinin ana faktor
olduguna iligkin yaygin kanm1 mevcuttur (36). Fokal veya global iskemi, kafa travmasi
Glutamat veya voltaj kanallari iizerinden Ca’”un hiicre igine girerek néron hasar
reaksiyonlarmi baslatmas: ile sonuglanir (37). Ca’”un homeostazisi bozuldugunda,
proteazlar, fosfatazlar, kinazlar ve lipazlar igeren ¢ok sayida Ca®" duyarli enzim aktive olur.
Bunlar arasinda, Ca’’un aktive ettigi hiicre ici proteazlardan kalpainlerin aktivasyonu

ozellikle ilgi ¢ekicidir.

Serbest Radikallerin Olusumu Ve Hiicre Oliimii

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir veya birden fazla (tek sayida) elektron iceren
molekiil veya molekiil pargalaridir. Bir atom veya molekiil, bir elektron vererek (oksidasyon)
veya alarak (indirgenme) serbest radikal haline gelebilir (38). Biyolojik sistemler; normal
kosullarda igerdikleri O;’nin biiyiik boliimiinii tetravalan olarak indirgerler. Bu islem igin
mitokondrilerdeki sitokrom oksidaz benzeri sistemleri kullanirlar. Normal kosullar igerisinde
nadiren kullanilan, ancak bazi patolojik olaylarda artan univalan indirgeme ile degisik
reaktivitelere sahip serbest radikalller olusur. Bir, iki veya {i¢ elektronun O, ile reaksiyona
girmesi sonucu sirasiyla; siiperoksit radikali (O,), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil
radikali (OH") meydana gelir. H,0O, serbest radikal degildir ancak hidroksil radikaline
doniisiir. Lipid, protein ve DNA molekiilleri ile reaksiyona giren hidroksil radikali ise olduk¢a
toksik bir yapiya sahiptir (5).

Bu indirgenme mitokondrial solunum zincirinin ilk basamaginda olusur.
Ekstramitokondrial reaksiyonlarda ise hipoksantin ve ksantinin, ksantin oksidaz tarafindan
tirik asite okside edildikleri reaksiyonda serbest radikaller olugsmaktadir. Bu reaksiyon iskemi-
yeniden kanlanma esnasinda serbest radikallerin baglica olusum seklidir. Cilinkii iskemi
esnasinda hipoksantin ve ksantin birikimi olmakta ve Ca®" yiikselmeside ksantin
dehidrogenazi ksantin oksidaza ¢eviren proteazlari aktive etmektedir (5).

Hidroksil radikali son derece toksik bir yapidir ve komsu lipid, protein ve DNA
molekiilleri ile reaksiyona girer. Hidroksil radikali, oksijen radikali ve HO, nin olusturdugu
kimyasal reaksiyonda olusur. Bu reaksiyona “Haber-Weiss reaksiyonu” adi verilmektedir. Bu

reaksiyon dogal durumda ¢ok yavas olurken demir tarafindan katalize edildiginde
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hizlanmakta ve boylece hidroksil radikali olusumu hizla artmaktadir (5). Normal sartlar
altinda tastyici proteinlerine (ferritin ve transferrin) siki sekilde bagli olan Fe®*, oksijen
radikali varliginda ferritinden, asidoz varliginda da transferrinden ayrilir (5,39). Serbest
radikaller kimyasal olarak gii¢lii reaktif molekiillerdir. Hiicrenin savunma mekanizmalar ile
ortadan kaldirilamazlarsa serbest radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerek yeni
serbest radikallerin olustugu zincirleme bir reaksiyonu baglatirlar (40).

Serbest radikallerin patolojik etkisiyle iki yoldan hiicre hasar1 gelisir; 1) lipidlerin
peroksidasyonu ile hiicre zarmin gecirgenligi bozulur, 2) olusan serbest radikaller
cevrelerindeki zincirleme reaksiyonun yayilmasiyla daha uzaklardaki biyolojik molekiillerle
reaksiyona girerek hasar olusturur. Reaksiyona girdikleri biyolojik molekiiller arasinda,
plazma membrani, hiicre organellerinde bulunan doymamis yag asitleri, gesitli enzimlerin
yapisina giren proteinler, karbonhidratlar ve ¢esitli sentez ve genetik kod aktarimini yoneten
ntikleik asitler yer alir (5,39).

Travmatik beyin yaralanmasi sonrasi, serbest radikal hasar1 olduk¢a 6nemlidir. Biiyiik
lipit icerigi ve yliksek oranda oksidatif metabolizmasi nedeniyle beyin, oksijen radikalleri
tarafindan olusturulan hiicresel destriikksiyon i¢in 1iyi bir hedeftir. Arasidonik asit
metobolizmasi, kalsiyum tarafindan uyarilma ile mitokondriden salinma, katekolaminlerin
otooksidasyonu, damar disina ¢ikma, hemoglobinin yikilmasi ve ksantin oksidaz aktivasyonu
gibi cesitli yollarla olusabilir. Arasidonik asit dongiisii travmatik yaralanmay1 takiben serbest
radikallerin olusmasinda en 6nemli yoldur. Ozellikle, EAA salimimina bagl olarak kalsiyum
aciga ¢ikmasi sonucunda zararli proteaz ve lipazlarin artis1 olur (fosfolipaz A2, lipooksijenaz
ve siklooksijenaz). Bu enzimler tromboksan A2, prostoglandin, lokotrien ve serbest yag
asitlerinden arasidonik asit olusturur. Bu {iriinlerin yikilmasindaki dongiide serbest oksijen
radikalleri tiretilir. Hipoksantin-ksantin yolu kafa travmasini takiben serbest radikal kaynag:
olarak ikinci 6nemli yoldur. EAA dongiisii ile tetiklenir, kalsiyum tarafindan aktive edilen
proteoliz ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza cevirir, sonugta hipoksantinin ksantine
oksidasyonu gerceklestirilir ve iirik asitle birlikte ayn1 zamanda oksijen radikalleri olusur
(41,42).

Serbest radikallerin olusturdugu patolojik siireg; lipid peroksidasyonuna yol acarak
hiicre membraninin gegirgenliginin bozulmasina yol agar. Bu siirece bagimli ve bagimsiz
olusan zincirleme reaksiyonlar ile hiicrenin diger organelleri igerisinde bulunan doymamis
yag asitleri, baz1 enzimlerin yapisina giren proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerde

hasar olustururlar (4,5,7).



Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
dontismesi ile sona erer. Peroksidasyon, membranin lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile
zar islevinin bozulmasi, olusan serbest O, radikallerinin hiicrenin diger bilesenlerine etkisi ile
vaskiiler gecirgenlikte artma, enflamasyon, 6ddem, kemotaksis ile sekonder hiicre hasarina yol
acar (5,6,8). Lipid peroksidasyon son {iriin olarak malonildialdehid (MDA) meydana getirir.
MDA hiicre zarindan kolayca gecer ve hiicre i¢inde Schiff bazlariyla birleserek, lipofuksin
seklinde sitoplazma i¢inde toplanir. Hiicre kiiltlirlerinde yapilan caligmalar, MDA’ nin

genotoksik ve mutajenik etkileri oldugunu ortaya koymustur (9).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Antioksidanlar endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilirlar:
1- Endojen antioksidanlar: Bu gruba organizmada kendisi veya onciilii bulunan antioksidanlar
girer. Ornegin; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz , katalaz, a-tokoferol, B-karoten,
glutatyon, vitamin C, bilirubin ve melatonin.
2- Eksojen antioksidanlar: Bu gruba ise daha ¢ok organizmanin disardan aldig1 antioksidanlar
girer. Ornegin; Allopurinol, folik asit, soya fasulyesi tripsin inhibitorii, difenilin iyodiir ve

desferoksamin.

N-ASETILSISTEIN
N-asetilsistein’in bir glutatyon prekiirsorii olarak bilinmesi, radikal giderici etkisinden
faydalanma fikrini giindeme getirmistir. ik kez 1963 yilinda Sheffner, mukolitik tedavi

amaciyla sistein derivelerini klinikte kullanima sunmustur (43,44).

Farmakokinetik

NAC, dogal bir amino asit olan L-sisteinin N-asetillenmis tiirevidir. L-sisteinin
sodyum tuzu olarak hazirlanmigtir. Sistein, antioksidan etkisi olan birka¢ aminoasitden
biridir. Asetilsistein CSHINO3S seklinde formiile edilir. Molekiil agirhigr 163.2 dir. %22
oraninda suda erir. Alkol ve degisik sivilarda da benzer oranda erime gosterir. NAC
karacigerde metabolize olur ve yarilanma Omrii iki ile alt1 saattir. Yaklasik %20-30’u idrarla
degismeden atilir. Aktif metabolitleri disiilfidler, sistein, sistin, methionin ve indirgenmis

glutatyondur (43-50).
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Etki Mekanizmasi

Glutatyon major bir serbest radikal giderici bir ajandir. Bir Glutatyon prekiirsorii olan
NAC’1n serbest radikalleri detoksiye edebilme yeteneginin anlagilmasi son yillarda bu ajanin
klinik kullanimi olduk¢a yayginlastirmistir (44). NAC, serbest radikalleri ve reaktif
elektrofilleri detoksifiye eder. Reaktif elektrofiller, elektronlara afinitesi oldukga yiiksek olan
ve yeni radikalleri olusturmaya hazirlanan molekiil pargalaridir. NAC ayrica ortamdaki H,O,
diizeyini azaltir ve H,O;’nin toksik etkilerine kars1 hiicreyi korur. NAC’1n toksik radikallere
kars1 koruyucu etkisi, Glutatyon biyosentezini arttirmast ve Glutatyon prekiirsorii olmasi
nedeniyledir (45). NAC alindiktan sonra hizla absorbe ve deasetile edilerek hiicre i¢i ve hiicre
dis1 Glutatyon depolarina eklenir. NAC, sistein derivasyonu olarak daha az toksik ve

Glutatyon prekiirsorii olabilme yetenegi en iyi olan sistein derivasyonlarina doniisiir (46).

Tedavide Kullanimi

1. Akciger hastaliklarinin tedavisinde: NAC mukoproteindeki kimyasal disiilfid
baglarin1 parcalayan serbest siilfidril gruplarimi icermesi sayesinde sekresyonlarin
viskozitesini azaltarak mukolitik etki gosterir (44).

2. Kistik fibroz ve mekonyum ileusu: NAC igeren soliisyonlar oral ya da rektal
uygulamasi seklinde 6zellikle kistik fibrozlu hastalarin ince bagirsaklarinda meydana gelen
mekonyum ileusu olgularinda basartyla uygulanmaktadir (44).

3. Antidot olarak kullanim: NAC altin, kobalt ve diger agir metaller,
karbontetrakloriir, metimerkiir, halotan, arsenik, asetaldehid, kumarin, interferon,
bromobenzen, naftalin ve doxurubisin zehirlenmesinde de antidot olarak kullanilmaktadir
(44,48).

4. Septik sok: Deneysel calismalarda NAC’1n hepato-splaknik kan akimini arttirdigi
gOriilmistiir (49).

5. Parasetamol toksisitesi: NAC reaktif parasetamol metabolitlerin tlikettigi
mitokondrial ve sitozolik GSH depolarin1 doldurarak etki gosterir. Zehirlenmeden saatler
sonra NAC verildiginde notrofiller iizerindeki etkisiyle hepatik hasarin ilerlemesine karsi
koyar ve mikrodolagimin yeniden olusmasini saglar (50).

6. Kardiovaskiiler sistem {izerine etkisi: NAC nitratin vazodilatér etkisine olan
toleransi tersine cevirerek kiiciik kan damarlarinda direkt vazodilatator etki yapar. NAC’in
intravendz uygulamasinin  miyokard infarktiisli hastalarda trombolitik ajan olarak

kullanilabilecegi ve gliseril trinitritin periferal ve koroner etkilerini potansiyelize ettigi
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bildirilmistir. NAC bir thiol bilesigi olarak kii¢iik koroner damarlarin dilatasyonunu arttirir.

(43-50).
Yan Etkileri

NAC toksisitesi son derece nadirdir. Cok ender olarak anaflaksi, tasikardi, tirtiker ve

bronkospazm gibi asir1 duyarlhilik reaksiyonlari gelisebilir (44).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu deneysel ¢aligma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Nérosiriirji Anabilim Dali
Mikrondrosiriirji Laboratuar: (Sekil 1), Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ve Biyokimya
Anabilim Dali Merkez Laboratuarinda gergeklestirildi. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan onay alind1 (Bkz. Ek1). Kullanilan denekler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Birimi’nden temin edildi. Deney hayvanlar intraperitoneal yolla verilen 70
mg/kg ketamin (Ketalar 50 mg/ml 10 ml flakon, Pfizer Ilaclar1 Ltd. istanbul) ve 7 mg/kg
ksilazin hidrokloriir (Rompun %?2 soliisyon, 50 cc. flakon, Bayer-Tiirk {la¢ Ltd. Istanbul) ile

spontan solunumda uyutuldu.

Sekil 1. TUTF Mikronérosiriirji Laboratuarinda deneysel ¢alismanin diizenegi.
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Calismada toplam 36 adet, ortalama agirliklar1 250-320 g arasi degisen Spraque-
Dawley tiirii erigkin erkek rat kullanildi.

Baslica ti¢ grup olusturuldu:

Grup 1: Kontrol grubu (12 rat)
Grup 2: Travma grubu (12 rat)
Grup 3: Travma ve NAC tedavi grubu (12 rat)

Daha sonra her bir grup kendi arasinda 6 rat iceren iki altgruba (A ve B) ayrildi:
Grup 1A : 2. saatte sakrifiye edilen grup (6 rat)

Grup 1B : 12. saatte sakrifiye edilen grup (6 rat)

Grup 2A: 2. saatte sakrifiye edilen grup (6 rat)

Grup 2B : 12. saatte sakrifiye edilen grup (6 rat)

Grup 3A: 2. saatte sakrifiye edilen grup (6 rat)

Grup 3B : 12. saatte sakrifiye edilen grup (6 rat)

50 cm

_EDZ
' 7/

|— 52 om 4'

Sekil 2. Deneysel standart kafa travmasi olusturmak icin kullanilan diizenek.
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Sekil 3. Deneysel standart kafa travmasi diizenegi ve denegin konumu.

Kafa travmasmin, kapali kafa travmasi olmasi ve tekrarlanabilir beyin hasari
olusturmasi i¢in Shapira ve ark. (51) tarafindan tanimlandigi sekilde; kafatasinin
frontoparyetal konveksitesinde, orta hattin 1-2 mm saginda tespit edilen noktaya uygulandi.
Bunun i¢in 7 cm yiikseklikten diigiiriilen agirlik ile kafatasi {izerinde yaklasik 0,5 Joule

carpma enerjisi elde edildi (Sekil 2 ve 3).

Deneyin Yapihisi

Grup 1: Bu grupta kafa travmasi olusturulmadi. Anesteziden uyanan denekler
kafeslerine alind1.

A ve B altgruplarinda (Grup 1A ve Grup 1B) sirasiyla 2. ve 12. saat sonunda anestezi
altinda dekapitasyon uygulanarak denekler sakrifiye edildiler. Beyinleri hasar verilmeden
hizli bir sekilde c¢ikarilarak, interhemisferik fissiir boyunca, sag ve sol hemisferlerine
ayrildilar (Sekil 4). Sag hemisferden frontal ve oksipital poller ayrilarak 0.5 x 0.5 cm’lik noral
doku 6rnegi alindi (Sekil 5). Bu doku iki pargaya ayrilarak, biri biokimyasal inceleme igin —
70° C derin dondurucuda ve digeri ise formaldehit sollisyonuna konarak patolojik inceleme
i¢in saklandi.

Grup 2: Anestezi sonrasi serbest agirlik diisiirme temeline gore isleyen travma
diizenegi ile sag tarafta kiint kafa travmasi olusturuldu. Travma sonrasi, A ve B altgruplarinda
(Grup 2A ve Grup 2B) sirasiyla 2. ve 12. saat sonunda anestezi altinda dekapitasyon
uygulanarak denekler sakrifiye edildiler. Travma sonrasi A ve B altgruplarinda (Grup 2A ve

Grup 2B) yukarida Grup 1 i¢in tanimlanan yonteme gore noral doku 6rnekleri elde edildi.
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Grup 3: Bu gruptaki ratlara travmadan 15 dk sonra N-asetilsistein (%2 Asist amp.,
Hiisnii Arsan) 150 mg/kg intraperitoneal olarak uygulandi. Travma sonrast A ve B
altgruplarinda (Grup 3A ve Grup 3B) yukarida Grup 1 i¢in tanimlanan yonteme gore noral
doku 6rnekleri elde edildi.

kunt kafa travmasinda
N-asetisistein’in sek beyn
hasan (zerine atkiler

T

Sekil 4. Rat deneginde dekapitasyon sonrasi kranyumun acilmasi ve her iki beyin

hemisferinin goriiniimii.
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Sekil 5. Rat beyninin sag hemisferinden incelemeler i¢in doku alinmasi.

Biyokimyasal inceleme

Noéral doku &rneklerindeki MDA 6l¢iimii Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biokimya
Ana Bilim Dali’nda gergeklestirildi. -70°C’ de dondurulmus olan doku Ornekleri, oda
sicakliginda %0.9 NaCl solusyonu ile iyice irrige edildiler ve %1.5’luk KCI kullanilarak 1/10
oraninda homojenize edildiler. ( Heidolph Instruments GmbH 8 Co.K6 Schwabach, Germany
DIAX 900 Homogenizer ) Ardindan santrifiije edilen orneklerdeki lipid peroksit diizeyi
Ohkawa ve ark. (52) tanimladig1 tiobarbitiirik asit (TBA) yontemi kullanilarak belirlendi. 0.2
ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati; 0.2 ml %8.1 lik sodyum dodesil siilfat (SDS), 1.5 ml
%20 lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik tiobarbitiirik asit ve 0.6 ml distile su ile karistirildi.
Karisim 95 °C’ deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra
tizerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karigtirildi.
Organik faz 4000 devir/dk da 10 dakika santrifiije edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat
icermeyen ayira¢ koriine karsit 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Shimadzu UV-
1208, Japan) okundu. Sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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Histopatolojik inceleme

Histopatolojik inceleme i¢in ayrilan doku parcalart %10’luk formaldehit igerisinde
tespit edildi. Ornekler daha sonra parafin ile bloklandi, 5 pm kalinhiginda kesitler alind1 ve
Hemotoksilen-eosin (H&E) ile boyandi. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda 11k mikroskobu (Nikon Optiphot II, Japan) ile X400 biiylitme
altinda incelendi. Standart okiiler grid kullanilarak her milimetrekareye diisen saglam ve
hasarlanmis olan ndronlar belirlendi. Hemotoksilen-eozin ile boyanmis olan kesitlerde
ndronlarin yogunlugu ve dagilimi degerlendirildi. Doku kesitleri 151k mikroskopu altinda
incelendi, noronlarin sayisi rastgele segilen alanlarda, 151k mikroskopu kullanilarak sayildi
(eyepiece ‘10, objective -40, total alan uzunlugu 0.225 mm). Noron yogunlugu milimetreye
diisen noron sayis1 olarak hesaplandi. Beyin dokusundaki néron dagiliminmi kaydetmek i¢in

doku kompartmanlar kullanildi.

Immiinohistokimyasal inceleme

Immiinohistokimyasal inceleme Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarinda yapildi. Spesifik tavsan poliklonal anti-caspase-3
antikoru (Cat. # RB-1197-P, Neomarkers, USA) 1:50 diliisyonda uygulandi. Yontem
asagidaki basamaklardan olustu: (a) endojen peroksidaz aktivitesi 30 dakika boyunca distile
suda 3 H,0; ile inhibe edildi; (b) kesitler 30 dakika boyunca musluk suyu ile ve 10 dakika
boyunca distile su ile yikandi; (c) antikorlarin nonspesifik baglanmas1 PBS’1i 1:4 diliisyonda
normal keci serumu ile inkiibe edilerek bloke edildi (DAKO X 0907, Carpinteria, CA); (d)
kesitler PBS de 3 dakika yikandi; (e) kesitler biotinylated anti-mouse IgG ile inkiibe edildi
(DAKO LSAB 2 Kit; (f) kesitler PBS de 3 dakika yikands; (g) kesitler ABC kompleksi ile
inkiibe edildi (DAKO LSAB 2 Kit); (h) kesitler PBS de 3 dakika yikands; (i) peroksidaz
substrat olarak diaminobenzidin ile tespit edildi; (j) kesitler 10 dakika boyunca musluk suyu
ile yikand1 ve daha sonra dehidrate edildi; (k) niikleus hematoksilen ile boyandi ve (1) kesitler

DAKO’ya yerlestirildi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlik Bilgi islem
Merkezi’nde bulunan S0064 Minitab Release 13 programi (Lisans No. 1331.00197)
kullanilarak bilgisayar ortaminda gerceklestirildi. Istatistiksel analizler i¢in gruplar arasi
kiyaslamali Kruskal-Wallis varyans analizi yapildi. Anlamli farklilik ¢ikanlara Mann-Whitney
U testi uygulandu.
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BULGULAR

Biyokimyasal Bulgular

MDA degerleri Tablo 1° de gosterilmistir. Kapali kafa travmasi (Grup 2) MDA
diizeylerini istatistiksel olarak anlamli derecede artirdi1 (p<0,05). Travmadan 15 dk. sonra tek
doz NAC (150 mg/kg) verilmesinin MDA diizeyini istatistiksel olarak anlamli derecede
azalttigr gortldi (p<0,05). Altgruplar ele alindiginda, 2. ve 12. saatlerdeki beyin dokusu
MDA diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (Tablo 2).

Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda (Grup 1), beyin dokusundaki noéronlarin morfolojisi normaldi.
Kapali kafa travmasi grubunda (Grup 2) hemotoksilen-eosin ile boyanan histolojik doku
kesitlerinde olusan en belirgin bulgu agir dejeneratif degisiklikler, biiziismiis sitoplazma,
noronlarda belirgin koyu piknotik nukleus ve ayni zamanda doku Odemini gosteren
vakuolizasyondu. NAC ile tedavi edilen rat beyinlerinde (Grup 3), travmatik degisikliklerin
yogunlugu travma grubundan daha az bulundu. Koyu boyanmis nukleus ve biiziismiis sinir
hiicreleri NAC ile tedavi edilen travmatize rat beyinlerinde gozlenmedi. Bu grupta,
sitoplazmadaki ve Ozellikle hiicrelerin nukleuslarindaki dejeneratif degisiklikler sadece
travma olusturulan gruptan daha azdi. Kapali kafa travmasi uygulanan grubun frontal beyin
dokusundaki ndron sayisi, kontrol grubundan ve travma + NAC tedavisi verilen gruptan
istatistik olarak anlamli oranda daha diisiik bulundu (p<0,05). Altgruplarda 2. ve 12. saatlerde
morfolojik bir farklilik saptanmadi (Tablo 3).
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(nm/mg protein) diizeylerinin ortalama (alt deger - iist deger) ve standart

sapma degerleri.

Tablo 1. Tiim grup (Grup 1, 2 ve 3) ve altgruplarda (Altgrup A ve B) Malonildialdehid

Grup 1 (Kontrol)

Altgrup A (2. saat)

Altgrup B (12. saat)

1 3,50 4,18
2 4,52 3,26
3 4,27 3,98
4 3,28 3,18
5 4,13 2,63
6 3,19 2,51
3,82 (3,19-4,52) 3,29 (2,51 -4,18)
+ (0,56 + (0,68
Grup 2 (Travma)
1 4,50 4,68
2 5,11 4,48
3 5,44 3,83
4 5,09 4,96
5 5,64 4,21
6 5,34 4,00
5,19 (4,50 - 5,64) 4,36 (3,83 -4,96)
+ 0,39 + 0,42
Grup 3 (Travma + NAC)
1 3,77 2,19
2 4,12 3,44
3 3,12 2,40
4 4,27 3,95
5 3,20 3,35
6 3,79 2,17
3,71 (3,12 -4,27) 2,92 (2,17-3.,95)
+ (0,46 + 0,76
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Tablo 2. Frontal beyin dokusunda tiim grup ve altgruplarda malonildialdehid (nm/mg

protein) diizeyleri.

Grup MDA (2. saat) MDA (12. saat)

Grup 1 (Kontrol) 3.82 £ 0.56 3.29 + 0.68

Grup 2 (Travma) 5.19 £ 0.39% 436 £ 0.42*

Grup 3 (Travma + NAC) 3.71 = 0.46 292 + 0.76

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. * Grup 1 ve Grup 3’ e kiyasla (p <0.05) (MDA:
Malonildialdehid)

Tablo 3. Gruplarin (sayr/mm) cinsinden, 2. ve 12. saatlerdeki noron sayilari.

Grup Beyin doku (2. saat) Beyin doku (12. saat)
Grup 1 (Kontrol) 75.63 £ 6.43 76.31 £ 6.81

Grup 2 (Travma) 48.26 + 4.38* 50.38 £ 4.34*

Grup 3 (Travma + NAC) 67.17+5.93 68.12 +5.48

* Grup 1 ve Grup 3’ e kiyasla (p < 0.05)

Immunohistokimyasal Bulgular

Caspase-3 immunohistokimya incelemesinde travmadan sonra apopitotik kortikal
ndronlar gosterildi. Noronlarin caspase-3 immunreaktifligi kontrol grubunda (Grup 1) belirgin
degildi. Caspase-3 immunreaktifli§inin travmadan sonra 2 ve 12. saatlerde noronlarinda
arttigr gorildii. NAC uygulanan grupta (Grup 3) travmadan sonra dejenere olmus noronlarin

immunreaktivitelerinin belirgin bir sekilde azaldig1 goriildii (Sekil 7 a, b ve ¢).
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Sekil 6. (a) Kontrol grubunda (Grup 1) doku histolojisi. (b) Travma grubunda (Grup 2)
noronlarda dejeneratif degisiklikler gorilmekte ( koyu piknotik nukleus, ddem
sonucu vakuollesme). (c) Tedavi grubunda (Grup 3) travmatik dejeneratif
degisikliklerin Grup 2’ye gore daha az belirgin oldugu goriilmekte.
Hematoksilen-eosin (H&E); Scala ¢izgisi=35um.
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Sekil 7. (a) Kontrol grubunda (Grup 1) noronlarin caspase-3 immiinoreaksiyonlarmin
belirgin olmadiklar1 goriilmekte. (b) Travma grubunda (Grup 2) noronlarda
travma sonrasi donmede caspase-3 immiinoraktivite artisi belirgin olarak
goriilmekte. (¢) Tedavi grubunda (Grup 3) NAC tedavisinin travma sonrasi
dejenere olan noronlarin immiinoreaktivitesini belirgin olarak azalttig

goriilmekte. immﬁnoperoksidaz, H&E counterstain; Scala cizgisi=35pum.
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TARTISMA

Giiclii bir antioksidan, glutatyon prekiirsorii, O, ve H,O, diizeylerini diisliren bir
serbest radikal temizleyicisi olan NAC’in oksidatif stresi ve inflamasyonu azalttig
gosterilmistir (53-58). Glutatyonun dokular1 iskemik yaralanmadan koruyucu oldugu iyi
bilinmektedir (54,40,59). Beyin ve omurilik yaralanmalarinda oksidatif stresin etkilerini
inceleyen Juurlink ve Paterson, NAC gibi sistein prekiirsorleri verilip azalmis glutatyon
diizeyleri saglanarak oksidatif stresin minimuma diisiiriilebilecegini rapor etmislerdir (60).

NAC’in antioksidan etkinligi, koruyucu ve/veya tedavi edici etkisi birgok deneysel
hayvan c¢alismasinda bildirilmistir (54,57,59-71). Bu ¢aligmalarin ¢ogunlukla tamami sinir
sisteminin ve diger sistemlerin iskemi ve iskemi-reperfiizyon durumlarini incelemektedir.
Ornegin, Jayalakshmi ve ark. (57), invitro hipokampal hiicre kiiltiirlerinde, NAC’in reaktif
oksijen iiriinli inhibisyonu ile hipoksiye bagli oksidatif strese karsi korunan ndéron oraninin
artigin1  gostermislerdir. Benzer sekilde Sekhon ve ark. (67), NAC verilmesinin beyin
iskemisi rat modellerinde iskemiyi azalttigini ve reperfiizyonu arttirdigini bildirmislerdir.
Yine, Khan ve ark. (72), deneysel rat inme modelinde, iskemi baslangicindan sonra NAC
verilmesinin beyni serbest radikal hasarindan, ve apoptozisden korudugunu gostermislerdir.
Bu koruma artmis glutatyon diizeyi ve azalmis apoptotik hiicre Sliimii ile iligkilidir. Bu
modelde, hizla ve reperfiizyon sonrast 6 saat aralarla uygulanan ¢ok diisiik (50mg/kg) ve
yliksek (500mg/kg) dozlarda NAC’in koruma saglamadigi goriilmiistiir. Buna karsilik, en
yiiksek koruyucu dozlarin 150 ve 250 mg/kg arasinda oldugu belirlenmistir. Bizim
sonuglarimiz da, Khan ve ark.” nin NAC’in etkinligi ve dnerdikleri koruyucu NAC dozlar ile

ilgili sonuclari ile genel olarak uyumludur.
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Buna karsilik, iskemi ve iskemi-reperfiizyon modellerinin tersine, ndrotravma oncesi
ve sonrast NAC tedavisinin etkinligi ile ilgili deneysel ¢alismalar ¢ok az sayidadir. Az sayida
olan calismanin sonuglarida ¢eliskilidir. Boylece, beyin ve omuriligin travmatik hasarinda
NAC’in pozitif veya negatif etkisi tam olarak degerlendirilememistir. Kaynar ve ark. (73)
deneysel omurilik travma modelinde, travmadan hemen sonra verilen tek bir intraperitoneal
dozun (163mg/kg) etkisini MDA diizeyini 6l¢erek arastirmislar ve yaralanmadan bir saat
sonraki erken donemde lipid membraninin peroksidasyonu flizerine NAC’in etkisinin
olmadigint bildirmislerdir. Calismalarinin negatif sonucunu, olasilikla su sekilde
aciklamislardir: NAC 1 sulfidril gruplarmin oksidasyonu i¢in mevcut bulunan Fe’™ miktar;
NAC verilme metodu ve yetersiz doz; ve lipid peroksidasyonu i¢in diger muhtemel yollarin
mevcudiyeti. Her ne kadar, metodolojik farklilik olsada, temelde benzer bir ¢alisma olarak,
bizim pozitif sonuglarimiz Kaynar ve ark.” nin sonuglar1 ile uyumlu degildir. Olasilikla,
yaralanma sonras1 hemen verilen tek bir NAC dozuyla ilk bir saat icerisinde belirlenen MDA
diizeylerinin NAC tedavisi sirasindaki gercek biyokimyasal olaylart yansitmayabilecegi
diistiniilebilir. Farklilik olarak, bizim c¢alismamizda, NAC travmadan 15 dk. sonra verildi.
Sonuglar 2. ve 12. saatlerde degerlendirildi. Ayrica immunhistokimyasal olarak da sonuglar
dogrulandi. Zamanlama konusunda diisiiniildiigiinde, acil sartlarinda, serebral ve/veya
omurilik hasarli hastalarda, NAC’1n tedavideki muhtemel kullanimi diisiiniildiigiinde, ilk 15
dk. uygulamasinin gercek acil kosullarin1 daha iy1 sekilde simiile ettigimizi diisiinmekteyiz.
Bir bagka deneysel norotravma calismasinda, kobaylarda kontrollii kortikal travma sonrasi
gelisen posttravmatik degisikliklerde NAC’in faydali etkileri Thomale ve ark. (74) tarafindan
da dogrulanmamistir. Bu ¢alismada, travma sonrast 2 ve 4. saatlerde 163 mg/kg NAC
uygulanmasini takiben 24 saat sonra posttravmatik perfiizyon, beyin dédemi gelisimi veya
kontiizyon hacmi lizerine 6nemli bir pozitif etki saptanmamustir. Buna ragmen, NAC tedavisi
sonras1 kontiizyon voliimiinde istatistiksel anlamli olmayan azalma egilimi, hiicresel diizeyde
noronal koruyucu etkilerini belirlemek icin ileri incelemelerin gerekli oldugunu ortaya
koymustur (74). Bizim sonug¢larimiz Thomale ve ark.” nin néronal korunma ile ilgili
sonuclarint desteklemektedir. Bizim ¢alismamizda, kafa travmasi grubunda histolojik
kesitlerin en belirgin bulgulari; agir dejenerasyon degisikliklerini, biiziismiis sitoplazma ve
ileri derecede koyu piknotik niikleuslar1 icermektedir. Koyu boyanmis nukleus ve biiziigmiis
sinir hiicreleri temelde NAC ile tedavi edilmis kapali kafa travmasi olusturulmus ratlarda
mevcut degildi. Bu grupta, sitoplazmadaki ve ozellikle hiicre niikleusundaki dejeneratif
degisikliklerin siddeti kapali kafa travmasi olusturulan gruptan daha azdi. Travma grubunun

beyin dokusundaki néronlarin sayist da kontrol ve travma+NAC tedavisi alan gruplardan daha
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diistiktii. Bizim sonuglarimiz, néronal korunmada NAC’m pozitif etkilerini ortaya koyma
baglaminda Thomale ve ark.’ nin sonuglarin1 destekler nitelikteydi.

Diger taraftan, Ellis ve ark.(75) sivi-perfiizyon hasarini takiben serebrovaskiiler cevabi
diizenlemede NAC’1n etkili oldugunu bildirmislerdir. Xiong ve ark (76). kortikal yaralanmada
mitokondrial disfonksiyona karst NAC’in etkili oldugunu gostermiglerdir. Yi and Hazell
travma modelinde NAC’1n etkisini ¢alismislar; oksidatif stresi diisiindiiren hemoksigenaz-1
(HO-1) kafa travmasini takiben hasarlanmis serebral korteksin glial hiicrelerinde aktive
oldugunu, ve yaralanmadan 5 dk. sonra NAC verilmesinin HO-1 indiiksiyonunda belirgin
azalmaya neden oldugu sonucuna varmiglardir (77). Calismamizin sonuglari travmatik beyin
hasarinda NAC’ in etkisini inceleyen bu deneysel ¢alismalar ile genel anlamda uyumludur.

NAC’in posttravmatik beyin 6demi olusumu iizerine etkilerinin detayl ¢aligilmamis
olmasina ragmen, Cuzzocrea ve ark. (66), serebral iskemi ve reperfiizyon hasarini takiben
NAC’ 1 kortikal ve hipokampal bolgelerde beyin 6demi gelisimini azalttigini gostermislerdir.
Buna karsilik, Thomale ve ark. (74) NAC’1n posttravmatik 6dem gelisimi iizerine etkisinin
olmadigmi bildirmislerdir. Son bir deneysel ¢alismada, Unterberg ve ark. (78) kontrollii
kortikal yaralanma sonrasi gelisen beyin 6deminin sitojenik 6dem gelisimi 6n planda olmakla
birlikte, sitojenik ve vazojenik natiirde oldugunu bildirmislerdir. Cuzzocrea ve ark. (66)
iskemik reperfiizyon modelinde NAC’in vazojenik 6dem olusumunu etkili bir sekilde
azalttigin1 rapor etmislerdir. Bizim g¢alismamizda, travmatize beyin &rneklerinin histolojik
degerlendirmesi, yaralanmadan 2 ve 12 saat sonra beyin dokusu ddemini belirgin olarak
ortaya koymus ve bu 6demin NAC verilmesinden sonra belirgin olarak azaldig1 gosterilmistir.
Travmatik beyin yaralanmasindan sonra &dem iizerine NAC’in olast pozitif etkilerini
belirlemek i¢in daha ileri calismalara ihtiyag¢ oldugunu diistinmekteyiz.

Caspase-3 P20 subiinitesine kars1 antikorlar ile, immunohistokimyasal boyama korteks
ve hipokampustaki pozitif ndronlarin normalden ¢ok oldugunu ve bunlarin 2. saatte arttigini,
1. ve 3. giinler arasinda en {ist diizeye ulasarak 7. giinde sonlandigi gosterilmistir (79).
Caspase-3 immiinboyama, travmatik beyin hasar1 sonrasi 24. saatte lezyonlu alanin
etrafindaki néronlarda gézlenmis ve immiinpozitif néronlarin sayisi yaralanma sonrasi 48. ve
72. saatlere kadar artmistir. Profilaktik amagli veya yaralanma sonras1 aminoguanidin tedavisi
verilen alan ratlarda, beyindeki caspase-3 immiinpozitif noronlarin sayisi serum fizyolojik
enjeksiyonu verilenlere gore artmis oldugu goriilmiistiir (80). Cernak ve ark. (81) diffiiz
yaralanma sonrasi 4 saat kadar erken bir donemde artmis caspase-3 protein ekspresyonunu
gostermislerdir. Boylece, diffiiz travmatik beyin hasarindan sonra apoptozisin erken aktive

oldugu ve travma sonrasi en azindan 5 giin siirdiigii goriilmektedir. Baz1 caspase’ lar
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apoptozisle iligkili olmayan bazi durumlarda da aktive olmakla birlikte, caspase-3 aktivitesi
apopitoz icin spesifik bir gosterge olarak kabul edilmektedir (82). Caspase-3 aktivitesinin
deneysel caligmalarda ve travmatik klinik beyin yaralanmasinda oldugu gibi iskemik olaylar
sonrast da arttig1 gosterilmistir (83,84). Deneysel fokal beyin travmasini takiben korteks ve
hipokampusta apoptozis olusumu, dort saat kadar erken bir donemde artig gosteren ve travma
sonrasi en az ii¢ gin kadar siiren caspase-3 mRNA ekspresyonunun baslamasi ile korele
bulunmustur (85). Bizim ¢alismamizda, caspase-3 immiinopozitivite travma sonrast 2. ve 12.
saatlerde beyin dokusunun néronlarinda artmis olarak bulunmustur. NAC tedavisinin, travma
sonrasi dejenere olan noronlardaki immiinoreaktiviteyi belirgin bir sekilde azalttig
gbzlenmistir. Immiinhistokimya sonuglarimiz yukarda sézedilen kaynaklarin  bulgularmi
destekler 6zelliktedir.

Sonug olarak, bu deneysel ¢alismadan elde ettigimiz sonuclarimiz kafa travmasindan
15 dk. sonra tek bir doz seklinde NAC verilmesinin, lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim
aktivitesi ve serebral hasarlanmada ndronal korunma {iizerine etkili olabilecegini
distindiirmektedir. Bu bulgular ile, NAC’in en etkili koruyucu ve tedavi dozunu ve en uygun
uygulama zamanlamasini belirlemek icin daha ileri calismalara gereksinim oldugunu

diistinmekteyiz.
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SONUC

Bu deneysel ¢alismada, travmatik beyin hasar1 sonrasi, serbest radikallerin artisinin
tetikledigi, sekonder hasar1 dnlemeye yonelik olarak, antioksidan etkisi bilinen ve insanda bir
cok hastalik tedavisinde kullanilan N-asetilsistein’in (NAC) etkisi deneysel kiint kafa
travmasi modelinde arastirildi. NAC’1n, glutatyon prekiirsorii, antioksidan ve serebest radikal
temizleyicisi olarak yararli etkileri, santral sinir sistemi iskemi ve iskemi/reperfiizyon
modelleriyle ortaya konulmustur. Ancak NAC’1n santral sinir sistemi travmasindaki etkileri
daha az incelenmistir.

Calismammizda NAC’m etkisi; Noral dokuda lipid peroksidasyonunun iyi bir
gostergesi olan MDA diizeyine olan etkisinin biyokimyasal tayini, noral dokuda ortaya ¢ikan
histopatolojik ve immunohistokimyasal degisiklikler ile belirlendi.

1. MDA diizeyine etkisi: Kiint kafa travmasinin, kontrollerle kiyaslandiginda, doku
MDA diizeylerini yiikselttigi ve travmadan 15 dk. sonra tek doz NAC (150 mg/kg)
uygulanmasinin, artmis MDA diizeylerini anlamli oranda diisiirerek koruyucu etki gosterdigi
belirlendi.

2. Histopatolojik degisiklikler: Travmaya maruz kalan néronlarin ileri derecede
koyulastig1 ve piknotik nukleuslarinda dejenerasyon gelistigi; tedavi edilen grupta néronlarin
morfolojisinin olduk¢a iyi korundugu belirlendi. Sadece travmaya maruz kalan grupta néron
sayisi, hem kontrol grubundan hem de NAC tedavisi uygulanan gruptan anlamli derecede
daha diisiik bulundu.

3. Immunohistokimyasal degisiklikler: Travma sonrasi ortaya ¢ikan caspase-3

immunoraktivite artisinin, NAC tedavisini takiben belirgin olarak azaldig: goriildii.
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Bu sonuglar ile, NAC’ 1 ratlarda olusturulan deneysel kafa travmasi sonrasi ortaya

c¢ikan sekonder beyin hasarinin 6nlenmesinde etkili olabilecegi sonucuna varildi.
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OZET

N-asetilsistein’ in, glutatyon prekiirsorii, antioksidan ve serebest radikal temizleyicisi
olarak yararh etkileri, santral sinir sistemi iskemi ve iskemi/reperfiizyon modelleriyle ortaya
konmustur. Ancak N-asetilsistein’in santral sinir sistemi travmasindaki etkileri daha az
anlagilmistir. Bu calismada, ratlarda olusturulan deneysel kiint kafa travmasi modeliyle N-
asetilsistein’in sekonder hasar lizerine tedavi edici etkisi incelenmeye ¢alisilmistir.

Otuz alt1 erkek Sprague—Dawley rat, her bir grupta 12 rat olacak sekilde rastgele ii¢
gruba ayrildi: Grup 1 (kontrol), Grup 2 (travma), ve Grup 3 (travma + N-asetilsistein
tedavisi). Grup 2 ve 3’ de, koronal siitiiriin hemen Oniinde ve sag hemisferde bir noktaya
gelecek sekilde kafatasina 7 cm yiikseklikten bir travma uygulandi. Ratlar, travmadan sonra 2.
saatte (Altgrup 1A, 2A ve 3A) ve 12. saatte (Altgrup 1B, 2B ve 3B) sakrifiye edildi. Beyin
dokusu biyokimyasal ve histopatolojik inceleme i¢in ¢ikarildi. Kiint kafa travmasi kontrollerle
kiyaslandiginda doku malonildialdehid diizeylerini 6nemli oranda yiikseltti (p<
0.05).Travmadan sonra tek doz N-asetilsistein (150 mg/kg) uygulanmasi, atmis
malonildialdehid diizeylerini 6nemli oranda diisiirerek koruyucu etki gosterdi (p<0.05).

Histopatolojik ¢alisma sonuglar1 sadece travmaya maruz kalan grupta, ndéronlarin ileri
derecede koyulastigin1 ve piknotik nukleusta dejenerasyon gelistigini gosterdi. N-asetilsistein
ile tedavi edilen grupta néronlarin morfolojisi oldukga iyi korundu. Sadece travmaya maruz
kalan grupta ndron sayisi, hem kontrol grubundan hem de travma ile birlikte N-asetilsistein
tedavisi uygulanan gruptan ciddi derecede daha diisiik bulundu. Sonuglar, N-asetilsistein
tedavisinin travmaya bagli oksidatif beyin dokusu hasarindan korunma i¢in faydal

olabilecegini ortaya koydu.

Anahtar sozciikler: Beyin dokusu, malonildialdehid , caspase-3, kafa travmasi, rat,

N-asetilsistein
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THE EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE ON SECONDARY DAMAGE
IN EXPERIMENTAL CLOSED HEAD INJURY
SUMMARY

The beneficial effect of N-acetylcysteine as a precursor of glutathione, an antioxidant,
and a free radical scavenger on nervous system ischemia and ischemia/reperfusion models has
been well documented. However, the effect of N-acetylcysteine on nervous system trauma
remains less understood. In this study, we aimed to investigate the therapeutic efficacy of N-
acetylcysteine with an experimental closed head trauma model in rats.

Thirty-six adult male Sprague—Dawley rats were randomly divided into three groups
of 12 rats each: Group 1 (control), Group 2 (trauma-alone), and Group 3 (trauma+ N-
acetylcysteine treatment). In Groups 2 and 3, a cranial impact was delivered to the skull from
a height of 7 cm at a point just in front of the coronal suture and over the right hemisphere.
Rats were sacrificed at 2 h (Subgroups 1A, 2A, and 3A) and 12 h (Subgroups 1B, 2B, and 3B)
after the onset of injury. Brain tissues were removed for biochemical and histopathological
investigation. The closed head trauma significantly increased tissue malondialdehyde levels
(p< 0.05) when compared with controls. The administration of a single dose of N-
acetylcysteine (150 mg/kg) 15 min after the trauma has shown protective effect via decreasing
significantly the elevated malondialdehyde levels (p < 0.05).

The histopathological study revealed that in the trauma-alone group, the neurons
became extensively dark and degenerated into picnotic nuclei. The morphology of neurons in
the N-acetylcysteine treatment group was well protected. The number of neurons in the

trauma-alone group was significantly less than that of both the control and trauma+ N-
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acetylcysteine treatment groups. In conclusion, the N-acetylcysteine treatment might be

beneficial in preventing trauma-induced oxidative brain tissue damage.

Key words: Brain tissue, malondialdehyde, caspase-3, head injury, rat, N-

acetylcysteine
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