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OZET

Amac: Bu ¢alismada infantil donemde tekrarlayan hafif kafa travmasi (thKT)
modelinde travma sonrasi zenginlestirilmis ¢evre (ZC) tedavisinin geng eriskinlik
doneminde davranmigsal ve bilissel bozukluklara ve patolojik bulgulara etkisini
arastirdik.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 80 adet post-natal (PN) 10 giinliik 20-30 gr
agirhiginda cinsiyet farki olmaksizin segilmis Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi.
Denekler 10’ar rat bulunan 8 gruba ayrildi: Erken ve ge¢ sham (grup 5-6), erken ve
gee kontrol (grup 7 ve 8), erken ve gec travma (grup 2 ve 4) ve erken ve gec tedavi
gruplart (grup 1 ve 3). Sham gruplarina sadece anestezi, travma ve tedavi gruplarina
anestezi sonrasi tekrarlayan travma uygulandi. Erken tedavi grubu travma sonrast PN
15. giin, ge¢ tedavi grubu PN 25. giinde zenginlestirilmis kafese yerlestirildi. Travma
ve tedavi gruplarinda Kane’in agirlik diisiirme modeliyle 24 saat arayla 5 kez travma
oOlusturuldu. Erken sham, kontrol ve travma gruplarindaki denekler 16., ge¢ sham,
kontrol ve travma gruplar1 ile tedavi gruplarindaki denekler 50.glinde sakrifiye
edildi.

Motor islev degerlendirilmesinde denge testi ve egik diizlem testi (EDT),
ogrenme ve biligsel islev i¢in yeni nesne tanima (YNT) testi, 6grenme ve bellek i¢in
Morris su labirenti (MSL) testi, davramigsal degisiklikler ve anksiyete igin
yikseltilmis art1 labirent (YAL) testi kullanildi. Beyinde doku hasarini
degerlendirmek i¢in hematoksilen eozin (HE), Nissl ve giimiis boyama, mikrogliozisi
gbstermek igin iyonize kalsiyum baglayic1 adaptér molekiil (IBA-1), mikroglia alt
tiplerini degerlendirmek igin indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) ve arginaz-1
(ARG-1), ge¢c donemdeki serebral dejenerasyonu gostermek i¢in fosforile-TAU (p-
TAU) 181 ve 231, amiloid prekursor protein (APP) ve amiloid-beta (Ap), travmaya
bagli akson hasari igin glial fibriler asidik protein (GFAP) ve norotrofik protein S100
B boyalar1 uygulandi.

Bulgular: Tekrarlayan travma erken donemde denge ve motor islevde
bozulmaya neden oldu, ZC tedavisi sonrast bozulan islevlerde diizelme goriildi.
Benzer diizelme ogrenme ve bellek testlerinde de saptandi ve tedaviye erken
baslanan grupta (Grup 1) diizelme ge¢ baslanan gruptan (Grup 3) daha belirgindi.
Stres diizeyi de tedavi gruplarinda erken tedavi grubunda daha belirgin olmak {izere

anlamli olarak azalmisti.



Giimiis boyama erken ve ge¢ travma doneminde artt1 ve erken tedavi sonrasi
daha belirgin olmak iizere tedaviyle azaldi. Nissl pozitifligi sadece erken tedavi
sonrasi azaldi, ge¢ tedaviden yararlanmadi.

Immiin boyama sonuglari, thKT nin AB, APP, P-TAU 181, p-TAU 231, IBA-
1, ARG-1, INOS, GFAP, S100B diizeylerinde anlamli artisa, ZC tedavisinin AP
disinda diger tiim boyamalarda anlamli azalmaya yol actigin1 gosterdi. Ap boyamasi
tedaviden tam etkilenmedi. iNOS, p-TAU 181 ve 231, GFAP ve IBA-1 erken tedavi
grubunda, ge¢ tedavi grubundan daha iyi sonug¢ verdi, ancak iki grup arasindaki
farklar anlamli degildi. APP, ARG-1 ve S100 B pozitifligi ise sadece erken tedavi
sonrast azaldi, ge¢ tedaviden etkilenmedi.

Sonu¢: Calismamiz infantil donemde thKT’na maruz kalan ratlarin travma
sonrast ZC’de bulunmasinin, travmanin neden oldugu geng eriskinlik dénemindeki
davranig ve bilissel bozukluklari ve anksiyeteyi azalttigini, kesfedici performansi
artirarak 6grenme performansini iyilestirdigini ortaya koydu. Ayrica tedaviye erken
baslamanin bilissel islevleri daha fazla iyilestirdigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Pediatrik tekrarlayan hafif kafa travmasi,

zenginlestirilmis ¢evre, norokognitif fonksiyon, 6grenme testleri



ABSTRACT

Aim: In this study, we investigated the effects of post-traumatic enriched
environment (EE) treatment on behavioral and cognitive disorders and pathological
findings in young adulthood in a recurrent mild head trauma (rmHT) model in
infancy.

Materials and Methods: In the study, 80 post-natal (PN) 10-day-old
Sprague-Dawley rats with a weight of 20-30 g, selected without any gender
difference, were used. The subjects were divided into 8 groups with 10 rats in each
group: early and late sham (groups 5-6), early and late control (groups 7 and 8), early
and late trauma (groups 2 and 4), and early and late treatment groups (groups 1 and
3). While only anesthesia was applied to the sham groups, repetitive trauma was
applied to the trauma and treatment groups after anesthesia. The early treatment
group was placed in an enriched cage on the PN day 15 after trauma and the late
treatment group on the PN day 25. In the trauma and treatment groups, 5 traumas
were created with Kane's weight drop model with an interval of 24 hours. The
subjects in the early sham, control and trauma groups were sacrificed on the 16th
day, and the subjects in the late sham, control, trauma, and treatment groups were
sacrificed on the 50th day.

Balance and inclined platform tests were used to evaluate motor function,
new object recognition (NOR) test was used to evaluate learning and cognitive
function, Morris water maze (MWM) test was used to evaluate learning and
memory, and elevated plus maze (EPM) test was used to evaluate behavioral changes
and anxiety. Hematoxylin eosin (HE), Nissl and silver staining were used to assess
tissue damage in the brain, IBA-1 to show microgliosis, iNOS and arginase-1 (ARG-
1) to assess microglia subtypes, phosphorylated-TAU (p-TAU) 181 and 231, amyloid
precursor protein (APP) and amyloid beta (A) to show late cerebral degeneration,
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and neurotrophic protein S100 B stains were
applied for trauma-induced axon damage.

Results: It was observed that repetitive trauma caused deterioration in
balance and motor function in the early period, and the impaired functions improved
after EE treatment. Similar improvement was also detected in learning and memory

tests, and the improvement was more pronounced in the early treatment group (group



1) than in the late treatment group (group 3). Stress level was also significantly
decreased in the treatment groups, more prominently in the early treatment group.

Silver staining increased in the early and late trauma period and decreased
with treatment, being more pronounced after early treatment. Nissl positivity
decreased only after early treatment and did not benefit from late treatment.

Immunostaining results showed that rmHT caused a significant increase in
AB, APP, P-TAU 181, P-TAU 231, IBA-1, ARG-1, iNOS, GFAP, S100B levels, and
EE treatment provided a significant reduction in all staining levels except AB. AP
staining was not completely affected by the treatment. iNOS, p-TAU 181 and 231,
GFAP and IBA-1 performed better in the early treatment group than the late
treatment group, but the differences between two groups were not significant. APP,
ARG-1 and S100 B positivity decreased only after early treatment and were not
affected by late treatment.

Conclusion: Our study revealed that housing of rats exposed to an infantile
recurrent mild head trauma (rmHT) in EE after trauma reduced the behavioral and
cognitive disorders and anxiety caused by the trauma in young adulthood, and
improved learning performance by increasing exploratory performance. In addition,
it was observed that starting treatment earlier improved cognitive functions more.

Keywords: Pediatric recurrent mild head trauma, enriched environment,

neurocognitive function, learning tests



SIMGE VE KISALTMALAR
AAD: Akut aksonal dejenerasyon
ABD: Amerika Birlesik Devletleri
APB: Amiloid-beta
ACh: Asetil kolin
AH: Alzheimer hastalig
ALS: Amiyotrofik lateral skleroz
AMPA-kainate: Amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole propionate-kainat
APP: Amiloid prekursor protein
ARG-1: Arginaz-1
ATP: Adenozin trifosfat
BDNF: Beyin kaynakli sinir bitytime faktorii
BK: Biling kaybr;
BOS: Beyin omurilik sivisi
DAH: Diffiiz aksonal hasar
EDT: Egik diizlem Testi
GABA: Gama aminobutirik asit
GFAP: Glial fibriler asidik protein
GKS: Glasgow koma skalasi
HADYEK: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
HE: Hematoksilen eozin
HIE: Hipoksik iskemik ensefalopati
IBA-1: iyonize kalsiyum baglayict adaptor molekiil
ITHK: immunohistokimyasal
iINOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
IOD: Intensity of the optical density
KBB: Kan beyin bariyeri
KKH: Kontrollii kortikal hasar
LFP: Lateral siv1 perkiisyonu
LTP: Uzun siireli potansiyalizasyon
MSLT: Morris su labirenti tTesti
MSS: Merkezi sinir sistemi

MOD: Mean optical density (Ortalama optik yogunluk)
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MS: Multipl skleroz

NE: Norepinefrin

NGF: Sinir biiyiime faktorii

NMDA: N-metil-D-aspartat

PFA: Paraformaldehid

PH: Parkinson Hastalig1

PFK: Prefrontal korteks

PKA: Protein kinaz-A

PKC: Protein kinaz-C

PN: Postnatal

p-TAU: Fosforile-TAU

PTA: Posttravmatik amnezi

ROS: Reaktiv oksijen radikalleri
ROT: Reaktiv oksijen tiiverleri

SC: Standart ¢evre

SBU: Saglik Bilimleri Universitesi
SUAM: Saglik Uygulama Arastirma Merkezleri
TBH: Travmatik beyin hasari
thTBH: Tekrarlayan hafif travmatik beyin hasari/
thKT: Tekrarlayan hafif kafa tavmasi
TK: Trafik kazasi

YALT: Yikseltilmis art1 labirent testi
YNT: Yeni nesne tanima testi

7.C: Zenginlestirilmis cevre

5HT: Serotonin
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1. GIRIS VE AMAC

Bebeklerde ve g¢ocuklarda travmatik beyin hasari (TBH) onemli bir halk
saglig1 sorunudur. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) her yil 0-14 yas arasi
500.000'den fazla c¢ocugun TBH'ma maruz kaldigi tahmin edilmektedir. Kafa
travmalarimin %75°1 hafiftir ve %81-92'sinde biling kayb1 goriilmez (1). Hafif TBH'l1
cocuklarin ¢ogu nispeten hizli bir sekilde iyilesse de %10-30'unda 4-12 haftadan
uzun siiren kalici semptomlar gelisir ve bu durum okul performansini ve yasam
kalitesini etkilerr (2)

Son yapilan ¢alismalar, thTBH'nin kronik travmatik ensefalopati, Alzheimer
Hastaligi (AH), demans, parkinsonizm, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), multipl
skleroz (MS), sizofreni gibi noérodejeneratif hastaliklarla iliskili oldugunu
gostermektedir (1). Aym zamanda Isveg'te yapilan ¢ocuklukta gecirilmis hTBH'nin
yetiskinlikte olumsuz sonuglarla iliskili oldugu ve yaralanma yasinin énemli oldugu
bildirilmistir (3). Yetiskinlerde thTBH’nin olumsuz etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar biiyiik 6l¢iide bilinir, fakat gelismekte olan beyne etkileri konusunda
bilgimiz kisithidir. Cocuklarda TBH’ nin patofizyolojisini bilmek olusabilecek hasari
onlememize ve potansiyel terapotik hedeflerin belirlenmesine yardimci olacaktir.

Infantil dénemde thTBH toplumda cesitli nedenlerle goriiliir. Genelde
uygunsuz c¢ocuk bakimi sonucu olusan diismelere ve istismara bagli ortaya cikar.
Cocuklarda motor yetenek gelistikce travmalarin sikliginda artis saptanir. Sik ve
tekrarlayan hafif travmalar sonucu ¢ocuklarda zamanla uyku bozuklugu, anksiyete ve
depresyon gibi duygudurum bozukluklart1 ve motor beceri ve bilissel islevlerde
gerileme gibi ge¢ sorunlar geligebilir. Ayni zamanda travma sonrasi dakikalar,
saatler, giinler, hatta aylar i¢inde gelisen bozulmus aksonal tasima, anormal protein
birikintileri, ilerleyici hiicresel dejenerasyon, hiicre 6liimii ve beyin atrofisi gibi bir
dizi patofizyolojik olay sonucu motor ve biligsel islevlerde hasar ve g¢esitli
norodejeneratif bozukluklara yatkinlik ortaya ¢ikar (4).

Bu patofizyolojik olaylar1 onleyecek veya etkisini azaltacak tedavi
yontemlerini arastiran c¢ok sayida ¢alisma vardir. Bu yontemlerden biri
zenginlestirilmis cevre (ZC) tedavisidir. ZC, fiziksel ve kesif¢i-arastirmaci
aktiviteler, sosyal etkilesimler, yeni ve farkli uyaranlar gibi bir¢ok bilesenden olusur.

Cevreyle etkilesim, yasam boyunca beynin normal islevlerini siirdiirmesi i¢in gerekli



olan sinaptik zenginligin olugsmasinda anahtar rol oynar. Yasamin erken
donemlerinde maruz kalinan pek ¢ok uyaran fizyolojik ve davranigsal gelisimi etkiler
(5). Cocuklar i¢in ZC’nin bir bileseni olan oyun, ¢ocugun kendini anlatma,
yeteneklerini anlama, sosyal, duygusal ve motor beceriler gelistirmesinde 6nemli bir
ara¢ olarak tanimlanir (6). ZC, ¢esitli yolaklar iizerinden beyinde plastisite artisini
uyarir, bazi uyarici norotransmitterler aracilifiyla 6grenme ve bellek islevlerine,
beynin gelisimine ve olgunlasmasina etki eder (5).

Bu c¢alismada infantil déonemde thKT’na maruz kalmanin geng¢ eriskinlik
doneminde ne gibi patofizyolojik ve biligsel hasarlara yol agtigi, bunlarin ZC
tedavisinden ne diizeyde fayda gordiigii ve ZC’de barmndirilmanin zamanlamasinin

tedaviye yanit1 etkileyip etkilemedigi arastirildi.

2. GENEL BILGILER

2.1. Kafa travmasi

Kafa travmasi ile beyin dokusunda patofizyolojik bir siire¢ olusmasi, gecici
veya kalici zihinsel, fiziksel ve psikososyal fonksiyonlar etkileyebilen azalmis veya
degisken biling durumu TBH olarak adlandirilir (6).

2.1.1. Kafa Travmas: Tarihgesi

Kafa travmalarma ait ilk yazili bilgilere Misir’da bulunan, M.O. 3000-1600
yillar1 arasinda yazildig:r diisiiniilen Edwin Smith papiriisiinde rastlanmigtir. Bu
papiriisiin Misirli hekim Imhotep’e ait oldugu diisiiniilmektedir (7).

Kafa travmalarinin tedavisinde trepanasyon (kafatasinda beyin ve beyin
zarina hasar vermeden delik agma yontemi) modern olarak son 100 yilda gelismesine
ragmen, daha erken neolitik ¢agda (M.O. 7000-3000) uygulandig: bildirilmistir. Inka
mezarlarinda ve baska kazilarda bulunan kafataslariin  incelenmesinde
trepanasyonun kullanildigi goriiliir (8). Fransa krali 2. Henry’nin 1510°da kafa
travmasi gegirmesi iizerine Ambroise Pare orbita iistii hematomu operasyonla tedavi
etmistir (8).

Hipokrat, kafa travmasinda yaralanan bolgenin gelisebilecek beyin
hasarindaki 6nemini vurgulamis, kafa travmalarinin oldiiriicii olabilecegini ve
sagkalim i¢in farkli kategoriler oldugunu belirtmistir. Egeli Paul, kafa travmalarini

kiriklara gére siniflandirmis, Celsus (M.O. 25-M.S. 50) ve Galen (129-200) kafa



travmasinda degisik siniflandirmalar yapmustir (9). Ibni Sina (980-1037), Abu Kasim
Zahrevi (Abulcasis; 936-1013) ve Razi (865-925) de eserlerinde kafa travmasina yer
vermistir. Razi kontiizyonu ilk tanimlayan, Ibni Sina ise kafa travmasinda
trepanasyonu oneren bilim insanidir (10).

Anadolu’da bronz caginda Ikiztepe-Samsun ve Kiiltepe ydrelerinde
trepanasyon yapildigi arkeolojik kazilarda ortaya c¢ikarilmistir. En sasirtict
bulgulardan biri ise Urartu dsnemine (M.O. 800) ait Dilkaya-Van yo6resinde bulunan,
kafa travmasi gecirmis, orta meningeal arter dallarin1 caprazlayan, frontalden
oksipitale uzanan lineer fraktiirii olan bir kafatasinda 11x6 cm boyutlarinda serbest
flep kraniyotomi gergeklestirilmis olmasidir (11). Kafa travmalarinin tedavisi ile
ilgilenen Serefeddin Sabuncuoglu bilgilerini “Cerrahiyetii’l-Haniyye’’ isimli kitabina
aktarmig ve cerrahi teknikleri minyatiir resimlerle anlatmigtir (10).

Tiirkiye Cumbhuriyeti kurulduktan sonra kafa travmalarinda cerrahi
operasyonu ilk Mim Kemal Bey yapmis, 1924’te “Dimag ve Ciimciime Afetleri ve
Tedavileri” adli kitab1 yayinlamustir (8).

2.1.2. Kafa Travmas: Epidemiyolojisi

Travmatik bryin hasari, dnemli bir halk saglig1 sorunudur ve Diinya Saglik
Orgiitii TBH'nin 6liim ve sakathigin énde gelen nedeni oldugunu belirtmistir (12).
Kanada ve ABD’de yilda yaklasik 8 milyon kisi kafa travmasiyla acil servise
basvurmaktadir, bu hastalar acil servis basvurularinin %6,7’sini olusturur. Bu
bagvurularin %75-90°1 hTBH olup prevalansi 100.000°de 100-300 kadardir (13).
Kafa travmasimin nedeni gelismis iilkelerde trafik kazalari (TK; %45), yiiksekten
diisme (%30), is kazalar1 (%10), eglence kazalar1 (%10) ve saldir1 ile ilgili kazalardir
(%5). Ulkemizde bu oranlar %40 yiiksekten diisme ve %37 TK olarak bildirilmistir
(14).

Cocuklarda da kafa travmalar1 ¢ok siktir. ABD Hastalik Onleme ve Kontrol
Merkezleri tarafindan yapilan c¢alismalardan elde edilen verilere goére 0-14 yas
grubunda tahminen her yil 475.000 kisi TBH'na maruz kalmaktadir, bunlarin %90"
hafif yaralanmalardir, 37.000 hasta yatirilmakta ve 2.685'i kaybedilmektedir.
hTBH’nin nedenleri ¢ocuklarda yas gruplarina gore farklilik gosterir; yenidoganlarda
en sik neden dogum travmasi iken, 18 ay altinda diisme, TK ve gocuk istismaridir.
Daha biiyiik cocuklarda erigkinlere benzer sekilde TK, spor yaralanmasi ve darp

oykiisii ilk siralarda yer alir (4).



Hafif TBH nin sik tekrarlamasi sonrasi yasam kalitesini etkileyen uzun siiren
kalict semptomlar ortaya cikabilir, bu nedenle hTBH oOnemli bir halk saglig:
sorunudur. Toplumda bu travmalar profesyonel sporcularda ve askeri personelde
daha yaygin goriilmekle birlikte ¢ocuklarda da siktir (15).

Hastanemiz kalabalik ve ¢ocuk orani yiiksek bir bolgede bulunmaktadir ve
her giin ¢ok sayida ¢ocuk kafa travmasi nedeniyle degerlendirilmektedir. Ozellikle
diisiik sosyoekonomik ve kiiltiirel diizeyde ve ¢ok ¢ocuklu ailelerdeki bebeklerde
uygunsuz ¢ocuk bakimi sonucu diisme, daha biiylik kardesleri tarafindan darp edilme
veya c¢ocuk istismart gibi nedenlerle thTBH sik goriilmektedir. Bu hastalarin
hayatlarinin sonraki donemlerinden ortaya c¢ikan ndorobilissel ve davranig
bozukluklar1 ve altta yatan patofizyolojik olaylar1 arastiran sinirli sayida calisma
mevcuttur.

2.1.3. Kafa Travmasinin Siniflandiriimast

Kafa travmasi, biling durumu, Glasgow Koma Skalasi (GKS) puani,
posttravmatik amnezi siiresi, eslik eden fokal norolojik bulgular1 varligina gore
smiflandirilir (16). GKS, Teasdale ve Jennett tarafindan 1974’te bozulmus biling
durumu ve komanin siire ve derinliginin degerlendirilmesi i¢in tasarlanmig olan ve ti¢
parametreden olusan bir skaladir: G6z yaniti, s6zel yanit ve motor yanit. Toplam 3-
15 puan arasinda degerlendirilir. Kafa travmasi1 GKS puani ile belirlenen siddetine
gore 3 gruba ayrilir: Hafif (GKS 14-15), orta (GKS 9-13) ve agir (GKS 3-8) kafa
travmast (16).

2.1.3.1. Hafif kafa travmasi: GKS 13-15 olan olgularda beyin bilgisayarli
tomografisinde akut patoloji genellikle yoktur, ancak gecici olarak fiziksel,
emosyonel ve biligsel bozukluklar goriilebilir. Kafa travmasi olgularmin %80’1 bu
gruptadir. Cerrahi miidahale gerektirecek bir patoloji goriilme olasilig1 ¢ok diisiiktiir
(%1) (17).

2.1.3.2. Orta dereceli kafa travmasi: GKS 9-13 arasinda olan olgular tiim
kafa travmali hastalarin %10 kadarini olusturur, mortalite %20’den azdir. Fakat bu
grubun %50 kadari uzun donem sakatlikla sonuglanir. %40 olguda beyin BT’de
bulgu saptanir ve %8’inde cerrahi gerekir (17).

2.1.3.3. Agwr kafa travmasi: GKS’nun 8 veya daha diisiik oldugu hastalar
tanimlar. Kafa travmasi olgularmin %210'unu olusturur. Mortalite %35 kadardir,

olgularin %25°1 cerrahi gerektirir (17).



2.1.4. Travmatik beyin hasarinin patofizyolojisi

Travmatik beyin hasari karmasik bir hastalik siirecidir ve birincil ve ikincil
yaralanma mekanizmalarina bagli yapisal hasarlara ve fonksiyonel bozukluklara
neden olur. Birincil yaralanma, fokal ya da yaygin olabilir. Fokal yaralanma
mekanizmalari, beyin dokusunda dis kuvvete maruz kalindigi sirada ortaya g¢ikan
kontlizyon, laserasyon ve kanama; yaygin yaralanma mekanizmalari aksonlarin
gerilmesi ve yirtilmasi (diffiiz aksonal hasarlanma) ve beyin 6demidir (18).

Ikincil beyin hasar1, birincil hasari izleyen dakikalar, giinler ve haftalar icinde
ortaya ¢ikan, prognozu onemli Olgiide kotii yonde etkileyen kan beyin bariyeri
(KBB) bozulmasi, 6dem ve noéroenflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, enerji
yetmezligi, oksidatif stres, eksitoksisite, apoptozis ve nekroz gibi birbiriyle etkilesen
bir dizi siireci kapsar. Bu mekanizmalarin bir kismi1 6nlenebilir ve ortaya ¢ikan hasar
azaltilabilir. Boylece mortalite ve morbiditenin azaltilmasi mimkiin olabilir (18).
Ikincil beyin hasarinin olusmasinda etkili major {ic neden hipoksi (%30;
Pa02<65mmHg), hipotansiyon (%13; sistolik kan basinci<90mmHg) ve anemidir
(hemotokrit<%30). Ek olarak hiperkapni, hipokapni, hipertermi, hipoglisemi ve
hiperglisemi gibi diger sistemik nedenler de rol oynar (19).

Beyin dokusunda birincil ve ikincil mekanizmalarla olusan hasar KT’ nin
siddeti arttikga belirginlesir. En agir hasar agir KT’nda ve daha az oranda orta
dereceli travmada goriiliir. N'TBH klinik olarak ¢ogu zaman masum goriiniir. Yine de
ayrintili testler yapildiginda %30 kadar olguda uzun siireli biligsel ve davranigsal
sekeller saptanir. Bu da hKT’nin patofizyolojisinde altta yatan hiicresel ve metabolik
olaylarin orta derecede KT ile benzer oldugunu diisiindiiriir (20).

Cocuklarla eriskinler arasinda bazi anatomik farkliliklar oldugu igin
cocuklarin travmaya yanit1 yetiskinlerden farklidir: Bas-viicut oraninin erigkinlerden
fazla olmasi, 6zellikle 1 yas altinda miyelinizasyonun tamamlanmamis olmasi, 2 yas
altinda ak madde olgunlasma ve farklilagmasimnin yavas olmasi, kafatasi kemik
tabakalarmin ince, fontanellerin agik olmasi gibi nedenlerle ¢ocuklarda beyin
travmadan tam olarak korunamaz ve KT nin daha agir sonuglari olabilir (4).

Yine bebeklerde siitlir hatlarinin acgik, subaraknoid bosluklarin genis olmasi,
kafatasinin biikiilebilir bir yap1 gostermesi ve beynin daha esnek olmasi nedeniyle
erken ¢ocukluk doneminde kitle etkisi gosteren kafa i¢i kanama insidansi ¢ok daha

diistiktiir. Dort yas sonrasi kafatasinin sertlesmeye ve kapali bir sistem héline



gelmeye baglamasiyla kitle etkisi yaratan kanama bulgularinin goriilme siklig1 artar
(4).

2.1.4.1. Travmatik beyin hasarinin spesifik patofizyolojisi

2.1.4.1.1. Odem:

Beyin 6demi hiicrelerarasi alanda veya dogrudan hiicre i¢inde anormal sivi
artist ve buna bagli gelisen beyin hacmi artisidir. Vazojenik, hiicresel, ozmotik ve
interstisyel gibi farkl tipleri mevcuttur. Kafa travmasinda en sik goriilen tip hiicresel
veya sitotoksik 6demdir. Burada asil sorun hiicre iyon pompalarinin bozulmasidir.
Bunun nedeni ¢ogu zaman iskemi sonucu pompalarin g¢alismasi igin gerekli olan
adenozin trifosfatin (ATP) tilkenmesidir. Sodyum potasyum adenozin trifosfataz
(Na-K-ATPaz) enziminin g¢alisamamasi, hiicre i¢inde sodyum birikmesine neden
olur. Sodyumu izleyerek anyonlar ve su da hiicre igine girer ve giderek beyin 6demi
gelisir. Vazojenik tipte 6dem de TBH’nda goriilebilir. Travma sonucu olusan endotel
hasari damar igindeki proteinlerin ve diger biiyiik molekiillerin hiicreler arasi siviya
gecmesine ve bunun etkisiyle bu alanda sivi birikmesine neden olur (21).

2.1.4.1.2. Eksitotoksisite:

Merkezi sinir sisteminde (MSS) bazi aminoasitler, metabolik islevlerin
yaninda norotransmitter gérevi de yapar. TBH modelleri travma sonrasi beyin
dokusunda glutamat ve aspartat gibi eksitatér transmitterlerin arttigini gosterir.
Glutamat reseptorlerinin agir1 aktivasyonu ndronal hasara yol acar ve eksitotoksisite
olarak adlandirilir. Glutamat membran reseptorlerinin uyarilmast sodyum ve
kalsiyumu hiicre igine sokar ve potasyumun disari ¢ikmasina neden olur. Hiicre
icinde kalsiyum artis1 membran gegirgenligini ve mitokondri islevlerini bozarak
hiicre 6liimiine yol agabilir.

Sonugta travma sonrasi gelisen bu patofizyolojik olaylar aksonal transportun
bozulmasia, aksonal dejenerasyona ve sinaptik disfonksiyona neden olarak
ogrenme, bellek gibi bilissel islevlerin bozulmasina yol agabilir (12).

2.1.4.1.3. Oksidatif stres:

Oksidatif stres, glutamat eksitoksisitesi, hiicre i¢i kalsiyum artig1 ve reaktif
oksijen radikalleri (ROS) iretilmesi ile iligkilidir. Glutamat, beyinde en fazla
bulunan eksitatdr norotransmitterdir. KT sonrasi glutamat seviyesindeki ani artis
glutamat reseptorlerinin asirt uyarilmasina neden olur. Uzun siireli depolarizasyon ve

ardindan iyon dengesizligi ortaya ¢ikar.



Hiicre ici kalsiyum artisiyla bazi enzimler uyarilir ve biyolojik membranlari
ve DNA’y1 yikmaya baslar. Bu olaylar nekrotik hiicre Olimiine kadar gider.
Antioksidanlarin azalmasi ROS iretimini artirrr. Mikroglialar, makrofajlar ve
notrofillerden salinan reaktif oksijen tirevleri (ROT) bir yandan KBB’nin
bozulmasina ve vazojenik 6dem gelismesine, diger yandan lipit, protein ve DNA
hasar1 yaparak enflamatuar programli hiicre 6liimiine neden olur.

Sonug olarak, eksitator aminoasitler, ROS, nitrik oksid (NO) tiirevleri ve
proenflamatuar sitokinlerin artisi beyinde mitokondri ve sinapslarda islev
bozukluguna, astrosit reaktivitesine, mikroglial aktivasyona, diffiiz aksonal
dejenerasyona, demiyelinizasyona ve KBB’nin yikilmasina neden olarak biligsel
bozukluklar1 baslatir (12).

2.1.4.1.4. Noroenflamasyon/hiicresel yanit:

Birincil ve ikincil beyin hasari, proenflamatuar sitokinler, prostaglandinler,
ROS ve komplemanlar gibi hiicresel mediatorlerin salimimini uyararak bagisiklik
hiicrelerini ve mikroglialar1 harekete gegirir (12). Mikroglianin MSS’nde ana islevi
gereksiz noronlar1 ve sinapslar1 ortadan kaldirmak, noronlarin hayatta kalmasini ve
farklilasmasin1  desteklemek ve noronal baglantinin  kurulmasini  saglamaktir.
Mikroglia, morfolojik olarak ameboid ve dallanmis olarak 2 tipe ayrilir. Ameboid
mikroglia olgunlasmamis beyinde gec prenatal ve erken postnatal donemlerde ortaya
cikar. Buna karsilik, normal yetiskin mikrogliasi dallanmis goriiniimdedir. Beyin
icinde, dallanmig mikroglialarin immiinolojik olarak dinlenme durumunda oldugu
bilinir. Enflamasyon ve ¢esitli norolojik bozukluklar sirasinda mikroglia aktive olur
ve hiicrelerin dallanmis sekli kaybolur ve ameboid sekle dontisiir (22).

Travmatik beyin hasari, mikrogliay: uyarir, beyindeki sitokin iiretimini arttirir
ve periferik bagisiklik hiicrelerinin hasarli bolgeye gociine neden olur, ardindan
yerlesik mikroglia ve astrositlerin kronik aktivasyonu gelisir. Mikroglialar beyin
hasarina ilk yanit veren ve dogal immiin yaniti olusturan hiicrelerdir. Astrositlerle
beraber devamli aktivasyonlar1 uzun siireli hasardan sorumlu olabilir. Mikroglial
aktivasyon, sitokinlerin ve kemokinlerin tiretimi ve ikincil aracilarin salinmasi ile bir
bagisiklik uyari sistemidir.

Mikroglialar MSS yaralanmas: sonrasi fagositoz, debrisin atilmasi,
anjiyogenez ve yara iyilesmesinde gorev alirlar. Makrofajlarda da oldugu gibi, M1

(pro-inflamatuar) ve M2 (anti-inflamatuar) olarak adlandirilan alt tiplere sahiptirler.



Aktive edilen fenotiplere bagli olarak, sitotoksik veya noroprotektif etki
gosterebilirler. Travma sonrasi erken safhada, hasarli doku alaninda M1 mikroglia
baskindir. Hasarli dokudaki M2 mikroglialar ise 6zellikle doku iyilesmesi doneminde
gorev alir (22,23).

Astrositler, TBH sonrast erken donemde wuyarilir. Hasarli dokunun
temizlenmesinde fagositik ve proenflamataur etkileri vardir. Astrogliozisten
sorumludurlar. Travmadan 7 giin sonra glial skarin olusmaya basladigi ve 60 giin
kadar devam ettigi deneysel ¢alismalarda gosterilmistir. Travma sonrasi hiicre 6limii
erken saatlerde artar, 1 giin sonra azalir ve 3. giinde tekrar pik yapar, bu durum,
astrosit seviyesinin artmasi ile iliskilendirilmistir (24).

Notrofiller, TBH’nin erken sathasinda beyne yayilir ve yaralanma sonrasi 2
saat i¢inde yaralanma bolgesinde ve beyin parenkiminde saptanabilir. Lizozomal
enzimleri salgilar, serbest radikalleri salar, dogrudan kii¢iik damarlar1 tikayarak kan
akigin1 azaltir ve damar gegirgenligini arttirirlar. Bu sekilde KBB’nin bozulmasina ve
beyin 6demi gelisimine katkida bulunurlar. Nétrofillerin sekonder hasar gelisiminde
de rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Tavsanlarda yapilan bir ¢calismada KT sonrasi
hasar bolgesine notrofil gogiiniin bloke edilmesiyle ndronal hasar alaninin kiigtildiigii
gosterilmistir (25).

2.1.4.2. Travmatik beyin hasarimin patofizyolojik belirtegleri

2.1.4.2.1 Histopatolojik boyama yontemleri

Hematoksilin eozin, Giimiis ve Nissl boyalar travma sonrasi hasarli
noronlarda morfolojik degisiklikleri gdstermede kullanilan histopatolojik boyama
yontemleridir.

Hematoksilin eozin: HE boyamasinda tipik olarak, hiicrelerin sitoplazmasi
eozinofilik (asidofilik) ve kirmizi boyanirken, ¢ekirdekler ve niikleoller
“hematoksilinofilik” (bazofilik) ve mavi boyanir. Dejenere noéronlarda aksonal
akimin durmasi ve organel birikimi sonucu aksonal sisme ve niikleer piknoz gelisir,
bu da mikroskop altinda hipereozinofilik yuvarlak graniiller seklinde goriiniir.
Astrositler eozinofilik sitoplazmadan yoksun ve oldukga biiyiik ¢ekirdeklere sahiptir.
Aktive olduklarinda sitoplazma miktarindaki artis nedeniyle eozinofilik goériiniirler
(26).

Nissl boyama: Nissl cisimlerine 6zgii boyamadir. Bu cisimler néron

sitoplazmasinda bulunan bazofilik kaba endoplazmik retikulum kiimelerinden olusur.



Ana islevleri noronal biiyiime ve akson yenilenmesi i¢in gereken proteinlerin sentezi
ve tagsinmasidir. Travma ve dejeneratif hastaliklar sonucu gelisen aksonal hasarda
Nissl cisimleri hasar1 hafifletmek igin sitoplazmanin hiicre merkezininden periferine
dogru yer degistirir; buna merkezi kromatoliz denir. Bu durumda Nissl (+)
hiicrelerde anormal bazofili goriiliir ve mor boyanirlar (26).

Giimiis boyama: Dejeneratif sinir liflerini ve sinir hiicrelerinde gelisen
birikimlerin net bir sekilde goriintiilenmesini saglayan arjirofilik bir boyadir (26).

2.1.4.2.2. immunhistokimyasal boyama yontemleri

IBA-1: Mikroglia/makrofajlarin spesifik kalsiyum baglayici proteinidir. Aktin
paketleme aktivitesine sahiptir. Aktive edilmis mikrogliada psdédopod olusmasinda
ve fagositoza katki saglayarak beyin dokusu onariminda 6nemli rol oynar (27).

INOS: L-Argininden NO-sentezini katalizleyen NOS’un tii¢ izoformu vardir:
Endotelyal NOS vaskiiler endotelde ve koroid pleksusta, ndronal NOS néronlarda,
INOS makrofajlarda ve glial hiicrelerde eksprese edilir. INOS mikroglial
aktivasyonun M1 belirtecidir (28).

ARG-1: NO dahil olmak tizere ¢esitli metabolitler i¢in dncii gérevi géren yar1
esansiyel bir aminoasittir. Bu enzimin 2 tipi vardir: Sitoplazmada bulunan ARG-1 ve
mitokondride bulunan ARG-2. ARG-1 TBH’nin yiiksek 6zgiilliige ve duyarliga sahip
Oonemli gostergelerinden biridir, aynt zamanda mikroglial aktivasyonun M2
belirtecidir (28).

Af: APP’in enzimatik par¢alanmasi sonucu ortaya ¢ikan 40-42 aminoasitten
olusan bir proteindir. AP kiimelenme silirecinde hiicre ylizey reseptorlerini
etkileyerek hiicre i¢inde kalsiyum artisina neden olur, serbest radikal olusturarak
kortikal ve hipokampal noronlarda oksidatif hasar yaratir (29).

APP: 19 kromozomda kodlanan tip 1 transmembran glikoproteinidir. Yetiskin
beyninde, en yiiksek diizeyde korteksin On lobunda ve 6n perisilvian korteks-
operkiiler girusta bulunur. Mitokondriyal membranda biriktiginde, i¢ mitokondriyal
metabolitlerin ve proteinlerin translokasyonunu bloke ederek elektron tagima
zincirinin bozulmasina ve mitokondri disfonksiyonuna, sonug olarak oksidsatif strese
ve noronal hasara neden olur. Ayrica sekretazlarla enzimatik parcalanarak AP
olusumunu artirir, amorf fibril kiimeleri (plaklar) halinde hipokampus, amigdala ve
entorinal kortekste birikir (30).



p-TAU 181 ve 231: TAU proteininin ana gorevi akson ve dendritlerdeki
transportu  saglayan mikrotiibiillerin  organizasyonu ve stabilizasyonudur.
Hiperfosforilizasyona ugrayan Tau proteinleri mikrotiibiillere baglanamaz, birbirine
baglanarak apopitozu indiikleyen agregatlar olusturur. Bu agregatlar ndrofibriler
yumaklar halinde hipokampus, amigdala, entorinal korteks gibi hafizayi, 6grenmeyi
ve duygusal davranislart etkileyen beyin bolgelerinde birikir ve ¢esitli
norodejeneratif hastaliklarin teshisi ve prognozu i¢in prognostik biyobelirte¢ olarak
kullanilir. (31).

GFAP: Esas olarak MSS’ndeki astrositlerde bulunan ara filamentlerin tip 11l
proteinidir. Altin standart bir astrosit belirtecidir. Noral hiicrelerin biiyiimesinde ve
islevselliginde kritik rolii vardir. Astrositler ndral hasara yanit olarak yaralanmaya ilk
miidahale eden hiicrelerdir. Insanlarda TBH’nda GFAP pozitif astrosit sayisinin
arttig1 gosterilmistir (32,33).

Norotrofik Protein S100B: Astrosit aktivasyonunun ve beyin fonksiyon
bozuklugunun bir belirteci olan S100B, kalsiyum baglayic1 bir proteindir, MSS'de,
esas olarak astrositlerin sitoplazmasinda ve c¢ekirdeginde bulunur. Astrositlerle
komsu glial  hiicrelerden, koroid pleksusun epitel hiicrelerinden  ve
oligodendrositlerden salgilanarak monositleri ve mikroglial hiicreleri aktive eder ve
proenflamatuar sitokinler ve serbest radikallerin salgilanmasina, sonug itibariyle
noronal dejenerasyona ve norojenezin azalmasina neden olur (33).

2.1.5 Kafa travmas: modelleri

Travmatik beyin hasarinin en sik kullanilan deneysel kemirgen modelleri
agirhik disiirme, sivi perkiisyon yaralanmasi ve kontrollii kortikal yaralanmadir.
Ayrica kriyojenik travma ve enjeksiyon modelleri de mevcuttur. thTBH’nin
patofizyolojisini arastiran modellerin ¢ogu yetiskin beynine odaklanmistir. Yetiskin
ve olgunlasmamis beyin arasinda yaralanma ve iyilesmeye yanit olarak Onemli
farkliliklar vardir, olgunlasmamis beyinde gozlenen artan plastisite, iyilesmede
avantaj saglayabilir (34,35).

Direkt dinamik modeller kapsaminda yer alan kontrollii kortikal hasar (KKH)
modeli, ilk olarak Lighthall (1988) tarafindan gelistirilen invaziv darbe yontemidir.
Bu modelde kranyotomi sonrasi duraya baski yapmak i¢in mekanik enerjinin kaynagi
olarak basingli hava kullanilir. En 6nemli avantaji, zaman, hiz ve ¢arpma derinligi

gibi deformasyon parametrelerinin kontrol edilebilmesidir (35).

10



St perkiisyon modeli (LFP) ilk olarak Lindgren ve Rinder (1965) tarafindan
tavsanda kullanilmistir. Kranyotomi sonrasi saglam dural yiizeye ¢arpan ve epidural
boslukta hareket eden hizli bir sivi bolusunun etkisiyle travma gerceklesir.
Trepanasyon bolgesi orta hatta veya lateralde paryetal kemikte olabilir. Perkiisyon,
beyin dokusunun yer degistirmesini ve deformasyonunu saglar ve yaralanma siddeti
basincin titresim (vurus) kuvvetine baglidir (35).

Enjeksiyon modelleri ise kafa i¢ine kan veya diger sivilarin enjeksiyonu ile
hematom olusturulmasina dayanir. Subdural mesafeye kan enjeksiyonu akut subdural
hematomu taklit eder. Beynin igine kan enjeksiyonu ile intraserebral hematom
olusturulur (36).

Kriyojenik yaralanma modeli fokal beyin hasarina yol agarak TBH ile iliskili
KBB bozulmasint ve vazojenik beyin oOdemini aragtirmak icgin gelistirilmistir.
Duraya, aseton ve kuru buz (-78°C) karisimiyla veya sivi nitrojen (-183°C) ile
doldurulmus bir bakir silindir dokundurularak hasar olusturulur. Baz1 ¢alismalarda,
denegin kafatasina dogrudan bir kuru buz pelet uygulanmistir. Agikta kalan kortekse
temas siiresi degistirilerek farkli yaralanma siddetleri elde edilebilir (34).

Agwrlik diisiirme modelleri, fokal ve yaygin beyin hasari olusturmak igin
genellikle serbest diisen agirligin yergekimi kuvvetini kullanir. Travmanin siddeti,
diigiiriilen agirligin biytikligii ve yiikseklik degistirilerek ayarlanabilir (33).

-Feeney agirlik diisiirme modeli: Travmanin saglam duraya uygulanmasiyla
gerceklestirilen bu rat modeli kanama ve KBB’nin hasar gordigi bir kortikal
kontiizyonla sonuglanir. Enflamatuar siire¢ler mikroglia ve astrositlerin ve
kompleman sisteminin aktivasyonuna ve nétrofillerin ve makrofajlarin istilasina yol
acar. Ayrica gecikmis mikrodolagim bozukluklari bildirilmistir (33).

-Shohami agirlik diisiirme modeli: Ratlarda veya farelerde korunmasiz kafatasinin bir
tarafina agirlik distiriilerek kapali TBH olusturulur. Yaralanma siddeti, kullanilan
agirhgin kiitlesine ve diisme yiiksekligine baglidir. Modelin 6nemli bir avantaji gaz
anestezisi altinda hizli bir sekilde uygulanabilmesi ve yaralanmadan hemen sonra
norolojik skorlamaya izin vermesidir (33).

-Marmarou agirhik diisirme modeli: Yaygin beyin hasart olusturmak icin

gelistirilmistir. Denegin saglam kafatasina sabitlenmis metalik bir disk tizerine 450
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gramlik agirlik 1 veya 2 m yiikseklikten disiiriilir. 1 m seviyesindeki yaralanmada
6liim olmadigi, 2 m’de ise deneklerin %59’ unun 6ldigii gorilmiistiir (34).

Literatiirde pediatrik thKT i¢in farkli modeller kullanilmistir. En yaygin
olanlart agirlik diistirme, kontrolli kortikal etki ve sivi perkiisyon modelleridir. Bu
modeller travmanin siddetinin ayarlanabilir olmasi nedeniyle pediatrik grupta
kullanilabilir ve tekrarlanabilir 6zellige sahiptir. Pediatrik TBH modelleri daha
siklikla kemirgenlerde olmak tizere, 7-10 giinlik kuzu, 1-5 giinlik domuz
yavrularinda da uygulanmstir.

2.2 Bilissel (Kognitif) islevler

Kognisyon, insan zihninin diinyay1 ve ¢evresindeki olaylar1 anlamaya yonelik
yaptig1 islemlerin timiidiir. Bellek, 6grenme, dikkat, zeka, okuma-yazma, anlama,
isimlendirme, tekrarlama, hesaplama, konusma akiciligi, diisiinme, algilama,
yargilama, soyutlama, duygular1 ortaya koyma ve ger¢egi degerlendirme yetilerinin
hepsi birer bilissel islevdir (37).

2.2.1 Dikkat

Dikkat biligsel kaynaklarimizi hedef uyarana odaklarken, diger uyaranlari
kismen ya da tamamen filtreleme/stizgegleme yetisidir (37,38).

2.2.2 Ogrenme

Bilgi ve deneyime dayanarak davranisi degistirebilme yetenegi siirecidir.
Norofizyolojik acidan 6grenme, yasanan bir deneyim nedeniyle sinir sisteminde
gelisen kimyasal, elektriksel ve yapisal bazi degisiklikler sonucu yeni sinaptik
baglarin kurulmasi olarak aciklanir. Yasanan yeni bir olay, ndronlar arasinda yeni
baglarin kurulmasini saglar, tekrar ve alistirmalar bu baglar1 kuvvetlendirir (38).

Ogrenme 3 temel asamada tamamlanir (38):

1.0grenmenin kazanilmasi (bellege alma): a) Kodlama, b) Iliskilendirme;

2.Bilginin saklanmasi (depolama): a) Kalict hale getirme, b) Yeniden
yapilandirma;

3.Bilginin geri ¢cagrilmasi (hatirlama): a) Tarama, b) Geri ¢cagirma.

Iki cesit 6grenme bulunur (38):

1.Nonasosiyatif 6grenme: a) Habitiiasyon (alisma), b) Sensitizasyon
(hassaslastirma);

2.Asosiyatif 6grenme a) Sartli refleks, b) Operan kosullanma.
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2.2.21. Nonasosiyatif Ogrenme: Organizmanin bir uyarana bir veya tekrarli
sekilde maruz birakilmasiyla ortaya ¢ikan 6grenme ¢esididir. Boylelikle uyaranin
ozellikleriyle ilgili bilgi edinilebilir. Habitiiasyon ve sensitizasyon olmak iizere iki
¢esidi bulunur.

a) Habitiiasyon (alisma): ilk defa uygulanan, birey igin alisitlmisin disinda
olan ve reaksiyona neden olan noétral bir uyaranin, tekrarlanarak uygulandiginda,
giderek daha az elektriksel cevap olusturmasi ve organizmanin uyarana alismasidir.
Habitiiasyonda, uyarinin geldigi néronun presinaptik zarinda uyarmin iletilmesini
saglayan kalsiyum kanallarinin inaktivasyonuyla daha az kalsiyumun presinaptik
zara girmesi, boylece daha az norotransmitter salgilanmasi saglanir (37). Boylece
gelen uyar1 sondiiriilmiis, organizma uyariya aligmis olur.

b) Sensitizasyon (duyarlilasma): Tekrarlanan uyaranin, hos veya nahos olan
basgka bir uyaranla bir veya daha fazla sayida bir arada verilmesiyle daha biiytik bir
cevap meydana getirmesidir. Presinaptik ugtaki kalsiyum kanal etkinliginin
uzamasiyla kalsiyum yogunlugu artar, buna bagl olarak presinaptik sonlanmadan
salinan norotransmitter miktar1 arttirilir (38).

2222 Asosiyatif Ogrenme: Bir uyaranla baska bir uyaramn
iliskilendirildigi bir 6grenme ¢esidi olan asosiyatif 6grenmenin iki tipi bulunur (38).

a) Klasik kosullanma (sartli refleks): Tek basina verildiginde cevap
olusturmayan veya ¢ok az cevap olusturan bir uyaranin, cevap olusturan bagka bir
uyaranla tekrar tekrar verilmesi ve ilk uyaranin tek basina verildiginde de cevap
olusturmasi seklinde meydana gelen refleks bir cevaptir (Rus fizyolog Ivan
Pavlov’un kopeklerde yaptigi deney). Kosullu uyaranin kosulsuz uyarandan once
gelmesi zorunludur (38).

b) Operan kosullanma: Organizmaya 06diil vererek veya cezadan sakinarak
baz1 gorevleri yapmanin oOgretildigi kosullanma seklidir. Yiyecekten igrenme
kosullanmas1 Ornek verilebilir. Eger tat alma, bulanti veya rahatsizlik meydana
getiren bir ilacin verilmesiyle birlikte olursa, yiyecegin tadini alan hayvanda
yiyecege kars1 kuvvetli bir igrenme gelisir (38).

2.2.3 Bellek

Bellek bilgi ve yasantilar1 kaydetme, saklama, tanima ve geriye cagirma

yetisidir. Deklaratif (eksplisit) ve prosediirel (implisit) olmak {izere iki tipi vardir:
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Deklaratif (eksplisit, aciklayict) bellek, bilgiyi, olaylar1 ve deneyimleri
bilin¢li bir sekilde akilda tutma ve hatirlama olarak ifade edilir. Kisiler, yerler ve
nesneler hakkinda bilgi verir. Kendi i¢inde anlamsal (semantik) ve anisal (epizodik)
bellek olarak ayrilir. Anlamsal bellek kelimeler, kurallar ve dil hakkinda genel
bilgileri, anisal bellek 6zgiil bir zaman ve mekan i¢inde meydana gelen olaylar1 ve
deneyimleri ifade eder. Hipokampus, amigdala ve limbik sistemin diger parcalari
deklaratif bellek olusumu i¢in gereklidir (39).

Prosediirel (implisit, islemsel, becerisel) bellek, neyin nasil yapilacagina ait
bellektir. Bir kez kazanildiktan sonra biling gerektirmeden kendiliginden gergeklesen
beceri ve aliskanliklar1 kapsar: Bisiklete binmek, miizik aleti kullanmak gibi.
Oriimcekten korkmak gibi 6grenilmis duygusal tepkileri de igerir. Bu tip bellege
katilan birincil alanlar sensorimotor korteks, bazal ¢ekirdekler ve beyinciktir.
Bireylerde deklaratif bellekte ciddi defisitler olsa bile prosediirel bellek saglam
olabilir (39).

Bellek siire acisindan degerlendirildiginde kisa, orta ve uzun siireli bellek
olarak gruplandirilir. Kisa siireli bellek cok kisa omrii olan anlik bellekten gelen
bilgiyi bir siire akilda tutabilmeye yarar. Kisa siireli bellege gelen bilgi ya ihmal
edilir, unutulur, ya tekrar edilerek kisa siireli hafizada tutulur, ya da uzun siireli
bellege aktarilir. Orta stireli bellek, bilgilerin ve anilarin dakikalarca ve haftalarca
saklandig1 bellektir. Anilar daha kalic1 bi¢ime doniismek {izere tekrar edilmedikge
giderek soner ve yok olurken, tekrar edildikge uzun siireli bellege donisebilir.
Calismalar orta siireli anilarin presinaptik sonlanma veya postsinaptik zardaki birkag
dakikadan birkag haftaya kadar kalict olabilen kimyasal veya fiziksel
degisikliklerden kaynaklandigini gostermistir. Uzun siireli bellek bilgilerin giinlerden
yillara kadar saklanabildigi ve ilerleyen bir zamanda hatirlanabildigi bellektir.
Yalnizca sinapslardaki kimyasal degisiklikleri degil, yapisal degisiklikleri de igerir.
Kisa siireli bellegin, haftalar veya yillar sonra hatirlanabilmek iizere uzun siireli
bellege doniistiiriillmesine konsolidasyon (pekistirme) denir (37-39).

Uzun siireli bellegin olusabilmesi i¢in yeni sinapslarda yeni protein sentezi
gerekir. Sinaptik plastisitede uzun donemde artan degisiklikler uzun siireli
potansiyalizasyon (LTP) olarak adlandirilir (39).

Calisma bellegi, yiiriitiilen goreve iliskin bilginin etkin bi¢imde saklanmasini,

kolayca ulasilmasini ve degerlendirilmesini saglar. Bazen kisa stireli bellek olarak

14



tanimlansa da manipiile edilebiliyor olmasi1 ve altta yatan noral yapilarin farkli olusu
calisma bellegini kisa siireli bellekten ayirir. Calisma bellegi prefrontal korteksle
iliskilidir (40).

Mekansal bellek ise, canlinin ¢evresel konum ve mekansal oryantasyonla
ilgili bilgisinin kaydedilmesini ifade eder. insanlarda mekansal verilerin ve bilgilerin
almip depolanmasindan 6zellikle sag hipokampusun sorumlu oldugu bilinmektedir
(41).

Biligsel islevlerin yalnizca belirli anatomik yapilarla siirli olmayip bu
bolgeleri birlestiren asosiasyon alanlariyla da iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bu
asosiasyon alanlar1 i¢inde prefrontal ve limbik korteks bulunur (42).

2.3. Ogrenme ve Bellekle Ilgili Beyin Bolgeleri

2.3.1. Limbik sistem

Limbik sistem duygusal stireclerin kortikal kontroliinde ve bellek islevlerinde
gorev alan beyin bolgelerini icerir ve hipokampus, hipotalamus, parahipokampal
alan, girus singuli, subkallozal olusumlar, talamusun on ¢ekirdekleri, niikleus
akkumbens, orbitofrontal korteks, septal alan ve amigdaladan olusur (37,42). Temel
islevleri, yeme davranisi, saldirma ya da kagma reaksiyonu, agresyon ve cinsel
i¢giidiilerin duygusal, otonomik ve endokrin yoniiniin sergilenmesine yoneliktir.
Limbik sistem i¢inde bulunan hipokampus, 6zellikle hafiza ve mekansal (ii¢ boyutlu)
problem ¢6zmede 6nemli rol oynar (37).

2.3.2. Hipokampus

Hipokampus, bir gri madde yapisi olup, 5-8 cm uzunluktadir, temporal lobun
medial kisminda bulunur ve lateral ventrikiiliin temporal hornu ile yakin komsuluk
icindedir. Embriyolojik olarak koroid fissiir kavsinin dig par¢asindan gelisir. Koronal
kesit incelemesinde denizatina benzedigi i¢in bu isimle anilir, “Ammon boynuzu”
olarak da adlandirilir. Amigdaloid ¢ekirdeklerle, temporal lobun ventromedial
korteksini olusturan parahipokampal girus arasinda konumlanir (42,43).

Hipokampusun korteks yapisi, genisliine, hiicre yogunluguna ve hiicre
biiyiikliigiine gore dort bolime ayrilir: Kuyruk kismi (CA1), kuyruga yakin gévde
kism1 (CA2), bas bolgesine yakin govde kismi1 (CA3) ve bas bolimii (CA4). CAL,
CA2 ve CA3 esas hipokampusu olusturur. insanlarda CA1 en biiyiikk bdliimdiir,

ayrica piramidal néronlar1 hipoksik hasara en duyarli bolgedir (43).
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Hipokampus, dentat girus, subikuler kompleks, entorhinal korteksle
(Brodmann alan 28) birlikte “hipokampal formasyon”u olusturur. Hipokampal
formasyon serebral korteks, amigdala, hipotalamus, medial septal alan, mamiller
cisimler gibi temel limbik sistem boélgeleriyle sayisiz dolayli baglantilar igerir. Bu
baglantilar Papez halkasini olusturur (Sekil 1). Hipokampal formasyon bilgiyi isler
ve forniks araciligiyla hipotalamusun mamiller cisimlerine iletir. Hipotalamus da
singulat girusa bilgi akisini saglar. Hipotalamustan ¢ikan bu bilgi sirasiyla mamiller

cisimden anterior talamik ¢ekirdege, ardindan singulat girusa iletilir (42).

Sekil 1: Papez halkasi

Hipokampus bellek ve 6grenmede kilit rol oynar ve bilginin bellekte kalict
hale getirilmesini saglar. Islevi ozellikle kisa siireli hafizayla Igilidir. Epizodik
hafiza, her giin yasanan anilarin kaydedildigi hafizadir. Bu anilarin, mekanizma ne
olursa olsun sag ve sol hipokampus olmadan sozel veya gorsel olarak kalict hale
gelmesi miimkiin degildir. Gorsel hafizada sag hipokampus, sozel hafizada sol
hipokampus daha ¢ok islev goriir ve bu bolgelerin hasarinda ilgili hafizalarda kayip
goriiliir (37,43). Deneysel c¢alismalarda hipokampustaki hiicrelerin konum (yer)
hafizasin1 da tasidigi gosterilmistir. Konum hafizast hipokampusun dentat girusun
graniillii hiicrelerinde saptanmis olup yapilan deneylerde denekler daha once gectigi

yerlerden gegerken bu sinirlerde aktivasyon oldugu gosterilmistir.
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Hipokampusu etkileyen lezyonlarda goriilen amnezide anilarin kisa siireli
bellekten uzun siireli bellege alinmasinda sorun vardir. Kelime bilgisi, genel kiiltiir
seviyesi ve uzak hafiza ise etkilenmez (39,43).

2.3.3. Prefrontal korteks (PFK)

Hipokampusun bellek islevi iizerindeki etkisi yarim yiizyildir bilinmesine
karsin, frontal korteksin bellege katkisiyla ilgili bilgiler yenidir (44). Gyri frontales
superior, medius ve inferior’un 6nemli bir kismu ile gyri orbitales ve gyrus
cinguli’nin 6n yarist PFK’i olusturur (40). PFK, hafiza, 6grenme, motor cevabin
planlanmasi, diisiincelerin olgunlastirilmas: ve bilgilerin analizi gibi islevleri
gerceklestirir (45). Ayn1 zamanda kisilik ve davraniglarin olugsmasinda, dikkatin
olusturulmasi ve siirdiiriilmesinde, kelimelerin taninmasi gibi biligsel islevlerde de
gorev alir. Okumadan konugma yapma, matematiksel islem yapma, satran¢ ve brig
oynama, fikir yiiritme, hayal kurma, ileriyi planlama gibi islevleri de vardir (40).

Frontal lob islev bozuklugunda, konfabulasyon sik goézlenen bir bellek
kusurudur. Geri c¢agrilan bilginin &zellestirilmesinde ve animsanan bilginin
dogrulanmasi  ve denetlenmesinde bozulma soz konusudur (45). Sag
prefrontotemporal bolgedeki hasar olaysal bilgiyi geri ¢agiramama, sol hemisfer
hasar1 ise anlamsal bilgiye ulasamamaya yol agar. PFK ayrica dikkat gerektiren
davraniglarda da 6nemli rol oynar (45).

Hipokampus ve medial temporal lob yeni bilgi 6grenmede, frontal-
subkortikal alanlar daha 6nceden edinilen bilgileri hatirlamada gérevlidir. Bundan
dolayr hipokampus hasarinda “anterograd amnezi” olurken, PFK hasarinda
“retrograd amnezi” ortaya c¢ikar. Yasin artmasiyla birlikte hem hipokampal hem
prefrontal kaynakl bellek islevlerinde bozulmalar goriilebilir (44).

2.4. Ogrenmede rol oynayan norotransmitterler

Ogrenmede rol alan norotransmitterler dncelikle glutamat, gama aminobutirik
asit (GABA), dopamin, asetil kolin (ACh), serotonin (5HT) ve norepinefrin (NE)
olarak bildirilmistir ve 6grenmede bu kimyasallarin karsilikli iliskisi s6z konusudur.
Ayrica enkefalinler, vazopresin, adrenokortikotropik hormon, epinefrin, endorfinler,
anjiyotensin II, norotensin gibi norohormonal maddeler de 6grenmede etkilidir.
Hafizanin mekanizmasinda rol alan bir¢ok nérokimyasal madde de bilinir. Bunlar
arasinda protein kinaz-C (PKC), adenilat siklaz (CAMP), protein kinaz-A (PKA) ve

kolesistokinin bulunur.
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Belirtilen nérokimyasallar 6grenme iizerine etkili olurken bazi caerulein ve
PKC inhibitorleri hafizanin bazi bilesenleri lizerinde inhibitor etki gosterir (39,46).

Glutamat: Glutamat, beyinde eksitator 6zelikler gosteren, aminoasit yapili
norotransmitterdir. Hipokampusta yogun olarak mevcuttur. Diisiik dozlarda bellek
icin 6nemlidir. Inme ve TBH’nda glutamaterjik uyar1 artar. Ogrenme igin gerekli
olan hipokampustaki LTP, N-metildiaspartat (NMDA) reseptdr aktivasyonunu
gerektirir (44). LTP glutamaterjik aktivitenin yogun oldugu hipokampal CAl
bolgesinde daha cok gergeklesir. AH’nda LTP islevi bozulur. CA1 ve CA2
bolgelerindeki glutamaterjik noronlarin glutamat reseptorlerinde azalma mevcuttur.
Bu sorunlar AH ve bilissel bozukluklara yol agar (44). Mevcut ¢alismalarda AH’nda,
glutamaterjik yolaklarin dejenerasyonunun, hipokampal ACh salinmasini azalttig ve
amiloid plak olusumuna neden oldugu gosterilmistir (39).

Asetil kolin: Bellek islevinde 6nemlidir. Kolinerjik sistem 6grenme ve kisa
stireli bellek islevleriyle iliskilidir. Kolinerjik noronlarda dejenerasyon, basta AH
olmak {izere ¢esitli demanslarin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Antikolinerjik ilaglar
bellek bozukluguna yol agar. Bu etkiye yaslilar daha duyarlidir. AH’nda ACh
sentezinde yetersizlik disinda, sentezden sorumlu kolinasetil transferaz enzimi de
azalmigtir (39,46).

Serotonin: Bilissel islevlerde 5HT’nin de roli mevcuttur. Bazi AH
olgularinda dorsal raphe ¢ekirdeginde ndronal kayip vardir. 5-HT2A reseptorleri ve
SHT2C reseptorleri oOgrenme-bellekle iligkilidir. Sigan deneylerinde 5SHT
agonistlerinin, bellegi ve asosiyatif 6grenmeyi artirdigi bulunmustur (39,46).

Norepinefrin: Beyinde NE yolaklarinin merkezi olan locus ceruleus’tan
cikan lifler limbik sistem, hipotalamus ve kortekse yayilir. Azalmis NE aktivitesi
depresyon, dikkat ve konsantrasyon azalmasi, islevsel bellekte yetersizlikle
iligkilidir. Deneysel calismalarda orta diizeyde NE’nin bellegi olumlu etkiledigi,
strese bagli yiiksek miktarda salinan NE’nin ise bellege zarar verdigi bulunmustur.
NE amigdala ile iliskili duygusal bellegi de etkiler (47).

Dopamin: MSS’nin dopaminerjik yolaklari olan mezolimbik ve mezokortikal
yolaklar biligsel islevleri etkiler. Dopaminerjik innervasyonu olan bolgelerde
LTP’nin ger¢eklesmesinde endojen dopamin modiilator olarak rol oynar. Dopamin
sinapslarda cAMP ve/veya kalsiyum diizeylerinde degisime neden olup LTP

olusumunu etkiler. Ogrenme-bellek islevleriyle iliskili ndéronal aktiviteler igin
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onemlidir. Hipokampal dopaminerjik sistem uzaysal bellekle iliskiliyken, striatal
dopaminerjik sistem Parkinson Hastaligindaki (PH) bilissel olaylardan sorumludur
(37,46).

Gama aminobiitirik asit. Beynin ana inhibitér néromediyatoridiir (46).
Caligmalarda GABA-erjik ilaglarin bellek retansiyonu ve O6grenmeyi etkiledigi
gosterilmistir.  Genellikle GABA-erjik ilaglar bellegi bozarken, antagonistler
giiclendirir. Bir trisiklik antidepresan olan imipraminle yapilan bir ¢alismada,
imipraminin neden oldugu bellek bozukluklarindan GABA-B reseptorlerinin sorumlu
olabilecegi bildirilmistir (38,46).

2.5. Zenginlestirilmis Cevre ve Komponentleri

Ik olarak 1940’larda Dr. Donald Hebb evde barindirilan hayvanlarla
laboratuvar ortaminda barindirilan deney hayvanlarmin  farkli  davraniglar
sergiledigini fark etmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda, yasamin her déneminde,
genglerin yani sira yasli deney hayvanlarinda da ZC’nin ndronlarda yapisal ve
islevsel degisikliklere yol actifi ve ogrenme ve bellek islevlerini giliglendirdigi
gosterilmistir. ZC beyinde ¢esitli ndroplastik degisiklikleri uyarmak i¢in kullanilan
deneysel bir manipiilasyon yontemidir (5).

Zenginlestirilmis ¢evre, laboratuvar hayvanlarini daha fazla fiziksel ve/veya
sosyal uyartya maruz birakmak anlaminda kullanilan bir terimdir. 2 tipi vardir:
Fiziksel ve sosyal zenginlestirme (5,47): Fiziksel zenginlestirme daha ¢ok yapisal
modifikasyonlar1 igerir. Burada genis bir yasam alam iginde platformlar, rampalar,
plastik ve tahta oyuncaklar, kiigiik evler, salincaklar, merdivenler, ziller, ipler,
egzersiz yapilabilecek kosu tekerleri ve tiineller gibi uygun boyuttaki hayvan
oyuncaklari bulunur. Bu nesnelerin timii ayn1 anda konulmaz, belirlenmis zaman
araliklarinda (genellikle haftada bir) yenileriyle degistirilir ya da yerleri degistirilmek
suretiyle ortamda farklilik saglanir (5). Sosyal zenginlestirme ise denekleri ayni
alanda gruplar halinde barindirmay: ifade eder. Ideal olan, fiziksel ve sosyal
zenginlestirmenin ayn1 anda uygulanmasidir (5).

Zenginlestirilmis ¢evrenin MSS’ndeki yapisal ve islevsel degisikliklerle
norokimyasal parametreler lizerine etkisini inceleyen pek ¢ok c¢alisma yapilmistir.
Calismalarda ZC’nin beyin gelisimi ve plastisitesinde onemli rol oynadigi,
dendritlerin sayi, boyut ve dallanmasnda, nérogenezde, sinaps hacim ve sayisinda,

kortikal agirlikta, sinaptik protein 5 ekspresyonunda, beyin kaynakli sinir biiyiime

19



faktoric (BDNF) ve sinir biiylime faktorii (NGF) gibi biiyiime faktorlerinin
diizeylerinde artisa yol actig1 bildirilmistir.

Ancak ZC'nin hangi molekiiler mekanizmayla bellek ve 6grenmeyi etkiledigi
kesin olarak bilinmemektedir (48). ZC’de tutulan deneklerin hipokampusunda
bilissel islevlerin birlestirilmesi ve Ogrenme-bellek performanslarinin artmasinda
onemli rolii olan BDNF kodlayan mRNA ile NGF kodlayan RNA’larin
ekspresyonlar1 artar (48). BDNF, Kkolinerjik ve glutamaterjik sistemlerin
norokimyasal degiskenlerini yeniden seckillendirerek gorsel kortikal plastisiteyi
arttirir ve bellegi giiclendirir, dentat girusta ndron kaybini 6nler (49).

Zenginlestirilmis ¢evrede bulundurulan deneklerde hipokampusta cAMP
yanitindan sorumlu olan cAMP Response Element Binding (CREB) proteinin
immunreaktivitesinin arttigi, yashi deneklerde ise beyin korteksinde cAMP
seviyesinde artis olurken, hipokampusta olmadigi bildirilmistir. PKC ve PKA’nin
erken ve ge¢ donem bellek formasyonunda rol aldiklar1 distiniilmektedir (50). ZC
PKA’ya bagli hipokampal LTP indiiksiyonundan sorumlu mekanizmalarla etkilesir
ve LTP’yi arttirr. NMDA reseptor aktivasyonu oldugu ve molekiiler yolaklarin
birbiriyle etkilestigi bildirilmistir (51). Ayrica ZC’de tutulma beyin/viicut agirligi
oranin1 ve kortikal kalinlig1 arttirir. Onemli bir ¢alismada ZC’de tutulan deneklerde
travma sonrasi kortikal lezyon hacminin kiiglildiigii gosterilmistir (52).

Sonug olarak ZC’nin, ndronal plastisite iizerinde olumlu etkileri oldugu ve
norodejeneratif hastaliklar, PH, AH, depresyon, sizofreni, TBH, epilepsi, otizm ve

inme gibi durumlarin tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (52).

3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Saglhk Bilimleri Universitesi Bagcilar Saghk Uygulama
Arastirma Merkezi Deneysel Arastirma Merkezinde (BADABEM) Tipta Uzmanlik
Egitimi YoOnergesine dayanarak ve Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onayi
alinarak yapildi (Proje No: 2020-33). Calisma hastane doner sermayesi tarafindan
desteklendi.

Calismada 80 adet PN 10 giinliik 20-30 gr agirliginda Sprague-Dawley cinsi
rat cinsiyet farki gozetilmeden kullanildi. Ratlar, 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii

olan, iy1 havalandirilmis, %60 rolatif nem oranina ve 20-24 °C ortam sicakligina
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sahip, 4-6 hayvanlik standart oOlgililerdeki (34x41x16 cm; uzunluk X genislik X
yiikseklik) kafeslerde korunup, yem ve su ile ad libitum olarak beslendi. Denekler
biyoistatistik uzmani tarafindan yapilan istatistiksel gii¢ analizi hesaplamalarina gore
her grupta 10 rat olacak sekilde 8 gruba ayrildi (Tablo 1).

Calismanin 1. giinii (PN 10. giin) tiim gruplara denge testi, EDT ve YNT ’nin
alisma asamast, 2. giin (PN 11.giin) YNT nin 1 dakikalik hatirlatma denemesinden 1
saat sonra gercek test yapildi. Ardindan kontrol gruplar1 disinda diger gruplardaki
ratlara (Grup I-VI) anestezi uygulandi. Gereken anestezi derinligi saglandiktan sonra
kisa ve uzun sham gruplarindaki ratlar (Grup V ve VI) uyandirildi. Kontrol ve sham
gruplart hari¢ diger gruplardaki ratlar ise (Grup I, II, IIl. IV) anestezi sonrasi travma
diizenegine alinarak travmaya maruz birakildi. Bu islem 24 saat arayla 5 kez
tekrarland1 (11-15.giinler). Her travma sonrasi ratlar kafeslerine alind1 ve anesteziden
uyanmalari, genel durum kontrolii i¢in gozlendi.

Erken tedavi grubundaki (Grup I) ratlar travmanin son giinii (PN 15.giin),
gec¢ tedavi grubundaki (Grup IO) ratlar travmadan sonra 10. giin (PN 25. giin)
zenginlestirilmis kafese (ZK) yerlestirildi. PN 16. giin itibariyle tiim ratlara
planlanmis gilinlerde belirli davranig-motor ve 6grenme testleri yapildi (Tablo 2).

Yavru ratlar siitten kesildikten sonra (PN 25. giin) annelerinden ayrildu.

Tablo 1: Deney gruplari ve uygulanan islemler

Gruplar | Sayi (n) Grup Ismi Uygulanan Islem
Grup | 10 Travmave erken | NK, 5 TT (PN 11-15.giin), PN 15,
tedavi giinde ZK, PN 50. giin sakrifikasyon
Grup Il 10 Travma ve erken | NK,5TT (PN 11-15.giin), PN 16. giin
histoloji sakrifikasyon
Grup I 10 Travma ve ge¢ NK, 5 TT (PN 11-15.giin), PN 25.
tedavi giinde ZK, PN 50. giin sakrifikasyon
Grup IV 10 Travma ve geg NK,5TT (PN 11-15.giin), PN 50. giin
histoloji sakrifikasyon
Grup V 10 Kisa sham NK, 5 A (PN 11-15.giin), T yok, PN 16.
giin sakrifikasyon
Grup VI 10 Uzun sham NK, 5 A (PN 11-15.giin), T yok, PN 50.
giin sakrifikasyon
Grup VI 10 Kisa kontrol NK, A ve T yok, PN 16. giin
sakrifikasyon
Grup VI 10 Uzun kontrol NK, A ve T yok, PN 50. giin
sakrifikasyon
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A anestezi, NK: normal kafes, PN: postnatal, T: travma; TT: tekrarlayan travma; ZC: zenginlestirilmis
kafes

Tablo 2: Deney gruplarina uygulanan testler

Giin Test
PN 10. Giin Denge ve Egik diizlem
PN 10-11. Giin Yeni nesne tanima
PN 16-17-18. Giin Denge ve Egik diizlem
PN 26-30. Giin Morris su labirenti
PN 34-35. Giin Yeni nesne tanima
PN 43. Giin Yiikseltilmis art1 labirent

PN: Postnatal

Tiim testler tamamlandiktan sonra II, V, VIlgruplardaki ratlar PN 16. giinde,
I, I IV, VI VI gruplardaki ratlar PN 50. giinde, anestezi altinda sakrifiye edildi.
Sakrifikasyon iglemi sirasinda alinan beyin dokular1 SBU Bagcilar SUAM Patoloji
Anabilim dali laboratuvarina gonderildi ve orada temporal ve frontal korteks ve
hipokampus bolgeleri ¢ikarilarak parafin bloga gomiildii. Sonrasinda 2 p kalinliginda
kesitler alindi ve HE, giimiis, Nissl boyalariyla boyanarak histopatolojik agidan
incelenmek igin hazirlandi. Ayni zamanda mikrogliozisi gdstermek icin IBA-1,
mikroglia alt tiplerini degerlendirmek i¢in INOS ve ARG-1, ge¢ donemdeki serebral
dejenerasyonu gostermek amaciyla p-TAU 181, p-TAU 231, travmaya bagli akson
hasarin1 degerlendirmek i¢in APP, AB, S100 B immunohistokimyasal boyalariyla
boyanarak 151k mikroskobunda incelendi.

3.1. Anestezi uygulanmasi

Anestezi indiiksiyonu i¢in ratlar 20x13x13 cm (uzunluk X genislik X
yiikseklik) boyutlarinda olan 1s1 kontrollii pleksiglas bir kutunun igine yerlestirildi.
Kutuyla anestezi makinesi arasinda gaz akimimi saglayan boru vasitasiyla ratlara
indiiksiyon igin 1-2 dakika siiresince %4-5 izofluran/%100 oksijen 0,5-1,0 L/dk
hizla, idame i¢in yine 1-2 dk siiresince %1-2 izofluran/%2100 oksijen 0,5-1,0 L/dk
hizla inhalasyon yoluyla verildi. Anestezi siiresince ratlar monitorize edildi (Datex-
Ohmeda S/5 Avance, General Electric) ve solunum hizi, derinligi, ten rengi gézlendi.
Anestezinin etkinligi dort ayak istiine kalkma refleksinin olmamasi, ayak ucunun ve
kuyrugun sikilmasi ile kontrol edildi.

3.2. Travma uygulanmasi

Travma diizenegi 1 m uzunlukta 2 cm ¢apinda her iki ucu agik metal tiipten

olustu. Agirligin planlanan yiikseklikte kalmasi ve serbest diisebilmesi i¢in tiipiin
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tizerinde 80 cm yiikseklikte iki delik agild1 ve bu deliklerden gecgecek sekilde birer
pim yerlestirildi.

Diizenegin alt kismina 16 cm uzunluk, 10 cm genislik ve 23 cm yiikseklikte
“U” seklinde bir kutu konuldu. Kutunun iizeri ortasi yiizeysel sekilde ¢izilmis
aliminyum folyo ile ortiildli, kutunun i¢ine aliiminyum folyodan 10 cm asagida
olacak sekilde ayarlanmig 16 cm uzunluk, 10 cm genislik ve 13 cm yiikseklikte bir
stinger yerlestirildi. Tip aliminyum folyoya 2,5 cm ylikseklikte duracak sekilde
konumland1 ve bdylece agirligin ratin verteksine 2,5 cm’den vurmasi saglandi.
Agirliklar her biri 10 g agirlikta, cap1 1,5 cm, kalinligi 1 cm olan piringten hazirlandi
ve 3 agirlik birbirine sarilarak toplam 30 g agirliga ulasildi.

Anestezi sonrasi ratlar yiizitkoyun pozisyonda verteksi tiipiin altina gelecek
sekilde aliiminyum folyonun iizerine yatirildi ve pim cekilerek pimin {izerine
yerlestirilmis 30 g agirlik 80 cm yiikseklikten ratlarin orta hatta bregma ile lambdoid
sttiirleri arasina disiiriilerek travma olusturuldu (Resim 1). Agirlik ve ¢arpmanin
siddetiyle ratlar aliiminyum folyoyu yirtarak kutunun igindeki silingerin iizerine
diistii. Travma sonrasi ratlar kutudan alinarak kafeslerine konuldu. Burada ratlarin 2-
3 dak i¢inde hareketlendigi gozlendi. Her rat igin travma Oncesinde diizenek kontrol
edildi ve aliminyum folyo yeniden hazirlandi. Bu sekilde I-IV gruptaki deneklere
ginde bir defa 5 giin ardarda travma uygulandi. Her travma sonrasi deneklere
analjezik olarak 2mg/mL parasetamol i¢me suyuna katilarak verildi.

Travma sirasinda ve sonrasi takip siiresinde toplam 6 denek kaybedildi ve
protokolden ¢ikarildi (Tablo 3).




Resim 1: Ratlara agirlik diigiirme modeli ile travma uygulanmasi.

Tablo 3: Deney protokoliinden ¢ikarilan ratlar

Grup I No 61 | 1.travma aninda kafasinda ¢cokme kirigi

Grup I | No15 | l.travma sonrasi ilk giin agir TBH, sag gozde ekimoz

Grup I | No 11 | 2. travma sonrasi viicut agirliginin %20’den fazla kayip

Grup I | No5 5. travma sonrasi 2. giin viicut agirliginin %20’den fazla kaybi

Grup I | No 25 | 5. travma sonrasi 5. giin viicut agirhigmin %20°den fazla kaybi

Grup IV | No 10 | 3. travma sonrasi viicut agirliginin %20’den fazla kaybi

3.3. Deneklere uygulanan davranis testleri

Tim denekler, davranig ve 0grenme testlerinden Once alisma igin 30 dak.
boyunca test odasina birakildi. Her test sonrasi diizenekler koku ipuclarini en aza
indirmek i¢in %70’lik etil alkolle silinerek temizlendi.

3.3.1. Denge testi

Denge testi ve EDT ratlarin motor fonksiyon, sensorinéral denge ve
koordinasyonunu test etmek i¢in tasarlanmistir. Test diizenegi 90 cm ylikseklikte
yerlestirilen 1,5 cm genislik 80 cm uzunluk ve 1 cm kalinhikta ahsap yliriyiis
yolundan, 12 cm uzunluk, 6 cm genislik, 2 cm kalinlikta baslangic ve son
platformlardan, ayn1 zamanda diigmede hasar1 6nlemek i¢in yumusak bir muhafaza
sisteminden olustu. Tiim ratlara deney oOncesi egitim verildi. Ogrenme testinde
denegin 3 ardisik test siiresinde ylriime platformu iizerinde durma siireleri
kaydedildi (Resim 2). Ogrenme testi sonrasi ratlar kafeslerine alinarak 2 saat
dinlendirildi, ardindan gercek teste gecildi. Gergek testte denegin 3 ardisik test

stiresinde yiirtime platformu tizerinde 60 sn durmasi basarili kabul edildi (53).
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Resim 2: Denge testi ve egik diizlem testinin uygulanmasi. A, B: Deneyin denge
diizeneginde goriintiisii C: Deneyin 70 derece agida egik diizlem diizenegindeki

goruntusu.

3.3.2. Egik diizlem testi

Denek 45 derece acili platform {izerine yerlestirildi ve platformun agis1 5’er
derece arttirilarak 85 dereceye kadar ¢ikarildi. Denege deney Oncesi egitim verildi.
Her ac1 i¢in 10 sn siiren 3 deneme testi yapildi. Her 3 denemede denegin o acida ne
kadar kaldig1 kaydedildi ve 3 denemenin ortalamasi alindi. Ogrenme testi sonrasi
ratlar yine kafeslerine alinarak 2 saat dinlendirildi, sonrasinda gercek teste gecildi
(Resim 2).

Gergek testte her ac1 icin 10 sn stliren 3 ardisik test yapildi. Sonugta denegin
kendi pozisyonunu 10 sn siiresiyle koruyabildigi en yiiksek ag¢1 kaydedildi. Normal
kriterlere ulasmak igin denegin 70 derece agili platform tizerinde test siiresince 10 sn
kalmasi gerekir (53,54).

3.3.3. Morris su labirenti testi

MSL 1981°de Morris tarafindan uzamsal bellek ve yer 6grenme yetenegini
degerlendirmek i¢in tasarlanmistir (55). Labirent 180 cm ¢ap ve 60 cm yiikseklikte
bir havuzdan olusur. Havuz 28 cm derinliginde su ile dolduruldu. Sicaklig1 26 +/-1
°C olacak sekilde ayarlandi. Havuz esit sekilde 4 alana boliindii. Kagis platformu
olarak, 10x10 cm capli ve 26 cm ylikseklikte bir platform kullanildi, platform su
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yiizeyinden 2 cm asagiya hedef bolge olarak segilen 4. kadrana yerlestirildi. Havuzun
suyu ratlar icin zararli olmayan gida boyasi ile beyaza boyandi. Havuzun bulundugu
odanin duvarlarma 3 farkli yonde gorsel ipuglart yerlestirildi ve bunlarin havuzun
icinden goriilebilir olmasina 6zen gosterildi. Bu ipuglari ratin g¢evre ve kagis
platformu arasinda iliski kurup hipokampusunda 6zel haritasini olusturarak kagis
platformunun yerini bulmasinda yardimeci olmaktadir. Ratin ylizme hareketlerinin
kayda alinmasi ve degerlendirilmesi i¢in video izleme sistemi kullanildu.

Deneklere PN 26. giinden itibaren art arda 4 giin 6grenme testi, 5. glin bellek
testi uygulandi. Her bir 6grenme testinde, ratlar havuzun igine ylizii duvara doniik
olmak Tlizere sirasiyla 4 baslangic noktasindan birine yerlestirildi. Ratlara kagis
platformunu bulmalar1 i¢in maksimum 120 saniye verildi. Bu siire i¢inde bulmalari
halinde, deneklerin platformda 5 saniye kalmasina izin verildi, aksi takdirde ratlar
kuyruklarindan yakalanarak platformun {izerine yonlendirildi ve 30 sn orada
kalmasma izin verildi. Her ylizdliirme sonrasi ratlar kagit havlu ile kurutularak
isitilmis kafeslerine gotiiriildii. Tiim deneklerin sakli platformu kaginci saniyede
bulduklar kaydedildi (Resim 3).

Besinci giin (PN 30) bellek asamasinda sakli platform ¢ikarildi ve rat sakli
platformun yerlestigi alandan en uzak nokta olan 2. ve 3. kadranlarin kesisme
noktasina konumlandirildi. 30 sn siiresince havuzu serbest dolasarak incelemesine
miisaade edildi. Yine video izleme sistemiyle kacis platformunu aramak i¢in hedef

alanda gecirdigi siire kaydedildi (53).
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Resim 3: Siganlarin Morris su labirentindeki goriintiisii

3.3.4. Yeni nesne (obje) tanima testi

Farkli 6grenme ve hafiza asamalarinmi test etmek i¢in nispeten hizli ve etkili
bir arag¢ olan bu test 1988'de Ennaceur ve Delacour tarafindan tanimlanmis ve esas
olarak ratlarda kullanilmistir (56). Test, en az ii¢ asamaya dayanir: Aligsma
(6grenme), hatirlatma ve gercek test asamalar1 (53). Ogrenme asamasi sadece iki
0zdes nesnenin gorsel olarak kesfedilmesini igerirken, test oturumu daha Once
kesfedilen nesnelerden birinin yeni bir nesneyle degistirilmesini gerektirir.
Kemirgenler dogustan yenilik tercihine sahip olduklarindan, tanidik nesneyi
hatirlayan bir kemirgen, yeni nesneyi kesfetmek i¢in daha fazla zaman harcar (56).

Diizenek, yetigskin ratlar icin 71 cm uzunluk, 5lcm genislik, 51 cm
yiikseklikte, infant ratlar icin 52 cm uzunluk, 32 cm genislik, 32 cm yiikseklikte
dikdortgen ahsap bir kapti. Caligmayr yiiriiten kiginin rati ve nesneleri ayni anda
gbzlemleyebilmesi icin kabin {iistii acgikti. Test siliresince her rat i¢in 3 nesne
kullanildi: Kalict, tuzak ve yeni nesne (yavru ratlar igin kalic1 ve tuzak nesne olarak 2
adet 3,3 cm cap ve 1,5 cm yiikseklikte yuvarlak beyaz ahsap lego, yeni nesne olarak
3 cm uzunluk, 3cm genislik, 2 cm yiikseklikte kare sekilli mavi plastik lego; yetiskin
ratlar i¢in kalic1 ve tuzak nesne olarak 2 adet 9 cm uzunluk, 9 cm genislik, 16 cm
yiikseklikte kirmizi pleksiglas kutu, yeni nesne olarak 4,5 cm ¢ap ve 4,5 cm

yiikseklikte yuvarlak beyaz plastik kap) (Resim 4).

Resim 4: Yeni nesne tanima testinin eriskin ve yavru ratlar tizerinde uygulanmasi
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Alisma asamasinda her rat, toplam 30 dak siire boyunca, kalici ve tuzak
olmak tizere iki nesneyi serbestgce kesfetmesi icin diizenege yerlestirildi. Ratlarin
kalic1 ve tuzak nesneyle gecirdigi siire kaydedildi. Gergek test asamasi, alisma
asamasindan 24 saat sonra, ayni kalici ve tuzak nesnelerle 1 dakikadan olusan
hatirlatma denemesiye baslatildi. Ratlar hatirlatma denemesi sonrasi kafesine geri
gonderildi. 1 saatlik aradan sonra tuzak nesne yeni nesneyle degistirildi ve ratlarin
kalic1 ve yeni nesne ile gecirdigi zaman toplam 2 dakika boyunca kaydedildi.
Nesnelerle etkilesimi degerlendirmede agiz, burun ve ayaklar1 ile olan dokunma
davraniglar1 da degerlendirildi. Yanlislikla olan ¢arpmalar kaydedilmedi.

YNT testi hesaplamasi igin su formiil kullanildi (57):

Tanima indeksi=100 x Yeni nesneyi inceleme siiresi / (Yeni nesneyi inceleme
stiresi +kalici nesneyi inceleme siiresi)

3.3.5. Yiikseltilmig arti labirent testi (YALT)

YALT, kemirgenlerde kaygi, stres benzeri davranislarin degerlendirilmesinde
kullanilan standart bir testtir. Montgomery’nin ¢alismasindan esinlenerek ve
modifiye edilerek ilk olarak Handley ve Mithani tarafindan anksiyetenin
degerlendirilmesinde ve ilaglarin  anksiyoselektif etkilerinin taranmasinda
kullanilmistir. Rodentlerin anksiyete davramisinin degerlendirilmesi i¢in agik
kollarda gecirilen zamanin, kapali kollarda gecirilen zamana oranlanmasi onerilir.

Diizenek iki agik kola dik yerlesen 2 kapali koldan olustu. Her bir kolun
genisligi 10 cm ve uzunlugu 50 cm idi. Kapali kollarin, kenarlarinda 40 cm
yiikseklikte duvarlar, acik kollarin kenarlarinda diismeyi onlemek i¢in 0,5 cm'lik
bordiirler vardi ve labirent yukaridan 40 Watt ampulle aydinlatilmaktaydi. Diizenek
yerden 55 cm yiiksekte konumlandi (Resim 5). Deneklerin bilmedikleri ¢evreyi
tanima davraniglari sirasinda alanin yiikseltilmis olmasi anksiyeteyi arttirici bir

etkendir (58).
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Resim 5: Siganin YALT diizenegindeki goriintiisil.

Denekler, acik ve kapali bir kolun birlesimindeki merkezi platforma birakildi
ve 5 dakika boyunca labirenti serbest¢e kesfetmelerine izin verildi. Bu siire zarfinda
acik ve kapali kollarda gegirdikleri toplam siire video izleme sistemi ile kaydedildi.
Genelde ratlar agik kollara az girer, zamanin ¢ogunu kapali kollarda gegirir. Ratlarin
YALT alaninda, donmasi/hareketsiz kalmasi, defekasyon yapmasi ve agik kollara
oranla kapali kollarda daha fazla vakit gecirmesi, anksiyete ile iliskili davranislar
olarak tanimlanmustir (58).

3.4. Zenginlestirilmis kafes

ZK, NK’e gore daha genis (120x100x80 cm’e 16x41x34 cm; yiikseklik X
uzunluk x genislik) olup i¢inde ratlar i¢in egzersiz yapabilecekleri kosu tekerlekleri,
merdivenler, tirmanabilecekleri platformlar, iginden gecip saklanabilecekleri tiineller
ve evlerin yan sira salincaklar, toplar gibi metal, plastik ve ahsaptan olusan cesitli
renkte ve boyutta nesneler, ayn1 zamanda yem ve suya daha kolay ulasabilmeleri i¢in
birka¢ adet suluk ve yemlik bulunur (Resim 6). NK’te talas tabakasi, 1 adet yemlik
ve suluk disinda herhangi bir nesne bulunmaz.

Zenginlestirilmis kafeslerin her birinde 10’ar denek olmasi planlansa da
kaybedilen ratlar nedeniyle 8’er denek kaldi. ZK igindeki nesneler, su ve yiyecek
dagiticilar deneklerin yeni kesifler yapabilmeleri i¢in her giin farkli yerlerde

konumlandirildi, haftada 2 defa yenileriyle degistirildi.
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Resim 6: Zenginlestirilmis kafeste siganlarin barindirilmasi

3.5. Sakrifikasyon ve doku érneklerinin alinmasi

Islem ©ncesi ratlara nazal inhalasyon yoluyla anestezi uygulandi. Uygun
anestezi derinligi saglandiktan sonra ratlar ameliyat masasina alinarak sirtiistii
pozisyonda yatirildi. Gogiis kafesinin altindan cilt Kesisi ile isleme baglandi. Bilateral
kotlar kesilerek gogiis kafesi kaldirildi. Torakotomi sonrasi kardiak eksanguinasyon
yapildi. Bunun i¢in transkardiyak 200 cc fosfat tamponlu tuzlu su ¢ozeltisi (PBS)
uygulandi. Ratlarin beyin dokusunu fikse etmek i¢cin PBS sonrasi transkardiyak yolla
100 cc %4 paraformaldehid (PFA) perfiize edildi. Ardindan PN 16. giin uygulanan
sakrifikasyonlarda cerrahi makas, PN 50. giin uygulananlarda giyotin ile
dekapitasyon saglandi. Dekapitasyonu takiben foramen magnum tarafindan
kraniektomiye baslandi. Kranium 2-3 par¢a halinde alindi. Disektorle iki yanlh
yapisikliklar acildiktan sonra uygun elevator kullanilarak beyin dokusu ¢ikartilip tek
parca halinde buz bataryasi lizerine konuldu (Resim 7).

Once bistiiriyle serebellum ve medulla spinalis uzaklastirild;, sonra
interhemisferik olarak beyin dokusu ikiye ayrildi. Alinan dokular 0,1 M
konsantrasyonda PFA icinde Patoloji boliimiine gonderildi (Resim 8).
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., : FINEE RS
Resim 7: Deneklerin sakrifikasyonu. A: Siganin ameliyat masasina yatirilmasi, B:

Torakotomi igin cilt kesisi, C: Gogiis kafesinin agilmasi, D: Dekapitasyon sonrasi
skalp kesisi, E, F: Kraniektomi yapilmasi, G, H: Beyin dokusunun ¢ikarilmasi, I:

Cikarilmis beyin 6rnegi.

Resim 8: Beyin dokusundan frontal korteksin, tempotal korteksin ve hipokampusun
ayrilmasi (Cizim Dr. Tayfun SAHIN e aittir.)

3.6. Histopatolojik inceleme
Alinan beyin dokusu 6rnekleri 24 saat siireyle 0,1 M konsantrasyonda PFA
icinde muhafaza edildi, ardindan 24 saat arayla sirasiyla %15 ve %30 siikroz

¢ozeltilerine aktarildi. Beynin temporal ve frontal korteks ve hipokampus bdlgeleri
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cikarilarak once doku takibine alindi, sonra usuliine uygun sekilde parafin bloga
gomiildii. Parafin bloklar bir siire dondurulduktan sonra mikrotom (Leica RM2255)
ile 2um kalinliginda kesitler halinde lamlara alindi. Bu kesitler 60°C sicakliktaki
etiivde deparafinize olmasi i¢in 1 saat bekletildi. Ardindan asagida belirttigimiz
boyama yontemleri ile HE, glimiis ve Nissl boyalar1 ile boyandi. Boyanmis kesitler
artan etanol konsantrasyonlarinda kurutuldu ve her biri 2 dakika olmak tizere 3 kez
ksilen ile isleme tabi tutuldu ve ksilen bazli bir ortamla sabitlendi. Ardindan lamlar
Sakura Tissue-Tek Film cihazina (lam kapama cihazi) kapatilarak mikroskopta
incelenecek hale geldi.

Inceleme gruplara kor olan bir patolog tarafindan yapildi. Boyanan lamlara
151k mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Japonya) x400 okiiler biiyiitmede
bakildi. Hipokampus, frontal korteks ve temporal kortekste benzer hiicre yogunlugu
gosteren alanlardan 151k mikrospobu altinda %200 biiylitmede rastgele fotograflar
cekildi ve dijital goriintii analizine gonderildi. Bu alanlarin hiicre kompozisyonunun
esit/benzer 6zellikte olmasina 6zen gosterildi.

Etiivden alinan kesitler HE boyamasi i¢in oda sicakliginda bekletildikten
sonra azaltilmig etanol konsantrasyonlariyla (%100, %95, %80, %70 ve %50)
hidratlandi, distile su ile durulandi ve hematoksilen ¢ozeltisi ile boyandi. Daha sonra,
numuneler 1 dakika boyunca %1 sodyum bikarbonat ile isleme tabi tutuldu ve
ardindan distile su ve %80 etanol ile durulandi, son olarak da 1 dakika boyunca eozin
sollisyonu ile boyama yapildi. Normal hiicreler eozinofilik (asidofilik) ve kirmizi
boyanan zengin sitoplazmaya, “hematoksilinofilik” (bazofilik) ve mavi boyanan
blyiik yuvarlak c¢ekirdege sahipken, dejenere hiicrelerde, hiicre kiiclilmesi,
sitoplazmik yogunlagma ve biiziisme, aksonal akimin durmasi ve organel birikimi
sonucu aksonal sisme ve niikleer piknoz gelisir, bu da mikroskop altinda
hipereozinofilik yuvarlak graniiller seklinde goriiniir. Olusan bu degisiklikler 151k
mikroskobunda x400 okiiler biiyiitmede incelendi ve hasarin derecesi hafif, orta,
siddetli olarak degerlendirildi.

Gimiis boyama icin alinan doku Ornekleri aymi sekilde hazirlandi.
Deparafinizasyon ve rehidrasyondan sonra alinan kesitlerde {ireticinin talimatlarina
gore FD NeuroSilver Kit II (FD NeuroTechnologies, Ellicott City, MD) kullanilarak
giimiis boyama yapildi. Boyama sonucu 1sik mikroskopide hiicre cisminde ¢ok

sayida siyah granuler birikintileri olan hasarli néronlar goriildii. Ayn1 zamanda bu
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alanda endotel hiicreleri siyah boyanmig damarsal yapilar da saptandi. Bu alanlardan
x200 biiylitmede rastgele fotograflar ¢ekildi ve dijital goriintii analizine gonderildi.

Nissl boyama igin deparafinizasyon ve rehidrasyondan sonra alinan kesitler
%0,1 cresyl violet solusyonu (Sigma C5042) pH 4,7 ile 10 dakika 37° C’de
boyandi. Farklilagsma i¢cin %95 etanol + birkag damla %10 asetik asit c¢ozeltisi
kullanildi. Boyama sonucu 151k mikroskopide mor renkli sitoplazmik boyanmis
piknotik dejenere noronlar saptandi. Bu alanlardan %200 biiyiitmede rastgele
fotograflar ¢ekildi ve dijital goriintii analizine gonderildi.

3.7. immiinhistokimya boyamalar

Deparafinize edilen lamlar oda sicakliginda 10 dak bekletildikten sonra
Ventana BenchMark ULTRA XT otomatik immiinohistokimyasal boyama cihazinda
(Roche, Indianpolis, ABD) multimer teknolojiye dayali XT DAB V3 protokolii ile
boyandi. Endojen peroksidaz aktivitesi %3 hidrojen peroksit ile 4 dak 37° C’de
(UltraView Universal DAB Inhibitor, Ventana) bloke edildi. Immiinohistokimyasal
boyamalar uygulandi. Ardindan kesitler primer antikorlarla inkiibe edildi. Antijen
Retrieval yontemi i¢in ROCHE/ Cell Conditioning 1 (CC1) (EDTA) ve ROCHE/
Cell Conditioning 2 (CC2) ile CC1 ve CC2 Standart protokolii uygulandi. Sekonder
gorlintiilleme i¢in ROCHE/ UltraView Universal DAB Detection Kit ile ‘Standart
UltraView THC’ Protokolii uygulandi. Son karsit boyama, Ventana hematoksilen ve
mavilestirme reaktifi ile yapildi. Kesitler 5-10 dakika Tris tamponu (pH 7,6) ile
yikandi, ksilen bazli bir sabitleyici kullanilarak sabitlendi, Sakura Tissue-Tek Film
cihazina (lam kapama cihazi) kapatilarak mikroskopta incelenecek hale geldi. Tlgili
alanlarda x200 biiyilitmede rastgele fotograflar ¢ekildi ve dijital goriintii analizine
gonderildi. Immiinhistokimya igin kullanilan boyamalar Tablo 4°te listelendi.

3.7.1.IBA-1IHC

Affinity Biosciences Ohio, ABD firmasindan tedarik edilen AB_2838405
(Poliklonal) IBA-1 antikoruna 1:100 antikor diliisyonu ile 2 saat antikor inkiibasyonu
uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 2 (CC2) ile
91° C 1sitilarak 8 dak standart protokolii uygulandi. Boyama sonucu 1sik
mikroskopide normal mikroglial hiicrelerden daha kisa ve daha az dallanmig
uzantilara, siyah boyanmis niikleus ve sitoplazmaya sahip multipl mikroglial hiicreler
goriildii.

3.7.2. iNOS IHC
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Affinity Biosciences (Ohio, ABD) firmasindan tedarik edilen AB_ 2833391
(Poliklonal) iINOS antikoruna 1:150 antikor diliisyonu ile 2 saat antikor inkiibasyonu
uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 2 (CC2) ile
91° C 1sitilarak 8 dak standart protokolii uygulandi. Hafif-orta siddetli sitoplazmik
boyanma gosteren biiyilk niikleuslu hasarli noéronlar ve sitoplazmasi kuvvetli

boyanmusg virgiil sekilli mikroglial hiicreler goriildii.

Tablo 4: Immunhistokimyasal boyamalar i¢in kullanilan antikorlar.

Antikor Konak | Diliisyon Katalog No | Firma
AIF1/IBA1 Antibody | Rabbit (11*__’%(1);200 DF6442 'gg'srl'izynces
. . 1:50-1:200 AF6084 Affinit
APP Antibody Rabbit (1:175) Bioscieynces
Phospho-TAU . 1:50-1:200 Affinity
(Thr181) Antibody Rabbit (1:200) AF3149 Biosciences
Phospho-TAU Rabbit 1:200 AF3147 Affinity
(Thr231) Antibody (1:150) Biosciences
iNOS Antibody Rabbit (1i:5%(1)3200 AF0199 éiTsT:liteynces
ARG-1 Antibody | Rabbit (11:5__’705;)1:200 DF6657 éifglsr:iteynces
S100 Beta (EP32), . 1:100-1:500 .
RMab Rabbit (1:150) BSB 2180 Bio SB
GFAP (G-A-5), 1:250-1:1000 .
MMab Mouse (1:250) BSB 5566 Bio SB
Amyloid-Beta (RBT- . 1:50-1:200 .
Ad), RMab Rabbit (1:50) BSB 3446 Bio SB

3.7.3 Arginaz-1 IHC

Affinity Biosciences (Ohio, ABD) firmasindan tedarik edilen AB_2838619
(Poliklonal) ARG-1 antikoruna 1:75 antikor dilisyonuyla 104 dak antikor
inkiibasyonu uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 2
(CC2) ile 35° C isitilarak 4 dak standart protokolii uygulandi. Travma sonrasi
hipokampus, frontal korteks ve temporal Kkortekste kuvvetli nuklear, zayif
sitoplazmik Arg-1 (+) boyanma gosteren sayica artmis mikroglial hiicreler goriildii.

3.7.4. Amyloid beta IHC

Bio SB (Santa Barbara, CA, ABD) firmasindan tedarik edilen RBT-A4

(Monoklonal) A antikoruna 1:50 antikor diliisyonu ile 56 dak antikor inkiibasyonu
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uygulandi. Antijen Retrieval yontemi i¢in ROCHE/ Cell Conditioning 1 (CC1)
(EDTA) ile 95° C isitilarak 8 dak standart protokolii uygulandi. Cok sayida
sitoplazik ve nuklear yerlesimli kuvvetli boyanmis noktasal birikimleri olan hasarl
noronlar goriildi.

3.7.5. Amiloid Prekursor Protein (APP)

Affinity Biosciences (Ohio, ABD) firmasindan tedarik edilen AB_2834853
(Poliklonal) APP antikoruna 1:175 antikor diliisyonu ile 52 dak antikor inkiibasyonu
uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 2 (CC2) ile
91° C sitilarak 8 dak standart protokolii uygulandi. Hasarli bdlgede beyin
parenkiminde ekstraseliiler alanda yaygin kahve renkli birikimler goriildii.

3.7.6. Fosforillenmis-TAU 181

Affinity Biosciences (Ohio, ABD) firmasindan tedarik edilen AB_ 2834584
(Poliklonal) p-TAU 181 antikoruna 1:200 antikor diliisyonu ile 56 dak antikor
inkiibasyonu uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 1
(CC1) (EDTA) ile 36° C isitilarak 4 dak standart protokolii uygulandi. Hasarli
noronlarin aksonlarinda ve sitoplazmasinda kuvvetli plaklar seklinde birikimler
goriildii.

3.7.7. Fosforillenmig-TAU 231

Affinity Biosciences (Ohio, ABD) firmasindan tedarik edilen AB_2834582
(Poliklonal) p-TAU 231 antikoruna 1:150 antikor diliisyonu ile 80 dak antikor
inkiibasyonu uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 2
(CC2) ile 35° C sitilarak 4 dak standart protokolii uygulandi. Sismis nukleuslu
hasarli néronlarin aksonlarinda ve sitoplazmasinda siddetli boyanma goriildii, komsu
noropilde vakuolizasyon dikkati ¢ekti.

3.7.8. GFAP IHC

Bio SB (Santa Barbara, CA, ABD) firmasindan tedarik edilen G-A-5
(Monoklonal) GFAP antikoruna 1:250 antikor diliisyonu ile 32 dak antikor
inkiibasyonu uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 1
(CC1) (EDTA) ile 36° C sitilarak 4 dak standart protokolii uyguland:. Astrositlerin
yildiz sekilli fibriler uzantilarinda kuvvetli pozitif sitoplazmik boyanma goriildii.

3.7.9. Nérotrofik Protein S100B THC

Bio SB (Santa Barbara, CA, ABD) firmasindan tedarik edilen EP32
(Monoklonal) S100B antikoruna 1:150 antikor diliisyonu ile 44 dak antikor
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inkiibasyonu uygulandi. Antijen Retrieval yontemi icin ROCHE/ Cell Conditioning 2
(CC2) ile 36° C 1isitilarak 4 dak standart protokolii uygulandi. Kuvetli boyanmis
niikleus ve sitoplazmalar1 olan astrositlerin yogun oldugu hipokampus, frontal
korteks ve temporal kortekst alanlar1 belirlendi.

3.8. Istatistiksel analiz

Immiinhistokimya, giimiis ve Nissl pozitif boyanan hiicrelerin istatistiksel
degerlendirilmesi goriintii analiziyle yapildi. Bunun i¢in oncelikle sigan beyninin
atlas1 temel alinarak ilgilendigimiz alanlar 151k mikroskobunda (Olympus BX5I1,
Tokyo, Japonya) x400 okiiler biiyiitmede belirlendi (59). Daha gerekli alanlardan
rastgele x200 biuyiitilmiis goriintiiler alindi, Fiji Software (ImageJ v2) yazilimi
kullanildi ve pozitif boyanan hiicrelerin ortalamasinin yiizdesi saptandi (51).

Hedeflenen proteinlerin IHC boyama sonuclart APP ve GFAP proteini i¢in
IOD (intensity of the optical density) degeri hesaplanarak (60), diger proteinler igin
ise % pozitif hiicre sayist hesaplanarak sunuldu. Giimiis boyama sonucu ortalama
optik yogunluk (MOD) analizi ile (MOD = log (maksimum yogunluk/ortalama
yogunluk)) (61), Nissl boyama ‘“Nissl-pozitif siyah hiicreler” sayis1 belirlenip total
hiicre ile oranlamasi sonucunda % dejenere hiicre sayisi olarak sunuldu.

Istatistiksel analiz ve grafik olusturma, GraphPad Prism Yazilim siiriim 7.00
kullanilarak yapildi. Oncelikle verilerin normal dagilim gosterip gostermedikleri
Shapiro-Wilks testi ile kontrol edildi. Histopatolojik degerlendirmelerde iki grup
arasindaki fark two-tailed Student's t-testi ile belirlendi. Davranis testlerinin
degerlendirilmesi tek- ya da cift-yonli ANOVA’y1 takiben Tukey post hoc testi
uyguland1. Tiim veriler ortalama + SEM olarak sunuldu. Istatistiksel anlamlilik

kriteri p <0,05 olarak belirlendi.

4. BULGULAR

4.1. Davrams Test sonuglari

4.1.1. Denge Testi Sonuclar:

Dogum sonrasi 11. giin travma 6ncesi denge testinin sonuglari tiim gruplarda
benzerdi. Travma sonrasi sham ve travma gruplarinda kontrol grubuna gére belirgin
bozulma izlendi (Tablo 5). Her grubun 1., 2. ve 3. giin sonuglar1 kendi iginde

karsilagtirildiginda diiz platform iizerinde ortalama durma siirelerinin giderek arttig
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goriildli, bu da tekrarlayan travma veya tekrarlayan anestezi sonrast da motor
gelisimin az da olsa devam ettigini gosterdi.

[Ik giin (PN 16. giin) sham, travma ve tedavi gruplarinin sonuglar1 kontrol
grubundan anlamli farkliydi. Erken tedavi grubunun sonuglar1 daha travma sonrasi
ilk glinden baglamak iizere 3 test i¢in de travma grubundan anlamli diizeyde iyi idi

(1., 2. ve 3. giinler igin sirasiyla p=0,0077, p=0,0005 ve p=0,0005) (Sekil 2 A ve B)

Tablo 5: Travma 6ncesi ve travma sonrasi denge testi sonuglari

Denge Testi Kontrol Sham Travma Tedavi
Ort+SS Ort£SS Ort£SS Ort+SS
Travma Oncesi 52,4+1149 |50,3+11,43 |51,03+12,1 | 49,2+14,64
Travma Test1l |57,75+5,94 | 40+9 27,2+9,04 40,5+13,8
sonrasi Test2 | 56,949,1 33,1+11,5 24+10,9 42,7+£12,29
Test3 | 58,65+4,52 39,5+9,86 26,55+10,14 | 47,2+10,48

~Ort: Ortalama; SS: Standart sapma
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Sekil 2: Travma oncesi (A) ve sonrasi (B) denge testi sonuglari

4.1.2. EDT Sonugclar

Dogum sonrasi 11. giin travma 6ncesi EDT’nde tiim gruplardaki deneklerin
kendi pozisyonlarin1 10 sn siireyle koruyabildikleri en yiiksek a¢1 80 dereceydi,
gruplar arasinda fark yoktu (Tablo 6 ve Sekil 3). Travma sonrasi gergek test
asamasinda 1., 2. ve 3.glin ratlarin kendi pozisyonlarint 10 sn siireyle
koruyabildikleri en yiiksek ag¢1 kontrol grubunda 80, diger gruplarda 75 dereceydi.

Sonug olarak tiim gruplar gerekli kritere ulasti.
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Travma sonras1 3 giin iist {iste test yapild1 (PN 16-18. giinler). Ilk giin denegin
70 derece agida kendi pozisyonunu koruyabildigi siire acgisindan tedavi ile sham
gruplar1 arasinda fark yoktu, tedavi grubunun sonucu tedaviye baslayali heniiz 1 giin
olmasina ragmen travma grubundan anlamli diizeyde iyiydi (p=0,001). 2. ve 3. giin
test sonuglart da tedavi ve travma gruplari arasinda anlamli farkliydi (sirasiyla
p=0,0001 ve p<0,0001). Tiim bu sonuglar tedavinin travma sonrasi olusan denge

sorunlarina ¢ok erken dénemde bile olumlu etki ettigini gosterdi (Tablo 6 ve Sekil 3).

Tablo 6: Travma 6ncesi ve sonrasit 70 derecelik ag1 i¢in EDT sonuglari

EDT 70 derece Kontrol Sham Travma Tedavi
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
TT 6ncesi 25,99+11,22 | 22,88+7,86 25,36+8,92 24,29+10,95
TT sonrasi 1.test 24,57+9,36 16,51+5,18 12,9+3,2 18,4+4,25
TT sonrasi 2.test 26,45+5,91 16,15+8,77 8,21+4,02 19+7,21
| TT sonrasi 3.test 29,65+7,54 15,1+7,64 7,27+3,97 21,145,6

EDT: Egik diizlem tesi; Ort: Ortalama; SS: Standart sapma; T: Tekrarlayan travma
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Sekil 3: Travma Oncesi tiim agilar i¢in (A) ve travma sonrasi 70 derece igin (B) egik
diizlem test sonuglari.

4.1.3. Morris Su Labirenti Test Sonuglart

Gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde 1. giinden 4. giine kadar (6grenme
testleri) hedef platformu bulmay1 6grendikleri goriildii. Gruplar her 6grenme testi
icin birbiriyle karsilagtirlldiginda kontrol grubunun platformu en kisa, travma
grubunun en uzun siirede buldugu, sham grubunun 2., 3. ve 4. giinlerde platformu
bulma siiresinin hemen hemen ayni kaldigir ve bu siirelerin 4. giinde erken tedavi
grubuna yakin oldugu, istatistiksel olarak fark olmadig1 goriildi (p=0,101). Travma

gruplarinda tekrarlayan giinlerde platformu bulma siireleri giderek azalsa da, fark
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anlamli degildi. Erken ve gec¢ tedavi gruplarinda 6grenme siirelerinde belirgin azalma
oldu, 4. giinde siire sham gruplarina yaklastt ve sham gruplariyla aralarinda
istatistiksel fark kalmadig1 goriildii (erken ve geg tedavi grubu i¢in sirasiyla p=0,101
ve p=0,196). Sham grubu ile kontrol grubu arasinda 1. ve 2. giinlerde platformu
bulma siiresinde ¢ok az fark varken 3. ve 4. giinlerde bu fark belirgin artt1, bu da
ogrenmenin tekrarlayan anesteziden de etkilendigini diisiindiirdii. Ogrenmenin son
giinli (4. giin) erken ve gec tedavi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p=0,3973) (Tablo 7 ve Sekil 4).

Su labirenti testinin 5.glinli platform c¢ikarildiktan sonra gruplarin 6nceden
platformun bulundugu kadranda gecirdigi siire ile bellek degerlendirmesi yapildi.
Kontrol grubunun hedef bolgede en uzun, travma grubunun en kisa zaman gegirdigi
gozlendi. Sham grubu da kontrol grubuna kiyasla hedef bolgede az zaman geg¢irdi.
Hem erken hem geg¢ tedavi gruplariyla travma grubu arasindaki fark anlamliydi
(p<0.0001 ve p=0.0009). Fakat erken tedavi grurubu ile sham grubu arasinda anlaml
fark yoktu (p=0.1356) (Tablo 7 ve Sekil 4).

Tablo 7: Morris su labirentinde, 6grenme donemi (ilk 4 giin) ve bellek (5. giin) test

sonuglart.
MSL testi | Giin Kontrol Sham Travma Erken tedavi | Geg tedavi
Ort+SS Ort+SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS

1 46,72+20,98 | 53,45+17,96 | 81,9+22,68 73,63+32,03 | 78,54+28,69
Ogrenme 2 29,09+19,63 | 37,45+17,33 | 80,9+17,79 68,9+22,65 74,63+32,42
dénemi 3 17,81£10,18 | 34,81=11 79,18+£20,86 | 58,81£21,6 67,54+18,44
4 11,54+4,98 33+12,97 76,18+£26,69 | 45,09+19,37 | 52,81+£22.41

Bellek testi 5 28,55+5,52 14,55+4,08 3,9+3,17 12+3,57 8,63+2,5

MSL.: Morris su labirenti; Ort: Ortalama; SS: Standart sapma
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Sekil 4: Morris su labirenti test sonuglariin gruplar arasindaki farklari.

39



4.1.4. Yeni Nesne Tanima Testi Sonuclar

Dogum sonras1 10-11. giinlerde yapilan YNT testlerinde ratlar testin herhangi

asamasinda kalici, tuzak ve/veya yeni nesnelerle ilgilenmedi ve bu yas grubunun

YNT testi i¢in uygun olmadigmna karar verildi. PN 34-35. giinlerde yapilan YNT

testinde kontrol grubunun yeni nesneyle gegirdigi zaman indeksi diger gruplardan

daha fazlaydi. Bu siire hem sham hem travma grubundan anlamli uzundu (p=0,0241,

p<0,0001). Tedavi gruplarinda kontrol ve sham grubundan anlamli fark yokken,
travma grubundan anlamli uzundu (p<0,0001) (Tablo 8 ve Sekil 5).

Tablo 8: Yeni nesne tanima testi verilerinin gruplar aras1 degerlendirmesi

YNT

Kontrol Sham Travma Erken tedavi | Geg tedavi
Ort£SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Test | 50,7+11,91 | 37,09+12,08 | 26,81+8,02 | 43,61+4,38 | 46,06+10,04

“YNT: Yeni nesne tanima; Ort: Ortalama; SS: Standart sapma
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Sekil 5: Yeni nesne tanima test sonuglarmnin gruplar arasi istatistiksel

degerlendirmesi

4.1.5. Yiikseltilmis Arti Labirent Testi Sonuclart

Acik kolda en kisa kalan grup travma grubuydu, erken tedavi grubu en uzun

stire kald1. Kapali kolda en uzun kalan grup travma grubuydu. Bu da strese en fazla

maruz kalan grubun travma grubu oldugunu gosterdi. Tedavi gruplariyla kontrol
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grubu arasinda ve erken ve ge¢ tedavi gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi

(Tablo

9 ve Sekil 6).

Tablo 9: Yiikseltilmis art1 labirent testinde gruplarin kapali ve agik kolda
gecirdikleri siire.

YAL Kontrol Sham Travma Erken tedavi | Geg tedavi
Ort+SS Ort+£SS Ort£SS Ort£SS Ort+SS
Kapali | 257,1+15,34 | 272,2+12,96 | 285,3+10,49 | 239,3+31,89 | 252+24,19
Acik | 42,9+15,34 | 27,8412,96 | 14,7+10,49 |60,7+31,89 | 4442354

“YAL: Yiikseltilmis art1 labirent; Ort: Ortalama; SS: Standart sapma
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Sekil 6: YAL testinde siganlarin agik
karsilastirilmasi.

ve kapali kolda kalma siirelerinin

4.2. Histopatolojik Inceleme Sonuglar

4.2.1. Hemotoksilin Eozin Boyama Sonuclart

Kontrol gruplarindan (Grup VIEVI) alinan kesitlerde oligodendrositlerle gevrili
noronlarin goriildigi fizyolojik sinirlarda beyin dokusu goriintiisii elde edildi. Diger
gruplarda piknotik ¢ekirdekli, kondanse eozinofilik sitoplazmali apoptotik noronlar
(Resim 9, siyah ok), gliozis olarak degerlendirdigimiz sayica artmis astrositler,
mikroglial aktivasyon gostergesi olan artmis mikroglial hiicreler, vakuolize
sitoplazmali hasarli noronlar, ¢evre dokuda 6dem gibi noronal hasar bulgular
izlendi. Travma gruplarinda noronal hasar bulgular siddetliyken tedavi gruplarinda
sham grubu ile benzer orandaydi. Erken ve gec tedavi gruplar1 arasinda belirgin
farklilik yoktu. Kontrol gruplarinda néronal hasar bulgusu izlenmedi.

4.2.2. Giimiig Boyama Sonuclart
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Kontrol gruplarinda glimiis boyama MOD degerleri en diisiik seviyedeydi
(Grup 7’de 0,1096+0,003807 ve Grup 8’de 0,1174+0,00349). Tekrarlayan anestezi
sonrasinda sham gruplarinda artis goriildii, travma sonrasi en yiiksek degerlere ulasti.
Tedavi gruplarinda tekrar azaldi (Tablo 10 ve Sekil 7).

Travma gruplarinin sonuglar1 kontrol ve sham gruplarindan anlamh farkliydi
(p<0,0001). Travma sonrasi erken ve ge¢ donemler arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,6363). Tekrarlayan anestezi sonras1 erken ve ge¢ donemler arasinda da anlamhi
fark yoktu. Tedavi gruplarinin degerleri travma gruplarindan anlamli farkliyd:
(P<0,05).

Resim 9: HE boyama 151k mikroskobu incelemesi. A: Siddetli hasar (Siyah
ok: Piknotik g¢ekirdekli, kondanse eozinofilik sitoplazmali apoptotik ndronlar; yesil
ok: gliozis, sayica artmis astrositler; sar1 ok: mikroglial aktivasyon) B: Siddetli hasar
(Kirmiz1 ok: Vakuolize sitoplazmali hasarli néronlar), C: Hafif hasar, D: Orta hasar,
E: Normal doku (Mavi ok: Oligodendrositlerle ¢evrili néronlar).

4.2.3. Nissl Boyama Sonuclart

Nissl + boyanan hiicre sayist kontrol gruplarinda en diisiik, travma
gruplarinda en yiiksek saptandi (Tablo 10 ve Sekil 7). Sham gruplarinda da travma
grubu kadar olmasa da pozitif hiicre sayisinda bir miktar artma goriildii, kontrol
gruplarindan anlamli yiiksekti. Tedavi ile pozitif hiicre sayisi azaldi1 ve tedaviye

erken baglanmasi anlamli olarak daha belirgin azalma sagladi. Erken ve ge¢ tedavi
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gruplart (p=0,0122) ve erken tedavi grubuyla travma gruplar1 arasindaki fark
anlamliydi (p=0,0031).

Tablo 10: Giimiis ve Nissl boyama sonuglari.

Gumiis Nissl
MOD:; ort+SE n (+) %, ort+SE
Grup 1 0,1926+0,01173 16,61+0,9514
Grup 2 0,2254+0,008721 29,49+2.661
Grup 3 0,2012+0,01349 20,75+1,144
Grup 4 0,2524+0,01297 22.22+1,342
Grup 5 0,152+0,008578 14,14+1,447
Grup 6 0,1476+0,008807 10,4+0,7484
Grup 7 0,1096=+0,003807 5,376+0,6888
Grup 8 0,1174+0,00349 7,134£0,5611

MOD: mean optic density; n: say1; ort: ortalama; SE: standart hata
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Sekil 7: Giimiis ve Nissl boyama goriintiileri ve istatistiksel sonuglar1. * Kontrol
grubuna gore kiyaslama, # Sham grubuna gére kiyaslama, g Travma grubuna goére kiyaslama, &
Tedavi gruplarinin kendi arasindaki kiyaslama, ¢ P16 sakrifiye edilen gruplar ile P50 sakrifiye edilen
gruplar arasindaki kiyaslama, ns: not significant (p>0.05). (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

4.3. Immunhistokimyasal Boyama Sonuglari

4.3.1. IBA-1 IHC Sonuclart

IBA-1 (+) hiicre sayist kontrol gruplarinda en diisiik diizeydeydi. Sham

gruplarinda pozitif hiicre sayisinda artig goriildii, ancak uzun dénem kontrol grubu ile
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arasinda anlaml fark yoktu (p=0,1529), kisa dénem kontrol grubundan anlaml
farkliydi. Travma grubunda pozitif hiicre sayisi diger gruplara kiyasla yiiksekti.
Travma sonrasi erken dénemde ge¢ doneme gore anlamli yiiksek izlendi. Tedavi
gruplarinda travma grubuna goére belirgin azalma goriildi. Erken tedavi grubuyla geg
tedavi grubu arasinda istatistiksel olarak diisiik seviyede de olsa anlamli fark vardi

(p=0,0435) (Tablo 11 ve Sekil 8).

Tablo 11: IBA-1, iNOS ve ARG-1 immunhistokimyasal boyama sonuglari

IBA-1 iINOS ARG-1
n (+) %; ort+SE n (+) %; ort+SE n (+) %; ort+SE

Grup 1 12,38+1,152 10,56+0,8378 20,97+1,846
Grup 2 22,05+1,59 24,42+2,241 28,93+2,19

Grup 3 15,27+0,6636 12,53+0,7506 30,39+2,361
Grup 4 17,97+1,029 16,22+1,475 31,49+2,554
Grup 5 11,78+0,9334 10,51+0,8752 20,71+1,445
Grup 6 9,193+0,5497 7,722+0,6766 17,29+1,273
Grup 7 7,402+0,7104 6,162+0,6619 7,832+0,5968
Grup 8 7,727+0,814 6,745+0,5982 8,703+0,8881

ARG-1: Arginaz 1; IBA-1: iyonize kalsiyum baglayic1 adaptdr molekiil; i-NOS: indiiklenmis
nitrik oksit sentaz, n: sayi; ort: ortalama; SE: standart hata
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Sekil 8: IBA-1, iNOS, ARG-1 immunhistokimyasal boyama sonuglari. * Kontrol

grubuna gore, # Sham grubuna gore, g Travma grubuna gore, & Tedavi gruplar arasi, » P16 ile P50
sakrifiye edilen gruplar arasi, ns: not significant (p>0,05). (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

4.3.2. iNOS IHC Sonuclar

Uzun donem kontrol ve sham gruplari arasinda anlamli fark gortilmedi
(p=0,5219). En diisiik diizeyde INOS pozitifligi kontrol grubunda, en yiiksek
diizeyde pozitiflik travma sonrasi erken histoloji grubunda goriildii. Travma grubu
kontrol ve sham gruplarindan anlamli yiiksekti (p<0,0001). Tedavi grubunda travma
sonrasi artmig iNOS pozitif hiicre sayinda belirgin azalma goriilse de travma grubuna
gore fark istatistiksel olarak erken tedavi grubunda daha anlamliydi (p=0,0037).
Erken ve ge¢ tedavi gruplart arasinda anlamli fark yoktu (p=0,0965) (Tablo 11 ve
Sekil 8).

4.3.3. Arginaz-1 IHC Sonuclar

ARG-1-pozitif boyanan hiicre sayis1 kontrol grubunda en disiik, travma
grubunda en yiiksekti. Erken tedavi grubunda travma grubuna kiyasla pozitif hiicre
sayisinda belirgin anlamli fark goriiliirken (p=0,0037), ge¢ tedavi grubunda bu fark
ortadan kalkmust1 (p=0,7562). iki tedavi grubu arasinda da ileri derecede anlamli fark
vardi (p=0,0056) (Tablo 11 ve Sekil 8).

4.3.4. Amyloid beta IHC Sonuclart

Amiloid beta (+) hiicre sayis1 kontrol gruplarinda en disiiktii. Sham grubunda
artig izlendi. Travma grubunda en yiiksek diizeydeydi. Tedavi gruplarinda hafif
azalma goriillse de travma gruplarindan anlamli farklilik gostermedi (p=0,5197)

(Tablo 12 ve Sekil 9).

Tablo 12: Amyloid-B, APP, P-TAU 181 ve P-TAU 231 boyama sonuglari

AB APP p-TAU 181 p-TAU 231
n (+) %; ort+SE | n (+) %; ort+SE | n (+) %; ort+SE | n (+) %; ort+SE
Grup 1 27,18+1,757 2,03+0,04858 32,44+18,89 2,241+1,995
Grup 2 25,51+1,931 2,1+0,1044 4,44+33,98 2,625+2,89
Grup 3 28,75+1,614 2,277+0,1029 35,27+24,93 2,663+1,052
Grup 4 29,58+1,806 2,305+0,1164 45+37,81 2,725+4,075
Grup5 | 12,69+0,90,86 1,701+0,04876 19,86+23,41 1,859+1,431
Grup 6 15,8+1,386 1,93+0,1111 25,97+24,13 1,991+1,566
Grup7 | 5,903+0,3111 1,565+0,0427 10,09+8,667 0,9059+0,8358
Grup8 | 9,803+0,6417 1,612+0,06063 16,77+11,38 0,9705+1,744

APP: Amiloid prekursor protein; p-TAU: fosforillenmis tau, n: say1; ort: ortalama; SE: standart hata
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4.3.5. Amiloid Prekursor Protein (APP) IHC Sonuclar

Kontrol gruplarinda APP degeri en diisiik seviyedeydi. Sham gruplarinda artis
goriildii. Travma sonrasi en yiiksek diizeydeydi. Travma gruplart kontrol ve sham
gruplarindan anlaml farkliydi (p<0,05). Erken tedavi grubunda azalma oldu, travma
grubundan anlamli farkliydi (p<0,0429). Geg tedavi grubunda travma grubundan
farkli degildi(p=0,86) (Tablo 12, Sekil 9).
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Sekil 9: A-B ve APP immunhistokimyasal boyama sonuglari. * Kontrol grubuna gére, #
Sham grubuna goére, g Travma grubuna gore, 6 Tedavi gruplar arasi, * P16 ile P50 sakrifiye edilen
gruplar arasi, ns: not significant (p>0,05). (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

4.3.6. Fosforillenmig-TAU 231 ve 181 sonuclart

Fosforillenmis TAU 231 pozitif hiicre sayis1 en diisiik kontrol grubunda, en
yiiksek travma sonrasi ge¢ histoloji grubunda saptandi. Tedavi gruplarinda travma
sonrast anlamli azalma oldu. Tedavi gruplari arasinda anlamli fark yoktu (p=0,2261).
Bu da tedaviye erken ve ge¢ baslamanin P-TAU 231 pozitif hiicre sayinda belirgin
farklilik olusturmadiginmi gosterdi (Tablo 12 ve Sekil 9). P-TAU 181 pozitif hiicre
sayist travma gruplarinda yiiksekti ve tedavi ile anlamli azalma gosterdi (p=0,0065)
(Tablo 12 ve Sekil 10).

4.3.7. GFAP IHC Sonuclar

Travma grubunda GFAP degerlerinde kontrol ve sham gruplarina gore artig

saptandi. Travma sonrasi erken ve ge¢ donemde fark yoktu. Tedavi sonrasi
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degerlerde anlamli azalma goriildii, erken tedavi grubunda fark daha belirgindi
(p=0,002). Erken ve ge¢ tedavi gruplari arasinda da anlamli fark vardi, erken
donemde daha disiikti (p=0,0208). Sham gruplarinda da kontrol grubuna gore
anlaml yiikseklik izlendi (p<0,0001) (Tablo 13 ve Sekil 11).
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Sekil 10: P-TAU 181 ve P-TAU 231 immunhistokimyasal boyama goriintiileri ve

istatistiksel sonuglari. * Kontrol grubuna gore, # Sham grubuna gére, g Travma grubuna gore, &
Tedavi gruplar arasi, * P16 ile P50 sakrifiye edilen gruplar arasi, ns: not significant (p>0,05).
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

Tablo 13: GFAP ve Norotrofik Protein S100B immunhistokimyasal boyama
sonuglart.

GFAP S100-B
I0OD; ort+SE n (+) %, ort+SE

Grup 1 1,265+0,04017 23,54+1,273
Grup 2 1,811+0,09532 32,88+2,97
Grup 3 1,407+0,03928 29,7242
Grup 4 1,717+0,1186 29,74+2,534
Grup 5 1,37+0,03935 24,87+1,34
Grup 6 1,373+0,04121 19,54+1,613
Grup 7 1,071+0,03008 14,76+0,791
Grup 8 1,143+0,0244 14,46+1,039

IOD: intensity optic density; n: say1; ort: ortalama; SE: standart hata

4.3.8. Norotrofik Protein S100B IHC Sonuclart
S100B (+) boyanan hiicre sayisi kontrol grubunda en disiik, travma

gruplarinda en yiiksek diizeydeydi. Sham gruplarinda kontrol grubuna gore artis
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vardi, bu da S100 B protein seviyesinin tekrarlayan anesteziden etkilendigini
gosterdi. Erken tedavi grubunda erken travma grubuna gore belirgin azalma oldu
(p=0,0423), ge¢ tedavi grubunda pozitif hiicre sayisi ge¢ donem travma grubuyla
hemen hemen ayniydi. Erken ve ge¢ tedavi gruplari arasinda anlamli fark izlendi

(p=0,018) (Tablo 13 ve Sekil 11).
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Sekil 11: GFAP ve S100B immunhistokimyasal boyama goriintiileri ve istatistiksel

sonugclari. * Kontrol grubuna gore, # Sham grubuna gore, g Travma grubuna gore, 5 Tedavi gruplar
arasi, * P16 ile P50 sakrifiye edilen gruplar arasi, ns: not significant (p>0,05). (*p<0,05, **p<0.01,
***p<0,001)

4. TARTISMA

Calismamizda, infantil sicanlarda yiiksekten agirlik diisiirme modeliyle
olusturulan thKT sonrasi erken ve ge¢ donemde baslayan ZC’de tutulmanin geng
erigkinlik doneminde davranigsal ve bilissel islevlere ve patofizyolojik bulgulara
etkileri arastirildi.

Davranigsal ve biligsel islevleri degerlendirmek i¢in denge, ED, YNT, MSL,
YAL testlerini kullandik. Uyguladigimiz testler neticesinde ZC’nin thTBH sonrasi
noroprotektif etki sagladigi sonucuna vardik. Travma sonrasi noral dokuda olusan
histopatolojik degisiklikleri, ZC tedavisinin bu degisiklere etkilerini ve bu tedaviye
erken veya ge¢ donemde baslamanin etkinligini degerlendirmek icin HE, Nissl,

giimiis boyama, IBA-1, iNOS, ARG-1, P-TAU 181, P-TAU 231, APP, AP, S100B ve
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GFAP gibi IHK boyalar kullamldi. Sonugta thTBH sonras1 ZC’de tutulmanin erken
ve ge¢ donemde olusan hasar1 azalttig1 ve tedaviye erken baglanmasinin diizelmeyi
belirginlestirdigi saptandi.

Insanlarda hTBH en yaygin beyin hasar tiiriidiir (51). hTK nin tekrarlamasi
birikici etkiye neden olabilir. Yapilan son ¢alismalar thTBH'nin kronik travmatik
ensefalopati, travma sonrasi stres bozuklugu, AH, demans, parkinsonizm, sizofreni,
ALS ve MS gibi bir dizi nérodejeneratif hastalik ile iliskili oldugunu gostermistir
(62).

ABD'de her yil yaklasitk yarim milyon g¢ocuk kafa travmasi nedeniyle
hastaneye basvurmaktadir ve bu cocuklarin %40 kadarin1 5-14 yas arasi ¢ocuklar,
%11,6's11 1 yasin altindaki bebekler olusturmaktadir. Fetal hayatin son {i¢ ayinda ve
dogumdan sonraki ilk iki yilda (kemirgenlerde bu ilk 2 hafta ile sinirlidir) insan
beyninde dendritik ve aksonal biiylime, sinaptogenez ve miyelinizasyon gibi énemli
norogelisimsel degisiklikler meydana gelir. Bu kritik donemde etki eden TBH, derin
noronal ve aksonal dejenerasyona yol acar. Bu hasarin tekrarlamasi geri
dondiiriilemez patolofizyolojik olaylara neden olabilir ve yetiskinlige kadar devam
eden biligsel sorunlar oluabilir. (63).

Xu ve ark.’nin ¢alismasinda 8-10 haftalik farelere 5 giin boyunca tekrarlayan
hafif kontrollii kortikal hasar olusturma yontemiyle KT uygulanmis sonucta biligsel
eksikliklere, beyaz cevherde patolojik degisikliklere, p-TAU ve APP seviyelerinde
patolojik artisa neden oldugu goriilmistiir (64). Pinkowski ve ark. 4 giin boyunca
giinde bir kez thTBH’na maruz biraktig1 farelere iki giin sonra eslestirilmis gorsel
ayirt etme egitimine baslamis, hTBH’ nin dikkat eksikligine ve 6grenmede onemli
zorluklara neden oldugunu kanitlamistir (65). Huh ve ark.’nin 11 giinliik siganlara
KKT yontemi ile 3 giin uyguladigi thTBH modelinde 7 giin sonra travma almis
sicanlarin ak madde ve korteksinde atrofi, ayni1 zamanda reaktif astrogliozis bulgulari
saptanmistir (32).

Model ve denek se¢imi

Beyin dokusu iizerindeki ilk etkiden kaynaklanan ani hiicre olimi geri
doniistimsiiz oldugundan tedavi prensipleri birincil hasari derinlestiren ikincil
yaralanma kaskadlariin kesintiye ugramasina ya da inhibisyonuna odaklanir.

Bununla birlikte, giinimiizde etkinligi kanitlanmis noroprotektif tedavi protokolil
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bulunmamaktadir. Hayvan modellerinin kullanimi, ikincil yaralanma siireglerinin
daha iyi anlasilmasi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in esastir.

Kafa travmasi i¢in model olusturmak giigtiir, ¢linkii ger¢ek travmalar oldukca
karmasik mekanizmalarla ortaya ¢ikar. Bir model olustururken miimkiin oldugunca
uygulanan mekanik kuvvetin yoniiniin, tipinin ve akselerasyon deselarasyon hizinin
basite indirgenmesine calisilir. Literatiirde travma modeli olusturmak i¢in bir¢ok
yontem denenmistir. Agirlik diistirme modelleri uygulamasi nispeten kolay oldugu
i¢in sik tercih edilir. Literatiirde ¢ok sayida farkli agirlik diisiirme modeli vardir. 2 m
yiikseklikten 450 gr agirhk disiirmeye dayanan Marmarau modelinde %125
oraninda Kafatasi kirig1 ve %44 oraninda mortalite bildirilmistir (66). Bu modelin 1m
yiiksekten 300 gr agirlhik diisiirme seklindeki bir modifikasyonunda orta derecede
TBH olusturulabilecegi gosterilmistir (67). Bu modellerde cilt agilir ve agirlik
sabitlenmis kafaya distirilir. Kane modelinde sabitlenmemis kafaya agirlik
diistiriilmesi tercih edilmistir ve tekrarlayan hafif darbeler yapilmasina uygundur. Bu
modelde 22-25 gramlik erigkin farelere 24 saat arayla 5 giin tist iiste 1 metreden 95g
agirlik distirmekle travma uygulanmis, sonugta hafif astrositik reaktivite (GFAP'nin
artan ekspresyonu) ve artmis p-TAU, 6dem ve mikroglial aktivasyon gibi belirgin
histolojik ve immiinhistokimyasal bulgular gelismis, ayni zamanda lokomotor
aktivitede bozulma gozlenmistir (53).

Bir calismada yetiskin farelerde hTBH olusturmak igin 30 gram agirlik
kullanilmigtir. Uygulanan bu modelde fare noéral dokusunda apopitoz ve
noroenflamasyon gelismis, kafatasinda fiziksel bir hasar goériilmemistir (68). Yine
baska bir ¢alismada AH modeli olusturmak i¢in yetiskin farelerin vertekslerine 80
cm yiikseklikten 30 gram agirhk disiiriilmistir (69). Yetigskin fare agirligmin 10
giinlik ratin agirh@ma esit (22-25 gr) olmasindan dolayi, ¢alismamizda hKT
olusturmak i¢in bu c¢alismalara uygun sekilde 80 cm yiikseklikten 30 gram agirlik
diistirmeyi tercih ettik. Shishido’nun ¢alismasinda (69) farelerin skalpina gelik kask
yerlestirilmesine ragmen biz ¢alismamizda, Kane modelinde oldugu gibi, agirlig:
serbest kafaya uyguladik (53). Sonugta infantil ratlarda olusturdugumuz tekrarlayan
travma modelinde hTBH gelisti ve travma bolgesinin komsulugunda kontiizyon veya

kortikal madde kayb1 izlenmedi.
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Yapilan aragtirmalar sonucunda insanlarin miyadinda dogum zamanindaki
norolojik gelisiminin, siganlarin PN 10. giiniine esdeger oldugu gosterilmistir (70).
Bu nedenle ¢alismamiz bu dénem siganlarda yapildi.

Infantil ratlarda thTBH nin etkilerini arastiran bir ¢alismada 24 saat arayla 3
giinliik tekrarlayan travma uygulandiginda 7. giinde dis kapsiilde ve korpus
kallozumda aksonal argirofili, IBA-1 boyamasinda mikroglial aktivasyonunda artis
(ameboid mikroglia) goriilmiis, denge, MSL ve YAL gibi davranis ve O6grenme
testlerinde fark bulunmamistir. Bu nedenle daha etkili bir thTBH olusturmak i¢in
calismamizda Kane modelindeki gibi 24 saat arayla 5 giin {st iiste travma
uygulamay1 tercih ettik ve hafif astrositik reaktivite (GFAP'nin artan ekspresyonu),
artmis p-TAU, odem ve mikroglial aktivasyon gibi belirgin histolojik ve
immiinhistokimyasal bulgular gelistigini izledik.

Denge, motor aktivite, 6grenme, bellek ve anksiyete testleri:

Insanlarda thTBH, postural denge ile ilgili sorunlara neden olabilir (53).
Calismamizda denge ve ED testleri sonuglarinda diiz ve agili platformda durma
stirelerinin tekrarlayan travma ve anestezi sonrasi arttigl, ZC tedavisinin denge
islevindeki olumsuz etkiyi kisa siireli tedavide kismen, ama uzun siireli tedavi
sonrast belirgin olarak, motor islev bozuklugunu erken donemden itibaren geri
dondiirdiigi gozlendi. Travma olmaksizin tekrarlayan anestezinin de daha diisiik
diizeyde de olsa islevlerde olumsuz etkiye yol actig1 goriildii.

Literatiirde ZC’nin 6grenme ve bellegin degerlendirildigi MSL ve YNT ile
anksiyete ve lokomotor aktivitenin degerlendirildigi YAL, acik alan ve zorunlu
yiizme testleri sonuglarinda olumlu etkileri gosterilmistir (53-58). Sparling ve
ark.’nin bir ¢alismasinda ratlar gestasyonel ve postpartum dénemde ZC’ye alinip,
YAL testi uygulanmus, agik kola girisin ve burada gecirilen siirenin ZC’de yasayan
grupta daha fazla oldugu goriilmiis, bu sonug¢ anksiyetede azalma lehine
yorumlanmgtir (71).

Calismamizda MSL testinde deneklerin travma sonrasi platformu bulma
stireleri tekrarlayan anestezi ve travma sonrast bozuldu, ZC tedavisi sonrasi siire
anlamli derecede kisaldi, ayrica hedef platformda gegcirilen siirede de tedavi sonrasi
anlaml artis oldu. Bu durum travma sonrasi ZC tedavisinin 6grenme ve bellek

tizerinde olumlu etkisi oldugunu diisiindiirdii. Tedaviye erken baglanmasinin daha
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etkili oldugu saptandi. Erken tedavi grubunda bellekteki bozukluk belirgin diizelme
gosterdi, ancak kontrol grubu diizeyine ulagamadi.

Diger 6grenme testi olan YNT testi sonuglart da travma sonrast 6grenme
islevinin belirgin bozuldugunu, hem erken, hem de gec¢ baslanan tedavi sonrasi ise
anlamli diizelme oldugunu, hatta 6grenmenin hemen hemen normale yakin diizeylere
ulagtigini gosterdi. Sham gruplarinda yeni nesne ile gegirilen siire tekrarlayan
anestezinin etkisine bagli olarak azalmisti. Lakin bu azalma travma kadar agir
degildi. Bu da tedavinin biligsel islev iizerinde olusturdugu pozitif etkinin tekrarlayan
anestezi sonucu olugan Ogrenme geriligini de azalttigini gosterdi. Bu sonuglar
hipokampusa bagli uzaysal bellegin ZC tedavisinden fayda gordiigiinii diisiindiirdi.

Sicanlarin travma sonrasi stres diizeyini degerlendiren YAL testi sonuglar
hem tekrarlayan travma, hem de tekrarlayan anestezi sonrasi anksiyete diizeyinde
belirgin artis oldugunu, tedavi sonrast travmanin olumsuz etkilerinin anlaml
azaldigini, tedaviye erken baglamanin anlamli olarak daha etkili oldugunu, hatta
sham grubundan daha iyi sonuca ulasildigin1 ortaya koydu. Bu da ZC tedavisinin
sadece travmanin degil anestezinin de olumsuz etkilerini geriye ¢evirdigini, stres ve
anksiyete diizeyini azalttigini gosterdi.

Histolojik bulgular:

Travmatik beyin hasar1 sonrasi hasarli hiicrelerin derecesini belirlemek igin
gimis, Nissl ve HE gibi histolojik boyalar kullandik. Akson hasarini1 gosteren HE
boyama preperatlarinda diger c¢aligmalarda da bildirilen anormal vakuolize
sitoplazmali, piknotik hiperkromatik g¢ekirdekli, diizensiz gévdeli néronlar saptadik.
HE boyamamizda ayrica interstisyel alanda sivi toplanmasi (6dem) da gordiik.
Tedavi ve anestezi gruplarindaki ndrodejenrasyonun siddetini hemen hemen ayni
bulduk.

Nissl boyamada ise travma sonrasi erken donemde korpus kallozum ve
hipokampusta izlenen Nissl + siyah noéronlar bizim ¢alismamizda da izlendi (72).
Glumiis boyamada travma uygulanan bolgede argirofilik aksonal dejenerasyon
goriildi. Literatiirde bu bulgunun ilerleyici bir dejeneratif siirecin belirtisi oldugu
bildirilmistir (1). Calismamizda travma sonrasi artan giimiis boyama yogunlugu ve
Nissl-pozitif hiicre degerleri tedavi sonrasi belirgin sekilde azaldi. Nissl boyama
sonuglarindaki degisikligin 6zellikle erken tedavi gruplarmda daha anlamli oldugu

izlendi. Bu da erken baslanan ZC tedavisinin noéronal hasarin azaltilmasi ve
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norodejeneratif hastaliklarin ve bunlara sekonder olusabilecek biligsel bozukluklarin
onlenmesinde Onemli oldugunu diisiindiirdii. Ayrica bu boyamalarla sham
gruplarinda da artmis pozitif dejenere hiicreler goriildii. Lakin buradaki hiicre
yogunlugu travma gruplarindaki kadar siddetli degildi. Bu bulgular tekrarlayan
anestezinin de beyinde travmadan daha diisiik diizeyde de olsa bir miktar yapisal
hasara neden oldugunu gosterdi.

Immiinhistokimya bulgular:

GFAP ve S100:

TBH’da gelisen noroenflamasyondan sorumlu hiicreler astrositler ve
mikroglialardir. Astrositler KBB’nin gelisimi, serebral kan akisinin diizenlenmesi,
sinaptojenez, norojenez, norotrofik faktorlerin salimimi ve ndronlara enerji
saglanmasinda 6nemlidir. Serebral iskemi, astrositlerde morfolojik degisikliklere yol
acarak astrositlerin reaktif hale gelmesine neden olur. Reaktif astrositler tirettikleri
proenflamatuar modiilatorler yardimiyla glial skara (astrogliozis) neden olur (32,73).
Astrogliozis, hiicresel hipertrofi, proliferasyon ve artan GFAP ekspresyonu ile
karakterizedir. Astroglioziste GFAP pozitif hiicrelerdeki artisin, yeni astrositlerin
olusumundan degil, daha ¢ok GFAP sentezindeki artistan ve onceden var olan
hiicrelerde glial filamentlerin yogunlagmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (53).

Astrosit aktivasyonunun diger bir belirteci olan S100B, beyin hasari sirasinda
astrositlerden salinir, diisiik dozlarda S100B, noroprotektif etki gosterir, ancak
yiiksek seviyelerde norotoksik olabilir. S100B néroenflamasyonu uyarir ve apopitozu
indiikleyerek ndron hasarina yol agar, ayni zamanda KBB'nin bozulmasimin bir
belirtecidir. Ayrica S100B diizeyindeki artisin AH, sizofreni gibi nérodejeneratif
hastaliklarla iligkili oldugu, 6§renme ve bellek gibi islevleri etkiledigi bildirilmistir.
Bunun yani sira S100B'nin travma sonrasi neonatal néronlardan astrositlerden ve
mikrogliadan salinarak ndronal hasari azalttigin1 gosteren caligmalar da mevcuttur
(33,73).

Calismamizda  astrogliozis  gostergesi olarak GFAP ve S100B
biyobelirteglerini kullandik. Travma sonrast GFAP ve S100B diizeylerindeki belirgin
artig literatiirle uyumlu bulundu. Klinik ¢alismalarda da TBH’nin beyinde yogun
GFAP reaksiyonuna neden oldugu bildirilmistir (53). ZC sonrasi, 6zellikle erken
tedavi grubunda GFAP ve S100B degerlerinde anlamli diisiis saptadik. Bu durum

ZC’nin astrositlerin astroglial aktivasyonunu azaltip, buna sekonder noroprotektif
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etki olusturdugunu diisiindiirdii. Erken tedavi grubunda sham grubundan daha az
sayitda GFAP ve S100B (+) hiicre gordiik. Bu da erken tedavinin tekrarlayan
anestezinin neden oldugu astrosit aktivasyonu iizerinde de pozitif etki sagladigini
gosterdi.

IBA-1, INOS ve Arg-1:

Mikroglia, fagositik ve antijen sunma yetenekleri olan, 6zellesmis bagisiklik
hiicreleridir (1,32). Aktive edilmis mikroglia travmaya yanit olarak, yaralanma
bolgesindeki hiicresel kalintilar1 fagosite etmede temizleyici gérevi yapar. Beyin
hasar1 oldugunda, uyaranin tipine ve biiyiikliigline bagli olarak mikroglia M1
izoformu tarafindan sitotoksisiteyi artiran proenflamatuar faktorler veya M2
izoformu tarafindan yara iyilesmesine ve doku onarimina yardimci olan
antienflamatuar noroprotektif faktorler salgilanir. Ilk basamak yaralanmaya tepki
olarak faydali olsa da sitokinlerin ve serbest radikallerin salinimi TBH'nin ikincil
asamasinda zararli olabilir (22,28).

Literatiirde mikroglial noéroenflamasyonun immunhistokimyasal belirteci
olarak IBA-1; M1 ve M2 izoformlarmin belirteleri olarak sirasiyla iNOS ve ARG-1
bildirilmistir (22). Yetiskin farelerde yapilan bir ¢calismada thTBH sonrasi 2. giinde
baslayan ve 7 haftaya kadar devam eden IBA-1 boyanmasi goriilmiistiir (74).
Arginazin 2 izoformu mevcuttur (ARG-1 ve ARG-2). Deneysel c¢alismalarda ARG-
1'in serebral korteks, hipokampus, beyincik, pons, medulla ve omurilikte ARG-2’den
daha fazla eksprese edildigi ve ARG-1’in arginin-ornitin-glutamat-GABA yolagi
tizerinden 6grenmede 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (28).

Deneysel thTBH’nin immiin belirteglerinin arastirildigi bir ¢alismada TBH
sonrasi 24 saat i¢inde periferik kanda ARG-1 ekspresyonun kontrol grubuna kiyasla
onemli Ol¢liide arttigr bildirilmistir (75). htTBH’nin uzun dénem norolojik
sonuglarinin arastirildig1 baska bir ¢alismada posttravmatik 7. giinde eksternal kapsiil
bolgesinde INOS pozitif, amigdalada ARG-1 pozitif mikroglia artis1 goriilmiis,
21.glinden sonra ge¢ donemde mikroglial aktivasyon saptanmamistir (1). Oysa
travmatik Oliim sonrasi insan beynindeki patolojik degisiklikleri arastiran bir
calismada, yaralanmadan yillar sonra bile mikroglianin kalic1 aktivasyonunun

olabilecegi bildirilmistir (76).
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Uzamis mikroglial aktivite AH, PH, ALS ve MS gibi noérodejeneratif
hastaliklarin olusmasina neden olur ve bu hastalarda motor ve bilissel islevlerde ciddi
bozulmalar goriiliir (22).

Calismamizda tekrarlayan kafa travmasi sonrasi mikroglial aktivasyonu
gdstermek igin IBA-1, iNOS ve ARG-1 boyamalarini uyguladik. Travma sonras1 her
3 belirtecte pozitif artis saptadik. ZC tedavisi alan gruplarda erken grupta daha
belirgin olmak tizere belirteglerin diizeylerinde azalma goriilmesi mikroglial
aktivasyonda azalma oldugunu diistindiirdii. Bu da 6zellikle erken tedavinin
mikroglial aktivasyonu kisitladigimi ve beyin hasarini azalttigmi gosterir. IBA1 (+)
hiicre sayisinda sham gruplarinda artis goriildii, sonuglar kisa doénem kontrol
grubundan anlamli farkliydi, ancak uzun donem kontrol grubu ile arasinda anlaml
fark yoktu. Bu da tekrarlayan anestezinin beyin dokusunda akut dénemde IBA-1-
pozitif hiicre sayisinda artisa neden oldugunu, ama ge¢ donemde bu etkinin
geriledigini gosterdi. Sham gruplarindaki artmis mikroglial aktivite erken tedavi
grubuyla hemen hemen ayni diizeydeydi. Bu da erken tedavinin travmanin olumsuz
etkilerini azalttigini, ancak anestezinin zararli etkilerini tamamen ortadan
kaldiramadigini diistindiirdii.

Amiloid-g, P-TAU ve APP:

Tekrarlayan hTBH, AP ve mikrotiibiil iliskili bir protein olan P-TAU'dan
olusan yanlis katlanmis protein kiimelerinin birikimini tetikleyerek AH ve kronik
travmatik ensefalopati gibi bazi noérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde ve
etiyolojisinde onemli rol oynar (63). Norofibriler yumaklar ayni zamanda hiicre
iskeleti biitiinliigiinii ve aksonal iletiyi bozarak hiicre 6liimiine de neden olabilir
(29,30). BOS ve beyin parenkiminde AP diizeyindeki artisin biligsel bozukluklarla
korele oldugu saptanmistir. Ayrica erken demans: olan hastalarda AP birikiminin
mikroglial ve astroglial hiicreleri aktive ettigi gosterilmistir. Mikroglial ve astroglial
hiicre aktivasyonu sekonder hasarin gelismesinde ana mekanizmalardan biridir (30).

TAU oligomerlerinin, AB’ya benzer bir sekilde norodejenerasyon ve bellek
bozuklugu ile baglantili oldugu diisiiniiliir. AH tanis1 i¢cin BOS’ta p-TAU 231 ve p-
TAU 181 ozgilligi karslastirilmis ve p-TAU?231’in'n daha &zgiil oldugu
bildirilmistir (31).

Akut TBH caligmalarinda TBH sonras1 A} ve TAU birikiminin yani sira APP

iretiminin ve birikiminin de arttig1 gosterilmis, APP {iretimi hipokampusta noronal
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kayipla iliskilendirilmistir. Erigkin farelerde yapilan tTBH c¢alismasinda PFK ve
korpus kallozumda APP birikimi gosterilmistir (63,75). Travma sonrasi APP’nin
hiicresel gen ekspresyonu da artar (77).

Calismamizda travma sonrasi ge¢ donemde literatiirle uyumlu olarak p-TAU
181 ve p-TAU 231'in yani sira AP ve APP proteinlerinde belirgin artis izlendi. Bu da
infantil donemde thTBH’nin daha ileri yaslarda nérodejeneratif hastaliklara neden
olabilecegini ve norobiligsel islev bozukluklar1 gelisebilecegini diisiindiirdii.
Tekrarlayan anestezi sonrasi akut ve kronik donemde sham grubunda APP ve AP (+)
hiicre sayinda artis goriildii. Lakin travma grubundaki kadar siddetli degildi. Bu da
tekrarlayan anestezinin bilissel islevler iistiinde travma kadar agir olmasa da bir
miktar hasar olusturdugunu ortaya koydu. APP’nin erken tedavi sonrasi azalmasi
erken tedavinin travma sonrasi kronik dénemde gelisen AH, demans, MS, PH ve
ALS gibi noérodejeneratif hastaliklarin ZC ile 6nlenebilirligini diistindiirdii. Tedaviye
gec baslanmasi APP degerlerini azaltmadi. Tedavi gruplarinda travma ve tekrarlayan
anesteziye baglh artmig p-TAU 181 ve p-TAU 231 pozitif hiicre sayinda azalma
goriildii. Bu azalma erken tedavi grubunda sham grubundan daha diisiik, geg¢ tedavi
grubunda ise sham grubu ile ayni oranda pozitiflige neden oldu. Bu da tedaviye
erken baglandiginda anestezinin negatif etkisinin tamamen ortadan kalktigini
gosterdi.

Amiloid B birikintileri ZC tedavisinden hemen hig etkilenmedi. Bu durumun
calismamizda kullanilan antikor klonundaki farkliliklara, dilusyon farkliliklarina
veya boyama teknigindeki farkliliklara bagli gelismis olabilecegi diisiiniildii.

Zenginlestirilmis Cevre Tedavisi:

Travmatik beyin hasarinda klinik uygulamadaki mevcut tedavilerin etkinligi
azdir. Travma sonrasi norodejenerasyon gelismesini onlemek ya da ilerlemesini
durdurmak igin yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekir. Son zamanlardaki
deneysel ve klinik ¢aligsmalar, farkli ortam kosullarinin beyin fonksiyonlari {izerinde
etkisi olabilecegini gostermis (52), 6zellikle ZC tedavisi ile deneysel ¢alismalarda iyi
sonuclar almmustir. Cevresel zenginlestirme, genisletilmis bir yasam alani, artan
sosyallesme ve hayvanlarin siklikla etkilesime girdigi yeni uyaranlardan olusan bir
klinik 6ncesi nérorehabilitasyon modelidir (49).

Deneysel calismalarda ZC’de tutulmanin neonatal hipoksik-iskemiye maruz

kalmis rat modellerinde ndral doku hasarlanmasini ve akut hiicre 6liimiinii azalttigi,
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hipokampusta doku kaybini ve hafiza bozukluklarini 6nledigi gosterilmistir (78). ZC
kosullar1 yeni sinir hiicresi olusumunu (nérojenez) arttirir ve 6zellikle hipokampus ve
kortikal gri maddedeki noéronlarda norotrofik faktorlerin  artisini - saglayarak
noroprotektif etki gosterir (49,50). ZC’nin Sinaptik yapisal degisikliklerle 6grenme
ve bellegi giiclendirdigi, travmadan 6nce uygulanmasinin TBH’nin neden oldugu
mekansal 6grenme ve hafiza hasarini azalttigi bildirmistir (50,52).

Zenginlestirilmis ¢evrenin amiloid plak noropatolojisi olan farelerde bilissel
gelisime olumlu etkisi gosterilmistir, ancak amiloid patofizyolojisine etkisi
tartismalidir. Selvi ve ark.’nin ¢alismasinda ZC’de tutulan hayvanlarin APP, Ap ve
TAU seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiikk oldugu bildirilmistir (78).
Jankowsky ve ark.nin iki g¢alismasinda ise ZC grubundaki deneklerde amiloid
miktarinda artis olmasina ragmen, biligsel bozukluklarda iyilesme gosterilmistir (79).
Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde ZC tedavisi bilissel islevlerde olumlu etki
gostermesine ragmen AP diizeylerinde azalma saglamadi.

Bir c¢alismada ZC’nin astrosit hacmi, sayisi ve bunlarla iliskili GFAP
pozitifliginde azalmaya neden oldugu gosterilmis ve ZC’nin hipokampusta yasla
birlikte artan gliozisi dnledigi diisiiniilmiistiir. Duran ve ark.’nin ¢alismasinda HIE
olusturulmus ratlarda prenatal ve erken postnatal donemde ZC’de tutulmanin
HiE’nin neden oldugu akut hiicre 6liimiinii azalttig1, ndrogelisimsel gecikmeyi ve
bellek iizerinde olusabilecek sorunlart 6nledigi, hipokampusta ve pariyetal kortekste
GFAP seviyesini azalttigi gosterilmistir (80). Bu sonuglar bizim bulgularimizla
uyumludur.

Zenginlestirilmis ¢evre geng ve yash siganlarda kortikal agirligi ve kortikal
kalinlig1 da artirir. Bu artisa sinir hiicresi biiyiikliigiinlin, dendritlerin sayis1 ve
uzunlugunun ve postsinaptik kalinligin artmasinin neden oldugu diisiiniilmektedir.
Yapilan c¢alismalarda dendritik dallanmanin arttigit  gbézlenmistir. ZC’deki
hayvanlarda noéronlarin somalarmin ve niikleuslarmin biytikligiiniin  arttigi,
dendritlerin sayisinin ve boyutlarinin, sinaps hacminin ve sayisinin, glia hiicrelerinin
sayisinin arttigi ve doku greftinin daha basarili oldugu bulunmustur (49-52).

Zenginlestirilmis cevrenin norodavranis testleri iizerine olan etkileri
arastirtlirken bazi ¢eliskili sonuglarla karsilagilmistir. Bunun nedeninin denek igin
hazirlanmig ZC modellerinin tipi, denegin ortama erken/ge¢ donemde girmesi,

ortamda kalig siiresi, denegin yasi, tiirii ve cinsiyeti, modelin diger bilesenleri gibi
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degisikliklere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin ZC, farelerde nesnelerin
taninmasi testlerindeki performansi arttirir. Ancak NMDA reseptor islevleri arttirilan
farelerde bu artis belirgin degildir. Bu durum NMDA reseptor aktivitesinin
artirilmasinin ZC’nin etkilerini maskeledigini diistindiiriir. Ancak farkli olarak YNT
testinde, Z(’de tutulan ve NMDA reseptor aktiviteleri arttirilanlarda sadece NMDA
reseptOr aktivitesi arttirilanlara gore, bellek performanslari daha uzun siire yiiksek
kalir (48).

Kemirgenlerde norodavranig testlerinin zaman zaman glvenilir sonuglar
vermemesinin diger bir nedeni, normal sartlarda gece veya alacakaranlikta yasayan
bu hayvanlara, normalde uyumalar1 gereken bir zamanda, 151k ortaminda deneyler
yapiliyor olmasidir. Ayrica, ZC tedavisinin sonuclarini etkileyen diger faktorler,
ZC’ye maruz kalman yas, siire ve ZC olusturma prosediiriidiir. Infantil dénemdeki
denekler noronal plastisite agisindan daha sanshidir, bu da travma sonrasi hasara daha
ilimli yanit vermelerini, tedaviden daha iyi sonu¢ alinmasini saglar (5). Literatiirde
TBH sonras1 ZC tedavisine erken veya ge¢ donem baslanmasinin tedavi basarisini
etkileyip etkilemedigini arastiran calismalar mevcuttur. Bunlardan Johansson’un
yayininda ZC’nin ertelenebilir oldugu, sensorimotor fonksiyonun iyilestirilmesinde
etkili oldugu bildirilmistir (79). Baska bir c¢alismada ise ZC’nin ne zaman
basladigindan ¢ok, en az 2 hafta devam etmesinin daha 6nemli oldugu vurgulanmistir
(81).

Calismamizda YNT gibi O6grenme testlerinin  sonuglarinin tedavinin
zamanlamasiyla iliski olmadigi, MSL ve YAL gibi 6grenme ve stres testlerinin erken
baslanan tedaviden daha fazla yarar gordiigi izlendi. Giimiis, iNOS, p-TAU 181 ve
p-TAU 231 haricindeki belirtegler erken tedavi grubunda, ge¢ tedavi grubuna gore
daha iyi sonuglar gosterdi. Giimiig, iNOS ve p-TAU 181 boyama sonuglari erken ve
gec tedavi gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olusturmasa da travma ile
tedavi gruplar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde erken tedavi grubunun daha yiiksek
diizeyde olumlu sonug verdigi goriildii. APP erken tedavi grubunda tedaviye yanit
gosterirken, ge¢ tedavi grubunda degisiklik gézlenmedi. AP ise hem erken hem de
gec tedavi gruplarinda ZC tedavisine yanit vermedi.

Calismamizda elde edilen sonuglar iizerinde tekrarlayan travmanin etkisi
oldugu kadar her travma Oncesi uygulanan anestezinin de etkisi oldugu diisiiniilebilir.

Infantil ratlarda 5 giin boyunca tekrarlayan anestezinin yetiskinlik déneminde biligsel
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islevlerde bozukluga neden oldugu bildirilmistir (82). Anestezi kaynakli bu etki doza
ve maruziyet siiresine baglidir ve belirli bir ila¢ siifinin ajanlariyla sinirl bir durum
degildir (83).

Calismamizda da bu sonuglarla uyumlu sekilde YNT testinde yeni nesne ile
gegirilen siire, YALT testinde acik kolda gegirilen siire, MSL testinde ise hedef
bolgede gecirilen siire tekrarlayan anestezinin etkisine bagli olarak sham gruplarinda
azaldi. Lakin bu azalmalar travma grubundaki kadar belirgin degildi. Bu da
tekrarlayan anestezinin, 6grenme ve bellegi, travma kadar olmasa da negatif yonde
etkiledigini diigiindiirdii.

Kisitlamalar:

Calismamizin eksikliklerinden birinin cinsiyet degerlendirmesi yapilmamasi
oldugu ileri siiriilebilir. Literatiirdeki bazi caligmalarda hTBH sonrasi bakilan
biyokimyasal belirteclerin ve biligsel testlerin cinsiyetle farklilik gosterebildigi, ayni
zamanda uygulanan tedaviden de cinsiyete bagli farkli sonuglar elde edilebildigi
belirtilmesine ragmen kars1 goriiste yayinlar da olmasi ve cinsiyet farkliliklarinin
caligmamizin odak noktasi olmamasi nedeniyle bu durum goézardi edilmistir. Bir
calismada thTBH olusturulan disi siganlarda artmis GFAP ekspresyon bulgusu, erkek
sicanlara gore daha yiiksek astrogliozis ve enflamasyon yaniti gosterebilecekleri
seklinde yorumlanmustir (84). MSL performansindaki cinsiyet farkliliklarina iliskin
mevcut kanitlar celigkilidir. Bazi arastirmalar, erkeklerin uzamsal 6grenmede bir
avantaja sahip oldugunu gosterirken, digerleri, bu avantajin, kadinlarin stres tepkisini
hafifletmeyi amacglayan ek egitime tabi tutulduklarinda ortadan kalktigin1 6ne siirer.
Bununla birlikte, giincel ¢alismalar MSL performans testinde temel cinsiyet farkinin
olmadig1 yoniindendir (85).

Calismamizin deneysel olmasi baska bir dezavantajdir, cilinkii 6zellikle
ratlarda yapilan davranig ¢aligmalar1 klinik ¢alismalardan farkli sonug verebilir. Bu
nedenle hTBH sonrasi ZC tedavisinin etkisinin uygun klinik c¢alismalarla

desteklenmesi gereklidir.
5. SONUC

Calismamizda infantil donemde thTBH’nin erken ve ge¢ donemde biligsel

islevlere, beyindeki histolojik ve immiinhistokimyasal bulgulara etkisini ve erken ve
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ge¢ donemde uygulanan ZC tedavisinin bu olumsuz etkileri geri dondiirme
derecesini aragtirdik.

Sonug olarak, ¢alismamiz thTBH sonrasi ZC tedavisinin kaygida azalma,
mekansal 6grenme ve hafiza performansinda artis gibi olumlu islevsel etkilerinin
oldugunu gosterdi. ZC tedavisi alan deneklerde yeni bir ortama uyum saglama
yeteneklerinin daha iyi oldugu, bu yeni ortamda 6zgiirce hareket ederek aragtirma ve
kesfetmeye yonelik davranis 6zellikleri sergiledikleri, mekansal verileri daha etkili
kullandiklar1 ve anksiyete diizeylerinin daha az oldugu izlendi. Aynm1 zamanda
tedaviye erken baslamanin tedavinin etkinligini arttirdigi da gosterildi. Bu sonug
histolojik ve immiinhistokimya bulgulariyla desteklendi. Tekrarlayan anestezi ve
travmanin neden oldugu astrogliozis, mikroglial aktivasyon ve ndrodejeneratif
hastaliklarin ~ belirteglerindeki artis Ozellikle erken donemde baslayan ZC

tedavisinden yarar gordii.
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